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RESUMO

VASHIST, USHA. AVALIACAO BIOLOGICA, BIOQUIMICA E
HISTOPATOLOGICA DAS INFECCOES EXPERIMENTAIS CAUSADAS POR
PLASMODIUM (BENNETTINIA) JUXTANUCLEARE VERSIANI & GOMES, 1941 E
BORRELIA ANSERINA (SAKHAROFF, 1891) EM GALLUS GALLUS L. 1758. 2011.
114p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias). Curso de Pos Graduacao em Ciéncias
Veterinarias. Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal,Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

Plasmodium juxtanucleare € Borrelia anserina sao patdgenos de aves domésticas e silvestres.
Podem causar sérios prejuizos as aves, em especial aquelas criadas de forma organica, livre de
medicamentos e nao confinadas. Estes patogenos podem causar anemia, diarréia, processos
inflamatorios, danos aos 6rgaos vitais, paralisia de membros, anorexia, perda de peso e queda
na produ¢dao de ovos. Em virtude da escassez de conhecimento a respeito desta infec¢ao
mista, passivel de ocorrer naturalmente nas aves, realizou-se a presente pesquisa que avaliou
os aspectos biologicos, bioquimicos e histopatologicos das infecgdes causadas por P.
Jjuxtanucleare e B. anserina em Gallus gallus. Para este experimento, inicialmente realizou-se
uma busca por aves infectadas por P. juxtanucleare no municipio de Seropédica, RJ. Um total
de 234 aves, dentre elas patos, marrecos, perus e galinhas, foram amostradas. Foram isolados
plasmddios sanguineos de aves da raga Sedosa do Japao para as inoculagdes experimentais.
Os plasmoédios foram caracterizados com base na morfologia e morfometria, e confirmada a
espécie por técnica molecular. Foram realizadas infec¢des experimentais em codornas e patos
para estudos a respeito da infectividade do isolado de P. juxtanucleare. Posteriormente, para
o estudo dos pardmetros bioldgicos, bioquimicos e histopatologicos da co-infeccdo foram
adquiridas 48 aves da ragca Cobb com um dia de idade. Aos 60 dias de idade as aves foram
divididas em quatro grupos, com 12 individuos cada: G1 - controle ndo infectadas, G2 -
infectadas por P. juxtanucleare isolado de galinhas da raga Sedosa do Japao do municipio de
Seropédica, RJ, G3 - infectadas por cepa de B. anserina criopreservada e mantida no
Laboratorio de Doencas Parasitarias do Departamento de Epidemiologia e Satde Publica,
Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro e G4- infectadas pelo
mesmo isolado de P. juxtanucleare e cepa de B. anserina anteriormente citados. Ao longo de
45 dias, diariamente, as aves foram observadas quanto a presenga de sinais clinicos das
infec¢des. Durante todo o experimento foram realizados esfregagos sanguineos das aves para
avaliacdo da parasitemia e espiroquetemia. Semanalmente, foram analisados os niveis séricos
das enzimas alanina transaminase (ALT), aspartato transaminase (AST), acido frico,
creatinina e proteinas totais e ao final do experimento foram realizadas analises histologicas
de cortes do figado e rim de aves de cada grupo experimental. As prevaléncias de P.
Jjuxtanucleare em galinhas, patos, marrecos, gansos e perus foi de 56%, 28%, 32%, 40% e 50%,
respectivamente, e as parasitemias médias de 0,12%, 0,08%, 0,02%, 0,03% e 0,1%,
respectivamente. As andlises biomoleculares ¢ morfométricas dos plasmddios isolados de
galinhas da raga Sedosa do Japdo confirmaram ser a espécie P. juxtanucleare encontrada.
Tanto os patos quanto as codornas sub-inoculados com P. juxtanucleare se infectaram, mas
com valores de parasitemia bem inferiores aos da ave doadora. Nas galinhas da raca Cobb, a
atividade da ALT foi significativamente elevada nos Grupos 2, 3 ¢ 4 em relagao ao Grupo 1.



A atividade da AST oscilou, mas ndo variou significativamente entre os grupos. Ambas as
enzimas também serviram como marcadoras de estresse das aves. Nos cortes histologicos de
figado das aves do Grupo 1 ndo foram evidenciadas alteragcdes marcantes, ja nos Grupos 2, 3 e
4 foram evidenciados infiltrados inflamatdrios, hepatédcitos vacuolizados e tumefeitos,
hemorragias extensas, proliferagdao de tecido conjuntivo fibroso no espago porta, congestao e
dilatagdo de sinusdides e colestase intra-hepatica. Houve variagdo significativa entre as
concentracdes de proteinas totais das aves dos grupos experimentais, sendo que o Grupo 4
apresentou média superior aos demais e superior ao nivel considerado normal para aves sadias
A concentracdo sérica do 4cido urico foi mais elevada no grupo infectado por P.
Jjuxtanucleare e as concentragdes séricas de creatinina ndo variaram significativamente entre
0os grupos experimentais. As andlises histologicas revelaram nefrites, glomerulonefrites,
congestdo e hemorragias em algumas areas dos rins de aves dos grupos infectados. Conclui-se
que as infec¢des causadas por P. juxtanucleare e B. anserina isoladas ou em conjunto causam
danos as aves, o que pode comprometé-las na producdo. O conjunto de ferramentas como
anamnese, analise parasitoldgica, bioquimica clinica e histopatologia no estudo das infecg¢des
parasitarias em aves foram eficientes para a caracterizacdo de doenca isolada ou em conjunto
causada por P. juxtanucleare e B. anserina.

Palavras-chave: malaria aviaria, borreliose avidria, produgdo organica, galinhas, bioquimica
sérica, histopatologia.



ABSTRACT

VASHIST, Usha. BIOLOGICAL, BIOCHEMICAL AND HISTOPATHOLOGICAL
EVALUATION OF THE |[INFECTIONS CAUSED BY PLASMODIUM
(BENNETTINIA) JUXTANUCLEARE VERSIANI & GOMES, 1941 AND BORRELIA
ANSERINA (SAKHAROFF, 1891) IN GALLUS GALLUS L. 1758. 2011. 114p. Tese
(Doutorado em Ciéncias Veterinarias). Curso de P6s Graduacao em Ciéncias Veterinarias.
Instituto de Veterindria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2010.

Plasmodium juxtanucleare and Borrelia anserina are common pathogens in domestic and
wild birds, they can cause serious damages in the birds, especially those created organically,
drugs free and not confined. These pathogens are related to anemia, diarrhea, inflammation,
damage to vital organs, limb paralysis, anorexia, weight loss and reduction in egg production.
This mixed infection can occur naturally among birds, but this subject is poorly studied, for
this reason the present survey aimed to evaluate the biological, biochemical and
histopathological features of infections caused by P. juxtanucleare and B. anserina in Gallus
gallus. For this experiment, initially a search for birds infected by P. juxtanucleare was made
in the Seropedica City, RJ. Two hundred thirty four birds, among them ducks, widgeons,
geese, turkeys and chickens were sampled. Plasmodia were isolated from blood of chickens of
Silky Japan’s breed for experimental inoculations. The plasmodia were characterized based
on morphology and morphometry, and the species confirmed by molecular technique.
Experimental infections were performed in quails and ducks for the infectivity of the P.
Jjuxtanucleare isolate studies. Thereafter, for the biological, biochemical and histopathological
studies, 48 Cobb chickens with one day old were acquired. At 60 days old the chicks were
divided into four groups of 12 birds each: Gl-uninfected control, G2-infected by P.
Jjuxtanucleare isolated from chicken of Silky Japan's breed of the Seropédica City, G3-
infected by B. anserina strain cryopreserved and maintained in the Laboratory of Parasitic
Diseases, Epidemiology and Public Health Department, Veterinary Institute, Federal Rural
University of Rio de Janeiro and G4- infected by the same strain of P. juxtanucleare and B.
anserina previously cited. Over 45 days, daily, the birds were observed for the presence of
clinical signs of infection. Throughout the experiment blood smears were made from birds to
parasitemia and spirochaetemia evaluation. Weekly, the serum enzymes alanine transaminase
(ALT), aspartate transaminase (AST), uric acid, creatinine, total proteins were analyzed and
in the experiment end histological sections of liver and kidney of birds in each experimental
group were evaluated. The prevalence of P. juxtanucleare in chickens, ducks, widgeons,
geese and turkeys was 56%, 28%, 32%, 40% and 50%, respectively, and the parasitemias
averaged 0.12%, 0.08%, 0.02% 0.03% and 0.1%, respectively. Biomolecular and
morphometric analysis of parasites isolated from chickens of Silky Japan’s bred confirm that
the specie was P. juxtanucleare. Both ducks and quails subinoculated with P. juxtanucleare
became infected, but with lower values of parasitaemia in relation to the bird donor. In Cobb
breed chickens, the ALT activity was significantly higher in Groups 2, 3 and 4 compared to
Group 1. The AST activity fluctuated but did not vary significantly between groups. Both



enzymes also served as a marker of stress in birds. In histological liver sections of birds of
Group 1 no marked changes were visualized, but in the histological liver sections of birds of
Groups 2, 3 and 4 inflammatory infiltrates, swollen and vacuolated hepatocytes, extensive
hemorrhages, proliferation of fibrous tissue in the portal space, congestion and dilation
sinusoids and intrahepatic cholestasis were demonstrated. There was significant variation
between the total protein concentrations in the experimental groups, and the birds of Group 4
had a higher average in relation to the others groups, and higher than the level considered
normal for healthy birds. Serum uric acid was higher in the Group 2 and serum creatinine did
not differ significantly between groups. Kidney histological analysis revealed nephritis,
glomerulonephritis, congestion and hemorrhages in some areas of the kidneys of birds from
Groups 2, 3 and 4. We concluded that the infections caused by P. juxtanucleare and B.
anserina alone or in combination cause damage to birds, which can compromise them in
production. The tools combination like history, parasitological analysis, clinical chemistry
and histopathology in the study of infections caused by P.juxtanucleare and B. anserina in
birds allowed a realistic picture of the overall health of the birds.

Keywords: avian malaria, avian borreliosis, organic produce, chickens, serum biochemistry,
histopatology.
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1. INTRODUCAO GERAL

Plasmodium juxtanucleare foi descrito por Versiani & Gomes, em 1941, em Gallus
gallus Linneaus, 1758 de criagdes rusticas, no estado de Minas Gerais. A ocorréncia deste
hemoparasito ¢ ampla na América Latina e no Brasil onde apresenta alta prevaléncia em
aves de criagdes rusticas (VERSIANI & GOMES, 1941; BELTRAN, 1941; KRETTLI,
1972; MASSARD & MASSARD, 1981; MOTA, 1997; SANTOS-PREZOTO et al., 2004;
VASHIST, 2003). Hé também relatos na literatura de P. juxtanucleare em aves silvestres
(BENNET et al.,, 1966; MOHAN & MANWELL, 1969). MASSARD (1976) realizou
pesquisa buscando encontrar a infec¢do por P. juxtanucleare em 26 espécies de aves e
encontrou este parasito em galinhas e faisdes, com prevaléncias de 39,7% e 80%
respectivamente. O parasitismo por P. juxtanucleare também ja foi relatado em perus
(SERRA-FREIRE & MASSARD, 1979).

Plasmodium juxtanucleare tem como hospedeiros invertebrados mosquitos da tribo
Cullicini (VERSIANI & GOMES, 1941; BENNET et al.,, 1966; GARNHAM, 1966;
KRETTLI, 1972; LOURENCO-DE-OLIVEIRA & CASTRO, 1991).

A maldria aviaria causada por P. juxtanucleare ¢ uma infeccdo que pode causar
quadro de anemia hemolitica, febre, inapeténcia, congestdo e megalia de 6rgaos, distirbios
digestivos e neurologicos e, nos casos de altas parasitemias, prostracdo € morte
(VERSIANI & GOMES, 1941; DHANAPALA, 1962; KRETTLI, 1972; MASSARD &
MASSARD, 1981; SOUZA, 1998; VASHIST, 2010). Em criagdes comerciais, ja foi
relacionada com baixa produ¢do de ovos, entre as aves infectadas (MASSARD, 1982). Na
fase aguda, as aves podem apresentar sintomas neurologicos decorrentes de lesdes
cerebrais ¢ na medula espinhal, levando a incoordenagdo motora, fraqueza acentuada nas
pernas, podendo levar a paresia ou a paralisia dos membros inferiores (VERSIANI &
GOMES, 1941; MASSARD & MASSARD, 1981; VASHIST, 2010). Também foram
observados disturbios sistémicos como perda de apetite, emaciagdo (AL DABAGH, 1961),
diarréia com fezes sanguinolentas, anemia evoluindo em casos mais severos para morte
(SERRA-FREIRE & MASSARD, 1979).

Andlises bioquimicas séricas em humanos infectados por Plasmodium vivax ou
Plasmodium falciparum revelaram alteracdes nos niveis de enzimas, tais como as
transaminases e fosfatases, a gravidade destas alteracdes esta relacionada ao tipo e estagio
da doenca (PEREIRA et al., 1995; SILVA et al., 2004). Embora ha muitos anos veterinarios
e pesquisadores tenham langado mao das ferramentas da patologia clinica na satde animal,
ndo consta na literatura a analise de parametros bioquimicos em aves infectadas por
plasmodios.

Outro hemoparasito comumente encontrado parasitando aves domésticas ¢ a bactéria
Borrelia anserina (Sakharoff,1891), agente etiologico da borreliose avidria, que acomete
também as galinhas. Esta espiroqueta foi descrita por Sakharoff em 1891 ao pesquisar sobre
a septicemia em gansos no Caucasus. As aves infectadas apresentam sintomas como
hipertermia, polidipsia, sonoléncia, anorexia, inapeténcia, diarréia verde escura, podendo
ocorrer paralisia das pernas e asas e até mesmo a morte. A mortalidade varia de 10 a 99% de
acordo com a cepa, enquanto a morbidade ¢ maior que 80% (MARCHOUX &
SALIMBENI, 1903; BOERO, 1967; BIER, 1985; HOOGSTRAAL, 1985; QUINN et al.,
1994). Tentativas de vacinas foram feitas mas sem éxito (WOUDA et al. 1975).

Esta bactéria possui ampla distribuicdo geografica (MARCHOUX & SALIMBENI,
1903; McNEIL et al. 1949; DICK & BARRERA, 1964; COOPER & BICKFORD, 1993).



Os vetores bioldgicos de B. anserina sao carrapatos do género Argas, 0s quais servem como
reservatorios naturais (DA MASSA & ADLER, 1979). Ao sugar o sangue das aves o
carrapato transmite as espiroquetas pela secrecdo salivar e pelo liquido coxal, secretado
principalmente pelos adultos, durante o repasto sangiliineo. Quatro a seis dias apds a
inoculagdo ou contaminacdo pelas espiroquetas, as aves come¢am a manifestar sinais da
doenga (BIER, 1985).

Estudos hematologicos da borreliose aviaria, revelaram diminui¢do marcante do
niamero de eritrocitos e da concentracdo de hemoglobina do sangue (SHOMMENIN &
KHOGALLI, 1974). As alteracdes dos valores hematoldgicos podem ser também atribuidas
aos produtos toxicos lancados na circulacdo resultantes da multiplicagdo das espiroquetas
(HUTYRA, 1947). LISBOA (2006) ao estudar aspectos da transmissdo biologica,
experimentalmente de B. anserina por Argas miniatius realizou avaliagdes relativas aos
parametros hematologicos em galinhas e concluiu que as aves infectadas demonstraram
elevada sensibilidade e alteracdes hematologicas compativeis com a infeccdo bacteriana
estudada.

De acordo com RUPLEY (1999) a anemia em aves ¢ causada pelos mesmos
mecanismos dos mamiferos tais como alteragdes na hematopoiese e conseqiiente diminuicao
na producdo de eritrocitos, na sua destrui¢do ou na perda de sangue.

Um estudo a respeito das mudangas na composi¢ao bioquimica do sangue de galinhas
infectadas por B. anserina revelou que os niveis da transaminase glutamico oxalacética
(TGO), proteinas totais, globulinas e acido Urico aumentaram, mas houve reducdo da
albumina, lipideos totais, colesterol e uma pequena diminui¢do no fosfato inorganico. Os
niveis de agiicar ndo mudaram. Tais mudancgas nos niveis séricos de enzimas e componentes
do sangue refletiram consequencias da inflamagao, enterite, anorexia e prostragdo causados
pelas espiroquetas no sangue e tecidos das aves.

A maldria e a borreliose avidria sdo infec¢des comuns principalmente em aves de
criagdo “rustica” (MARCHOUX & SALIMBENI, 1903; VERSIANI & GOMES, 1941;
BELTRAN, 1941; BOERO, 1967; KRETTLI, 1972; MASSARD & MASSARD, 1981;
BIER, 1985; HOOGSTRAAL, 1985; QUINN et al., 1994; MOTA, 1997; SANTOS-
PREZOTO et al., 2004, VASHIST, 2003), com a utilizagdo de antibioticos e
coccidiostaticos em ragdes comerciais este problema foi minimizado em aves de criagdes
comerciais (WOUDA et al. 1975), entretanto em nosso pais, em cidades do interior ¢ muito
comum a cria¢do de aves “de fundo de quintal” para a subsisténcia da familia, tanto pela
venda de aves como pela venda de ovos. A pratica da criagdo organica de animais vem
ganhando cada vez mais espago no mercado brasileiro e mundial, um dos regulamentos para
esta pratica € a nao utilizacdo de antimicrobianos na producgdo de aves de corte o que torna
estes animais vulneraveis as doencas parasitarias. As infec¢des por B. anserina e P.
Juxtanucleare sao passiveis de ocorrer simultaneamente em aves dada a ampla distribuigao
de seus vetores e ndo ha na literatura estudos sobre aspectos bioquimicos séricos destas
infecgdes em conjunto.

Interessante notar que, em humanos, ha poucos relatos de casos na literatura em que
pessoas que foram acometidas simultaneamente por Plasmodium e Borrelia. Os pacientes
infectados apresentaram sintomatologia grave e alteracdes hematoldgicas, atribuidas a estes
hemoparasitos. A gravidade dos sintomas foi relacionada diretamente aos efeitos sinérgicos
destas infeccoes (MIRON et al., 2004). Assim, sdo poucos os estudos sobre esta co-
infec¢do que pode ser mais comum do que se imagina, entretanto, por muitas vezes obtém-
se um diagndstico incorreto (BERGER & DAVID, 2005). Uma vez que, modelos aviarios
envolvendo plasmddios ou borrelias s3o bem aceitos para a experimentagdo cientifica e
alguns destes sdo utilizados em pesquisas avancadas na busca por tratamentos das
enfermidades humanas, sugere-se que os resultados de pesquisas a respeito dos aspectos
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biologicos e bioquimicos destas infec¢des em conjunto sirvam para elucidar o que ocorre no
organismo humano.

Considerando-se a importancia das parasitoses causadas por P. juxtanucleare ¢ B.
anserina em aves, a possibilidade da utilizagdo dos resultados desta pesquisa na elucidagao
de problemas relacionados tanto a satide animal, como a saude publica, e a escassez de
referéncias em relacdo a esta tematica, o objetivo deste trabalho foi avaliar os aspectos
biologicos, as alteragdes bioquimicas séricas e a histopatologia das infec¢des causadas por
P. juxtanucleare e B. anserina em aves, de forma isolada e conjunta.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Plasmodium juxtanucleare e a malaria aviaria

A maldria avidria ¢ comum e frequente em aves de todos os continentes, para algumas
espécies aviarias ¢ uma infeccdo grave que pode levar a morte, enquanto que para outras ¢
uma infeccdo assintomdtica e raramente fatal. Em galinhas, somente Plasmodium
gallinaceum Brumpt, 1935 e Plasmodium juxtanucleare Versiani & Gomes, 1941 sdo os
causadores da malaria aviaria (DHANAPALA, 1962; GARNHAM, 1966, MASSARD &
MASSARD, 1981). Evolutivamente a associagdo entre aves e P. juxtanucleare ¢ mais
antiga do que entre aves e P. gallinaceum, o que pode explicar a menor patogenicidade de
P. juxtanucleare em relacao a P. gallinaceum (ELISEI, 2005).

Plasmodium juxtanucleare foi primeiramente identificado por Peres ¢ Gomes (1940)
em galinhas de criagdes rusticas provenientes do mercado municipal de Belo Horizonte,
MG, quando estes pesquisadores procuravam a espiroqueta Borrelia anserina (Sakharoff,
1891) nas aves, acredita-se que as aves tinham origem na regido oeste do estado de Minas
Gerais. Este parasito foi assim denominado pelo fato da frequente justaposi¢cdo deste em
relagdo ao ntcleo das células parasitadas (VERSIANI & GOMES, 1941; 1943).

Ishiguro (1957) identificou no Japdo Plasmodium japonicum que era
morfologicamente semelhante ao P. juxtanucleare, mas Akiba (1959) fez um estudo
comparativo entre as duas amostras e considerou P. japonicum como sinonimia de P.
Juxtanucleare.

Quanto a morfologia deste hemoparasito, Versiani & Gomes (1941) descreveram o P.
Jjuxtanucleare como parasito de pequenas dimensdes. Elisei (2001) realizou caracterizagdes
morfolégicas e morfométricas deste parasito, foram mensurados o didmetro maior (DM) e
diametro menor (dm) e calculado o indice morfométrico (IM=dm/DM). Os trofozoitos
tiveram em média 1,802 + 0,313 x 1,230 + 0,208 pm com IM = 0,623 £ 0,110. Estes eram
arredondados, com predominio das formas ovoides e elipticas. Os esquizontes estimaram
em média 2,809 + 0,187 x 1,820 + 0,386 um com IM = 0,643 £ 0,120. Os esquizontes
tinham formas ovoide, eliptica, piriforme e ameboide, com predominio das formas ovodides
e piriformes. Em geral, apresentaram dois, trés ou quatro merozoitos. Os macrogametdcitos
mediram em torno de 3,559 + 0,883 x 2,363 + 0,207 um com IM= 0,766 + 0,078. Foram
observadas formas ovoides, elipticas e piriformes, com predominio das ovdides e
piriformes. Os microgametdcitos tiveram em média 3,891 £+ 0,946 x 2,386 + 0,783 um com
IM = 0,505 £ 0,103. Foram observadas formas ovoides, elipticas e piriformes, com
predominio das ovdides e elipticas.

Segundo Cox (1994), Pierce e Bennet (1996) e Valkiunas (2005) P. juxtanucleare
ocupa a seguinte posi¢cdo taxondmica:

Reino: Protozoa

Sub-Reino: Alveolata
SuperPhylum: Apicomplexa
Phylum: Sporozoa

Classe: Haemosporidea
Ordem: Haemosporida
Familia: Plasmodiidae
Género: Plasmodium



Sub-Género:Bennettinia
Espécie: Plasmodium (Bennettinia) juxtanucleare

Os plasmodios sdo divididos em 5 subgéneros, sendo eles: Haemamoeba,
Giovannolaia, Novyella, Huffia e Bennetinia (GARNHAM, 1966; VALKIUNAS, 2005).
Pierce e Bennet (1996) propuseram o género Plasmodioides e até rececentemente P.
Jjuxtanucleare estava inserido no subgénero Novyella, mas em virtude dos gametdcitos deste
parasito nem sempre serem alongados este foi remanejado para o subgénero Bennettinia
(VALKIUNAS, 2005).

