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RESUMO

Plasmodium juxtanucleayeima de duas espécies causadoras de malaria em
galinhas, pode ser encontrada em diferentes paésesundo, incluindo o Brasil. O
objetivo geral deste estudo foi avaliar a infecp@oP. juxtanucleareem pintinhos
livres de patdégenos (SPF) e previamente imunossigos pelo virus da anemia
infecciosa das galinhas (CAV). Para o0 estabeledonateste modelo foram
abordadas duas estratégias experimentais: (i)ag@alide alteracdes hematoldgicas,
biologicas e patologicas, (ii) avaliagcdo da respasliular das aves infectadas. Para
isso, definiram-se quatro grupos experimentais: pGré?. juxtanucleare aves
infectadas exclusivamente pdt. juxtanucleare Grupo CAV: aves infectadas
exclusivamente por CAV, Grupo co-infectado: aves-infectadas por P.
juxtanuclearee por CAV e Grupo controle: aves nao infectadagarasitemia poP.
juxtanucleare apresentou-se baixa em ambos o0s grupos infectgaos P.
juxtanucleare (grupos P. juxtanucleare e co-infectado); entretanto, valores
significativamente maiores foram detectados nas @&eeinfectadas. Anemia foi
observada nos trés grupos infectados. No entamés, @o-infectadas apresentaram
anemia mais severa, observada pela reducdo saificdo hematdcrito quando
comparadas aos outros grupos infectadosnortalidade foi maior e detectada
precocemente no grupo co-infectado, entretanto em®et patologicas foram
moderadas quando comparadas as lesdes acentuadasadhs nas aves dos grupos
P. juxtanuclearee CAV. Esses resultados indicam que 0S microrgarss
apresentam efeito patogénico potencializado duramteas as infec¢cdes. O numero
total de leucocitos e de linfocitos apresentaradug@o significativa (p<0,05) nos
grupos CAV e co-infectado. O grup®. juxtanucleareapresentou aumento de
leucocitos e de linfocitos e diminuicdo de hetdodfi Além disto, demonstrou-se o
aumento de células T auxiliares e citotoxicas ¢oredadas e ativadas neste grupo.
Ja as aves dos grupos CAV e co-infectado apresemt@diminuicao significativa de
células citotoxicas co-estimuladas e ativadas dian®es co-estimuladas. As aves do
grupo CAV, diferentemente do observado no grupdntectado, apresentaram
reducdo de células T auxiliares e auxiliares a@isadlém de alteragbes no numero
células B. Esses dados apontam para um efeito imachalatério dependente de
células T e B na co-infecc&n juxtanucleareCAV diferente quando comparadas as

infeccdes exclusivas por CAV &u juxtanucleare.

Xviii



ABSTRACT

Plasmodium juxtanucleayeone of the two species that cause malaria in
chickens, can be found in different countries acbtire world including Brazil. The
aim of this study was to evaluate the effect oéatibn caused bl. juxtanuclearen
specific pathogen free (SPF) chicks previously imosuppressed with chicken
anemia virus (CAV). To establish this model twotidist experimental strategies
were addressed: (i) assessment of hematologicdholpgical and biological
parameters; (ii) immunological evaluation of cedlutesponse of infected birds. For
this, we defined four group®. juxtanucleareGroup: chicks exclusively infected by
P. juxtanuclearge CAV Group: chicks exclusively infected with CA\¥p-infected
Group: co-infected chicks withR. juxtanucleareand CAV; control Group: uninfected
chicks. The parasitemia causedmyjuxtanuclearavas low for all infected aviarP(
juxtanucleareand co-infected groups), although significanthgher values were
detected in co-infected chicks. Anemia was obseriredall infected groups.
However, co-infected chicks showed lowest valuesheiatocrit. Mortality was
more pronounced in co-infected group, however ththglogic lesions were mild
when compared to serious injury observe® iguxtanucleareand CAV groups. The
results indicate that pathogenic effects can betedoduring the infection caused for
these two microorganisms. Significant reductiontie number of leukocytes and
lymphocytes (p<0.05) was observed in CAV and cedtdd groups.P.
juxtanuclearegroup showed an increase in total leukocytes sgmphocytes and a
decrease in heterophils. Furthermore, it was detraied increased in co-stimulated
and activated T cells in this group. The chicksGAV and co-infected groups
showed a significant decrease of co-stimulated IT oggotoxic and decrease of T
helper cell co-activated and co-stimulated. The CxWup, differently from of co-
infected group showed reduction of T helper calild eeduction of activated T helper
cell; and differences in B cell number. These dathcate an immunomodulatory
effect dependent on T and B cells in co-infectlonjuxtanucleareCAV and this

effect is different of exclusive CAV &?. juxtanuclearenfections.
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1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