Bennet (1970), estudando a sequéncia evolutiva dos sub-géneros dos plasmodios
aviarios Haemamoeba, Giovannolaia e Novyella, concluiu que Novyella era o mais
evoluido, devido a sua especificidade em relacio aos hospedeiros vertebrados e
invertebrados, redu¢ao do nimero de merozoitos, redu¢ao do tamanho do parasito e grau de
distor¢do da célula hospedeira. O autor citou que a espécie de P. juxtanucleare ¢ a mais
diferenciada, devido ao fato de possuir oocistos especializados, grandes e pedunculados.
Formas exoeritrociticas desta espécie foram relatadas por alguns pesquisadores em
infecgdes experimentais e naturais (BARRETO,1943; PARAENSE, 1947; KRETTLI,
1972a; MASSARD & MASSARD, 1981). Acredita-se que embora os plasmddios humanos
e aviarios sejam morfologicamente distintos, genotipicamente podem estar bem proximos.
Estudos moleculares e imunolédgicos realizados com P. falciparum, que ¢ agente fatal da
maldria humana, e os plasmodios aviarios P. gallinaceum e Plasmodium lophurae,
apontaram para uma semelhanga genotipica entre estes plasmodios (KLASLOW et al.,
1989; WALTERS et al., 1991; FELDMAN et al., 1995; MC CUTCHAN et al.; 1996,
ELISEIL, 2005). Quando analisados dados moleculares e biologicos de diferentes espécies de
plasmddios, percebe-se que os plasmddios aviarios estdo evolutivamente entre as espécies
que acometem répteis e mamiferos, isto porque os plasmoédios aviarios realizam além das
esquizogonias eritrociticas, esquizogonias em leucécitos, o que ndo ocorre nos plasmodios
de mamiferos, mas ocorre nos plasmodios de répteis (SOARES et al., 1999a).

2.1.1. Distribuicao

Plasmodium juxtanucleare ocorre em varios paises da América Latina, Asia e Africa
(BELTRAN, 1941, 1943; CASSAMAGNAGHI, 1947; ISHIGURO, 1957; AKIBA, 1959;
DHANAPALA, 1962; MANWELL, 1966; MOHAN & MANWELL, 1969; KRETTLI,
1972; LOURENCO DE OLIVEIRA & CASTRO, 1991).

No Brasil a ocorréncia de P. juxtanucleare ¢ ampla e ja houve registros em alguns. As
prevaléncias de P. juxtanucleare no Brasil estdo assinaladas no Quadro 1.



Quadrol: Prevaléncia de Plasmodium juxtanucleare em diversas localidades brasileiras

Localidades Prevaléncias Autor
(%)

Minas Gerais
Japao de Oliveira 16,6% PARAENSE (1944)
Bambui 21,47% PARAENSE (1949)
Caratinga 1,4% FERRAZ-FRANCO (1954)
Diversas regides 4—-33% KRETTLI (1971)
Lambari 6% MASSARD (1976)
Santa Barbara do Tugtrio 100% SANTOS-PREZOTO (2004)
Juiz de Fora 53% VASHIST et al. (2003)
Rio de Janeiro
Cordeiro, Laranjal, Sto.| 2% FERRAZ-FRANCO (1954)
Antonio de Padua
Diversas regides 32,3% MASSARD (1976)
Diversas regides 35,5% SOUZA (1998)
Espirito Santo
Alegre | 39,2% | MASSARD (1976)
Pernambuco
Recife | 51,4% | MOTA et al. (2000)
Para
Belém | 40% | SERRA- FREIRE et al (1976)

2.1.2. Hospedeiros vertebrado e invertebrado

Plasmodium juxtanucleare tem alta especificidade para Gallus gallus, com alta
prevaléncia em aves de criagdes rusticas (VERSIANI & GOMES, 1941; BELTRAN, 1941;
PARAENSE, 1947; KRETTLI, 1972; MASSARD & MASSARD, 1981). Além da galinha
doméstica, ha registros de outras aves parasitadas por P. juxtanucleare: Gallus lafayettei
(jungle-fowl) no Ceilao (DISSANAIKE, 1963), Bambusicola thoracica sonorivox (perdiz
de bambu) em Taiwan (MANWELL, 1966), Francolinus spp (perdiz) na Africa (MOHAN
& MANWELL, 1969), Meleagris galopavo (peru), Crysolophus pictus (faisdao dourado),
Lophura nyctemera (faisdo prateado), Crysolophus amherstiae (faisao lady) e Phasianus
colchicus (faisdo coleiro) no Brasil (SERRA-FREIRE & MASSARD, 1979, MASSARD &
MASSARD, 1981) e Spheniscus demersus e Spheniscus magellanicus (pingiiim) na Africa
do Sul e Brasil (GRIM et al., 2003; FALQUETO, 2010).

No hospedeiro vertebrado ocorrem as fases exoeritrocitica (pela inoculagdo dos
esporozoitos presentes nas glandulas salivares do mosquito infectado na corrente
circulatéria da ave, com invasdo dos esporozoitos nas células do sistema fagocitico
mononuclear e posterior penetragao dos criptozoitas em células endoteliais de varios 6rgaos,
como o figado) e eritrocitica (pela penetragdao dos merozoitos nas hemacias e formacao de
trofozoitos) (MC GHEE et al., 1988).

Os vetores de P. juxtanucleare sdo mosquitos da tribo Cullicini (VERSIANI &
GOMES, 1941; BENNET et al., 1966; GARNHAM, 1966; KRETTLI, 1972; LOURENCO-
DE-OLIVEIRA & CASTRO, 1991). Experimentalmente, Paraense (1944) assinalou a
ocorréncia de esporozoitos em dois exemplares de Culex quinquefasciatus. Bennet et al.
(1966) conseguiram com grande indice de positividade infectar Culex gelidus, Culex
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tritaeniorrhynchus ¢ Culex pseudovishnui. Na Malasia, Bennet et al. (1966) descreveram
estagios esporogonicos de P. juxtanucleare em Culex sitiens e Culex annulus naturalmente
infectados. Niles & Kulasiri (1967), no Sri Lanka, isolaram P. juxtanucleare de Mansonia
crassipes, capturados na Natureza. Krettli (1972) estudou a infec¢do experimental em C.
quinquefasciatus, demonstrando o oocisto pedunculado no estdbmago do mosquito.
Lourengo de Oliveira e Castro (1991) estudando os possiveis vetores de P. juxtanucleare,
capturaram mosquitos no Rio de Janeiro. As seguintes espécies estavam infectadas: Culex
saltanensis, Culex declarator, Culex coronator, Culex quinquefasciatus e Culex bidens.
Segundo os autores Culex saltanensis foi o mais frequente em criagdes de galinhas. Nos
mosquitos ocorre a fase esporogonica do ciclo pela ingestdo de gametocitos presentes no
sangue das aves, maturagdo destes no estdmago do mosquito e fertilizagdo, originando o
zigoto movel, que atravessa o epitélio do estdmago, encistando e formando oocisto. O
oocisto, por esporogonia, produz esporozoitos que por movimentos da hemolinfa chegam as
glandulas salivares do mosquito dando continuidade ao ciclo (GARNHAM, 1966).

2.1.3. Vias de inoculacio, periodo pré-patente, pico maximo de parasitemia e
mortalidade

O periodo de pré-paténcia pode variar de acordo com as vias de inoculacdo
experimentais (Quadro 2).
Quadro 2. Vias de inoculagdo experimentais e periodo de pré-paténcia de Plasmodium
Jjuxtanucleare observados por diferentes autores.

Vias de Periodo Pré- Autores
inoculacio patente
Intramuscular 6- 20 dias VERSIANI & GOMES
(1943)
76-106 dias BELTRAN (1943)
7-14 dias BARRETO (1943)
Endovenosa 4-15 dias VERSIANI & GOMES
(1943)
38 dias BELTRAN (1943)
7-14 dias BARRETO (1943)
Intraperitonial 11-18 dias DHANAPALA (1962)
4-8 dias MASSARD (1981)
12 dias ELISEI (2001)
17 dias AMARAL (2005)

Bennett e Waren (1966b) estudando cepas malaias de P. juxtanucleare observaram nas
aves infectadas dois picos de parasitemia, de 25% e 35%, apods o segundo pico a parasitemia
diminuiu. Krettli (1971) realizou experimentos com amostras brasileiras de P. juxtanucleare
e relatou que apods a fase aguda da infeccdo, o nimero de parasitos sanguineos diminuia e
ndo surgiam novos picos de parasitemia. Massard & Massard (1981) realizaram estudos
experimentais com amostras brasileiras de P. juxtanucleare e verificaram que durante o
primeiro més pds inoculagcdo a parasitemia se elevou, mas no segundo més ela decresceu
tornando-se cronica. Souza (1998) observou em aves infectadas com amostra de P.
Jjuxtanucleare do Rio de Janeiro que o pico de parasitemia ocorreu 25 dias p6és inoculagao.

Quanto aos métodos de exacerbagdo da parasitemia por P. juxtanucleare, Al Dabagh
(1961) realizou esplenectomia em frangos durante a fase cronica da doenga e observou o
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avango da parasitemia dois a trés dias depois da retirada do bago, o que as levou a morte.
Krettli (1971) também realizou a técnica de esplenectomia em frangos e observou uma
parasitemia de até 61%, entre o quarto e sexto dia apds a intervencao cirurgica, com perda
de metade das aves estudadas. Esta mesma autora irradiou aves com cobalto e raios-X, o
que resultou na elevagdo da parasitemia acima de 40%, em outro teste foi administrado o
acetato de delta-hidrocortisona a 2,5%, via intramuscular, obtendo-se a parasitemia de 24%
com posterior Obito das aves. Souza (1998) injetou o acetato de metilprednisolona, em dose
unica, no musculo peitoral das aves e elevou a parasitemia de 0,34% para 33,4% em 16 dias,
Vashist et al. (2008, 2009) também utilizaram o acetato de metilprednisolona na dose de 30
mg/kg de peso das aves e obtiveram elevacdo significativa parasitemia das aves.

A taxa de mortalidade em aves infectadas por P. juxtanucleare pode variar
significativamente de acordo com o isolado em questdo, Versiani & Gomes (1943)
trabalhando com aves jovens infectadas por P. juxtanucleare, relataram mortalidade acima
de 96%, em um periodo de 15 dias a nove meses, esta mesma taxa de mortalidade foi
relatada por Beltran (1943) ao estudar uma cepa mexicana, 0 mesmo autor estudou uma
amostra brasileira e relatou taxa de mortalidade de 67%, até o segundo més pos-inoculagdo.
Dhanaphala (1962) no Sri Lanka obteve taxa de mortalidade de 16%. Em aves no Japao, a
mortalidade foi de 66,7% (ITAGAKI, 1970). Krettli (1971) estudou diferentes amostras
brasileiras e observou mortalidade entre 33 e 100%. Massard & Massard (1981) infectaram
aves com idade de trés e 15 dias e verificaram morte de 50 % das aves no primeiro més e
100% em 12 meses ap0s a inoculagdo.

2.1.4. Patogenias

A malédria em galinhas causada por P. juxtanucleare ¢ uma infec¢do que causa
morbidade e mortalidade, principalmente em aves jovens, quando a letalidade pode atingir
90-100%, entre o oitavo e 12° més apods a infec¢do, sendo responsavel por perdas
econdmicas no setor da avicultura. Pode causar quadro de anemia, febre, inapeténcia,
congestdo ¢ megalia de orgdos, distarbios digestivos e neuroldgicos e, nos casos de altas
parasitemias, prostracdo e morte (DHANAPALA, 1962; KRETTLI, 1972; MASSARD &
MASSARD, 1981; SOUZA, 1998; SOARES et al. 1999; VASHIST et al., 2008, 2009).
Alguns autores ja observaram sintomatologia nervosa com paralisia em aves infectadas
experimentalmente por P. juxtanucleare (AL DABAGH, 1961; VASHIST et al. 2008,
2009). A razdo para esta sintomatologia pode ser devido a lesdes do tipo necrotica ou
inflamatéria observadas no cérebro, cordao espinhal, como também pelos efeitos do
parasitismo e seus produtos no sistema nervoso central (MOTA, 1997). Em criagdes
comerciais, foi relacionada com a queda na produgdo de ovos (ITAGAKI, 1970;
MASSARD, 1982). Entretanto, Barreto (1943), Paraense (1947), Mota et al. (1998) e
Krettli (1971) sugeriram que a malaria aviaria, causada por P. juxtanucleare, seja cronica,
assintomatica e raramente fatal, de acordo com a amostra do parasito.

A patogenicidade de P. juxtanucleare estd na capacidade de produzir formas
exoeritrociticas teciduais ou livres (PARAENSE, 1950; KRETTLI, 1971; MASSARD,
1982). O primeiro relato de formas exoeritrociticas ocorreu em células endoteliais dos
capilares cerebrais de aves experimentalmente infectadas (BARRETO, 1943). Também ja
foram observadas formas exoeritrociticas endoteliais no bago, figado, medula oOssea,
pulmdo, pancreas, testiculos, musculo cardiaco, timo, suprarenal, adrenal e cérebro, tais
achados podem estar relacionados com a morte das aves (PARAENSE, 1947, AL
DABAGH, 1961; DHANAPHALA, 1962; ITAGAKI, 1970; KRETTLI, 1972; MASSARD
& MASSARD, 1981). Versiani e Gomes (1943) verificaram em necropsias de aves
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infectadas por P. juxtanucleare, derrame pericardico e deposi¢cdo de pigmentos férricos em
varios o6rgdos. Al Dabagh (1961) relatou lesdes em oOrgdos com excessivo grau de
infiltracdo de células redondas no figado, bago, rim, timo, cérebro e coragdao. Soni e Cox
(1975) ao estudar a maldria avidria causada por P. gallinaceum observaram
glomerulonefrite aguda. Massard (1979) observou em aves de criagao industrial infectadas
por P. juxtanucleare, musculatura flacida e palida, fragilidade 6ssea, acompanhada de
edema ou congestao pulmonar, discreta hepatomegalia com vesicula distendida e repleta de
bile, bago aumentado e escuro, rim palido, enterite de aspecto mucoide e infiltracao
gelatinosa nas articulagdes. Soares et al. (1995) observaram em aves infectadas por P.
Jjuxtanucleare hipertrofia cardiaca com derrame pericardico, musculatura flacida e palida, e
observaram todas as formas evolutivas do plasmédio em sangue periférico e tecidual (bago,
rim, figado, pulmao, coracdo e cérebro).

Analises bioquimicas séricas em humanos ¢ macacos Aotus infectados por P. vivax ou
P. falciparum revelaram alteragdes nos niveis de glicose sangiiinea, proteinas, triglicerideos,
lipidios, colesterol e fosfolipidios, além de alteragdes nos niveis de enzimas hepaticas pelos
danos a integridade celular que este parasito causa nos hepatocitos, as transaminases
ficaram aumentadas em mais de trés vezes o limite superior da normalidade. Estes dados
levam a crer que a malédria humana resulta em desnutricdo do hospedeiro, cuja gravidade
esta relacionada ao tipo e estagio da doenga (WELLDE et al., 1972, PEREIRA et al., 1995;
SILVA et al., 2004). Nao consta na literatura a analise destes parametros bioquimicos em
aves infectadas por P. juxtanucleare, ndo sendo possivel ainda mensurar as perdas totais
para o setor de criacdo “rastica” e organica de galinhas, ocasionadas por esta infec¢ao.

2.1.5. Criopreservacao e passagens

Diferentes amostras de P. juxtanucleare foram mantidas em G. gallus por passagens
sanguineas sucessivas pelas vias endovenosa, intramuscular e intraperitonial, em aves
jovens na dosagem de 0,5 a 1 mL de sangue, com intervalos de 15 a 30 dias (VERSIANI &
GOMES, 1943; KRETTLI, 1971; MASSARD & MASSARD, 1981, SOUZA, 1998).

2.1.6. Técnicas de diagnodstico

O diagnostico laboratorial pode ser realizado pela andlise de esfregagos sanguineos
obtidos por venopuncgdo, sec¢ao transversal da unha ou escarificagao da crista. Geralmente,
os esfregacos sdo fixados em metanol e corados em Giemsa. Os caracteres morfologicos e
morfométricos do plasmodio auxiliam na identificagdo da espécie.

Clinicamente a malaria aviaria causa curso semelhante a leucose linfoide aviaria, tifo
aviario, doenga de Marek na forma visceral, colibacilose, borreliose e outras doencas
infecciosas (HOFSTAD 1978, SOUZA, 1998), dai a importancia do diagnostico diferencial
baseado no exame laboratorial. Além disto, ndo raro pode ocorrer a co-infeccao de
Plasmodium e outros patdgenos como espiroquetas, coccidios e vermes.

Técnicas de biologia molecular também podem ser utilizadas para o diagnostico da
maldria avidria, mas em geral esta técnica ¢ mais laboriosa e cara em relacdo as analises
hematoldgicas e imunologicas, ¢ utilizada quando se ha duvida a respeito da espécie de
plasmédio em questdo ou em estudos de filogenia. Para isto, podem ser utilizados o gene da
regido Ssu-rDNA sub-unidade menor do ribossomo nuclear (genel8s) e gene citocromo B
mitocondrial (cith) para a caracterizagdo molecular do parasito (ELISEI, 2005).



2.1.7. Tratamento,Vacinacao e Profilaxia

Assim como na malaria humana, os principais tratamentos da malaria aviaria sdo os
derivados do quinino, como a cloroquina (VASHIST et al. 2009). A cloroquina ¢ a droga
mais comumente utilizada no tratamento da maldria, ¢ um fAirmaco pertencente ao grupo das
4- aminoquinolinas (Figura 1) e se tornou a principal substituta da quinina apos a Segunda
Guerra Mundial. Possui eficicia contra plasmddios humanos e de outros animais, ¢ barata e

acessivel (KRETTLI et al., 2001).
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Figura 1. Estrutura quimica da cloroquina
(http://med.javeriana.edu.co/fisiologia/fw/c802.htm)

Segundo Mc Ghee et al. (1988), os primeiros modelos utilizados para testes de
potenciais antimalaricos foram canéarios infectados por Plasmodium relictum. Bishop et al.
(1947) utilizaram este modelo para testar a eficacia da pamaquina, quinina e mepacrina em
estagios eritrociticos do parasito. P. gallinaceum também ja foi utilizado para testes de
drogas sobre formas sanguineas e P. juxtanucleare ja foi utilizado em testes com a quinina.
A droga foi administrada oralmente por gavagem. As aves jovens tratadas com a quinina
ndo apresentaram infec¢do eritrocitica significativa, mas morreram duas semanas apos a
inoculagdo pela oclusdo dos capilares cerebrais devido aos parasitos, ou seja, a quinina nao
teve atuacdo sobre as formas exoeritrociticas de P. juxtanucleare (PARAENSE, 1947).

Amaral (2005) testou a cloroquina e os flavondides, quercetina e rutina, em infecg¢des
experimentais por P. juxtanucleare em pintos da raca Leghorn Branca e observou que
apenas a cloroquina teve atividade antimaldrica sobre o parasito, entretanto, em relagdo ao
ganho de peso das aves e variagdes do hematdcrito, destacou-se a quercetina como droga
que tendeu a melhorar o estado clinico das aves.

Vashist et al. (2009) testaram wum derivado da cloroquina, produzido
experimentalmente em laboratdrio, a quinolina/6-thiopurina conjugada e relataram que esta
droga foi mais eficaz no combate ao P. juxtanucleare que a cloroquina, além disto ndo foi
observado nenhum efeito colateral nas aves submetidas ao tratamento.

O controle deve ser feito principalmente pela erradicacdo dos mosquitos vetores
(HOFSTAD, 1978) e uso de telas nos criatorios de aves.

2.2. Borrelia anserina

Dentre as espiroquetas, B. anserina ¢ a unica que acomete aves (HOLT et al, 1994).
Sakharoftf',1891 foi o primeiro a descrever o organismo do sangue de gansos que sofriam de
uma doenga febril severa no Caucasus, uma regido da antiga Unido Soviética, nomeando a
espiroqueta encontrada de Spirochaeta anserina.

As borrelias ja foram consideradas protozoarios (BRUMPT, 1927), entretanto a falta
de polaridade destes organismos os diferia claramente dos demais protozoarios, assim em
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1948, os bacteriologistas sistematas colocaram-nas em um grupo especial de bactérias
(PESSOA, 1963; KRIEG & HOLT, 1984), sendo a espécie tipo B. anserina.

Durante o inicio do século XX, B. anserina foi denominada de diferentes maneiras
(KNOWLES et al., 1932). Encontram-se no Manual Bergey de Bacteriologia Determinativa,
edicao de 1948, as seguintes sinonimias: Spirochaeta gallinarum, Treponema anserinum,
Spirochaeta anserina e Spirochaeta anatis (MC NEIL et al.,, 1949). Estas diferentes
nomeagdes justificavam-se principalmente devido aos resultados negativos obtidos em
testes de imunidade cruzada executados em aves de laboratdrio com cepas geograficas
diferentes. Hoje em dia sdo conhecidos diferentes tipos antigénicos de B. anserina e a
imunidade ativa pode ser sorotipo — especifica (DAMASSA & ADLER, 1979; SONI &
JOSHI,1980; NOPPA et al., 1995; SAMBRI et al., 1999).

Morfologicamente, as espiroquetas do género Borrelia se caracterizam por serem
maiores, possuirem maior nimero de flagelos periplasmaticos (15-20) e menor numero do
que as bactérias dos outros géneros desta familia (PFISTER et al., 1994; QUINN et al.,
1994), embora dentro de uma mesma espécie possa existir pleomorfismo de acordo com a
cepa (BENNET, 1995). Sao bactérias gram-negativas, microaeréfilas e se reproduzem por
fissdo binaria transversal (AUSTIN, 1993). O comprimento varia entre 6 ¢ 30 um, sendo em
média 14 um, com seis espirais, ¢ pode ocorrer uma grande variagdo em uma mesma ave,
devido aos estagios de divisao (MC NEIL et al, 1949). B. anserina possui células de
formato helicoidal, mdveis, cilindro protoplasmatico envolvido e limitado pela membrana
celular interna, pelos flagelos e por uma membrana celular externa (BARBOUR & HAYES,
1986).

A posigao sistematica de B. anserina segundo classificagdes de bactérias (BARBOUR
& HAYES, 1986; NCBI, 2005):

Reino - Procaryotae

Classe - Spirochaetes
Ordem - Spirochaetales
Familia - Spirochaetaceae
Género - Borrelia

Espécie - Borrelia anserina

2.2.1. Distribuicao

No Brasil o primeiro surto desta espiroquetose foi relatado em galinhas por Marchoux
e Salimbeni (1903), que apontaram Argas persicus como o artrépode vetor desta bactéria, o
que foi confirmado por outros autores em varios continentes (PROWAZEK,1909;
KNOWLES et al., 1932; DIAB & SOLIMAN, 1977).

A espiroquetose avidria ocorre no mundo todo, especialmente em areas tropicais e
subtropicais. Ja foi relatada como a maior causa de mortalidade em aves no Norte e Sul da
Africa, India, Siria, Palestina, Turquia, estados Balcanicos, Grécia, Russia, Australia, Java,
Brasil, Argentina e Estados Unidos (MC NEIL et al., 1949, LISBOA, 20006).

2.2.2. Hospedeiros vertebrado e invertebrado

Ha relatos de surtos naturais de borreliose avidria em galinhas, gansos, perus, patos, e
canarios. Experimentalmente ja foram infectados corvos, pombos, aves da guiné, perdizes,
cotovias, e pardais (MC NEIL et al. , 1949).
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Dentre as aves, os pombos sdo bastante resistentes a infeccao. Coelhos jovens foram
infetados através de inoculagdo intraperitoneal (LEVADITI & LANGE, 1905), mas a
infecgao foi transitéria. Lagartixas, ras, sapos, esquilos, porcos, ratos, cachorros, macacos ¢
mulas quando infectados por B. anserina resistiram a infeccdo, mostrando que esta
verdadeiramente ¢ um tipo de espiroqueta aviaria (MC NEIL et al., 1949).

Os vetores de B. anserina sdo carrapatos do género Argas, servindo como
reservatorios naturais, pois as borrelias desenvolvem-se como simbiontes nestes artropodes
sobrevivendo por longos periodos, mas atuam como parasitos nas aves. A infeccdo ¢
transmitida, na maioria dos paises da Europa e Africa, por Argas persicus, na América do
Norte e do Sul por Argas miniatus, no Sul da Europa por Argas reflexus, e na Austrélia por
A. persicus var. victorensis (HUTYRA et al., 1947) .