Os parasitos do géneRlasmodium(Haemosporida: Plasmodiidae) formam
um grupo cosmopolita de protistas heteroxenos cmmspam répteis, aves e
mamiferos, e que sdo transmitidos aos seus hospedmir dipteros hematéfagos
pertencentes exclusivamente a familia Culicidadk{Waas 2005, Njabo et al. 2011).
Os vetores dos plasmaodios aviarios pertencem amy@eCulex AedesCulisetae
Anopheles(Garnham 1966). Recentemente mosquitos do géGequillettidia
também foram identificados como vetores de alguesagcies d€lasmodiunspp.
(Njabo et al. 2009).

Os taxonomistas tradicionalmente classificam oagits de aves do género
Plasmodiumutilizando os critérios morfolégicos e as cardstaas biolégicas
relacionadas ao ciclo de vida e a especificidadénatpedeiros (Garnham 1966;
Laird 1998, Valkinas 2005, Braga et al. 2011). Os estudos mais teesém da
utilizacdo de bases morfolégicas para a identifioadas diferentes espécies de
Plasmodium empregam também as técnicas moleculares, tai® eoReacdo em
Cadeia da polimerase - PCR e o0 sequenciamento @o BNssociacdo das técnicas
morfolégicas e moleculares como ferramenta de ifilsagdo dos parasitos da
malaria aviaria proporcionou o desenvolvimento dwas perspectivas sobre o
entendimento da diversidade e da historia evoludivgénerd’lasmodium(Bensch
et al. 2000, Bensch & Akesson 2003, Ricklefs & &@lR2002, Richard et al. 2002,
Martinsen et al. 2006, Sehgal et al. 2011, Beln.2011, Belo et al. 2012).

A malaria aviaria causada por diferentes espécedldsmodiumpode
apresentar caracteristicas distintas relacionagedagenicidade dos hospedeiros, e
atualmente o conhecimento sobre a distribuicdcedpécies de plasmddios aviarios
no mundo e a especificidade de hospedeiros airedzasso (Braga et al. 2011). A
infeccdo experimental de aves por plasmaodios, tonstna ferramenta fundamental
para abordar as caracteristicas do parasito, soloretssociadas a especificidade de
hospedeiros e a patogenicidade da infec¢ao, bera pama analisar a co-infec¢ao de
aves por diferentes espécies RBlasmodiumou entrePlasmodiumspp. e outros
patogenos (Huff 1930, Bennett et al. 1966, Krdtlv2A, Galbadon & Ulloa 1977,
Atkinson et al. 2000, lezhova et al. 2005, Frewral. 2008, Marzal et al. 2008,
Palinauskas et al. 2008, Palinauskas et al. 2011).
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1.1 Malaria aviaria

As pesquisas sobre o gén&lasmodiundesenvolvidas em modelos aviarios
contribuiram significativamente para o conhecimettés caracteristicas principais
da malaria em vertebrados, sobretudo associadaalaianem humanos (Lucena
1939, Garnham 1966). No final do século XIX, Cellsanfelice (1891) ampliaram o
conhecimento sobre a malaria utilizando o model@rav Estes pesquisadores
utilizaram, pela primeira vez, o0 método de subitegido de sangue em infecgcbes
experimentais. Esta técnica de infeccdo experirhgrganitiu abordar diferentes
aspectos da malaria, tais como a transmissdo arasteristicas da fase aguda da
infeccdo (Lucena 1939, Garnham 1966, Maikis 2005). Em 1902, pouco tempo
apos as inovagdes de Celli e Sanfelice, Ronald,Rigeve o reconhecimento da
comunidade cientifica por suas pesquisas sobrananiissdo da maléaria. Ross foi
premiado com o Nobel de Medicina ao descrever dallos que a transmisséo da
malaria ocorria através de picadas de mosquitestados pelo parasito (Garnham
1966).