O modo de transmissdo das borrelias pode ser transovariano (vertical) e/ou
transestadial  (horizontal). Nas espécies transmitidas pelos argasideos ocorre
primordialmente a forma transovariana, o que ¢ bem caracterizado no género Argas com B.
anserina, embora ocorra também transmissdo horizontal, principalmente com as borrelias
do grupo da febre recurrente para Ornithodorus (HOOGSTRAAL, 1979, 1985; BARBOUR
& HAYES, 1986). Contudo nos argasideos, o modo de transmissdo estd intrinsecamente
relacionado a cepa do carrapato, a regido fisiografica, a espécie de borrelia e ainda a
associagdo com outros patdogenos (DIAB & SOLIMAN, 1977, ZAHER et al., 1977;
HOOGSTRAAL, 1985). Nos argasideos, todos os instares tem habilidade para transmitir
Borrelia e, o tempo de fixacdo no hospedeiro ndo ¢ relevante na eficiéncia da transmissao,
isto porque, nesta familia a principal forma de transmissdo de Borrelia ¢ através do liquido
coxal, ocorrendo raramente a transmissao por via salivar. Apds os carrapatos adultos
alimentarem-se em galinhas infetadas, as espiroquetas atravessam o intestino e ganham o
celoma, apos trés dias ja podem ser encontradas no liquido coxal. Ha relato de espiroquetas
que penetraram a parede do intestino e foram observadas na hemolinfa de carrapato 2 horas
depois da alimentacdo infecciosa. Apos 14 dias, as espiroquetas ja se multiplicaram o
suficiente para estarem em todo o organismo do carrapato, principalmente nas glandulas
salivares e tubos de Malpighi, nesta fase os carrapatos sdo extremamente infecciosos (BIER,
1985). Knowles et al. (1932) encontrou espiroquetas ao longo dos tecidos do carrapato,
evidenciando a elevada infectividade destas bactérias.

LaBruna et al. (1997) testaram a transmissdo de B. anserina pelo carrapato
Amblyomma cajennense e verificou que este ndo transmitiu a espiroqueta para as aves, no
estadio de ninfa, nas condigdes experimentais.

2.2.3. Vias de inoculacio, periodo pré-patente e pico maximo de espiroquetemia

O periodo pré-patente, ou periodo de incubacdo de B. anserina inoculado
experimentalmente em aves através de sangue infectado ou soro infectado, em geral ¢ curto
sendo em média de 2 a 4 dias, e pode estar relacionada a via de inoculagdo (SHOMMEIN &
KHOGALI 1974; BANDOPADHAY & VEGAD, 1983). Em galinhas o periodo de
incubagdo ¢ marcado por um aumento na temperatura para 43,3°C ou mais (MC NEIL et
al., 1949).

Em espécimes jovens de G. gallus as inoculagdes intravenosa, intramuscular, e
subcutaneas foram respectivamente as com maior mortalidade. Também foi possivel
estabelecer infeccdo em pintinhos com 6 dias de idade por inoculagdes nasal, oral e
intraorbital, todos os espécimes jovens de G. gallus morreram dentro de 10 dias. Grupos de
frangos com trés semanas de idade foram inoculados com sangue infectado vias oral, retal,
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nasal, intraorbital e subcutanea, o que resultou em 50% de mortalidade nos primeiros quatro
grupos e 100% no ultimo grupo. Espécimes jovens e adultos de G. gallus também foram
infetados por inoculagdo intraperitoneal de baco macerado e tecido de figado de aves
infetadas (MC NEIL et al., 1949).

O periodo pré patente nas aves inoculadas a partir de carrapatos infectados ¢ em média
de trés a oito dias (MC NEIL et al., 1949; BOERO, 1967; BIER, 1985, HUTYRA et al.,
1947).

Em experimento com galinhas da linhagem Leghorn branca o pico maximo de
espiroquetemia em geral ocorreu 96 horas apds a inoculagdo, apds 120 horas as aves
morreram (SHOMMEIN & KHOGALI, 1974).

Lisboa (2006) infectou G. gallus experimentalmente com A. miniatus infectados por B.
anserina ¢ encontrou periodo pré-patente de 5 dias, sendo que o pico maximo de
espiroquetemia ocorreu entre 6 e 9 dias pos exposicao das aves aos carrapatos.

Ha relato de aves infectadas com sangue parasitado que permaneceram negativas até 9
dias po6s inoculagdo. E aves que receberam macerados de tecidos infectados que
permaneceram negativas até 28 dias p6s infeccdo (DICKIE & BARRERA, 1964). Em geral
a infeccdo por B. amserina ndo se mantém nas aves por muito tempo, apds o pico da
infeccdo as espiroquetas desaparecem da circulacdo sanguinea, sendo que as aves podem
adoecer e/ou chegar ao 6bito sem que se torne possivel visualizar espiroquetas sanguineas
(MARCHOUX & SALIMBENI, 1903).

2.2.4. Patogenias

As aves manifestam a doenga em média 4 a 6 dias depois de terem sido picadas por
um Argas infetado. As espiroquetas aparecem no sangue, onde se multiplicam ativamente
durante uns 3 dias, findos os quais sobrevém uma crise, com baixa da temperatura e
desaparecimento das espiroquetas do sangue circulante. As aves doentes manifestam
diversos sintomas, dentre eles diarréia verde escura, enterite aguda, inapeténcia, sonoléncia,
penas ericadas, crista palida, podendo ocorrer paralisia das asas ou patas. A temperatura
corporal das aves durante a infec¢do oscila entre 42-43° C. Durante toda a duragdao da
primeira fase, que dura 4 ou 5 dias, a temperatura se mantém elevada e depois fica abaixo
de 41°C, se a ave ndo morrer. Caso a ave permane¢a na fase caquética a temperatura
continuara baixa ¢ a morte sobrevém com a hipotermia. Quando o estado se agrava, em
geral as aves deitam a cabeca por ndo possuirem mais for¢a para levantar ou escondem a
cabeca na asa. E quase sempre depois disto chegam ao obito. As infecgdes sdo mais severas
em animais jovens do que em adultos (MARCHOUX & SALIMBENI, 1903; BOERO,
1967; BIER, 1985, LISBOA, 2006).

Algumas vezes a doencga apresenta a forma cronica, o animal apresenta uma melhora
mas em seguida fica novamente prostrado e com paralisia das patas, posteriormente das
asas, a ave emagrece consideravelmente e morre caquética em um periodo entre 8 e 15
dias. Em outros casos as aves curam-se completamente apds o periodo critico da infecgao, e
ainda raramente podem se curar depois de um quadro de paralisia, o estado geral melhora, o
peso volta a aumentar e a temperatura se eleva. Mas raramente uma ave jovem ¢
completamente refrataria. Quando galinhas morrem desta espiroquetose no galinheiro as
outras aves ficam susceptiveis a infeccdo (BANDOPADHAY & VEGAD, 1984).
Mortalidade de 60-80% ja foi relatada.

Os espécimes jovens de G. gallus adquirem a doenga muito facilmente por inoculagao.
Os sintomas s30 os mesmos tanto nas galinhas novas quanto nas adultas. As aves de ragas
mais puras costumam ser mais severamente acometidas por esta espiroquetemia do que as
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aves mesticas. Gansos e patos sao muito sensiveis a espiroqueta da galinha. Eles morrem de
5 a 6 dias com todos os sintomas de uma infec¢do grave. As espiroquetas sdo encontradas
em grande numero no sangue. O pombo, através da inoculacdo do sangue infectado,
apresenta durante algum tempo uma pequena elevagdo da temperatura e um pouco de
prostracdo e inapeténcia, mas dificilmente sdo encontradas espiroquetas no sangue
(LEVADITI & LANGE, 1905; MC NEIL et al., 1949).

Em galinhas inoculadas com cepa virulenta, durante a fase aguda podem ser
encontradas formas da espiroqueta no figado, bago, pulmdes, rins e cérebro, mas sempre
confinados no sistema (WENDY et al, 1964). A consisténcia do sangue ¢ alterada. Quando
se realiza necropsia de ave que morreu na fase aguda, o bago se apresenta tumefeito com
hiperplasia, lesdes severas, e aumento do tamanho em 4-6 vezes em relagao ao normal. O
figado, em geral, apresenta-se com coloracdo escura, aumentado de volume, com
hemorragia subcapsular, areas necroticas que podem variar entre 1-2 mm em diametro, com
degeneracdo gordurosa mais ou menos acentuada. Os outros 6rgdos ndo se apresentam
seriamente lesados. O pericardio contém freqiientemente depodsitos de fibrina e hemorragia
petequial. O fluxo do coracdo apresenta-se fluido, cor de vinho. Os rins freqiientemente
ficam palidos, inchados e degenerados. Os ureteres apresentam substancia amarelada. Os
intestinos possuem enterite catarral e outras lesdes encontradas incluem ulceracdes nas
moelas e pro-ventriculo.

Em perus foi observado que os musculos do peito estavam congestionados e o coragio
frequentemente apresentava pericardite fibrosa. Os figados apresentavam abscessos
pequenos, com areas de necrose periféricas ndo tdo pronunciadas como nas galinhas. O bago
quase sempre aumentado e os ovarios congestionados com hemorragia. Os intestinos ficam
esverdeados, com enterite mucdide, congestdes marcadas do duodeno, e no reto sdo
encontrados conteudos manchados de verde amarelado por causa de uratos em excesso (Mc
NEIL et al., 1949).

A causa de morte pela espiroquetemia pode ser devido a inibigdo de formagdo de
hemacias, que leva ao decréscimo da absor¢ao de oxigénio e resulta em asfixia. A inibicao
da formacao de hemaécias pode ser devido a uma toxina produzida pela espiroqueta, ou pelo
funcionamento anormal de um dos 6rgdos internos, como por exemplo, o bago ou o figado
(MARCHOUX & SALIMBENI, 1903).

Quando se examina o sangue de uma galinha doente durante a fase aguda encontram-
se espiroquetas em quantidade elevada, de acordo com o estado do animal. Inicialmente as
espiroquetas sao visualizadas isoladas, mas a medida que a infeccdo aumenta, elas se
reinem em pequenos aglomerados que sdo encontrados em todo o esfregaco sanguineo.
Estes pequenos grupos se reunem depois em grandes aglomerados que vao para as
extremidades do esfregaco Quando visualizado o soro infectado ao microscopio observa-se
que as espiroquetas isoladas sao muito moveis, rigidas e avangam rapidamente em torno do
seu proprio eixo, como o movimento de um saca rolha. Logo que elas comecam a formar os
aglomerados, o seu movimento de progressao fica mais lento, elas se fecham e se voltam
para elas mesmas de maneira a apresentar formas em 0 ou 8. Depois elas se enlagam, e se
enovelam umas nas outras, € posteriormente apresentam apenas movimentos lentos e pouco
energéticos (MARCHOUX & SALIMBENI, 1903).

Estudos hematologicos da borreliose aviaria, revelaram diminui¢do marcante do
niamero de eritrocitos e da concentracdo de hemoglobina do sangue (SHOMMENIN &
KHOGALLI, 1974). As alteracdes dos valores hematoldgicos podem ser também atribuidas
aos produtos toxicos lancados na circulacdo resultantes da multiplicagdo das espiroquetas
(HUTYRA, 1947). LISBOA et al. (2008) ao estudarem aspectos da transmissdo biologica
experimental de B. anserina por Argas miniatius, realizaram avaliagdes relativas aos
parametros hematologicos em galinhas e concluiram que as aves infectadas demonstraram
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elevada sensibilidade e alteracdes hematoldgicas compativeis com a infeccdo bacteriana
estudada.

De acordo com RUPLEY (1999) a anemia em aves ¢ causada pelos mesmos
mecanismos dos mamiferos tais como alteragcdes na hematopoiese e conseqiiente diminui¢ao
na produgao de eritrocitos, na sua destruicdo ou na perda de sangue.

Em um estudo a respeito de alteragdes bioquimicas no sangue de galinhas infectadas
por B. anserina realizado por Rivetz et al., 1977, foram avaliados os niveis séricos das
enzimas fosfatases alcalina e acida (ALP e AcP), transaminase glutdmico oxalacética (TGO
ou AST), e também os niveis de acido urico, proteinas, globulinas, albumina, lipidios totais
e colesterol. Quando comparados os grupos controle e infectado foi observado que a
fosfatase alcalina diminuiu drasticamente nas aves infectadas, o que pode estar relacionado
ao fato de que esta enzima se origina principalmente do estomago (BIDE, 1970) e seu nivel
¢ afetado por doengas como a enterite (RIVETZ et al., 1975) também causada por B.
anserina. Outra possivel causa para a redu¢do desta enzima foi a anorexia e baixa ingestao
de alimentos pelas aves infectadas (BIDE, 1972). O nivel da enzima hepatica TGO
aumentou nas aves infectadas, o que possivelmente estava relacionado aos danos teciduais
que as espiroquetas causaram no bago e especialmente no figado das aves. Houve
decréscimo no acido trico sérico, o que pode ser explicado pelos danos que as espiroquetas
causaram ao tecido renal das aves e também pela diminui¢cdo da ingestao de alimentos. Os
niveis de proteinas totais e globulina aumentaram nas aves infectadas, enquanto que o nivel
de albumina diminuiu, estes registros sao caracteristicos de uma resposta inflamatéria a
infeccdo bacteriana (BUTLER, 1971). Os niveis de lipideos e colesterol também
diminuiram nas aves infectadas, provavelmente devido a mé absor¢do intestinal, causada
pela presenca das espiroquetas no intestino.

2.2.5. Criopreservacao e passagens

Borrelia anserina tem sido tradicionalmente mantida em laboratorio através de
passagens em galinhas domésticas jovens e adultas ou em ovos de galinha embrionados
(McNEIL et al., 1949; BARNES, 1997).

A criopreservacdo de B. anserina tem tido sucesso por longos periodos
(DHAWEDKAR & DHANESAR, 1983; LABRUNA et al, 1999). B. anserina pode
permanecer viavel por 150 dias em soro de aves e sangue citratado com ou sem glicerol
quando estocados em nitrogénio liquido (HART et al., 1970). Outro estudo aponta que B.
anserina em sangue citratado, plasma e soro (com ou sem glycerol 15%) pode ser mantida
viva e virulenta por 4-5 semanas a 4°C e por 8 semanas a -70°C (GINAWI &. SHOMMEIN,
1980). Soros de aves experimentalmente infectadas, contendo espiroquetas viaveis acrescidos
de glicerol na diluicdo de 1/2 (v/v), designado como soro com glicerol a 50% (GS), e
dimetilsulfoxido na propor¢ao de 1/10 (v/v), designado como soro com DMSO a 10% (DS),
mantiveram a infectividade apos 15 meses de estocagem em nitrogénio liquido, sendo o
DMSO a 10% no soro de frango o mais satisfatorio como criopreservante (LABRUNA,
1999).

Ha relato do encontro de espiroquetas moéveis em fluido corioalantéideo, as
espiroquetas mantiveram a motilidade por 2 a 3 semanas quando mantidas a 4°C e estas foram
capazes de infectar ovos embrionados e frangos jovens apos serem inoculadas. Esta
demonstracdo eliminou qualquer questdo quanto ao efeito possivelmente deletério do liquido
corioalantdideo sobre as espiroquetas. A viabilidade, baseada na motilidade, pareceu ser
mantida por mais tempo nas espiroquetas mantidas no fluido corioalantéideo do que no
sangue congelado de galinhas, mantidos sobre as mesmas condi¢des. (McKERCHER, 1949).
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Borrelia anserina pode ser mantida em meio Barbour—Stoenner—Kelly (BSK), mas um
estudo relatou que as espiroquetas perdem sua viruléncia apds 12 passagens (LEVINE et al.,
1990). A preservagao de B. anserina em meios de cultura ndo ¢ utilizada rotineiramente,
devido as exigentes necessidades nutricionais bacterianas. Colonias de Argas infectados com
B. anserina t€m sido utilizadas para manter a viabilidade e a patogenicidade bacterianas
inalteradas, entretanto este ¢ um método caro e requer um suprimento de aves susceptiveis
alimentadas com dieta livre de antibioticos e alojamento especial (LISBOA, 2006).

2.2.6. Técnicas de diagnostico

Surtos sdo comumente reportados, mas a confirmagdo laboratorial ¢ dificultada ja que
antibioticoterapia ¢ procedida imediatamente na ocorréncia de mortalidade nas criagdes.

O diagnostico clinico ¢ realizado durante a fase aguda, através de esfregacos
sangiiineos periféricos, preferencialmente corados pelo Giemsa, e através de exames
histopatologicos dos oOrgdos afetados, corados pela hematoxilina-eosina (SHOMMEIN &
KHOGALLI 1974; RIVETZ, 1977).

A técnica direct fluorescent antibody (FA) ¢ utilizada para detectar Borrelia em
tecidos e sangue de aves experimentalmente infectadas (WENDY et al., 1964).

A relagdo Borrelia-carrapato ¢ tdo estreita, que a espécie pode ser isolada e
identificada com o auxilio do xenodiagnostico, utilizando-se a aposicdo de tecidos dos
carrapatos como intestinais e glandula salivar, e ainda, exame de hemolinfa e de liquido coxal
em microscopia de campo escuro (BIER, 1985; APPEL et al., 1993; SOARES et al., 2000).

O diagnoéstico de infecgdes bacterianas em aves freqlientemente requer os seguintes
procedimentos:avaliagdo historica do plantel, exame fisico das aves, necropsia total para
identificar lesdes de oOrgdos, exame histopatoldgico, cultura bacteriana, sensibilidade
antibiotica e sorologia. Certas infec¢des bacterianas entéricas podem ser diagnosticadas
baseadas na histéria do plantel e exame fisico de aves doentes no campo. Porém, na maioria
dos casos um diagnostico definitivo deveria ocorrer submetendo-se aves mortas e moribundas
para um laboratério de diagndstico veterinario onde provas mais especificas podem ser
executadas. Em doengas bacterianas que afetam muitos Orgdos, um exame superficial e
diagnostico no campo podem inadvertidamente negligenciar a area intestinal. Na realidade,
um intestino que ¢ normal a vista desarmada pode ter lesdes inflamatorias que s6 podem ser
descobertas através de avaliacao microscopica. Exames histologicos e citologicos do intestino
sdo essenciais para determinar a extensdo do dano intestinal, considerando que a cultura
bacteriana e sensibilidade antibidtica podem ser bastante uteis para tratamento direto da
desordem entérica (PORTER, 1998).

2.2.7. Tratamento,Vacinacao e Profilaxia

Alguns estudos sobre aspectos epizootiologicos da doenga como também seu possivel
tratamento com antibioticos foi realizado em algumas partes do mundo (RUBINA et al.,
1975; BORNSTEIN & SAMBERG, 1954; MCNEIL et al, 1949). Classicamente, a
espiroquetose aviaria era tratada com a injecao intramuscular de neosalvarsan (15 mg por
quilo). Atualmente utilizam-se com bom resultado os antibidticos: penicilina (5.000 ui’kg),
estreptomicina (50 mg/kg) e terramicina (2 mg/kg) (BIER, 1985). Cada um dos seguintes sete
antibidticos produziram cura depois de um ou dois tratamentos com dosagens adequadas:
aureomicina, bacitracina, cloromicetina, dihidroestreptomicina, penicilina G, estreptomicina
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e terramicina (HSIANG & PACKCHANIAN, 1951). Aves tratadas com penicilina ou
estreptomicina sdo resistente a inoculacdo subsequente.

Segundo El-Dardiry (1945) muitos dos arsénicos tem resultados muito satisfatorios, mas
nenhuma das sulfonamidas testadas por ele (sulfanilamida, sulfatiazole, sulfapiridina e
sulfadiazina) teve qualquer resultado benéfico. Além disto, o lote de penicilina utilizada por
ele ndo foi efetivo. Nobrega e Bueno (1945) relataram que o uso prospero de penicilina para
a espiroquetose em galinhas adultas deve ocorrer a taxa de 10.000 unidades em 5 doses a
intervalos de trés horas, mas posteriormente em 1946 estes autores relataram que 5.000
unidades por quilograma foi suficiente para curar a espiroquetose em galinhas adultas,
entretanto um total de 20.000 unidades por quilograma ndo foi suficiente para curar frangos
jovens, e atribuiram isto ao fato de que nestes, nenhum anticorpo havia sido formado ainda
naquela ocasido.

Em perus infectados naturalmente e experimentalmente o tratamento com penicilina foi
efetivo, e um Unico tratamento intramuscular de 5 mg de Mapharsen® por quilograma foi
efetivo contra as espiroquetas em 24 horas. Quando determinado a taxa de 12.5 mg por
quilograma, colocado na agua para beber, durante 40 horas, todas as aves morreram. Um
grupo controle nao infectado também recebeu o tratamento e nao foi afetado por este.

Heilman (1945) informou uso bastante préspero da estreptomicina em Borrelia novyi em
infeccdes em ratos, embora ndo tdo prospero como a penicilina. Foi realizado um
experimento com quatro frangos com 30 dias de idade inoculados subcutaneamente com B.
anserina, dois demonstraram infec¢des agudas e outros dois infecgdes moderadas. Todas
receberam 15.000 unidades (microgramas) de estreptomicina via intramuscular. Um dos
quatro morreu, ¢ dois dos quatro frangos controles que tinham os mesmos graus de infeccao
morreram (MC NEIL et al., 1949).

Em algumas partes do mundo sdo produzidas vacinas feitas a partir de tecidos e sangue.
Nobrega e Reis (1941) obtiveram bons resultados com uma vacina feita a partir de ovos de
galinha embrionados inoculados no 12° dia de incubagdo e colhidos cinco dias depois, e
sugeriram que este ¢ o método mais econdmico de preparacdo de vacinas (MC NEIL et
al.,1949).

Em um estudo a respeito da borreliose aviaria sugeriu-se que o uso de acaricidas
organofosfatados ¢ mais econdmico para controlar carrapatos aviarios € que o controle
deveria ser a intervalos ndo maiores do que uma semana (KAWTHER et al., 1982).

A profilaxia da espiroquetose compreende o combate ao carrapato, com a constru¢do de
galinheiros higi€nicos, de madeira maciga e livre de frestas, com poleiros pendurados no teto,
sem contato com o chdo e pulverizado com inseticidas. A vacinacdo ¢ feita mediante a
inoculagdo de 1 ml de uma vacina preparada com sangue e 6rgaos (figado, bago e pulmao) de
galinhas infectadas (em glicerina a 50% e atenuada durante 16-18 dias na geladeira). O
efeito da vacina contra a espiroquetose ¢ dos mais nitidos, depois de 2 dias as aves sdo
capazes de resistir a inoculagdo de sangue virulento. A vacina se conserva muito bem durante
um prazo praticamente indefinido e a imunidade que ela confere perdura, pelo menos, durante
um ano.

2.3. Associacao de parasitoses

Nas aves, ha relatos da ocorréncia de B. amserina em conjunto com a rickettsia
intraeritrocitica Aegyptinella pullorum, ambas transmitidas por 4Argas sp. (BRUMPT, 1927;
HOOGSTRAAL, 1985). No Brasil, a descricdo da malaria neotropical das aves galiformes foi
feita em 1941, quando os pesquisadores Versiani e Gomes ao estudarem a borreliose avidria,
observaram e descreveram, casualmente P. juxtanucleare (VERSIANI & GOMES, 1941,
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SOARES et al., 2000). A rickettsia intraeritrocitica das aves no Brasil ¢ Neitziella rezendei foi
descrita ao se pesquisar malaria aviaria (MASSARD et al., 1976).

Em humanos existem relatos de casos de parasitos do género Plasmodium e Borrelia
ocorrendo simultaneamente, mas acredita-se que isto seja mais freqliente que o relatado.
Tanto a maléria como a borreliose humanas sdo caracterizadas por febre alta, dores de cabeca,
mialgia, hepatoesplenomegalia e tendéncia ao cansaco. Ambas as doencas sdo transmitidas
por picadas de artropodos e geralmente diagnosticadas através de exames de sangue
periférico, através de esfregacos sanguineos (BERGER & DAVID, 2005). Quando ocorrem
simultaneamente causam severa anemia hemolitica e levam rapidamente o individuo a morte.
Ainda sdo poucos os casos mencionados na literatura desta co-infeccdo, talvez pelo erro no
diagnostico, ja que ambas as infecgdes sao comuns em determinadas localidades do mundo. O
sinergismo entre as infecg¢des causadas por Plasmodium e Borrelia, tanto em humanos quanto
em animais foi bem pouco estudado até o presente momento (MIRON et al., 2004).

2.4. Importancia econémica do Plasmodium juxtanucleare e Borrelia anserina

Plasmodium juxtanucleare pode ser causa de morbidade e mortalidade, sendo
responsavel por perdas econdmicas no setor da avicultura, em especial na producao de ovos
(DHANAPALA, 1962; KRETTLI, 1972; MASSARD & MASSARD, 1981; MASSARD,
1982; SOUZA, 1998; SOARES et al., 1999).

Borrelia anserina ja foi responséavel por grandes perdas econdmicas para a industria
avicola em diversas partes do mundo (SHOMMEIN & KHOGALI, 1974). Nos sistemas de
producdo avicolas, as aves precisam ter um saudavel funcionamento intestinal para manter
garantir o aproveitamento nutricional dos alimentos. Mais da metade dos custos envolvidos
na avicultura se destinam a alimentagdo, e por isso, qualquer dano na area intestinal, mesmo
pequeno, causados por bactérias patogénicas pode acarretar na diminui¢cdo do ganho de peso
nas aves elevando os custos totais de producdo. Ja as enterites mais severas, causadas por
infeccdo bacteriana, causam mortalidade alta em um plantel avicola (PORTER, 1998).

Atualmente, a industria avicola estda muito avancada com respeito a globalizagao,
industrializacdo, integracdo vertical e agregacdo, tal que algumas das principais companhias
de agroindustria controlam a industria avicola virtualmente em diversos paises. Estas
modificagdes diminuiram as possibilidades de estabelecimento de carrapato em criagdes
intensivamente administradas. Em muitos paises onde a espiroquetose ja foi relatada como a
doenga mais severa das criacdes de aves no passado (ARAGAO, 1911; KNOWLES et al.,
1932; GORRIE, 1950; SA'IDU et al., 1995) ja nao ¢ mais assim, a doenca foi limitada a
criagdes pequenas mantidas para consumo pessoal ou venda local muito limitada, sem
impacto econdmico significante para o pais (CAB Internacional, 2002). Isto poderia ser
explicado pelo constante uso de antibidticos em niveis subterapéuticos em racdes de
animais, com o objetivo de proporcionar aumento no ganho de peso, melhora da conversao
alimentar e reducdo da mortalidade.

Porém, os sistemas de criacdes organicas, especialmente de producao de ovos, desde
alguns anos estdo ressurgindo em diversos paises, € atualmente tornando-se uma tendéncia
mundial em grupos de pessoas que se preocupam com a boa saude pessoal e com o bem-
estar animal em relagdo aos complexos de grandes fazendas. Isto gera uma tendéncia para o
estabelecimento de populacdes de Argas e, por conseguinte, a reemergéncia das
espiroquetoses das aves nestes sistemas organicos (CAB Internacional, 2002), além disto, as
aves criadas de forma “alternativa” ou organica ficam expostas aos mosquitos vetores de
plasmodio aviario. Além da importancia historica da espiroquetose avidria, o agente ¢ ainda
amplamente prevalente e sua reemergéncia como um patdgeno veterindrio importante
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poderia acontecer em um futuro proximo. Esta reemergéncia depende basicamente de
mudangas nos sistemas de criagdo que possam de alguma forma favorecer a introdugdo e
estabelecimento do vetor carrapato (ATALIBA et al., 2007).

Embora o uso de antibidticos em ragdes comerciais seja uma boa alternativa como
profilaxia e controle de doencas parasitarias nas aves, o uso desses produtos tem sido
amplamente questionado pela comunidade cientifica devido a possivel relagdo deles com a
resisténcia aos antibidticos utilizados na antibioticoterapia humana.

Orgdos internacionais tais como a Organizagdio Mundial da Satide (OMS) e a
Organizagao Mundial para a Saide Animal (OIE) tem registrado um aumento da frequéncia
de casos de resisténcia bacteriana aos principais compostos antibidticos. Apesar de tal
problema estar associado a utilizagdo indiscriminada desses compostos na medicina
humana, a rapidez e a amplitude de dissemina¢do de alguns isolados resistentes indicam que
a dispersdo dessas bactérias ndo pode ser inteiramente atribuida a transmissdo entre seres
humanos. Assim, a atencdo recai sobre os alimentos e a forma como sdo produzidos
(DEMATTE FILHO & MENDES, 2001).

Alguns governos, em especial os europeus, adotaram medidas legais para o controle
do uso de antibiodticos na producao animal. Apesar da incerteza sobre a relagdo direta entre o
uso de certos antibidticos na producdo animal e o aumento de resisténcia a estes em
humanos, a proibicdo de seu uso ¢ considerada pelo Tribunal Europeu como medida legal,
dada a necessidade de proteger a satide publica, segundo o pretexto de que “questdes do
género ndo podem ficar dependentes do resultado de pesquisas cientificas” (AVISITE,
2010).

As dimensdes de mercado interno e externo para os frangos diferenciados sdo dificeis
de estimar, havendo pouca literatura a respeito. E um mercado que vem crescendo no Brasil,
com aumento no numero de consumidores de produtos organicos, naturais ou ecologicos.
Portanto, estudos que visam compreender no maior espectro possivel as parasitoses
passiveis de ocorrer em frangos criados sem medicamentos e o sinergismo entre estas
parasitoses podem e devem contribuir para a elaboragdo de novas estratégias de controle e
preven¢ao destas doencas em sistemas de criagdao “alternativos”, ja que este ¢ um mercado
em ascensao e com grandes chances de futuramente substituir grande parte dos sistemas de
criagdo convencionais, com largo uso de antibioticos.
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Capitulo 1- Plasmodium juxtanucleare Versiani & Gomes, 1941, em aves no municipio de
Seropédica, RJ e aspectos biologicos do isolado proveniente de aves ornamentais da raga Sedosa
do Japao
RESUMO

Plasmodium juxtanucleare ¢ um hemoparasito frequente em aves. O objetivo deste trabalho foi
buscar e isolar P. juxtanucleare de aves do municipio de Seropédica, RJ, realizar analises
morfologica, morfométrica (didmetro maior - dM; didmetro menor - dm; indice morfométrico - IM) e
molecular do parasito, avaliar sua infectividade e viruléncia em aves de importancia comercial.
Foram realizados esfregagos sanguineos de 120 galinhas, 32 patos, 15 marrecos, 35 gansos e 32
perus de criacdes rusticas do municipio de Seropédica. Os esfregagos sanguineos foram fixados,
corados e analisados em microscopio de luz, foram registradas as prevaléncias e parasitemias dos
grupos de aves amostradas. Dentre as galinhas 18 eram da raca ornamental Sedosa do Japao. Com a
amostra de P. juxtanucleare isolado de uma galinha da raga sedosa do Japao, foram inoculadas cinco
aves jovens da mesma raga, cinco codornas e cinco patos, para avaliagdo da infectividade e
viruléncia do isolado, a parasitemia foi acompanhada por meio de esfregagos sanguineos feitos a
cada trés dias por periodo de trinta dias. As aves foram observadas quanto a presenca de sinais
clinicos decorrentes da infec¢do. As prevaléncias de P. juxtanucleare em galinhas, patos, marrecos,
gansos ¢ perus foi de 56%, 28%, 32%, 40% e 50%, respectivamente, e as parasitemias médias de
0,12%, 0,08%, 0,02%, 0,03% e 0,1%, respectivamente. Nos esfregacos sanguineos de galinhas da
raga Sedosa do Japao foram encontrados em maior frequéncia esquizontes, seguidos de trofozoitos e
gametocitos. As andlises morfologicas, morfométricas e moleculares confirmaram que o parasito
isolado de ave da raca Sedosa do Japdo para as inoculagdes experimentais era P. juxtanucleare. As
jovens aves da raca Sedosa do Japdo, codornas e patos inoculados se infectaram, sendo que as
Sedosas do Japao exibiram maiores valores de parasitemia e sinais clinicos da infec¢do como
prostragdo e diarréia, o que pode estar relacionado a alta predilecdo de P. juxtanucleare por Gallus
gallus, as codornas e patos exibiram parasitemias baixas e infec¢des assintomaticas. Podemos
concluir que P. juxtanucleare ¢ frequente em galinhas, patos, marrecos, gansos e perus do municipio
de Seropédica, RJ. Nas infec¢des experimentais realizadas, as galinhas da raga sedosa do Japao
foram mais susceptiveis a infeccdo do que patos e codornas.

Palavras-chave: Malaria aviaria, plasmodio, aves ornamentais, aves comerciais.
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Chapter 1- Plasmodium juxtanucleare Versiani & Gomes, 1941, in fowls of Seropédica city, RJ
and biological aspects of the strain from ornamental fowls of Japan Silks breed.

ABSTRACT

Plasmodium juxtanucleare is a hemoparasite frequent in birds. The aim of this study was to
find and isolate P. juxtanucleare from birds in Seropedica City, RJ, perform morphological,
morphometric (higher diameter - dM; smaller diameter - dm; morphometric index - IM) and
molecular analyses of parasite, evaluate its infectivity and virulence in commercial poultry.
Blood samples were collected from 120 chickens, 32 ducks, 15 widgeons, 35 geese and 32
turkeys from Seropédica rustic creations. Blood smears were fixed, stained and examined
under light microscope, the prevalence and parasitaemias of birds sampled groups were
recorded. Among the hens, 18 were ornamental breed. The sample of P. juxtanucleare
isolated from a chicken Japan silky was inoculated in five young birds in the same breed, five
quails and five ducks, to evaluate the infectivity and virulence of the strain, the parasitemia
was monitored through blood smears done every three days during thirty days. The birds were
observed for the clinical signs presence resulting from infection. The prevalences of P.
Jjuxtanucleare in chickens, ducks, widgeons, geese and turkeys were 56%, 28%, 32%, 40%
and 50%, respectively, and the parasitaemias were, in average, 0.12%, 0.08%, 0.02% 0.03%
and 0.1% , respectively. The evolutive forms of P. juxtanucleare in blood smears of Japan
silky fowl more frequently were schizonts followed by trophozoites and gametocytes. The
morphological, morphometric and molecular analyses confirmed that the parasite from Japan
silky fowl was P. juxtanucleare. The young birds Japan silky breed, quails and ducks
inoculated became infected, and the Japan silky exhibited higher parasitaemia and clinical
signs of infection such as diarrhea and prostration, which could be related to the high
predilection of P. juxtanucleare for Gallus gallus, quails and ducks exhibited lower
parasitaemias and asymptomatic infections. It is concluded that P. juxtanucleare is a common
parasite in hens, ducks, widgeons, geese and turkeys in Seropédica, RJ. In the experimental
infections performed, Japan silky fowl were more susceptible to infection than ducks and
quails.

Keywords: avian malaria, Plasmodium, ornamental birds, commercial poultry.
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1. INTRODUCAO

Plasmodium juxtanucleare Versiani & Gomes, 1943 ¢ um hemoparasito frequente em aves
de quase todos os estados do Brasil, especialmente em frangos, e ocorre ainda em outros paises da
América Latina, Asia e Africa (BELTRAN, 1941, 1943; CASSAMAGNAGH]I, 1947; PARAENSE,
1949; ISHIGURO, 1957; AKIBA, 1959; DHANAPALA, 1962; BENNET et al., 1966; MANWELL,
1966; MOHAN & MANWELL, 1966; KRETTLI, 1972; SERRA-FREIRE & MASSARD, 1976,
SERRA-FREIRE & MASSARD, 1979, MASSARD & MASSARD, 1981; LOURENCO DE
OLIVEIRA & CASTRO, 1991; VASHIST et al. 2003; SANTOS-PREZOTO et al., 2004;
VASHIST, 2006). Além da galinha doméstica, hd registros de outras aves parasitadas por P.
Jjuxtanucleare como faisdes, perus, perdizes e pinguins (DISSANAIKE, 1963; MANWELL, 1966;
MOHAN & MANWELL, 1966; SERRA-FREIRE & MASSARD, 1979; MASSARD & MASSARD,
1981; GRIM et al., 2003).

ELISEI et al. (2001) realizaram a caracterizagdo morfologica e morfométrica do isolado
MSS-47 de P. juxtanucleare, do municipio de Seropédica, RJ, proveniente de galinha sem raca
definida, adulta e criada de forma rustica e observou que os trofozoitos possuiam formas
puntiformes, ovais, piriformes, elipticas e arredondadas, com uma predominancia de ovdides e
elipticas. A média dos diametros maior (dM) e menor (dm) de 106 trofozoitos foi 1,802 + 0,313 x
1,230 = 0,2 um, com indice morfométrico (IM) 0,623 + 0,110 pum. Em 98 esquizontes foram
observadas formas ovoides, elipticas, ameboides, e predominantemente ovais e piriformes. Os
esquizontes tiveram diametros médios de 2,809 + 0,187 um x 1,820 + 0,386 um, com IM de 0,643 +
0,120 um . Dentre 18 macrogametdcitos houve formas ovoides, redondas, elipticas e piriformes, com
uma predominancia de ovdides e elipticas, os didmetros médios foram de 3,559 + 0,883 um x 2,363
+ 0,207 um, com IM de 0,766 £ 0,078 um. Em 34 microgametdcitos, haviam formas ovoides,
redondas, elipticas e piriformes, com uma predominancia de ovdides e elipticas, os didmetros médios
foram de 3,891 £+ 0,946 um x 2,386 + 0,783 um, com IM de 0,505 £+ 0,103 pm.

Os sintomas decorrentes das infec¢des causadas por P. juxtanucleare sao variados de acordo
com o grau de viruléncia das cepas, na literatura ha registros desde infec¢des assintomaticas até
quadros graves de anemia e distarbios nervosos seguidos de morte (DHANAPALA, 1962;
KRETTLI, 1972; MASSARD & MASSARD, 1981; SOUZA, 1998; SOARES et al. 1999; VASHIST
et al., 2008, 2009). A patogenicidade de P. juxtanucleare esta relacionada com a capacidade de
produzir formas exoeritrociticas teciduais ou livres (PARAENSE, 1950; KRETTLI, 1971;
MASSARD, 1982).

A maior importancia deste patogeno estd relacionada aos sistemas de criagdes organicas ou
rusticas, um mercado de subsisténcia antigo, e ha alguns anos um mercado comercial ascendente em
virtude da busca por melhores condigdes da satide humana, animal e sustentabilidade ecoldgica. As
aves criadas livre de remédios e probidticos, em espagos abertos, tornam-se mais vulneraveis as
parasitoses pelo iminente contato com agentes vetores

O objetivo deste trabalho foi buscar e isolar P. juxtanucleare de aves do municipio de
Seropédica, RJ, realizar analises morfologica, morfométrica e molecular do isolado encontrado, bem
como avaliar sua infectividade e viruléncia em aves de importancia comercial. O isolado estudado
serviu como matéria prima para pesquisas mais aprofundadas a respeito da maléaria avidria,
isoladamente e associada a borreliose aviaria, tais estudos envolveram aspectos bioquimicos séricos
e histopatologicos das aves infectadas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Busca por aves infectadas por Plasmodium juxtanucleare e isolamento de ave
doadora.

Entre os anos 2007 e 2008, cerca de vinte propriedades do municipio de Seropédica, RJ (22°
48’ S; 43° 41° W), com criacdes avicolas foram visitadas para a coleta de amostras sanguineas das
aves. Foram amostradas 120 galinhas, 32 patos, 15 marrecos, 35 gansos e 32 perus. Dentre as
galinhas, 18 eram da raga ornamental Sedosa do Japdo' (Figura 1), adquiridas de um criador de aves
do municipio de Seropédica, RJ e levadas para a Estacdo para Pesquisas Parasitologicas W.O.
NEITZ, da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

Figura 1. Gallus gallus da raga ornamental Sedosa do Japao.

Foram realizados esfregacos sanguineos de todas as aves, por perfuracdo de capilares finos da
face posterior das asas, patas ou carinculas Os esfregacos foram fixados em metanol absoluto e
corados em Giemsa. Para avaliacdo da prevaléncia e da parasitemia, foram avaliados 100 campos por
lamina, uma ldmina de cada animal.

A prevaléncia foi calculada segundo MARGOLIS et al., (1982):

Prevaléncia = n° de hospedeiros infectados x 100
n° de hospedeiros examinados

A parasitemia de cada ave foi calculada conforme proposto por SOUZA (1998):

Parasitemia = n° de eritrdocitos parasitados x 100 .". n° de eritrocitos parasitados
10000 100

Dentre as aves amostradas, foram escolhidas as trés com maiores parasitemias para serem
imunossuprimidas pela administragdo do acetato de metilprednisolona, via intramuscular, dose de 26
mg/kg de acetato de metilprednisolona (SOUZA, 1998, AMARAL, 2004, VASHIST, 2008). Dentre

! As aves da raca Sedosa do Japdo sio originarias de varias partes da Asia, ndo s6 do Japdo. Tem como principais caracteristicas as penas
plumosas e macias semelhantes a pélos. A cauda pode ter formato de cacho ou cascata. A carne ¢ escura, azulada. Possuem entre seis e sete
dedos. Sao de pequeno porte, as aves adultas ndo chegam a pesar um kilograma. Os machos possuem canto alto e estridente e as fémeas sdo
boas chocadeiras. Quase sempre sdo utilizadas como aves ornamentais, e possuem prego, em geral, superior aos das aves de postura e corte.
Sao exigentes quanto a alimentagdo (texto adaptado retirado do site www.flarn.sites.uol.com.br/gsjapao).
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as aves imunossuprimidas a que teve parasitemia mais elevada foi escolhida como ave doadora de P.
Jjuxtanucleare para a realizagdo deste estudo.

2.2. Caracterizacao morfologica, morfométrica e molecular do isolado de Plasmodium
Jjuxtanucleare estudado

Foram realizadas andlises morfoldgicas descritivas e morfométricas, utilizando-se os
esfregacos sanguineos que apresentaram maior grau de parasitemia das aves avaliadas (G1- galinha,
G2- galinha, G3- galo). Foram mensurados o didametro maior (dM) e diametro menor (dm), ambos
utilizados para o célculo do indice morfométrico (IM=dm/DM) (ELISEI et al. 2001). As formas
evolutivas foram observadas em microscopio de luz Olympus BX 51, medidas com auxilio do
programa Image Pro-plus 5.0 e fotografadas com camera Sony Cyber shot.

Foram utilizadas técnicas moleculares para auxiliar na identificagdo taxondmica dos parasitos
encontrados, ja que a associacdo de critérios morfologicos e moleculares pode fornecer subsidios
para a correta identificacao destes. Para as analises moleculares foram coletadas amostras de sangue
das trés aves com maiores valores de parasitemia, por meio de venopuncdo basilica (veia alar),
usando-se anticoagulante EDTA (4cido etileno-diaminotetraacético de sddio), na propor¢ao de S0uL
para 2,0 a 3,0ml de sangue. Todas as amostras foram armazenadas em microtubos com 1,5mL de
capacidade e mantidas em “freezer” a -20°C no Laboratério de Hemoparasitos e Vetores da Estacdo
para Pesquisas Parasitologicas W. O. NEITZ do Departamento de Parasitologia Animal, Instituto de
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRIJ). Para a extragio do DNA
gendmico, as amostras de sangue foram descongeladas e 350uL de sangue de cada amostra foram
transferidos para um tubo de microcentrifuga de 2mL e incubados com 50uL de Proteinase K®
(20mg/mL) a 65°C em banho-maria por 15 minutos. Em seguida, foram acrescentados 500uL de
Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) 10% e homogeneizado por inversdo para deixar incubar novamente
a 65°C por 6 minutos; apos, 800uL de cloroférmio foram adicionados e os tubos foram
homogeneizados vigorosamente em vortex. Quatrocentos pL. Solug¢do de precipitagdo protéica (11%
de 4acido acético e SM de acetato de potassio) foi adicionada e os tubos foram homogeneizados em
vortex novamente. Apds esta etapa, os tubos foram centrifugados a 13000 rpm por 10 minutos e, a
fase sobrenadante pipetada para outro tubo de microcentrifuga. Etanol absoluto gelado foi
adicionado (ImL) e homogeneizou-se por inversdo, esperando entre 30 e 60 segundos para a
precipitacdo do DNA. Nova centrifugacdo foi realizada a 13.000rpm por 5 minutos, desprezando o
sobrenadante, adicionado ImL de etanol 70% gelado e centrifugado a 13.000 rpm por 2 minutos. O
sobrenadante foi desprezado novamente e centrifugado em 13.000 rpm por 1 minuto. Os residuos de
etanol foram removidos com o auxilio de uma pipeta e os tubos foram invertidos para secagem em
estufa a 37° C. Apos a secagem, o pellet de DNA foi ressuspendido em 100uL de agua ultrapura,
para uma ultima incubacdo a 65°C por 5 minutos. A quantificagio do DNA foi feita em
espectrofotdometro Life Science Analyser (Boeco®™), sob absorbancia de 280nm, para a obtengio da
concentragdo e grau de pureza do DNA extraido. A leitura a 260nm de absorbancia (A,snm) medida
sob comprimento de onda de luz U.V. permite o célculo da concentracdo dos acidos nucléicos na
amostra. Uma densidade optica (DO) de 1 corresponde aproximadamente a 50pg.ml” para DNA fita
dupla. A relagdo entre Aygonm e Ajgonm (DOy60/D0O,g0) fornece uma estimativa da pureza dos acidos
nucléicos. As amostras de DNA foram diluidas em 4gua do tipo Mili-Q na razdo de (1:100). A
concentragdo foi determinada pela mensuragao em 260nm contra um branco e depois calculada via
um fator (A,¢onm x QF/fator de diluigdo = ug/mL, onde QF=50 para DNA fita dupla). Com base nas
concentragdes obtidas das quantificagdes, foram preparadas aliquotas de 20uL diluidas com agua
ultrapura estéril, em uma concentragdo final estimada de aproximadamente 100ng/puL, para
utilizacdo na PCR. Para confirmar a espécie de Plasmodium detectada, as reacdes de PCR foram
preparadas utilizando o tampao de PCR na concentragdao 1X (50mM KCI, 10mM Tris-HCI - pH 8,5)
(Ludwig-Biotec®), 3,0mM de Cloreto de Magnésio (MgCly), 0,25mM de cada
desoxirribonucleotideo (ANTP) (Ludwig-Biotec™), 0,2uM de cada oligonucleotideo iniciador para a
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amplificacdo da espécie Plasmodium Jjuxtanucleare #1202 (5°-
GACCTATCAGCTTTGGATAGGGTATTG-3") e # 1518 (5’- ATCTTTCAAATCGGTAGGAGC-
3°) (Invitrogen®) (KISSINGER et al., 1998; KISSINGER et al., 2002; ELISEI, 2005) 0,3U de Taq
DNA polimerase (Ludwig-Biotec®), 1,0uL da amostra de DNA diluida (100ng), em um volume final
de 25uL completado com agua ultrapura estéril. As misturas (mix da PCR) foram preparadas em
camara de fluxo laminar vertical (Trox® technik), a fim de evitar riscos de contaminacdo. Foi
realizado um teste gradiente de temperatura para definir a melhor temperatura de anelamento dos
oligonucleotideos. As rea¢des foram realizadas em aparelho termociclador Gradiente (Axygen®) com
o seguinte programa de amplificagdo: um passo inicial de desnaturacio a 94°C por 1 minuto, seguido
de 35 ciclos de amplificagdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 60°C por 1 minuto, e extensdo a
72°C por 2 minutos, € um passo extensdo final a 72°C por 7 minutos. As extragdes foram
confirmadas por eletroforese em gel de agarose 0,7% (Invitrogen®™). Foram aplicados 1ul de cada
DNA total, 7ul de agua ultrapura estéril e 2ul de tampao da amostra do tipo III (6X) (SAMBROOK
et al., 1989) por canaleta do gel. Todos os produtos amplificados gerados nas reagdes de PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% (Invitrogen®), sendo aplicados 5ul ou 8pl do
produto da amplificagdo junto com Ipl ou 2ul de tampdo da amostra do tipo II (6X),
respectivamente, por canaleta do gel. As corridas eletroforéticas foram realizadas em cuba
horizontal, por aproximadamente uma hora a 90 volts em fonte de alimentagdo de energia ‘Power
Pac Universal’ para eletroforese e sistema de transferéncia (Biorad™), com tampdo tris — EDTA —
acetato, pH 8,0 (TAE - 1X) como fluido condutor de corrida. Na primeira canaleta de cada gel foi
adicionado um padrdo de massa molecular 1Kb Ladder plus de 100 a 12.000pb (Invitrogen®™) ou
Ladder 1Kb de 250 a 10.000pb (Ludwig Biotec®). Os géis foram corados em solugdo de brometo de
etidio 5pg/pL (Ludwig-Biotec®™) por 10 minutos, colocados em 4gua destilada por mais 10 minutos e
por fim, visualizados e fotografados sob luz ultravioleta (U.V.) em fotodocumentador L-PIX
TOUCH (Loccus Biotecnologia®).