O interesse na malaria aviaria como modelo de estadnalaria humana foi
diminuindo & medida que novas espécie®l@smodiumforam descritas em outros
vertebrados, tais como roedores e simios. A iaf@qggor Plasmodiumspp. em
mamiferos proporcionou modelos de estudo maisioglados a malaria humana em
contrapartida ao modelo aviario. O desenvolvimatgaécnicas que permitiram o
cultivo “in vitro” de P. falciparum, considerado a espécie mais patogénica aos
humanos, incrementou ainda mais o0 conhecimentoesabrmalaria humana,
diminuindo ainda mais a utilizacdo da malaria endetm aviario (Coggeshall &
Eaton 1938, Garnham 1966, Van Dyke et al. 1970fr@yeaet al. 1971, Wedderburn
et al. 1978, Sinden & Smalley 1979, Kaushal etl8B0, Krettli 1994, Waknine-
Grinberg et al. 2010). Embora, o enfoque ciertifia malaria aviaria como modelo
de estudo da malaria humana tenha diminuido, @ \@@sthecimento proporcionado
pelas pesquisas pioneiras, tornou o0s plasmoédiogri@vi parasitos muito
interessantes para diferentes estudos sobre aogdacasito-hospedeiro.

Atualmente, a avaliacdo e o monitoramento do ingpdet malaria em aves
presentes em diferentes ambientes tem despertattmngdo de diversos grupos de
pesquisa ao redor do mundo (Valkas 2005, Chasar et al. 2009, Braga et al. 2011,
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Sehgal et al. 2011, Belo et al. 2012). O possiwblimento dos parasitos da
malaria na conservacdo e manejo de aves tem ecidgue conhecimento acerca de
diferentes &reas, tais como a ecologia, a evolg&pjdemiologia e a parasitologia
(van Riper Ill et al. 1994, Ribeiro et al. 2005, Mg & Nielsen 2007, Marzal et al.

2008, Bensch et al. 2009, Bonneaud et al. 2009inLetval. 2009, Loiseau et al.

2010, Ricklefs & Outlaw 2010, Belo et al. 2011, ¢@o et al. 2011, Sehgal et al.
2011, Belo et al. 2012).

A metodologia empregada nos estudos que avalians aaturalmente
infectadas é relativamente simples e pouco preapldaos hospedeiros. Consiste na
utilizacdo de redes de neblina para captura desalvestres, ou de coleta manual no
caso de aves domésticas e permite obter informagbese a prevaléncia e a
parasitemia dePlasmodium spp. no momento da captura. O diagnéstico de
Plasmodiumspp. em aves pode ser realizado por meio da analsfoldégica dos
esfregacos sanguineos observados em microscoplazgdeassociado ao exame
molecular, realizado pela técnica da PCR e segdédoeacdo de sequenciamento
(Perkins & Schall 2002, Ribeiro et al. 2005, Kridaskieg et al. 2006, 2010,
Hellgren et al. 2007, Palinauskas et al. 2007, Maks et al. 2008A, Belo et al.
2011).

Atualmente, o efeito das alteragcdes ambientais agdecimento global em
populacdes de aves tem sido muito discutido. Nemtéexto, avaliar o impacto da
malaria em aves naturalmente infectadas por difesezspécies de plasmaodios é de
extrema importancia, uma vez que o0s parasitos darimaaviaria sabidamente
podem conduzir as populacées de aves a perda desidade ou a extingdo de
espécies (Atkinson et al. 2000, Beadell et al. 2@xhneaud et al. 2009, Sehgal
2010, Sehgal et al. 2011, Belo et al. 2011). Osdest que abordam a malaria
aviéria, realizados em condi¢des naturais, aprasefimitacbes associadas ao real
impacto da infeccdo ao hospedeiro, pois, geralmeshseves naturalmente infectadas
por Plasmodiumspp. encontram-se na fase crénica da infeccadi@es 2005). O
periodo da fase cronica da infeccao € caracterigadopresenca de poucos parasitos
intraeritrociticos e pela baixa patogenicidadeakstcunstancia permite avaliar a
prevaléncia de individuos infectados, no entanto févorece a identificacao
morfolégica da espécie d@lasmodiume nem a avaliagdo da patogenicidade. Por

esta razao, diferentes estudos relataram que asijogrda malaria aviaria sdo pouco
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patogénicos, e que em geral ndo levam as avesta (@arnham 1966, Bishop &
Bennet 1992, Valkinas 2005).