2.3. Infectividade e parasitemia de Plasmodium juxtanucleare isolado de Gallus gallus da
raca Sedosa do Japao em aves de importancia comercial

Para se avaliar a infectividade e parasitemia da amostra de P. juxtanucleare proveniente de
um galo da raga Sedosa do Japao, foram subinoculados 5 frangos com cerca de 15 dias de idade, da
raga Sedosa do Japao incubados em chocadeira, 5 codornas com cerca de 20 dias de idade e 5 patos
adultos. As aves foram submetidas a inoculagdo experimental por via intraperitonial com 0,5mL de
sangue infectado, heparinizado, obtido da ave doadora (KRETTLI, 1971; SOUZA, 1998, VASHIST
et al., 2008, 2009). A cada trés dias foram feitos esfregacos sanguineos das aves por um periodo de
30 dias. Os esfregacos foram examinados em microscopio fotonico em objetiva de imersdo, 100
campos por lamina de cada ave. Foi observado o nimero total e diferencial de formas evolutivas de
P. juxtanucleare (trofozoitos, esquizontes e gametdcitos) nos esfregacos de sangue, e calculada a
parasitemia. Foram observados, ainda, o periodo pré-patente, os picos e pico maximo de parasitemia.

2.4. Sintomatologia associada as infec¢des causadas pelo isolado de Plasmodium
Jjuxtanucleare estudado

As aves foram observadas quanto a presenca de sinais clinicos decorrentes das infecgdes
como prostracdo, palidez, paralisia, incoordenacdo motora, flacidez muscular, falta de
propriocepgdo, presenca de higromas, penas ericadas e aparéncia das fezes (presenga de sangue,
coloragdo, consisténcia e mancha d’agua).
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3. RESULTADOS

3.1. Encontro de Plasmodium juxtanucleare nas aves

As prevaléncias e parasitemias médias de P. juxtanucleare nos grupos de aves amostradas
constam na Tabela 1.

Tabela 1. Prevaléncia e parasitemia média de Plasmodium juxtanucleare em galinhas, patos,
marrecos, gansos e perus de criagdes do municipio de Seropédica, RJ.

Aves Numero de aves Prevaléncia Parasitemia Média
Galinhas 120 56% 0,12%
Patos 32 28% 0,08%
Marrecos 15 32% 0,02%
Gansos 35 40% 0,03%
Perus 32 50% 0,1%

Dentre as galinhas, 18 eram da raca Sedosa do Japao e as outras 102 eram caipiras, sem raga
definida. Houve diferenca significativa entre a prevaléncia e a parasitemia média destes dois grupos
de aves, conforme consta na Tabela 2.

Tabela 2. Prevaléncia e Parasitemia média de Plasmodium juxtanucleare em galinhas caipiras e da
raca Sedosa do Japao do municipio de Seropédica, MG.

Aves Nimero de aves Prevaléncia (%) Parasitemia Média
(%)
Galinhas caipiras 102 49 a 0,05 a
Galinhas Sedosas do 18 100 b 0,19b
Japao

Para a escolha da ave doadora de P. juxtanucleare para as inoculagcdes experimentais seguintes,
foram imunossuprimidas as trés aves que apresentaram maiores valores de parasitemia, sendo um
galo e duas galinhas da raca Sedosa do Japdo. Os valores de parasitemia antes e apos a
imunossupressao das aves constam na Tabela 3. Por exibir a maior parasitemia pos-imunossupressao
G3, o galo, foi escolhido como doador da amostra sanguinea infectada.

Tabela 3. Valores da parasitemia de Gallus gallus da raga Sedosa do Japao antes e apos
imunossupressao com acetato de metilprednisolona.

Aves| Parasitemia anterior 3 Parasitemia posterior a
imunossupressio imunossupressio
Gl 0,34% 4%
G2 0,32% 4%
G3 0,35% 7%
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3.2. Caracteriza¢ao morfologica, morfométrica e molecular do isolado de Plasmodium
juxtanucleare estudado

Foram encontrados nos esfregacos sanguineos das aves trofozoitos e  esquizontes
predominantemente (Figura 2) e poucos gametocitos (Figura 3).

-

Figura 2. Trofozoitos (setas pretas) e esquizontes (setas vermelhas) de Plasmodium juxtanucleare
encontrados em eritrocitos de Gallus gallus (barra =10 pm)

-

C

Figura 3. Gametocitos (setas pretas) de Plasmodium juxtanucleare encontrados em eritrocitos de
Gallus gallus (barra = 10 um). (a) Gametécito de formato eliptico, (b) Gametocito com formato
ameboide, (c) Gametocito com formato eliptico e (d) Gametocito com formato ovoéide.

—
.

As caracterizagdes morfologicas e morfométricas das formas evolutivas de P. juxtanucleare
no sangue das aves seguem na Tabela 4.



Tabela 4. Morfologia e morfometria de Plasmodium juxtanucleare em Gallus gallus da raca Sedosa
do Japao. dM= diametro maior, dm= didmetro menor, IM= indice morfométrico (dm/dM).

Formas evolutivas Morfologia Morfometria (médias)
dM dm IM

Trofozoitos Redondos e 1,902 pm 1,331 um 0,70 um
ovoides

Esquizontes Arredondados, 2,933 um 1,525 um 0,52 um
ovoides, ameboides

Macrogametocitos Alongados, ovoides, 3,904 pm 2,498 um 0,64 um
arredondados,
elipticos e ameboides

Microgametécitos Alongados, ovoides, 3,986 pm 2,431 um 0,61 um
arredondados,

elipticos e ameboides

Os resultados das quantificagdes do DNA total de amostras sanguineas da ave controle
negativa e das 3 aves da raca Sedosa do Japao com maiores valores de parasitemia seguem na Tabela
5.

Tabela 5. Quantificacdoes do DNA total das amostras sanguineas de Gallus gallus da raca Sedosa
do Japao infectados (1,2,3).

Amostra Concentrac¢ao Absorbancias A260/A280 Fator de Constante
(ng/nl) A260 A280 diluicao
Gl 1017 0,188 0,064 2,93 100 50
G2 1291 0,260 0,133 1,95 100 50
G3 877 0,178 0,093 1,91 100 50

Na PCR das amostras avaliadas, a amostra da ave G3, amplificou banda entre 1.500 e 2.000pb
(Marcador Ludwig), sendo um produto de aproximadamente 1.843pb, o que leva a crer que trata-se
do material nuclear de P. juxtanucleare. As demais amostras foram negativas (Figura 4).

Cerca de 1843 pb

Figura 4. Perfil de bandas da PCR utilizando oligonucleotideos iniciadores do gene 18S (regido Ssu-
rDNA, sub-unidade menor do ribossomo nuclear) de Plasmodium juxtanucleare. Mix - mix da reagao
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sem DNA,Gc — DNA da Galinha controle negativo, M1 — Marcador de massa molecular da marca
Invitrogen® 1Kb plus, G1 — DNA da Galinha 1, G2 — DNA da Galinha 2, G3 — DNA da Galinha 3 e
M2 - Marcador de massa molecular da marca Ludwig® 1 Kb.

3.3. Infectividade e parasitemia do isolado de P. juxtanucleare estudado em aves de
importincia comercial

As aves dos trés grupos inoculados foram infectadas por P. juxtanucleare. Como mostra a Figura 5,
o numero médio de formas evolutivas de P. juxtanucleare encontrado nos grupos experimentais
manteve-se baixo nos grupos das codornas e patos, permanecendo crénica ao longo de todo o
experimento, ja nos grupos das galinhas Sedosas do Japdo a parasitemia comegou a se elevar a partir do
21° dia pos inoculacdo, tornando-se aguda. Ao fim do experimento o nimero médio de formas
evolutivas de P. juxtanucleare nas galinhas Sedosas do Japao permanecia elevado, mas em decréscimo.
Do total de formas evolutivas de P. juxtanucleare encontrado nos esfregacos sanguineos das aves
examinadas, 94% ocorreram no sangue das galinhas Sedosas do Japao (Figura 6), o que mostra a grande
disparidade entre o grupo das aves Sedosa do Japao eos demais grupos de aves estudadas. Em relagdo ao
numero de formas evolutivas encontradas em cada grupo experimental, a analise estatistica demonstrou
que ndo houve diferenca significativa entre o grupo de patos e codorna (p=0,1682). Entretanto houve
diferenca significativa entre o grupo das galinhas Sedosas do Japao e o grupo das codornas (p< 0,05) e
entre o grupo das galinhas Sedosas do Japao e o grupo dos patos (p<0,05).

250 +
g A
£ 200
L \
3 g 150 —e— Galinhas Sedosa do Japéo
-% g —=— Codornas
\©
£ % 100 Patos
2
£
E 50
2z

0 - T T T T T
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Dias pés inoculagao

Figura 5. Numero médio de formas evolutivas de Plasmodium juxtanucleare encontrado em galinhas da
raca Sedosa do Japao, codornas e patos ao longo de 30 dias pos-inoculagao.

129;4% 62;2%

B Galinhas Sedosa do Japdo
B Codornas

Patos

3067;94%

Figura 6. Numero total e percentual de formas evolutivas de Plasmodium juxtanucleare encontrado em
galinhas da raca Sedosa do Japao, codornas e patos ao longo de 30 dias pos-inoculacao.
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Em todos os grupos experimentais o periodo de pré-paténcia foi inferior a trés dias. O pico maximo
de parasitemia no grupo das galinhas Sedosa do Japao ocorreu no 27° dia pos-inoculagdo. Nos grupos das
codornas e patos a parasitemia se manteve demasiadamente baixa para ressaltar um pico de parasitemia.

3.4. Sintomatologia associada as infeccdes causadas pelo isolado de P. juxtanucleare
estudado

Foi verificada diarréia acentuada e palidez em alguns individuos do grupo das galinhas Sedosa do
Japao (Figuras 7 a, b). E importante ressaltar que os dias de diarréia e palidez mais acentuada coincidiram
com os dias de maior indice de parasitemia.

a b

Figuras 7. (a) e (b) Fezes diarré¢icas em Gallus gallus da raga Sedosa do Japao infectado por
Plasmodium juxtanucleare.

4. DISCUSSAO

As prevaléncias e parasitemias de P. juxtanucleare relatadas para os grupos de aves deste
estudo variam quando comparadas aos dados de estudos realizados em outras regides do Brasil (SERRA
FREIRE & MASSARD, 1979; MOTA, 1999; VASHIST, 2003), SANTOS-PREZOTO et al. (2004) por
exemplo, encontraram prevaléncia de 100% em G. gallus do municipio de Santa Barbara do Tugurio,
MG. Embora os valores de prevaléncia e parasitemia variem entre as regioes do pais, este hemoparasito é
muito frequente, e neste aspecto os dados deste estudo corroboram esta informagao constante na literatura
associada. A maior ou menor prevaléncia de plasmodios aviarios pode estar relacionada a presenca de
vetores, de criatdrios (colegcdes d’agua) e condi¢des climaticas favordveis a disseminagdo destes agentes.
Ja o grau de parasitemia pode estar associado ao grau de viruléncia da cepa e ao estado imunologico da
ave hospedeira.

A morfologia, morfometria e analise molecular dos parasitos encontrados, isolados de G.
gallus da raga Sedosa do Japdo, definem a espécie P. juxtanucleare. Embora as formas evolutivas
(trofozoitos, esquizontes e gametdcitos) encontradas tenham sido um pouco maior do que aquelas
mencionadas na literatura, ndo diferiram significativamente destas, além disto, a morfologia foi
semelhante ao relatado por demais autores (GARNHAM, 1966; ELISEI, 2001, AMARAL, 2005). Na
PCR realizada com oligonucleotideos iniciadores do gene 18 S de P. juxtanucleare, o produto
amplificado em torno de 1843 pb na amostra sanguinea da ave G3 esta de acordo com a espécie indicada,
para estudo mais detalhado que visasse a caracterizacdo do isolado seria necessario a purificagdo e
sequenciamento, mas para fins diagndsticos a associagdo dos aspectos morfologicos, morfométricos e
PCR foram suficientes. Ressalta-se que no isolado estudado a forma mais frequentemente encontrada
foram os esquizontes € ndo os trofozoitos como amplamente citado na literatura para este patdogeno
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(SANTOS-PREZOTO, 2004; AMARAL, 2005, VASHIST, 2009,2010), o que parece ser uma
caracteristica peculiar deste isolado.

Estes resultados definem que o grupo das galinhas Sedosas do Japao foi mais suscetivel a
infecgdo por P. juxtanucleare, o que pode estar relacionado a alta especificidade deste parasito por G.
gallus (VERSIANI & GOMES, 1941). Segundo KRETTLI (1971) os indices de parasitemia, obtidos
a partir da inoculagdo de formas sanguineas, mesmo na fase aguda sdo muito baixos, o que também
foi observado neste trabalho em relagdo as codornas e aos patos. Entretanto, o observado no grupo
das galinhas Sedosas do Japao corrobora o observado por PARAENSE (1949) ¢ MASSARD &
MASSARD (1981) que notaram alta parasitemia no primeiro més apos inoculagdo experimental e
apos este periodo registraram seu decréscimo, iniciando-se um periodo de cronicidade. Em todos os
grupos experimentais o periodo de pré-paténcia foi inferior a trés dias. Ha na literatura periodos de
pré-paténcia entre 4 e 20 dias (VERSIANI & GOMES, 1943; KRETTLI, 1971; MASSARD &
MASSARD, 1981; ELISEI 2001,2005). Segundo MASSARD (1976) o periodo de pré-paténcia pode
estar relacionado a viruléncia de cada cepa e a imunidade ou resisténcia dos animais inoculados. Foi
verificada diarréia acentuada e palidez em alguns individuos do grupo das galinhas Sedosa do Japao.
Ressaltamos que os dias de diarréia e palidez mais acentuada coincidiram com os dias de maior
indice de parasitemia. Estes sinais ja foram observados por outros autores (DHANAPALA, 1962;
KRETTLI 1972; MASSARD & MASSARD, 1981; SOUZA, 1998; VASHIST, 2006). Nos demais
grupos as aves ndo demonstraram sinais clinicos da infec¢do provavelmente pela baixa parasitemia
destes animais.

5. CONCLUSOES

. Plasmodium juxtanucleare é frequente em criagdes rusticas de galinhas, gansos, patos,
marrecos e perus do municipio de Seropédica, RJ.

. Nas condi¢des estudadas o parasitismo por P. juxtanucleare em codornas e patos
experimentalmente infectados com amostras procedentes de galinha da raga Sedosa do Japao
criadas no municipio de Seropédica, RJ ndo provoca infeccdo aguda. J& nas galinhas Sedosas do
Japao ocasiona infecc¢ao aguda.

. Em relagdao ao nuimero médio de parasitos, periodo de pré-paténcia e pico maximo de
parasitemia, a infec¢do por P. juxtanucleare em galinhas Sedosas do Japao difere muito do que
ha registrado na literatura para este parasitismo em galinhas de outras racas. As galinhas Sedosa
do Japao suportam uma maior carga parasitaria e retardam o pico maximo de parasitemia.

. As galinhas Sedosas do Japao sdo mais suscetiveis a infec¢ao por P. juxtanucleare
quando comparadas com as codornas e patos.
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Aspectos bioldgicos e clinicos das infeccoes causadas por
Plasmodium juxtanucleare Versiani & Gomes, 1941 e Borrelia
anserina (Sakharoff, 1891) em Gallus gallus, Linnaeus, 1758



Capitulo II- Aspectos biologicos e clinicos das infec¢des causadas por Plasmodium
Jjuxtanucleare Versiani & Gomes, 1941 e Borrelia anserina (Sakharoff, 1891) em Gallus
gallus, Linnaeus 1758

RESUMO

A malaria aviaria causada por P. juxtanucleare e a borreliose avidria causada por B.anserina
sdao infecgdes comuns em aves de importancia econdmica, sendo mais freqiiente em aves
criadas livre de medicamentos, as chamadas criagdes organicas ou mesmo as criacdes de
subsisténcia, ainda muito comuns no Brasil. O objetivo deste trabalho foi realizar infecg¢des
experimentais de P. juxtanucleare € B. anserina em G. gallus e avaliar o sinergismo entre
estas, através de avaliacdo da parasitemia, espiroquetemia e sinais clinicos. Foram adquiridas
aves de linhagem pura com um dia de idade, criadas com alimenta¢do balanceada e livre de
remédios. Aos 60 dias as aves foram separadas em quatro grupos experimentais com 12 aves
por grupo, G1- aves controle ndo infectadas; G2- aves infectadas por P. juxtanucleare, G3-
aves infectadas por B. anserina ¢ G4- aves infectadas por P. juxtanucleare ¢ B. anserina. As
aves foram avaliadas por um periodo de 42 dias quanto a parasitemia por P. juxtanucleare
(Grupos 2 e 4) e espiroquetemia por B. anserina (Grupos 3 e 4) através de esfregacos
sanguineos. A cada trés dias as aves foram pesadas e semanalmente foram realizadas coletas
de sangue para hematocritos. Diariamente as aves foram observadas quanto a presenga de
sinais clinicos decorrentes das infecgdes. As infecgcdes experimentais foram bem sucedidas
nos Grupos 2, 3 e 4. Observou-se que a parasitemia por P. juxtanucleare e a espiroquetemia
por B. anserina foram mais acentuadas nas aves do Grupo 4 do que nas aves dos Grupos 2 ¢
3. As aves dos Grupos 3 e 4 tiveram médias de peso corporal ao longo do experimento
inferior as aves dos Grupos 1 e 2, o que pode estar relacionado ao quadro de intensa diarréia e
desidratacao, tipicos da borreliose aviaria. As aves dos Grupos 2 e 4 manifestaram sintomas
da malaria avidria, sendo estes mais severos nas aves do Grupo 4. As aves dos Grupos 3 e 4
manifestaram sintomas tipicos da borreliose aviaria sendo estes mais graves nas aves do
Grupo 4. Analises histopatoldgicas de tecido cerebral de aves dos Grupos 2 e 4 que tiveram
paralisia de membros inferiores e superiores, revelaram lesdes teciduais, possivelmente
relacionadas aos parasitos e conseqiiente quadro de paralisia. Conclui-se que a infec¢ao
causada por P. juxtanucleare potencializa os danos causados pela infec¢do por B. anserina e
vice-versa, sendo necessarias maiores investigacdes a respeito dos efeitos deste sinergismo no
organismo hospedeiro.

Palavras-chave: maléria avidria, borreliose avidria, galinhas.
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Chapter I1 — Biological and clinical aspects of the infections caused by Plasmodium
Jjuxtanucleare Versiani & Gomes, 1941 and Borrelia anserina anserina (Sakharoff, 1891) in
Gallus gallus, Linnaeus 1758.

ABSTRACT

The avian malaria caused by P. juxtanucleare and avian borreliosis caused by B. anserina are
common infections in birds of economic importance, being more frequent in birds reared
drugs free, the organic creations or the subsistence creations, very common in Brazil. The
aim of this study was performed experimental infections of P. juxtanucleare and B. anserina
in Gallus gallus and evaluate the synergism between them, through the parasitemia,
spirochaetemia and clinical signs. Hens with one day old were acquired and created with a
balanced diet drugs free. At 60 days old the hens were separated into four groups with 12
animals each, Gl-uninfected control, G2-birds infected by P. juxtanucleare, G3- birds
infected by B. anserina and G4-birds infected by P. juxtanucleare and B. anserina. The birds
were evaluated along 42 days for parasitemia by P. juxtanucleare (Groups 2 and 4) and
spirochaetemia by B. anserina (Groups 3 and 4) through the blood smears. Every three days
the birds were weighed and weekly hematocrit were performed. Birds were observed daily for
the presence of clinical signs resulting from infections. The experimental infections were
successful in Groups 2, 3 and 4. It was observed that parasitaemia by P. juxtanucleare and
spirochetemia by B. anserina were more pronounced for birds in Group 4 than in birds of
Groups 2 and 3. The birds in Groups 3 and 4 had smaller mean body weight throughout the
experiment than the birds of Groups 1 and 2, which could be related to the intense diarrhea
and dehydration, typical of avian borreliosis. The birds of Groups 2 and 4 showed symptoms
of avian malaria, which were more severe in birds in Group 4. The birds of Groups 3 and 4
showed typical symptoms of avian borreliosis which were more serious for birds in Group 4.
Histopathological analysis of brain tissue from birds of Groups 2 and 4 which showed
members paralysis, revealed tissue injury, possibly related to the parasites and consequent
paralysis. We conclude that the infection caused by P. juxtanucleare enhances the damage
caused by B. anserina infection and vice versa, further investigations regarding the effects of
this synergism in the host organism are necessary.

Keywords: avian malaria, avian borreliosis, hens.
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1. INTRODUCAO

Plasmodium juxtanucleare Versiani & Gomes, 1941 e Borrelia anserina (Sakharoff,
1891) sao hemoparasitos comuns em aves, especialmente em Gallus gallus, Linnaeus, 1758
criados de forma rastica ou organica, livre de medicamentos. Existem relatos na literatura de
altas taxas de morbidade e mortalidade associada a presenga destes patogenos de forma
isolada (DHANAPALA, 1962; KRETTLI, 1972; MASSARD & MASSARD, 1981;
BANDOPADHAY & VEGAD, 1984; SA'IDU et al., 1995; SOUZA, 1998; SOARES et al.
1999; LISBOA et al., 2009; VASHIST et al., 2008, 2009). As infec¢des causadas por P.
juxtanucleare ¢ B. anserina, ainda nao foram avaliadas de forma conjunta, e estas sao
passiveis de ocorrer naturalmente em aves, tanto que a descri¢ao de P. juxtanucleare ocorreu
quando pesquisadores brasileiros investigavam a borreliose aviaria no estado de Minas Gerais
(VERSIANI & GOMES, 1941), mas até o presente momento nenhum estudo foi feito para
caracterizar os efeitos sinérgicos, os aspectos biologicos, a fisiologia e a bioquimica sérica
desta interagdo parasitaria em aves domésticas. Interessante notar que, em humanos, ha
relatos na literatura de pessoas que foram acometidas simultaneamente por parasitos dos
géneros Plasmodium e Borrelia. Os pacientes infectados apresentaram sintomatologia grave e
alteragdoes hematologicas, atribuidas a estes hemoparasitos. A gravidade dos sintomas foi
relacionada diretamente aos efeitos sinérgicos destas infeccoes (MIRON et al., 2004), mas
sdao poucos os estudos relacionados sobre esta co-infecgdo que pode ser mais comum do que
se imagina, pois muitas vezes obtém-se um diagnoéstico incorreto (BERGER & DAVID,
2005). Tendo em vista a crescente demanda da populagdo humana, inclusive em paises em
desenvolvimento, por produtos de origem animal ‘“naturais”, livres de antibidticos,
probidticos ou quaisquer outros medicamentos, o mercado de animais organicos torna-se
crescente, porém fragil diante do dilema de superacdo das parasitoses sem o uso de
medicacdes alopaticas. O objetivo deste estudo foi realizar infec¢des experimentais de P.
juxtanucleare e B. anserina em G. gallus e avaliar o sinergismo entre estas, através de
avaliacdo da parasitemia, espiroquetemia e sinais clinicos. Objetivou-se ainda relacionar os
achados da interacdo Plasmodium x Borrelia avidrios com a interagdo Plasmodium x Borrelia
humanos.

2. MATERIAL E METODOS

Para este experimento foram adquiridas 48 galinhas da raga Cobb com um dia de idade
ja previamente vacinadas contra as doengas Pox, Gumboro ¢ Marek. As aves de excelente
linhagem foram gentilmente doadas pelas Granjas Planalto, de Uberlandia, MG.

As aves foram transportadas em caixas de papeldo desde o estabelecimento comercial
onde foram adquiridas até o laboratorio para pesquisas parasitologicas W.O. NEITZ da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, Brasil, onde foram acondicionadas
em caixas de amianto (2x1m) com bordas arredondadas forradas com maravalha, cobertas
com tela e iluminadas com lampada incandescente, durante os primeiros quinze dias de idade
(Figura 1). Nestas condi¢des ndo houve risco das aves se esmagarem, sentirem frio ou serem
picadas por mosquitos vetores de doencgas parasitarias.
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Figura 1. (a) Caixa de amianto de bordas arredondadas (caixa d’adgua) forrada com
maravalha e (b) coberta com tela para o acondicionamento das aves.

Posteriormente as aves foram colocadas em galpdo (5x 5m) previamente limpo e
desinfetado com vassoura de fogo (Figura 2).

Figura 2. Aves da raga Cobb com aproximadamente 20 dias de idade em galpao.

Aos 45 dias de idade as aves foram transferidas para gaiolas suspensas (150x 90cm)
(Figura 3 a) para ndo correr o risco de disseminacdo das espiroquetas, via feco-oral, entre os
grupos experimentas, apds as inoculagdes. As gaiolas foram teladas, ndo permitindo que
mosquitos e/ou outros artropodes picassem as aves. Abaixo das gaiolas foi colocada mistura
de capim seco com ‘“‘cal” para que as fezes e urina ao cair ndo provocassem mal cheiro no
ambiente (Figura 3b), a cada trés dias este material era renovado. Como o experimento foi
realizado em estacdo quente do ano, primavera, foram colocados ventiladores no galpao em
que estavam as gaiolas suspensas para que as aves nao tivessem hipertermia.
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Figura 3. (a) Aves da raca Cobb, com aproximadamente 45 dias de idade em gaiolas
suspensas, (b) disposi¢cdo das gaiolas teladas no galpao e “cama” de capim seco e “cal”
para recolhimento das fezes e urina.

Durante todo o experimento as aves foram alimentadas com ragdo Purina® linha Natural,
livre de antibioticos e cocidiostaticos e agua “ad libitum”. Aos 60 dias de idade as aves foram
separadas aleatoriamente em quatro grupos com doze aves cada, sendo Grupol- controle;
Grupo 2- infectado por P. juxtanucleare; Grupo 3- infectado por B. anserina ¢ Grupo 4-
infectado por P. juxtanucleare e B. anserina. As infecgdes ocorreram conforme o Quadro 1.

Quadro 1. Grupos experimentais de Gallus gallus, inoculos e vias de infeccdo em
experimento envolvendo Plasmodium juxtanucleare € Borrelia anserina.

Grupo Experimental Quantidade e origem do in6culo Via de infeccio
Grupo 1 0,5 ml de soro fisiologico comercial | Intraperitonial
Grupo 2 0,3 ml de sangue parasitado por P. | Intraperitonial

Jjuxtanucleare proveniente de galo
da raca Sedosa do Japdo de criagdo
rustica do municipio de Seropédica,
RJ, com parasitemia em torno de
7%.

Grupo 3 0,5 ml de soro infectado por cepa | Intraperitonial
de B. anmserina proveniente do
municipio de Pedro Leopoldo e
criopreservada no Laboratorio de
Doencas Parasitarias do
Departamento de Epidemiologia e
Saude  Publica, Instituto de
Veterinaria, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro

Grupo 4 Inoculo do Grupo 2 + Indculo do | Intraperitonial
Grupo 3

As aves tiveram a parasitemia e a espiroquetemia acompanhadas através de esfregacos
sanguineos, que foram realizados pela retirada de uma gota de sangue pela perfuragdo de
capilares finos da asa (Figura 4).

42



\/

Figura 4. Capilares de asa de ave de onde se pode retirar sangue para esfregagos
sanguineos.

Durante os primeiros quinze dias pos inoculacdo os esfregacos foram realizados
diariamente, pois segundo a literatura este ¢ o periodo mais critico para a infec¢do
experimental causada por P. juxtanucleare e B. anserina (MARCHOUX & SALIMBENI,
1903; BOERO, 1967; BIER, 1985, LISBOA et al., 2009; VASHIST et al., 2008, 2009).
Posteriormente, os esfregacos sanguineos foram realizados a cada trés dias até o 42° dia pds
inoculagdo. Os esfregacos foram levados para o laboratorio, fixados em metanol por 3
minutos, corados em Giemsa diluido em dgua destilada na propor¢do de 1:4, por 45 minutos.
As laminas com os esfregacos foram examinadas em microscopio de luz, no aumento de
1000x. Foram registrados o niimero total das formas evolutivas de P. juxtanucleare em 100
campos microscopicos, os valores de parasitemia foram expressos como numero médio de
parasitos encontrados nas aves. O calculo da espiroquetemia foi realizado pela observagdo de
50 campos microscopicos e, quando a lamina estava positiva foi calculado o nimero médio de
espiroquetas por campo (SHOMMEIN & KHOGALI, 1974; LABRUNA et al., 1999,
LISBOA, 2009). Quando as espiroquetas encontravam-se aglomeradas, tornando a contagem
impossivel, foram anotados o numero de aglomerados por campo.

A observagdao da curva de parasitemia e intensidade da espiroquetemia permitiram
avaliar o periodo pré-patente, paténcia e picos maximos das infecgdes.

As aves foram diariamente observadas quanto a presenca de sinais clinicos decorrentes
das infecgdes. A cada trés dias as aves foram pesadas e semanalmente foram realizadas
coletas de sangue para a determinagao do hematdcritos de todas as aves.
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3. RESULTADOS

O acondicionamento e cuidado com as aves desde o primeiro até os 60 dias de idade
foram satisfatorios, pois nenhuma chegou ao o6bito até entdo. Além disto, antes de serem
realizadas as infecgdes experimentais todas as aves foram avaliadas quanto a presenga de
parasitos e todas estavam negativas. Apés as infec¢des experimentais todas as aves do Grupo
2 infectaram-se por P. juxtanucleare, todas as do grupo 3 por B. anserina e todas as aves do
grupo 4 por ambos 0s patdgenos.

Todos os estadios eritrociticos de P. juxtanucleare (trofozoitos, esquizontes e
gametocitos) foram observados nos grupos 2 e 4 (Figura 5 a,b,c).

a b c

Figura 5. Forma evolutiva de Plasmodium juxtanucleare encontrado em sangue de Gallus
gallus experimentalmente infectados; (a) trofozoitos, (b) esquizonte e (c) gametdcitos (barra = 10
pm).

As maiores parasitemias ao longo do experimento foram observadas no Grupo 4 e
diferiram significativamente em relacao aos valores de parasitemias observados no Grupo 2.
O periodo pré-patente foi de dois dias nos Grupos 2 e 4 e o pico maximo da parasitemia
ocorreu entre o sétimo e oitavo dia no Grupo 2, decrescendo em seguida ja no Grupo 4 este
pico ocorreu entre o quinto e sétimo dia, decrescendo em seguida (Figura 6).
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Figura 6. Numero médio de Plasmodium juxtanucleare encontrados nas aves dos grupos 2 e
4 ao longo de 42 dias de experimento.

Nos grupos 3 e 4 foram observadas espiroquetas B. anserina, isoladas e aglomeradas
(Figura 7 a,b). Grande quantidade de espiroquetas foram observadas nos Grupos 3 e 4, em
algumas laminas tornaram-se praticamente incontaveis, as aves do Grupo 4 exibiram
espiroquetemias superiores as aves do Grupo 3. Os valores de espiroquetemia para os Grupos
3 e 4 podem ser visualizados na Tabelal. Os parametros bioldgicos periodo pré-patente e
periodo de paténcia foram de dois e sete dias, respectivamente para os Grupos 3 e 4. O pico
de espiroquetemia ocorreu no quinto dia pos inoculagao nos Grupo 3 ¢ 4.

\

a b

Figura 7. Espiroquetas encontradas em sangue de aves experimentalmente infectadas (a)
isoladas e (b) aglomeradas (barra =10 pm).

Tabela 1. Numero médio de espiroquetas por esfregaco sanguineo, ap6s a inoculagdo de

Borrelia anserina em Gallus gallus ,Grupo 3- infectado por B. anserina e Grupo 4- co-
infectado por P. juxtanucleare e B. anserina.
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Ave Nimero médio de espiroquetas por campo* de esfregaco sanguineo em dias pés-inoculacio

Grupo 3 Grupo 4

1° 2° 3° 4° 5° 6° 7° 8o | 1° 2° 3° 4° 5° 6° 7° 8°ao

15° 15°
1 - - <1 17 29 14+ <1 - - - 2+ >50 >50++ >50 <1 -
2 - - 2+ 35+ 50++ 2+++ - M - - 3+ >50 >50++ >50 <1 -
3 - - - 38+ 9+ <1 - - - - 5+ >50 >50+ 32 <1 -
- - 2 16+ 27+ 6+ - - - - 2+ >50+ 18+ 2+ 1+ M
5 - - - 17 17 <1+ - - - - 8+ >50++ >50 >50 1+ -
6 - - - >50 >50 11+ - M - - 12+ >50++  >50+ >50 <1 -
7 - - <1 20 23 2+ - - - - 8+ >50 >50++ >50 <1 -
8 - - <1 22 20 <l++ - - - - 7+ >50 >50+ 12 <1 -
9 - - 2 17 45 7+ - - - - 30 >50 >50+ >50 +1 -
10 - - <1 9 2 - - - - - 22 >50 >50+ 18 <1 -
11 - - 2 40+ >50+++ 12+ - - - - 6+ >50 >50++ >50 +1 -
12 - - 1 48+ >50 <1 - - - - 9 >50 >50++ >50 <1 -

*: Média de 50 campos. Aumento de 1.500X.
+: pequenos aglomerados; ++: médios aglomerados; +++: grande aglomerado; - ; negativo;
m- ave morreu

Os principais sintomas clinicos observados e nimero de dbitos decorrentes das
infec¢des nas aves constam na Tabela 2 e podem ser visualizados nas Figuras 8 (a,b,c,d), 9
(a,b,c,d) e 10 (a,b,c,d).

Tabela 2. Sintomatologia e niimero de Obitos decorrentes das infec¢des causadas por
Plasmodium juxtanucleare e Borrelia anserina em Gallus gallus em 42 dias de experimento;
Grupo 1- controle, Grupo 2- infectado por P. juxtanucleare, Grupo 3- infectado por B.
anserina € Grupo 4- co-infectado por P. juxtanucleare € B. anserina.

Grupos experimentais Sintomas clinicos Nimero de
obitos
Grupo 1 Nenhum 0
Grupo 2 Apatia, palidez suave, falta de 3
propriocep¢ao, paralisia de membros.
Grupo 3 Prostragdo, sonoléncia, anorexia, palidez, 2

diarréia acentuada, esverdeada e fétida,
desidratacdo, baixo peso.

Grupo 4 Prostracao, sonoléncia, coriza, anorexia, 1
palidez, penas erigadas, diarréia
acentuada, desidratacdo, paralisia de
membros, baixo peso.
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Figura 8. Gallus gallus do Grupo 2 infectados por Plasmodium juxtanucleare exibindo (a)
paralisia das pernas e asa direita, (b) dificuldade em equilibrar-se, (c) paralisia da perna
esquerda e (d) paralisia das pernas.
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Figura 9. Gallus gallus do Grupo 3 infectados por B. anserina exibindo (a) e (b) prostragao,
sonoléncia, penas eri¢adas e palidez; (c) e (d) diarréia intensa oleosa e esverdeada.
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Figura 10. Gallus gallus do Grupo 4 infectados por Plasmodium juxtanucleare e Borrelia
anserina exibindo (a) e (b) prostracdo, sonoléncia e palidez; (c) coriza e (d) diarréia intensa,
mas nao oleosa.

Nos grupos infectados os sintomas foram mais intensos no final da primeira semana
pos-inoculagdo e inicio da segunda semana, que coincide com os picos de espiroquetemia e
parasitemia. As aves do Grupo 3 e 4 tiveram diarréia desde o 3° dia p6s inoculagdo, ja as aves
do Grupo 2 ndo manifestaram este sintoma. Aves dos grupos 2 ¢ 4 manifestaram paralisia de
membros em maior ou menor intensidade e houve correlacdo desta intensidade com os
valores de parasitemia, as aves com maiores parasitemias por P. juxtanucleare foram as mais
acometidas por paralisia de membros. Interessante notar que, algumas aves do Grupo 2 no
final do experimento conseguiram recuperar-se das paralisias, 0 que ndo ocorreu com as aves
do Grupo 4 que tiveram membros paralisados. Em virtude das paralisias observadas optou-se
por retirar tecido cerebral das aves dos grupos 2 e 4 que chegaram ao 6bito para investigagoes
histopatologicas, e foram verificados danos ao tecido nervoso. As trés aves que chegaram ao
obito do Grupo 2 foram aquelas com maiores valores de parasitemia e com quadros severos
de paralisia de membros, passaram ao menos 10 dias sem conseguir ficar de pé. As duas aves
que chegaram ao obito do Grupo 3 estavam desnutridas e desidratadas em virtude da diarréia
intensa, também constavam entre as aves com maiores espiroquetemias. A ave que chegou ao
obito do Grupo 4 encontrava-se anteriormente bastante abatida, desidratada e com membros
inferiores paralisados.

Os valores percentuais de hematdcrito constam na Figura 11, na primeira, segunda,
quarta, quinta e sexta semana estes valores ndo diferiram significativamente entre os grupos,
entretanto na terceira semana houve diferencga significativa entre os grupos 1 e 3, 1 e 4, 2 e 3,
2 e 4. Os hematocritos foram sempre realizados no inicio das semanas, € ao inicio da terceira
semana as aves dos grupos infectados acabavam de superar os picos de parasitemia e
espiroquetemia. Embora na quarta semana os valores tenham sido bem semelhantes ressalta-
se que o grupo controle exibiu media superior em pelo menos 3 pontos percentuais.
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Figura 11. Valores percentuais médios de hematocritos de Gallus gallus dos grupos
experimentais, Grupo 1- controle; Grupo 2- infectado por Plasmodium juxtanucleare, Grupo
3- infectado por Borrelia anserina e Grupo 4 co-infectado por P. juxtanucleare € B. anserina.

As médias do peso corporal das aves ao longo do experimento constam na Figura 12.
Nao houve diferencga significativa (p > 0,05) entre os pesos médios de aves dos Grupos 1 e 2
ao longo do experimento. Mas houve diferencgas significativas (p < 0,05) entre os grupos 1 e
3, 1e4,2e3,2 e 4 ao longo de quase todo o experimento. Destaca-se que as maiores
diferencas entre as médias de pesos dos Grupos 1 ¢ 2 em relagdao aos Grupos 3 e 4 ocorreram
nas trés ultimas pesagens que correspondem aos 35°, 38° e 41° dias p6s inoculagdo.
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Figura 12. Valores médios de peso corporal de Gallus gallus dos grupos experimentais,
Grupo 1- controle; Grupo 2- infectado por Plasmodium juxtanucleare, Grupo 3- infectado por
Borrelia anserina e Grupo 4 co-infectado por P. juxtanucleare € B. anserina.

4. DISCUSSAO

Quando analisados os quatro grupos experimentais, fica evidente que as aves do
Grupo 4, co-infectado, tiveram maiores prejuizos a saude, e de fato, houve um sinergismo
entre as infecgdes, de modo que um parasito potencializou os efeitos do outro. Isto fica claro
quando se observa que tanto a parasitemia quanto a espiroquetemia das aves do Grupo 4
foram superiores a parasitemia registrada no Grupo 2 e a espiroquetemia registrada no Grupo
3. Possivelmente, em virtude da co-infeccdo, as aves do Grupo 4 tiveram o sistema
imunolégico abalado de forma mais severa que as aves dos Grupos 2 e 3. Entretanto, os
periodos de pré-paténcia e picos maximo de parasitemia ndo variaram entre os Grupos 2 ¢ 4,
bem como o periodo pré-patente, patente e pico maximo de espiroquetemia ndo variaram
entre 0os Grupos 3 e 4. Possivelmente estes parametros bioldgicos estdo mais relacionados as
cepas dos parasitos do que com as condigdes imunoldgicas dos hospedeiros. A curva da
parasitemia nos grupos 2 ¢ 4 estdo de acordo com relatos de outros autores que afirmam que
0s picos maximos de parasitemia ocorrem em geral no primeiro més pos inoculagdo e apos
este periodo ha um decréscimo no numero de parasitos encontrados na circulagao periférica
(KRETTLI, 1971; MASSARD & MASSARD, 1981; SOUZA, 1998). Foi possivel verificar
que tanto as aves do Grupo 2 como do as Grupo 4 manifestaram sintomas caracteristicos da
maldria avidria, como anemia, palidez, apatia, falta de apetite e paralisia de membros, também
ja observados por demais autores (DHANAPALA, 1962; KRETTLI, 1972; MASSARD &
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MASSARD, 1981; SOUZA, 1998; SOARES et al. 1999; VASHIST et al., 2008, 2009).
Embora ja tenha sido relatada diarréia associada a malaria aviaria, esta ndo ¢ tdo comum e
nem tao grave quanto a diarréia associada a borreliose aviaria, que € grave ¢ leva a ave a
desidratacdo intensa. Segundo BANDOPADHYAY & VEGAD (1984) as fezes diarréicas e
esverdeadas caracteristicas de aves infectadas por B. anserina podem ser conseqiiéncias de
quadros de enterite e hemossiderose. As aves do Grupo 4 manifestaram diarréia caracteristica
da borreliose aviaria e uma delas, bastante desidratada e com membros paralisados chegou ao
obito. As alteragdes clinicas determinadas pela borreliose podem evoluir para quadro de
hipotermia, podendo ocorrer transtornos nervosos e morte (HUTYRA et al., 1947;
MARCHOUX & SALIMBENI, 1903). Os sintomas manifestos nas aves do Grupo 4 também
indicam um sinergismo e potencializagdo dos patogenos inoculados. As paralisias de
membros observadas em aves dos Grupos 3 e 4, podem estar relacionadas aos quadros de
lesdes teciduais nervosas, observados nos cortes histologicos de cérebro das aves. Algumas
espécies de plasmddios como o P. falciparum possuem a capacidade de produzirem maléria
cerebral, cujos principais sintomas sao ligeira rigidez na nuca, perturbagdes sensoriais,
desorientagdo, sonoléncia ou excitagdo, convulsdes, vomitos e dores de cabeca, podendo o
paciente chegar ao coma. Tudo isto causado pela oclusdo de capilares cerebrais, pois 0s
eritrocitos sdo deformados pelo plasmddio o que impossibilita sua passagem nos finos
capilares e também adesdo de plaquetas as paredes dos vasos sanguineos (FIOCRUZ, 2010).
Possivelmente, estes eventos também ocorrem com as aves infectadas por P. juxtanucleare.
Os valores percentuais de hematdcrito variaram entre os grupos mas ficaram dentro da faixa
de normalidade para Gallus gallus. As médias de peso corporal das aves dos Grupos 3 e 4
foram as menores ao longo do experimento, o que pode ser explicado pela grande perda
d’4gua destes animais em virtude da diarréia intensa, relacionada a presenca das espiroquetas
nos intestinos, bem como pela quadro de anorexia das aves nas fases agudas das infecgoes e
ao quadro de paralisia de membros que dificultava o acesso a alimentagdo. Nos Grupos 1 e 2,
a médias de peso corporal ao longo dos dias foi de acordo com o esperado para a linhagem de
frangos utilizada. Tais achados clinicos motivaram a pesquisa bioquimica clinica e
histopatologica das aves infectadas para melhor compreensdo da relagao parasito x hospedeiro
e parasito x espiroqueta.

5. CONCLUSOES
e Gallus gallus infectados por P. juxtanucleare e B. anserina concomitantemente exibem
valores de parasitemia, espiroquetemia e sinais clinicos destas parasitoses mais pronunciados
do que os observados nas aves parasitadas por cada um destes patdgenos isoladamente,
podendo-se afirmar que uma infec¢ao potencializa a outra.
e O quadro de paralisia de membros ocasionado pela infec¢do por P. juxtanucleare esta

relacionado as lesdes causadas por estes parasitos no tecido nervoso encefalico.

eEm G. gallus, a borreliose aviaria compromete mais o ganho de peso do que a malaria avidria.
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Capitulo 111

Niveis séricos de enzimas e histopatologia hepatica Gallus gallus
Linnaeus, 1758 experimentalmente infectados por Plasmodium

juxtanucleare Versiani & Gomes, 1941 e Borrelia anserina
(Sakharoff, 1891).
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Capitulo III — Niveis séricos de enzimas e histopatologia hepatica de Gallus gallus Linnaeus,
1758 experimentalmente infectados por Plasmodium juxtanucleare Versiani & Gomes, 1941
e Borrelia anserina (Sakharoff, 1891).

RESUMO

Uma das espécies causadoras da malaria aviaria ¢ o hemoprotozoario P. juxtanucleare,
comumente encontrado em aves domésticas no Brasil. A espiroqueta B. anserina também ¢é
freqiiente em aves de diversos paises. Tendo em vista que, a avicultura industrial e organica
tem ganhado cada vez mais espagco no cenario mundial e que atualmente existem poucos
estudos que abordem parametros clinicos tanto de aves saudéveis como aves parasitadas, este
trabalho teve por objetivo avaliar se Gallus gallus infectados por P. juxtanucleare e/ou B.
anserina apresentam alteracdes nos niveis sé€ricos de enzimas hepaticas e tecido hepatico.
Para isto, foi analisada a atividade da ALT e da AST ao longo de cinco semanas e realizadas
analises histoldgicas de cortes do figado de quatro grupos de aves, Grupo 1- aves controle ndo
infectadas, Grupo 2- aves infectadas por P. juxtanucleare, Grupo 3- aves infectadas por B.
anserina, Grupo 4- aves infetadas por P. juxtanucleare e B. anserina. A atividade da ALT foi
significativamente elevada nos Grupos 2, 3 ¢ 4 em relacdo ao Grupo 1 a partir da segunda
semana pods inoculacdes, sendo que o Grupo 4 exibiu os valores mais elevados. A atividade da
AST oscilou, mas nao variou significativamente entre os grupos. Ambas as enzimas também
serviram como marcadoras de estresse das aves. Nos cortes histologicos de figado das aves do
Grupo 1 nao foram evidenciadas alteragdes marcantes, ja nos Grupos 2, 3 e¢ 4 foram
evidenciados infiltrados inflamatorios, hepatdcitos vacuolizados e tumefeitos, hemorragias
extensas, proliferacao de tecido conjuntivo fibroso no espago porta, congestao e dilatacao de
sinusoides e colestase intrahepatica.  Conclui-se que, as infec¢des causadas por P.
juxtanucleare e B. anserina em G. gallus provocam alteragdes hepaticas, indicadas pelo
aumento da atividade da enzima ALT e pelos achados histopatolégicos hepaticos.

Palavras-chave: malaria avidria, borreliose avidria, aminotransferases, figado,
histopatologia, galinhas.
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Chapter I1I- Hepatic enzyme serum levels and histopatology of Gallus gallus Linnaeus,
1758 experimentally infected with Plasmodium juxtanucleare Versiani & Gomes, 1941 and
Borrelia anserina (Sakharoft, 1891).