A malaria aviaria frequentemente apresenta maitenotl patogénico na
fase aguda da infeccdo, periodo que pode ser edraclo pela elevacdo da
parasitemia e pela visualizacdo de todas as fomti@eritrociticas nos esfregacos
sanguineos (Valihas 2005). A fase aguda é considerada mais fadopara
acompanhar as caracteristicas relacionadas ao dilovida do parasito nos
hospedeiros, assim como para avaliar a patogediidaresposta inflamatoria e a
transmisséao.

Os plasmédios aviarios sado considerados bons nm®gdala avaliar a relagdo
parasito-hospedeiro, pois permitem comparar asteaisticas da infeccdo aguda e
cronica causada pelas diferentes espécies do tparksitretanto, em funcao das
inumeras dificuldades, principalmente relacionaaabtencéo de aves doadoras e de
aves receptoras suscetiveis, assim como a manatdestas, estes estudos ainda sao
escassos e realizados principalmente com plasmgdm#nfectam aves domésticas,
tais como,Plasmodium gallinaceum, Plasmodium durae, Plasmmuodlaphurae,
Plasmodium hermané menos frequentemente céttasmodium juxtanuclear@Al-
Dabagh 1961, Bennett et al. 1966, Garnham 1966tlKt872, Huchzermeyer 1993,
Permim & Juhl 2002, Paulman & McAllister 2005, Waths 2005, Silveira et al.
2009a, Vashist et al. 2008, 2011, Macchi et al1201

P. juxtanuclearg encontrado em galinhas naturalmente infectadas,sido
uma espécie negligenciada em estudos experimerdaisfuncdo do tamanho
diminuto das formas sanguineas, desenvolvimentoade parasitemia periférica e
devido a patogenicidade irregular observada nospduzsros. Contudo, as
informacgbes sobrd?. juxtanuclearesdo imprescindiveis, considerando-se que a
prevaléncia de galinhas naturalmente infectadaseste parasito pode alcancar
100% em determinadas regides no Brasil (Santossterer al. 2004).

A variacdo observada na patogenicidade desencadeslda diferentes
espécies d@lasmodiumpode ocorrer de acordo com a espécie de parasitn,a
maior ou menor viruléncia entre as cepas ou emafurda sucetibilidade dos
hospedeiros (Valkihas 2005). Um aspecto ainda pouco explorado naslast
refere-se a patogenicidade influenciada pela aegiio do hospedeiro com

espécies distintas delasmodiumou entrePlasmodiumsp. e outros patdégenos
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comuns de aves, tais como os virus (Marzal etGfl82Palinauskas et al. 2011,
Asghar et al. 2012, Neto JM et al. 2012, Zehtindgeal. 2012). Recentemente, um
estudo abordou a caracterizagdo morfologica de nowa espécie delasmodium
gue infecta avesRlasmodium polymorphurtZehtindjiev et al. 2012). Esta nova
espécie foi observada co-infectando uma ave p&sgee juntamente conk.
relictum As reacdes de PCR e de sequenciamento do DNAré&athinicialmente
ao diagnosticaP. polymorphumpois identificaram apend®. relictum embora a
parasitemia poP. polymorphunestivesse mais elevada (Zehtindjiev et al. 2012).
Assim cabe ressaltar a importancia do diagndstioofaldgico das laminas, da
necessidade do treinamento de pessoas capacitagas @nalise dos esfregagos
sanguineos e de estudos que abordem os diferespgest@s da co-infeccdo na

malaria.

1.2 Morfologia e ciclo biologico dd’lasmodium sp. em aves

1.2.1Caracteristicas Gerais

A descricdo completa e as diferencas observadasciide vida entre as
espécies delasmodiumque infectam aves ainda estao fragmentadas eradulas
inimeras dificuldades em se estudar e classifimrhemoparasitos em aves
(Valkitnas, 2005). Uma destas dificuldades diz respeib@aiga especificidade de
Plasmodiumem relagdo aos seus hospedeiros. A mesma espe&asmodium
pode infectar aves de diferentes familias (lezleiva. 2005, Valkinas et al. 2006,
Zehtindjiev et al. 2008, Palinauskas et al. 20lNBste caso, a falta de especificidade
e as diferencas de susceptibilidade apresentads pelspedeiros podem levar o
parasito a desenvolver adaptacdes morfofisiologiaas seu hospedeiro ou a
modificacdes relacionadas a intensidade de pamsdsite Nos casos de alta
parasitemia, ja foi observado que os parasitos mpodkerar sua preferéncia por
infectar hemacias maduras ou imaturas, favorecgroliparasitismo, provocar
intensas modificagbes morfologicas na célula iafdate, além disso, causar maior
patogenicidade ao seu hospedeiro (Garnham 1966 1998, Valkiinas 2005).

18



Atualmente, os parasitos de aves do gérelamsmodium,encontram-se
distribuidos em cinco subgénerdtaemamoebaGiovannolaia Novyellg Huffia e
Bennettinia conforme descricdo na tabela 1 (Vafids 2005). As caracteristicas
utilizadas para agrupar as espécies em subgér@vdsaseadas na morfologia dos
parasitos durante a fase eritrocitica do ciclo.ubgéneroHaemamoeba o mais
estudado e as informacfes gerais sobre o ciclodiea do género em aves sdo
baseadas em espécies deste subgénero, tais Etasmodium gallinaceum
Plasmodium relictune Plasmodium cathemeriuf@arnham 1966, Valiknas 2005).

O ciclo de vida do génerBlasmodiumé heteroxeno, com a presenca de estadios
morfolégicos distintos no vetor e no hospedeirdelado. A fase sexuada do ciclo
bioldgico ocorre no vetor e todas as formas obskxwanas aves sédo assexuadas e
constituem adaptacdes morfofisioldgicas ao hosped#ermediario. No hospedeiro
vertebrado ocorrem duas fases do ciclo de desamaivo; fase exoeritrocitica,
caracterizada pela presenca de formas do parasitoétilas reticuloendoteliais, e
fase eritrocitica, quando as formas do parasitmb&ervadas dentro dos eritrcitos.
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Tabela 1. Classificacdo taxondmica dos subgéneros dPlasmodium, que

infectam aves, definidos de acordo com os critériaaorfologicos (Adaptado de
Valkiinas 2005).

Subgénero
Haemamoeba

(Graz=i & Felatti,

1890)

Huffia
(Corradatti,
Garnham &

Laird 1963)

Giovannolaia
(Corradethi,
Garnham &
Laird, 19463)

Nevyella

(Corradetti,
Garnham &
Laird, 1963)

Bennettinia
(Walldinas, 1987)

hderontes

Grands e
arradondado, dezloca
o nicleo da célula do
hospedeiro.

Tamanho & forma
varidvel, com daz ou
menos merozoitos

Tamanho moderado
a grande.
Geralments
encontrade em
eritrocitos imaturos.

Pequeno com pouco
citoplazma, com o
maximo de oite
mero=oitos

Pequeno,
atradondado com
pouce citoplasma,
dois a seis

Gametocitos
Arredondade, oval ou
forma irregular, o
tamanho marcadaments
enceds o tamanho do
nicleo do eritrocito
infectade.