ABSTRACT

One species that cause avian malaria is the haemoprotozoan Plasmodium juxtanucleare,
commonly found in poultry in Brazil. The spirochete Borrelia anserina is also widespread in
poultry in several countries. The industrial and organic poultry has been increasingly more
space on the world. There are few studies about clinical parameters of healthy birds and
infected birds, this study aimed to evaluate changes in the hepatic profile of Gallus gallus
infected by P. juxtanucleare and / or B. anserina. For this, we analyzed the ALT and AST
activity over five weeks and conducted histological liver sections of four birds groups, Group
1 - control non-infected birds, Group 2 - birds infected by P. juxtanucleare, Group 3 — birds
infected by B. anserina, Group 4 - birds infected by P. juxtanucleare and B. anserina. The
activity of ALT was significantly higher in Groups 2, 3 and 4 compared to Group 1 from the
second week after inoculation, and Group 4 exhibited the highest values. AST activity
fluctuated but did not vary significantly between groups. Both enzymes also served as a
marker of stress in birds. In histological liver sections of birds of Group 1 did not show
marked changes, as in Groups 2, 3 and 4 were demonstrated inflammatory infiltrates, swollen
and vacuolated hepatocytes, extensive hemorrhages, proliferation of fibrous tissue in the
portal space, congestion and dilation sinusoids and intrahepatic cholestasis. It is concluded
that the infections caused by P. juxtanucleare and Borrelia anserina in G. gallus cause liver
abnormalities, as indicated by increased activity of the enzyme ALT and liver histopathology.

Key words: avian malaria, avian borreliosis, aminotransferases, liver, histopatology, hens.
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1. INTRODUCAO

Plasmodium juxtanucleare Versiani & Gomes, 1941, causador da malaria aviaria em
Gallus gallus Linnaeus, 1758, foi observado pela primeira vez no Brasil em galinhas de um
mercado municipal. Os pesquisadores ao examinarem o sangue colhido destas aves
observaram um parasito de pequenas dimensdes, com formas arredondadas ou irregulares
sempre vistas junto ao nucleo das hemacias, e por isso foi nomeada P. juxtanucleare
(VERSIANI & GOMES, 1941).

O grau de patogenicidade de P. juxtanucleare pode estar relacionado a capacidade das
cepas em produzir estadios exoeritrociticos, que podem ser encontrados principalmente no bago,
e também no figado, pulmao, medula dssea e cérebro (PARAENSE, 1947; KRETTLI, 1972).

A espiroqueta Borrelia anserina, causadora da borreliose avidria foi descrita por
Sakharoff (1891) ao pesquisar o sangue de gansos febris no Caucasus. O primeiro surto
desta espiroquetose no Brasil foi relatado em galinhas por Marchoux e Salimbeni (1903),
que apontaram Argas persicus como o artropode vetor desta bactéria. As aves infectadas por
B. anserina em geral manifestam a doenga logo na primeira semana pos inoculacao, os
principais sintomas sdo diarréia verde escura, febre, enterite aguda, inapeténcia, sonoléncia,
penas erigadas, crista palida, podendo ocorrer paralisia das asas ou patas (MARCHOUX &
SALIMBENI, 1903; BOERO, 1967; BIER, 1985, LISBOA, 2006).

Curioso que no Brasil, a descricao da malaria neotropical das aves galiformes foi feita
em 1941, quando os pesquisadores Versiani ¢ Gomes ao estudarem a borreliose avidria,
observaram e descreveram, casualmente P. juxtanucleare (VERSIANI & GOMES, 1941,
SOARES, 2000). Embora pouco citado na literatura, ndo raro estas parasitoses
mencionadas podem ocorrer naturalmente em conjunto.

Em humanos existem relatos de casos de parasitos do género Plasmodium e Borrelia
ocorrendo simultaneamente, causando severa anemia hemolitica e morte. O sinergismo
entre as infecgdes causadas por Plasmodium e Borrelia, tanto em humanos quanto em
animais foi bem pouco estudado até o presente momento (MIRON et al., 2000, VASHIST,
2010).

Hé algumas décadas a avicultura destaca-se como uma das principais atividades
criatorias mundialmente, gerando grande movimentacao de capital, além de aumentar a oferta
de emprego no campo através da mao de obra rural (MOTA, 1998). Além disto, alguns
fatores da atualidade como o exagerado crescimento demografico € o surgimento de
problemas ecoldgicos relacionados a bovinocultura, como compactagdo dos solos € emissao
de grande quantidade de gas metano por parte do gado, levam a crer que o setor da avicultura
terd ainda mais destaque nos proximos anos, por se tratar de animais de ciclo curto que
exigem menor infraestrutura e custos na sua produ¢do, e ainda assim sdo excelentes fontes de
proteinas para a populacao humana. Por este motivo, fazem-se necessarios o melhoramento de
métodos diagnosticos e controle das doengas aviarias, bem como o estudo de como estas
doencas podem interferir na satide e produtividade das aves.

As variaveis bioquimicas tém sido usadas como ferramentas nos diagnosticos de
doencas em animais de companhia e producdo, entretanto existem poucos estudos sobre este
assunto relacionado as aves (BORSA et al., 2006). Na literatura atual ndo existem estudos
sobre o perfil hepatico de aves infectadas por P. juxtanucleare ¢ B. anserina, sendo este um
importante parametro para se avaliar a satide de aves de produgao.

As aminotransferases constituem um grupo de enzimas que catalizam a interconversao
de aminoacidos em a-cetoacidos pela transferéncia dos grupos aminos (MOSS &
HENDERSON, 1998). As aminotransferases tem um importante papel na ligagdo entre o
metabolismo dos aminoacidos e o de carboidratos, sendo um grupo de enzimas essenciais na
via de gliconeogénese, além de serem excelentes indicadores de lesdes hepaticas.
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Este trabalho teve por objetivo verificar alteragdes no perfil hepatico em aves de
produgdo G. gallus em resposta as infec¢des causadas por P. juxtanucleare € B. anserina.

2. MATERIAL E METODOS

Foram adquiridas quarenta e oito G. gallus da raca Cobb Avian 48, com um dia de
idade ja previamente vacinadas contra as doengas Pox, Gumboro e Marek. Esta raca de
frangos foi escolhida por responderem bem a diversos tipos de manejo e uma grande
variedade de programas nutricionais.

As aves eram provenientes das Granjas Planalto, no municipio de Uberlandia, MG,
elas foram transportadas em caixas de papeldo até o laboratério para pesquisas parasitologicas
W.O. NEITZ da Universidade Federal do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ Brasil. Até¢ o décimo
quinto dia de idade as aves foram acondicionadas em caixas de amianto (2x1m) com bordas
arredondadas forradas com maravalha, para ndo se esmagarem, cobertas com tela, para nao
terem contato com agentes vetores e iluminadas com lampada incandescente (60W) para
auxilio na regulacdo térmica corporal. Posteriormente as aves foram colocadas em galpao
(5mx 5m) previamente limpo e desinfectado com vassoura de fogo. Aos 45 dias de idade as
aves foram transferidas para gaiolas suspensas (150cm x 90cm) para ndo correr o risco de
disseminagdo das espiroquetas, via feco-oral, entre os grupos experimentas, apos as
inoculacdes. As gaiolas foram teladas para que mosquitos e outros artropodes ndo picassem as
aves. Abaixo das gaiolas foi colocada mistura de capim seco com ‘“cal” para que as fezes e
urina ao cairem no chdo ndo degradassem e provocassem mal cheiro no ambiente, a cada trés
dias este material era renovado. Foram colocados ventiladores no galpao em que estavam as
gaiolas suspensas para que as aves ndo tivessem hipertermia. Durante todo o experimento as
aves foram alimentadas com ra¢do Purina® linha Natural, livre de antibidticos e
cocidiostaticos e dgua “ad libitum”. Aos 60 dias de idade as aves foram separadas em quatro
grupos com doze aves cada, sendo Grupol- controle; Grupo 2- infectado por P. juxtanucleare;
Grupo 3- infectado por B. anserina e Grupo 4- infectado por P. juxtanucleare e B. anserina.
As infecgOes ocorreram conforme o Quadro 1.

Quadro 1 . Grupos experimentais, quantidade e origem dos indculos e via de infeccdo do
experimento realizado com Gallus gallus infectados por Plasmodium juxtanucleare e/ou
Borrelia anserina.

Grupo Quantidade e origem do indculo Via de infeccao
Experimental

Grupo 1 0,5 ml de soro fisiologico comercial Intraperitonial

Grupo 2 0,3 ml de sangue parasitado por P. juxtanucleare | Intraperitonial

proveniente de galo da raca Sedosa do Japao
proveniente de criagdo rustica no municipio de
Seropédica, RJ, com parasitemia em torno de 7%.

Grupo 3 0,5 ml de soro infectado por cepa de B. anserina | Intraperitonial
proveniente do municipio de Pedro Leopoldo e
criopreservada no Laboratorio de Doengas
Parasitarias do Departamento de Epidemiologia e
Saude Publica, Instituto de  Veterinaria,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

Grupo 4 In6culo do Grupo 2 + Indculo do Grupo 3 Intraperitonial
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As aves tiveram a parasitemia e a espiroquetemia acompanhadas através de esfregagos
sanguineos ao longo de todo o experimento. Semanalmente foram colhidas amostras de
sangue, cerca de ImL de cada ave, via pung¢do de veias da perna ou da asa para a realizagao de
analises das atividades das enzimas AST e ALT.

Para as andlises das aminotransferases, 0,5 mL de substrato ALT ou AST (uma
solugdo de L-alanina 0.2M ou L-aspartato 0.2M, respectivamente, a-cetoglutarato 0.002M, e
tampao fosfato de sodio 0,1M, pH 7.4) foi incubado a 37°C por 2 min. Em seguida, 100ul ou
200ul de soro (para ALT ou AST, respectivamente), foi adicionado, homogeneizado e
novamente incubado a 37°C por 30 min. Posteriormente, 0.5ml de 2.4-dinitrofenilhidrazina
0.001M foi adicionado e mantido a 25°C por 20min. A reacdo foi finalizada pela adi¢do de
Sml de NaOH 0.4M. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro em 505nm e os
resultados expressos como URF/mL (KAPLAN & PESCE, 1996).

Para o estudo dos possiveis tipos de lesdes hepaticas decorrentes da infeccdo causada
por P. juxtanucleare e B. anserina, foram coletados fragmentos do figado de duas aves de
cada grupo experimental ao fim do experimento que durou 45 dias. Para isto, as aves foram
necropsiadas, os fragmentos com cerca de 1 cm da regido do lobo direito do figado de cada
ave foram retirados (Figura 7), fixados em formalina 4% por 24h a 4°C e mantidos em etanol
70%.

Figura 1. Gallus gallus infectado por Plasmodium juxtanucleare e Borrelia anserina
necropsiado com indicacao da regido hepatica retirada para as andlises histopatologicas.

Estes tecidos foram processados de acordo com técnicas histologicas de rotina,
incluidos em parafina, cortados em secgdes com 5 um de espessura com uso do microtomo e
montados em laminas de vidro. As sec¢des foram coradas com hematoxilina-cosina,
observadas em microscopio HUND WETZLAR H600 e as imagens do material foram
capturadas com uso da camera digital NIKON COOLPIX 4300. Todas estas etapas foram
realizadas no Laboratorio de Histologia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

Valores das atividades da AST e da ALT mensurados nas aves ao longo do experimento
foram expressos como média e erro padrio da média (X+SEM), submetidos a analise de
variancia (ANOVA) a 5 % de significancia e ao teste de Tukey para comparacdo de médias.
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3. RESULTADOS

Todos os estagios eritrociticos de P. juxtanucleare (trofozoitos, esquizontes e
gametocitos) foram observados nos grupos 2 ¢ 4.

Nos grupos 3 e 4 foram observadas espiroquetas B. anserina, isoladas e aglomeradas.

Em relacdo a atividade da ALT (Figura 2), na primeira semana pos infecgdes foi observado
em todos os grupos um aumento dos valores em relagdo ao valor basal (semana 0, 13,83+1,57),
mas sem diferengas significativas entre os grupos e destes em relagdo ao valor basal. Em todas
as semanas experimentais os valores mensurados para a atividade da ALT no grupo controle,
nenhum deles foi significativamente diferente (p<0,05) em rela¢do ao valor basal. O Grupo 2
apresentou atividade da ALT mais elevada que o Grupo 1 durante todas as semanas
experimentais, exceto na ultima, quando os valores dos Grupos 1 e 2 foram bem proximos. Os
valores mais elevados da atividade da ALT no Grupo 2 ocorreram na primeira ¢ segunda
semana pos inoculagdes. No Grupo 3, a atividade da ALT foi mais elevada nas segunda e
terceira semanas poOs inoculacdes. O Grupo 4 demonstrou a atividade da ALT
significativamente elevada em relacdo ao Grupo 1 nas segunda, terceira e quarta semanas pos
inoculagdes. Dentre todos os grupos, o Grupo 4 demonstrou os maiores valores de atividade da
ALT, com pico desta atividade na quarta semana, quando os Grupos 2 e¢ 3 ja demonstravam
valores praticamente normalizados.
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5 3 Grupo 2
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Figura 2. Atividade da alanina transaminase (ALT) no Grupo 1- Controle, Grupo 2-
Infectados por Plasmodium juxtanucleare, Grupo 3- infectado por Borrelia anserina e Grupo
4 co-infectado por P. juxtanucleare e B. anserina nas semanas experimentais. () semana
anterior as inoculagdes, 1) primeira semana pds inoculagdo, 2) segunda semana poOs
inoculagdo, 3) terceira semana pos inoculacdao, 4) quarta semana pds inoculacdo, 5) quinta
semana pods inoculagao.

Na Figura 3 estdo demonstrados os valores médios da atividade da AST nos grupos
experimentais. Embora tenham ocorrido oscilagdes dos valores da atividade da AST entre os
grupos ao longo das semanas experimentais, estatisticamente ndo houve diferencas entre os
grupos a cada semana (p<0,05) e entre os grupos e o valor basal.

61



Grupo

175 Basal

= 150 =3 Grupo 1
£ =3 Grupo 2
'ﬁ:" 125 I Grupo 3
E’ I Grupo 4
S 100
by
3 75
Q
K
- 50
=
< 25

0

111 2 2 2 2 3 3 3 3 4 4 4 4 5 5 5 5
Periodo pés inoculagdes (semanas)

Figura 3. Atividade da aspartato aminotransferase (AST) no Grupo 1- Controle, Grupo 2-
Infectados por Plasmodium juxtanucleare, Grupo 3- infectado por Borrelia anserina ¢ Grupo
4 co-infectado por P. juxtanucleare e B. anserina nas semanas experimentais. () semana
anterior as inoculacdes, 1) primeira semana pds inoculagdo, 2) segunda semana poés
inoculacdo, 3) terceira semana pos inoculagdo, 4) quarta semana pos inoculacdo, 5) quinta
semana pos inoculagao.

Macroscopicamente foi observado que os figados das aves infectadas dos grupos 2, 3 e
4 exibiam areas com coloragdo mais escura que o normalmente observado como
exemplificado na Figura 4.

AN

Figura 4. Figado com focos de coloracdo escura de Gallus gallus infectado por Plasmodium
Jjuxtanucleare.

O exame microscopico de laminas com fragmentos do tecido hepatico de aves do
Grupo 1 ndo revelou alteracdes marcantes. Em laminas com tecido hepatico de aves dos
Grupos 2, 3 e 4 revelou a presenca de hepatocitos vacuolizados e tumefeitos, hemorragias
extensas, proliferacdo de tecido conjuntivo fibroso no espaco porta, infiltrado inflamatorio
(linfoplasmocitario) multifocal e difuso subcapsular, nas areas portais e periportais € no

62



parénquima. Além de congestao e dilatacdo de sinusodides e colestase intrahepatica (Figuras 5
a 10).

N

N

Figura 5. Tecido hepatico de Gallus gallus infectado por Plasmodium juxtanucleare com
infiltrados inflamatorios (barra = 50 um).

Figura 6. Tecido hepatico de Gallus gallus infectado por Borrelia anserina com proliferacao
de tecido conjuntivo no espaco porta e infiltrado linfoplasmocitario focal e difuso. Obj. 40x.
(barra = 50 um)
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Figura 7. Tecido hepatico de Gallus gallus infectado por Borrelia anserina com infiltrado
linfoplasmocitario no espago porta. Obj. 40x (barra = 50 pm).

Figura 8. Tecido hepatico de Gallus gallus infectado por Plasmodium juxtanucleare com
infiltrado linfoplasmocitario periductal e vasos sinusdides com presenga de hemacias. Ob;.
40x. (barra = 50 pm)
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Figura 9. Tecido hepatico de Gallus gallus infectado por Plasmodium juxtanucleare e
Borrelia anserina com infiltrado linfoplasmocitario perivascular, vaso sanguineo com
material de natureza eosinofilica e hepatdcitos vacuolizados. Obj. 40x. (barra = 50 um)

N

Figura 10. Tecido hepatico de Gallus gallus infectado por Plasmodium juxtanucleare e
Borrelia anserina com infiltrado linfoplasmocitario subcapsular, estendendo-se para o

parénquima. Obj. 40x. (barra = 50 um).
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4. DISCUSSAO

Em relacdo as atividades das enzimas hepaticas ALT e AST ¢ mencionado na
literatura que fatores relacionados ao clima, tipo de alimentacdo e manejo podem influenciar
os resultados destas analises (BORSA et al., 2006). Na primeira semana do experimento, 0s
grupos 1, 2, 3 e 4 demonstraram aumento das atividades da AST e ALT em relagdo as outras
semanas. Deve-se levar em conta que as aves estavam ainda em fase de adaptacdo a
manipulagdo para as coletas de sangue e possivelmente ficaram estressadas, mas ao longo do
experimento estes parametros ndo mais foram afetados pelo estresse e somente pela infecgao.

A partir da segunda semana pos inoculagdes ocorreram as elevagodes significativas da
atividade da ALT nos Grupos 2, 3 e 4 em relacdo ao Grupo 1. Isto ocorreu possivelmente pelo
fato de que nesta altura do experimento ambas as infecgdes causadas por P. juxtanucleare e B.
anserina ja estavam estabelecidas nos organismos hospedeiros, causando danos as aves. A
atividade desta enzima em pequenos animais, como galinhas, ¢ amplamente utilizada na
determinagdo de hepatopatologias (KRAMER, 1989). Estudos revelaram que patos
inoculados com virus da hepatite apresentaram aumento da atividade da ALT (AHMED et al.,
1975). A elevagdo dos niveis séricos destas enzimas atribuidas a disfun¢@o hepatica pode ser
devido a ruptura de hepatocitos, resultantes de necroses, ou alteragdes na permeabilidade da
membrana celular ou processo de colestase (KANECO, 1989), conforme visualizado nos
cortes histologicos.

A atividade da AST nao variou significativamente nos Grupos 2,3 e 4 em relagdo ao
Grupo 1 ao longo do experimento. Alguns autores mencionam casos de danos hepaticos
cronicos que produziram sutis rupturas nas células hepaticas, mas sem alterar os valores
normais da atividade sérica da AST (FUDGE, 2000). Esta enzima ¢ considerada um marcador
ndo especifico por ser encontrada em varios tecidos, mas altamente sensivel indicador de
lesao tecidual, estando mais relacionada a lesao tecidual recente ¢ diminuicdo da fun¢ao do
orgdo (LUMEL, 1997). A atividade basal da enzima no plasma ¢ geralmente um reflexo do
acumulo e da mudanca sofrida pelo tecido que contém esta enzima. Analise da atividade da
AST ¢ freqlientemente utilizada como complemento no método diagnodstico e ndo como
parametro principal. O fato da atividade da AST neste estudo nao ter variado
significativamente entre os grupos possivelmente ocorreu pela inespecificidade desta enzima
como indicador de lesdao hepatica

A coloragdo escura do figado das aves, associado aos achados histopatoldgicos nos
cortes de figado de aves dos grupos 2, 3 e 4 confirmaram a ocorréncia de danos hepaticos, e
que as infecgdes causadas por P. juxtanucleare e Borrelia anserina pode influenciar
substancialmente na saide do animal. Estudos com probioticos, aflatoxinas e dietas
adicionadas em frangos também validaram o uso do perfil hepatico com indicador de satde
dos animais (KANASHIRO et al., 2001; CASSOCK et al., 2005; ARIETA-MENDONZA et
al., 2007).
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5. CONCLUSAO

Estes resultados demonstram que a infec¢do causada por P. juxtanucleare e B.
anserina em G. gallus provoca alteragdes hepaticas, indicadas pelo aumento da atividade da
enzima ALT e pelos achados histopatoldgicos nos cortes histologicos de figado de aves
infectadas. Além disso, pode se observar que a atividade da ALT ¢ um parametro fiel para
predizer o estado de saude de aves infectadas por P. juxtanucleare e/ou B. anserina neste
estudo, e que a enzimas ALT e AST podem ser usadas como marcadores de estresse.
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Capitulo 1V

Niveis séricos de proteinas, acido urico, creatinina e histopatologia
renal de Gallus gallus Linnaeus, 1758 experimentalmente
infectados por Plasmodium juxtanucleare Versiani & Gomes, 1941
e Borrelia anserina (Sakharoff, 1891).
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Capitulo IV - Niveis séricos de proteinas, acido urico, creatinina e histopatologia renal de
Gallus gallus Linnaeus, 1758 experimentalmente infectados por Plasmodium juxtanucleare

Versiani & Gomes, 1941 e Borrelia anserina (Sakharoff, 1891).

RESUMO

Plasmodium juxtanucleare e Borrelia anserina sdo hemoparasitos de Gallus gallus de regides
tropicais, criados de forma rustica ou organica, livre de medicamentos. Perdas no setor
avicola estdo associadas a presenca destes patdgenos. Entre outros problemas fisiologicos, o
comprometimento da fungdo renal pode ocasionar prejuizos na produg¢do animal. Este
trabalho teve por objetivo verificar alteragdes nos niveis séricos de proteinas, acido urico,
creatinina e tecido renal de aves de producao G. gallus em resposta as infecgdes causadas por
P. juxtanucleare e B. anserina isoladamente ¢ em conjunto. Para isto, foram analisadas as
concentragoes séricas de proteinas, acido Urico, creatinina e realizadas analises histoldgicas de
cortes do rim de aves saudaveis e infectadas por P. juxtanucleare, B. anserina € ambos 0s
patogenos. Houve variagdo significativa entre as concentragdes de proteinas totais das aves
infectadas por ambos os patogenos e aves saudaveis ou infectadas por cada um dos patdogenos
isoladamente. A concentragdo sérica do acido urico foi mais elevada no grupo infectado por
P. juxtanucleare e as concentracdes séricas de creatinina ndo variaram significativamente
entre os grupos experimentais. As analises histologicas revelaram nefrites, glomerulonefrites,
congestdo e hemorragias em algumas areas dos rins de aves dos grupos infectados. Podemos
concluir que as infec¢des causadas por P. juxtanucleare ¢ B. anserina isoladas ou em
conjunto causam danos renais as aves, o que pode comprometer a produgdo e que a interagao
de ferramentas como anamnese, analise parasitologica, bioquimica clinica e histopatologia no
estudo de infec¢des causadas por P.juxtanucleare e B. anserina em aves retrata mais
fielmente o estado de satde das aves do que qualquer uma destas isoladamente.

Palavras-chave: malaria avidria, borreliose aviaria, dcido urico, creatinina, proteinas totais,
rim, histopatologia, galinhas.
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Chapter 1V — Serum levels of proteins, uric acid, cretinine and renal histopatology of Gallus
gallus Linnaeus, 1758 experimentally infected by Plasmodium juxtanucleare Versiani &
Gomes, 1941 and Borrelia anserina Sakharoff, 1891.