Alongados

Alongados

Alongados

WVaridvel, geralments
arredondade ou alengado

Ezpecies

P. relicium,

P eathemerinm,
P matutinum,
P. gallinaceum
F. giovannola,
P. futzi

FP. subprascosx,
FP. griffithsi,

P rgferai,

FP. coturnixi

P. glongaium
FP. hermani

P. huffi

F. lophuras,

P. circumlexumn,
FP. polare

P. gundersi,

P. ocienmerium,
FP. pinottii,

P. pediceceias,
P. formosarm,
P durae,

P. hegrneri,

P anasum,

P leamucleus |
F. fallax

P parnhami

P vaughni,

P rowxi

P. hexamerium,

P nucleophilum

P dissanailoei,

P berfii

P eolumbaoe,

FP. paranucleophilum,
FP. kempi,

P. juctanuclears
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1.2.2 Ciclo biolégico no vertebrado

A infeccdo das aves tem inicio ap0s a inoculacdoesjgorozoitos de
Plasmodiundurante o repasto sanguineo dos vetores. Os egjioznicialmente,
podem penetrar nas células reticuloendoteliais, masréfagos e nos linfécitos,
iniciando a fase exoeritrocitica do ciclo. Apds ravaisdo destas células, os
esporozoitos se desenvolvem em merontes tecidesties passam pela primeira
divisdo assexuada, denominada merogonia exoetit@cprimaria, originando
varios individuos uninucleados chamados de memzdéciduais (Valkinas 2005)
(Figura 1).

A merogonia exoeritrocitica primaria consiste nanfacdo de duas geracdes
de merozoitos distintos em numero e na capacidadavasao celular: a primeira
geracdo é denominada de criptozoitos e a segundeei@eriptozoitos. Na primeira
reproducdo assexuada sdo formados aproximadaméBtecriptozoitos, que se
desenvolvem predominantemente nas células rewsulde diferentes tecidos e
orgaos, inclusive na pele, entretanto, sdo maggi&netemente encontrados no tecido
esplénico. Os criptozoitos recém-liberados penetmaovamente nas células
reticulares e passam pela segunda merogonia e@woéita, originando 0s
metacriptozoitos. Estes se assemelham morfologit@es criptozoitos, porém
s80 mais numerosos e capazes de infectar as cdml@shagem eritrocitica. Uma
parte dos metacriptozoitos recém-liberados penetogamente nas células
reticulares, e a outra parte penetra nas céluldmidagem eritrocitica. Dentro das
células reticulares os metacriptozoitos se deseenok por merogonia se dividem
novamente, originando milhares de fanerozoitos. f@serozoitos penetram
preferencialmente os eritrocitos da circulacdo sarep. Uma pequena parte dos
fanerozoitos, recém-liberados, também pode pene&mircélulas reticulares e dar
origem a longas geracdes de fanerozoitos (Wiadls 2005).

No interior de eritrécitos jovens ou maduros (derdoc com a espécie de
Plasmodiunm as formas do parasito recebem o nome de merezsadesenvolvem
e tornam-se arredondadas ou ameboides, recebenmdone de trofozoitos. A
morfologia e o tamanho dos trofozoitos podem vat@&macordo com a espécie ou
subgénero d€lasmodium Contudo, o vacuolo, o nucleo e o pigmento madari

(pigmento insoluvel formado pelo processo de d@estla hemoglobina) séo
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caracteristicas morfolégicas importantes e freqgmahte podem ser observadas ao
exame microscopico (Yamada & Sherman 1979). Osozoifos passam por
processo de crescimento e de maturagao diferemcsmdm merontes. Os merontes
sdo formas assexuadas que ap0s 0 processo deod(wgdiogonia eritrocitica)
liberam varios merozoitos. O numero de merozoitesgntes no interior das
hemécias pode ser observado ao exame dos esfresgangngneos e € utilizado como
uma das caracteristicas taxondémicas mais impostargem a qual se torna
impossivel a identificacdo morfologica e a difeiag@o entre as espécies. A
hemozoina presente nos merontes eritrociticos rmadiambém ¢é utilizada na
classificagdo, pois os pigmentos tendem a se agrapaltando na visualizagdo de
aglomerados dourados, amarronzados ou pretos eqiemos tamanho (Noland et
al. 2003, Valkiinas et al. 2005).

Apos a ruptura das hemacias, uma parte dos mesediierados na corrente
sanguinea, pode penetrar em novas hemacias eigemasos gametocitos; a outra
parte dos merozoitos pode penetrar nas célulagediaifodos capilares de diferentes
Orgaos e iniciar novas merogonias exoeritrocitsegsindarias.