ABSTRACT

Plasmodium juxtanucleare and Borrelia anserina are frequent hemoparasites in rustic or
organic creations of Gallus gallus in tropical countries. Losses in the poultry sector are
associated with the presence of these pathogens. Among other physiological problems, kidney
function damage can cause losses in poultry production. This study aimed to evaluate changes
in serum levels of proteins, uric acid, cretinine and renal tissue of poultry production G. gallus
in response to the infections caused by P. juxtanucleare and B. anserina alone and together.
For this, concentrations of serum proteins, uric acid, creatinine and histological sections of
kidney of healthy birds and infected by P. juxtanucleare, B. anserina and both pathogens,
were analyzed. There were significant variations between the concentrations of total protein
from birds infected with both pathogens and healthy birds and infected by each pathogen
alone. The serum concentration of uric acid was higher in the group infected by P.
Jjuxtanucleare and serum creatinine did not differ significantly among groups. Histological
analysis revealed nephritis, glomerulonephritis, congestion and hemorrhages in some areas of
the kidneys of infected groups. It is concluded that infections caused by P. juxtanucleare and
B. anserina alone or together can cause kidney damage to birds, which could affect them in
production negatively. The interaction of different tools such as life history of birds,
parasitological analysis, clinical chemistry and histopathology in the study of P. juxtanucleare
and B. anserina infections is more accurately to determine the health conditions of birds than
any of these alone.

Key words: avian malaria, avian borreliosis, uric acid, creatinine, total protein, kidney,
histopathology, hens.
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1. INTRODUCAO

Os hemoparasitos tem sido foco de diversos estudos em vertebrados, o que se deve
principalmente aos prejuizos econdmicos por eles causados, além da importancia do
conhecimento das intera¢des parasito-hospedeiro (ELISEI, 2005). Dentre os hemoparasitos
aviarios destacam-se Plasmodium juxtanucleare Versiani & Gomes, 1941 e Borrelia anserin
(Sakharoff, 1891), frequentes em diferentes familias de aves, mas especialmente em Gallus
gallus, Linnaeus, 1758 criados de forma rtstica ou organica, livre de medicamentos
(VERSIANI & GOMES, 1941; BELTRAN, 1941; PARAENSE, 1947, KRETTLI, 1972;
MASSARD & MASSARD, 1981). Perdas no setor avicola ja foram e continuam sendo
atribuidas a presenca destes patogenos que podem causar dentre varios sintomas diarréia
intensa, enterites, anorexia, prostracdo, anemia e paralisia de membros (DHANAPALA, 1962;
KRETTLI, 1972; MASSARD & MASSARD, 1981; BANDOPADHAY & VEGAD, 1984;
SA'IDU et al., 1995; SOUZA, 1998; SOARES et al. 1999; VASHIST et al., 2008, 2009, 2010;
LISBOA et al., 2009). Plasmodium juxtanucleare ocorre em quase todos os estados do Brasil,
e ainda em outros paises da América Latina, Asia e Africa (BELTRAN, 1941, 1943;
CASSAMAGNAGHI, 1947; PARAENSE, 1949; ISHIGURO, 1957; AKIBA, 1959;
DHANAPALA, 1962; BENNET et al., 1963; MANWELL, 1966; MOHAN & MANWELL,
1966; KRETTLI, 1972; SERRA-FREIRE & MASSARD, 1976, SERRA-FREIRE &
MASSARD, 1979, MASSARD & MASSARD, 1981; LOURENCO DE OLIVEIRA &
CASTRO, 1991; VASHIST et al. 2003; SANTOS-PREZOTO et al., 2004; VASHIST, 2006).
Borrelia anserina € cosmopolita, mas ocorre com maior frequéncia em zonas tropicais e
subtropicais. (MC NEIL et al., 1949).

Ha alguns anos o chamado consumo consciente tem se tornado cada vez mais comum,
e evoca um consumidor que compra produtos que julga serem produzidos sob condigdes que
preservem o meio ambiente ¢ que sdo pautadas pela responsabilidade social (DEMATTE
FILHO et al., 2008). O sistema de criacdo organico, vem suprir esse mercado, com uma série
de diferencas, no que diz respeito ao procedimento de criagdo, dentre eles a auséncia de
antibioticos e outras drogas na alimentagdo fornecida as aves, o que as torna suscetiveis as
parasitoses. Estima-se que o volume de producdo organica no Brasil movimenta um mercado
de US$ 200 milhdes/ano. A maior parte da produgdo organica brasileira (80%) encontra-se
nos estados do Sul e Sudeste. Em torno de 85% da producdo ¢ exportada, sobretudo para a
Europa, Estados Unidos e Japao. O restante (15%) ¢ distribuido no mercado interno (CANAL
RURAL, 2010), portanto estudos a respeito das parasitoses e seus efeitos nas aves
hospedeiras sdo relevantes do ponto de vista bioldgico, veterinario e econdmico, o
conhecimento gerado contribui para a elaboracdo de estratégias de tratamento e controle
adequadas ao sistema organico de criagdo avicola.

As infec¢des causadas por P. juxtanucleare e B. anserina, ainda nao foram avaliadas
de forma conjunta, e estas sdo passiveis de ocorrer naturalmente em aves. As parasitoses em
aves requerem a compreensao do processo patoldgico que altera as fungdes bioquimicas do
organismo. Os sinais clinicos das doengas em aves sdo frequentemente sutis, sendo a
bioquimica clinica necessaria na avaliacao das alterac¢des fisiologicas (HOCHLEITHNER,
1994). A avaliacdo correta do perfil bioquimico associada aos dados de anamnese e exame
fisico ¢ importante para o diagnostico da maioria das organopatias (ROSSKOPF &
WOERPEL,1984; HOCHLEITHNER, 1994). Na maioria dos casos, o perfil bioquimico das
aves ¢ tomado como uma ferramenta que apenas ¢ usada em trabalhos cientificos e poucas
vezes se considera como uma técnica diagnostica util para a clinica aviaria (BOWES et al.,
1989), entretanto na clinica aviaria, como em outras espécies, os perfis laboratoriais devem
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ser considerados como uma ferramenta que contribui ao diagnodstico de uma doenca. O
veterinario deve fazer uso destes resultados em combinagdo com o historico do caso, o exame
clinico e as lesdes observadas (GONZALEZ & SILVA, 2006), tentando sempre fazer um
diagnostico integral.

As proteinas plasmaticas estdo agrupadas em duas grandes categorias, albumina e
globulinas, as quais tem muitas fungdes, embora as mais importantes estejam relacionadas
com a manuten¢do da pressdo coloidosmética do plasma, o transporte de substancias através
do corpo (hormonios, minerais), a imunidade, a agdo tamponante e a regulagdo da atividade
das enzimas (SWENSON E O’REECE, 1996; BOETTCHER, 2004). A quantificacdo das
proteinas plasmaticas totais ajuda o clinico na avalia¢dao da severidade, natureza e o progresso
da enfermidade.

As aves sdo animais uricotéicos, ou seja, excretam o nitrogénio sob a forma de acido
urico, como principal produto do metabolismo de N, com perdas de pequenos volumes de
4gua, enquanto que em outras espécies o produto excretado ¢ a uréia (GONZALEZ E SILVA,
2006). O acido urico ¢ sintetizado no figado e nos rins, ¢ excretado via secre¢ao tubular em
90%, independente da reabsor¢do tubular de agua, por isto, os distirbios na fun¢do renal
podem elevar a concentragao do acido urico no soro ou no plasma nas aves (LUMEIJ, 1987;
KANEKO et al.,1997; SCHMIDT et al., 2007).

A creatinina ¢ eliminada pelos rins em velocidade relativamente constante, através de
filtracdo glomerular e excre¢do tubular ativa. Sua concentragdo independe da ingestdo de
proteinas na alimentacdo e ndo ¢ afetada pelo volume urinério. A concentragdo de creatinina
sérica ¢ sensivel e especifica no estudo da fun¢do renal. Valores aumentados indicam
problemas de fungdo renal. Geralmente o nivel sérico de creatinina ¢ proporcional a
severidade da enfermidade.

Este trabalho teve por objetivo verificar se ocorrem alteragdes no perfil renal de aves de
producao G. gallus em resposta as infecgdes causadas por P. juxtanucleare € B. anserina
isoladamente e em conjunto.

2. MATERIAL E METODOS

Para este experimento foram adquiridas 48 aves da raga Cobb, com um dia de idade ja
previamente vacinadas contra as doeng¢as Pox, Gumboro e Marek. As aves foram
transportadas em caixas de papeldo desde o estabelecimento comercial onde foram adquiridas
até o laboratorio para pesquisas parasitologicas W.O. NEITZ da Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, onde foram acondicionadas em caixas de amianto (2x1m)
com bordas arredondadas forradas com maravalha, cobertas com tela e iluminadas com
lampada incandescente, durante os primeiros quinze dias de idade. Posteriormente as aves
foram colocadas em galpao (5x 5m) previamente limpo e desinfetado com vassoura de fogo.
Aos 45 dias de idade as aves foram transferidas para gaiolas suspensas (150x 90cm) para nao
correr o risco de disseminacao das espiroquetas, via feco-oral, entre os grupos experimentas,
apos as inoculagdes. As gaiolas foram teladas para que mosquitos e outros artropodes nao
picassem as aves. Abaixo das gaiolas foi colocada mistura de capim seco com cal , a cada trés
dias este material era renovado. Durante todo o experimento as aves foram alimentadas com
racdo Purina® linha Natural, livre de antibidticos e cocidiostaticos ¢ agua “ad libitum”. Aos
60 dias de idade as aves foram separadas em quatro grupos com doze aves cada, sendo
Grupol — controle (ndo infectado); Grupo 2 - infectado por P. juxtanucleare; Grupo 3 -
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infectado por B. anserina ¢ Grupo 4 - infectado por P. juxtanucleare e¢ B. anserina. As
infecgdes ocorreram conforme o Quadro 1.

Quadro 1 . Grupos experimentais, quantidade e origem dos indculos e via de infec¢ao
do experimento realizado com Gallus gallus infectados por Plasmodium juxtanucleare e/ou
Borrelia anserina.

Grupo

Experimental

Quantidade e origem do in6culo

Via de infeccao

Grupo 1

0,5 ml de soro fisiologico comercial

Intraperitonial

Grupo 2

0,3 ml de sangue parasitado por P.

Intraperitonial

Jjuxtanucleare proveniente de galo da
raca Sedosa do Japdo proveniente de
criagdo rastica no municipio de
Seropédica, RJ, com parasitemia em
torno de 7%.

0,5 ml de soro infectado por cepa de B.
anserina proveniente do municipio de
Pedro Leopoldo e criopreservada no
Laboratério de Doengas Parasitarias do
Departamento de Epidemiologia e
Saude Publica, Instituto de Veterinaria,
Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro

Inéculo do Grupo 2 + Inéculo do Grupo
3

Grupo 3 Intraperitonial

Grupo 4 Intraperitonial

Semanalmente foram colhidas amostras de sangue, cerca de 2mL de cada ave, por
venopun¢do de veias da perna ou da asa, sem o uso de anticoagulantes (Figura 1) para a
realizagdo de analises das proteinas totais, acido Urico e creatinina. O local da coleta
sanguinea foi sempre desinfetado com alcool e utilizada uma agulha e seringa de 5 mL,
estéreis, para cada ave. Em aves sadias ¢ possivel tirar uma quantidade de sangue até 3% de
seu peso corporal sem efeito deletério. Quando se trabalha com aves doentes pode-se tirar um
maximo de 1% do peso corporal do paciente. Na pratica recomenda-se coletar o maximo 1
mL para aves pequenas e maximo 5 mL para aves maiores. Também se deve ter em conta que
analises realizadas no plasma requerem maior quantidade de sangue (LUMEIJ, 1997). As
amostras sanguineas foram centrifugadas a 2000 rpm e o soro separado e armazenado em
microtubos com 1,5mL de capacidade. As amostras de soro analisadas até 5 dias apos a coleta
foram refrigeradas, e os soros analisados posteriormente foram congelados a -20°C.
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Figura 1. Principais locais para a coleta da amostra de sangue em Gallus gallus: (a) veia
ulnar ou veia da asa, e (b) veia metatarsica medial

Para o estudo dos possiveis tipos de lesdes renais decorrentes da infec¢do causada por
P. juxtanucleare e B. anserina, foram coletados fragmentos do rim de duas aves de cada
grupo experimental ao fim do experimento que durou 45 dias. Para isto, as aves foram
necropsiadas e os fragmentos renais foram retirados (Figura 2), fixados em formalina 4% por
24h a 4°C e mantidos em etanol 70%.

Figura 2. Gallus gallus necropsiado com indicagcdo da regido renal retirada para as analises
histopatologicas.

Estes tecidos foram processados de acordo com técnicas histologicas de rotina,
incluidos em parafina, cortados em sec¢des com 5 pm com uso do micrétomo e montados em
laminas de vidro. As sec¢des foram coradas com hematoxilina-eosina, observadas em
microscopio HUND WETZLAR H600 e as imagens do material foram capturadas com uso da
camera digital NIKON COOLPIX 4300.

As concentracdes de acido urico, creatinina e proteinas mensurados nas aves ao longo das
semanas experimentais foram expressos como média total ao fim do experimento e erro
padrao da média total (X+SEM), submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) a 5 % de
significancia e ao teste de Tukey para comparagdo de médias.
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3. RESULTADOS

As infecgdes experimentais foram bem sucedidas. Todos os estagios eritrociticos de P.

Jjuxtanucleare (trofozoitos, esquizontes e gametdcitos) foram observados nos Grupos 2 e 4.

Nos Grupos 3 e 4 foram observadas espiroquetas de B. anserina, isoladas e aglomeradas.

As médias totais das concentragdes de proteinas dos grupos experimentais constam na
(Figura 3), ndo foi observada diferencga significativa entre os Grupos 1, 2 e 3 (p>0,05), mas
o Grupo 4 apresentou média total significativamente maior do que as demais (p< 0,05).
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Figura 3. Concentracdes médias totais de proteinas dos Grupos experimentais de Gallus
gallus expressos como média total e erro padrao da média total (X=SEM). Grupo 1 —
controle (ndo infectado); Grupo 2 - infectado por Plasmodium juxtanucleare; Grupo 3 -
infectado por Borrelia anserina; Grupo 4 - infectado por Plasmodium juxtanucleare e
Borrelia anserina.

As concentragdes médias totais de acido urico para cada Grupo estdo representadas na

Figura 4. Observou-se que a média total da concentracdo de &cido turico nao variou
significativamente entre os Grupos 1,3 e 4 (p> 0,05), mas houve um aumento significativo
entre a média total do Grupo 2 e os demais Grupos (p< 0,05).
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Figura 4. Concentragcdes médias totais de acido trico dos Grupos experimentais de Gallus
gallus, expressos como média total e erro padrio da média total (X+SEM). Grupo 1 —
controle (ndo infectado); Grupo 2 - infectado por Plasmodium juxtanucleare; Grupo 3 -
infectado por Borrelia anserina; Grupo 4 - infectado por Plasmodium juxtanucleare e
Borrelia anserina.

As concentragdes médias totais de creatinina nos quatro Grupos estdo expressas na
Figura 5. Nao houve diferenca significativa entre os Grupos experimentais.
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Figura 5. Concentracdes médias totais de creatinina para cada Grupo experimental de
Gallus gallus, expressos como média total e erro padrao da média total (X=SEM). Grupo 1
— controle (ndo infectado); Grupo 2 - infectado por Plasmodium juxtanucleare; Grupo 3 -
infectado por Borrelia anserina; Grupo 4 - infectado por Plasmodium juxtanucleare e
Borrelia anserina.

Nas andlises histopatologicas, foi verificado que as sec¢des histologicas renais das
aves do Grupo 1 ndo apresentaram alteragdes marcantes (Figura 6), as aves do Grupo 2
exibiram infiltrado inflamatorio intersticial mononuclear multifocal, autdlise nos tabulos
contorcidos e alguns glomérulos apresentaram aumento em sua celularidade (Figuras 7
a,b). No Grupo 3 foi observado discreto infiltrado inflamatério mononuclear entre os
tabulos coletores que apresentaram em sua luz material de natureza acidoéfila, os
glomérulos apresentaram aumento em sua celularidade, sugerindo uma glomerulonefrite
proliferativa e nefrite intersticial leve (Figura 8). E no Grupo 4 foi observado discreto
infiltrado inflamatério mononuclear intersticial, leve congestdo e areas de hemorragias
intersticiais (Figura 9).
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Figura 6. Cortes histologico de rim de Gallus gallus do Grupo 1- aves controle ndo
infectadas, tecido normal sem alteragdes marcantes (barra = 50 um).

Figura 7. Cortes histologico de rim de Gallus gallus do Grupo 2- infectado por
Plasmodium juxtanucleare exibindo infiltrados inflamatérios (barra = 50 pm).



Figura 8. Corte histologico de rim de Gallus gallus do Grupo 3- infectado por B. anserina,
tecido com discreto infiltrado inflamatorio e glomérulos com aumento em sua celularidade,
sugerindo uma glomerulonefrite proliferativa e nefrite intersticial leve (barra = 50 pm).

\A
a b

| I —
Figura 9. (a) e (b) Corte histologico de rim de Gallus gallus do Grupo 4- infectado por

Plasmodium juxtanucleare e Borrelia anserina, tecido com discreto infiltrado inflamatério
mononuclear intersticial, leve congestao e areas de hemorragias intersticiais (barra = 50 um).
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4. DISCUSSAO

O grande desafio na realizacdo de trabalhos de patologia clinica em aves estd na
escassez de dados na literatura sobre este assunto, pois o senso geral ainda predominante
pressupde que esta ferramenta deveria ser empregada somente para casos relacionados com
aves silvestres e animais de companhia, e especialmente para individuos e nao para
populacdes, o que dificulta a producdo de referéncia para espécies aviarias (LANDINEZ,
2010). Em vista disto, buscou-se neste trabalho avaliar isoladamente todos os parametros
bioquimicos referentes ao perfil renal das aves para que sirvam de pardmetros de referéncia, e
de forma conjunta para que caracterizem os efeitos das infec¢des estudadas. Podemos
ressaltar que o estudo das infec¢des parasitarias, envolvendo a busca por parasitos no sangue e
tecidos, a avaliagdo de parametros bioquimicos séricos e a histopatologia sdo mais eficazes no
diagndstico e busca de estratégias de controle das doengas do que a utilizagdo de somente uma
destas ferramentas, pois o mesmo parasito pode causar diferentes quadros infecciosos em
diferentes espécies avidrias, além disto podem ocorrer interagdes parasitarias, com quadros
clinicos peculiares aquela situagao.

A medicdo das proteinas plasmadticas totais ajuda ao clinico na avaliagdo da
severidade, natureza e o progresso da enfermidade. Em relagdo as médias totais das
concentragdes de proteinas foi observado que o Grupo 4 apresentou média superior aos
demais e superior ao nivel considerado normal para aves sadias (LUMEIJ, 1990; LUMEIJ,
1997, KANEKO et al., 1997). De forma geral, os principais fatores que afetam as
concentracdes das proteinas totais nas aves sdo: idade, sazonalidade, condi¢des de criagdo
(manejo) e doencas (LUMEIJ, 1997). Elevacdes nos niveis das proteinas (hiperproteinemia)
podem acontecer devido a desidratacdo ou durante doengas infecciosas que causam
estimulacdo do sistema imunoldgico e, consequentemente, aumento nos niveis de
imunoglobulinas (RATCLIFFE, 1996; EVANS & DUNCAN, 2003). Possivelmente, a co-
infeccdo de P. juxtanucleare e B. anserina em G. gallus do Grupo 4 induziu alteragdes nos
padrdes fisiologicos do hospedeiro diferentes daquelas observadas nas infec¢des individuais e
estas modificagcdes metabolicas podem ser decorrentes de uma provavel resposta inflamatoria
de fase aguda provocada pelos parasitos estudados, o que explica uma concentragdo protéica
elevada nestas aves.

A média total da concentracao de acido trico ndo variou significativamente entre os
Grupos 1, 3 e 4, mas houve diferenca significativa entre a média total do Grupo 2 e os demais
Grupos, que exibiram médias inferiores. Disturbios na funcao renal podem levar ao aumento
na concentragdo sérica ou plasmatica do acido urico (LUMEL, 1997). Os niveis de acido
urico normais para aves jovens podem ficar entre 1 até 2 mg/dL, enquanto que as aves em
postura tem niveis entre 2 at¢ 7 mg/dL. Embora as aves do Grupo 3 e 4 ndo tenham
apresentado alteracdo significativa da concentracdo do 4acido urico em relagdo ao grupo
controle deve-se levar em conta que a medi¢do do 4cido urico ndo ¢ um teste renal sensivel
em aves, mas sim um teste especifico, pois 75% da funcdo renal deve estar comprometida
para que seja possivel detectar o aumento da concentragdo sanguinea (LUMEL, 1997,
SCHMIDT et al.,2007). Apesar dessas limitagdes, o acido urico ¢ 1util para monitorar o
tratamento e a progressao da doenca (GREGORY,2003; LIERZ, 2003; CAMPBEL, 2004).

As concentracdes médias totais de creatinina dos grupos experimentais nao variou
significativamente, e embora tenha sido realizada a medi¢do da creatinina, esta ndo tem
isoladamente grande valor diagnostico nas aves porque a creatina ¢ excretada pelos rins antes
de ser convertida em creatinina. Assim, o ideal seria dosar as concentracdes plasmaticas de
creatina para detectar uma diminui¢do na taxa de filtragdo glomerular. No entanto, a grande
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maioria dos laboratorios veterinarios ndo possuem um método de rotina para a determinagao
deste metabolito (LIERZ, 2003; CAMPBEL, 2004). Dada a escassez de dados na literatura a
respeito dos parametros bioquimicos em aves, optou-se neste estudo por avaliar todos os
parametros relacionados a fun¢do renal, facilmente realizaveis em laboratdrios de patologia
clinica com o intuito de que pudessem servir como referéncias para a espécie de ave aqui
estudada.

Nas analises histopatoldgicas, verificou-se as infec¢des causadas por P. juxtanucleare
e B. anserina isoladas ou em conjunto causaram danos teciduais aos rins das aves, o que pode
comprometé-las na produgdo. Os infiltrados inflamatorios observados nos Grupos 2, 3 ¢ 4,
podem estar relacionados a presenca dos parasitos desencadeando quadros graves de
inflamagdes renais. E sabido que Borrelia burgdorferi causa nefrite, associada a proteintiria,
azotemia, cilindraria, piuria e hemataria; acarretando assim nefropatia severa, onde
histologicamente observa-se aumento glomerular, adesao da capsula de Bowman, proliferagao
mesangial, fibrose pericapsular, com focos de degeneracao e necrose (GRAUER et al., 1988).
Pela imunofluorescéncia do tecido ¢ possivel observar a borrélia no intersticio renal
(BURGESS et al.,1986a, GRAUER et al., 1988). No cao como no homem, pode ocorrer
glomerulonefrite com espagamento glomerular, decorrido da deposi¢ao de imunocomplexos
(GREENE, 1990; DURAY, 1993). E o Plasmodium falciparum causa nefrite e nefrose, além
de efeito imunossupressivo na formacdo de anticorpos (WHO, 2010). Os resultados desta
pesquisa apontam que as aves assim, como mamiferos, t€ém comprometimento da fungao renal
por conta da presenga de espécies dos gé€neros parasitarios Borrelia e Plasmodium, em seus
organismos, de forma isolada em especialmente de forma conjunta.

Por fim, ressalta-se a importincia dos estudos de pardmetros hematoldgicos,
bioquimicos e histopatologicos de aves domésticas e silvestres para o progresso da medicina
veterindria. A realizagdo de estudos que permitam a interpretacdo adequada das respostas do
organismo hospedeiro aos parasitos, isto possibilitard melhora no diagnostico, na producdo e
conservagao animal.

5. CONCLUSOES

- As infec¢des causadas por P. juxtanucleare € B. anserina isoladas ou em conjunto
causam danos renais as aves, o que pode comprometé-las na produgao.

- A interacdo de ferramentas como anamnese, andlise parasitologica, bioquimica
clinica e histopatologia no estudo de infec¢des causadas por P.juxtanucleare e B. anserina
em aves retrata mais fielmente o estado de saude das aves do que qualquer uma destas
isoladamente.
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