A fase exoeritrocitica no ciclo precede a faseaaitica somente no primeiro
contato de uma determinada espéci®kdsmodiunmcom o seu hospedeiro. Pois, em
funcdo da maléria aviaria apresentar carater aorde infeccdo, a fase
exoeritrocitica € acompanhada de multiplas mer@gosecundarias, e estas podem
ocorrer simultaneamente com a fase eritrocitica.

Os gametdcitos das diferentes espécies Rlasmodium apresentam
morfologia variada, geralmente arredondada, alamgadoval que em conjunto com
as alteracbes na morfologia das células infectasis consideradas como
importantes caracteristicas taxonémicas no agrup@melas espécies em
subgéneros. A periodicidade e a sincronicidade @asasitos também sado
caracteristicas interessantes e utilizadas nafatagdo dePlasmodiunspp.
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Figura 1. Esquema adaptado de Valkinas 2005 representando o
ciclo biolégico de Plasmodium sp. em aves. [, Il- Merogonia
exoeritrocitica primaria; Ill- merogonia eritrociti ca; IV- merogonia
exoeritrocitica secundaria; 1- esporozoito na célal reticuloendotelial;
2,3- criptozoitos; 4- merozoitos no macrofago; 5,-6netacriptozoitos; 7-
merozoitos no eritrocitos; 8- gametdcitos; 9- meradtos nos eritrocitos;
10, 11- merontes eritrociticos; 12- merozoitos nalulas endoteliais dos
capilares; 13, 14- fanerozoitos; 15- merozoitos nosritrocitos; 16-
gametdcitos; 17- macrogametocito; 18- exflagelag&de microgametas;
19- fertilizagdo de macrogametas; 20- oocineto pen@ndo na membrana
peritréfica; 21- oocisto jovem; 22, 23- esporogonja24- esporozoito na

glandula salivar do vetor.
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1.2.3 Ciclo biolégico no vetor

A infeccdo nos vetores tem inicio durante o repastoguineo em aves
infectadas. No intestino do vetor os trofozoitaserontes e os gametdécitos jovens
se degeneram. Os gametdcitos maduros, por meioodenentos de contracdo e
expansdo rompem a membrana da hemacia e escapanantio em seguida os
gametas (Garnham 1966). O macrogametdcito libergameta feminino ou
macrogameta, enquanto 0 microgametocito, por ex#igdo, libera o gameta
masculino, ou microgameta, que apresenta flagebrs pocomocdo. Apds a
fertilizacdo ocorre a formacéo de um zigoto moévelomgado, denominado oocineto
(Valkianas 2005).

O oocineto move-se em direcdo as células epitetlaisntestino médio,
alcanca a lamina basal, torna-se arredondado eiradgquforma arredondada,
denominada de oocisto (Ghosh & Jacobs-Lorena 20D8htro do oocisto séo
formados centros germinativos que por esporogamiiendm varios esporozoitos.
ApOs o0 processo de maturacdo o oocisto se rompeatido os esporozoitos. O
namero de esporozoitos formados pode variar dedacoom a espécie de
Plasmodiunou com a espécie de vetor (Valkas 2005). Os esporozoitos sdo ageis,
pequenos e fusiformes e ao cairem na hemolinfallaime migram em direcdo a
glandula salivar e os ductos, invadindo-os e peetamdo por algumas semanas até
a inoculacdo de novos hospedeiros susceptiveiki(vals 2005, Ghosh & Jacobs-
Lorena 2009).

1.3 Malaria aviaria por Plasmodium juxtanucleare

O diagnostico diferencial entrB. juxtanucleare e P. gallinaceumao
apresenta dificuldades, uma vez que existem gragiflsencas morfologicas entre
estas duas espécies (Versiani & Gomes 1941, Garrnt@6b, Krettli 1972A,
Massard & Massard 1981, Vaikias 2005). Plasmodium (Haemamoeba)
gallinaceumpossui merontes eritrociticos grandes, contend® al&6 merozoitos, e
gametocitos arredondados que deslocam o0 nldcleo emadi|; enquanto,
Plasmodium (Bennettinia) juxtanucleale caracteriza por apresentar pequenas

formas parasitarias de localizacdo justaposta atemldas hemacias, esquizontes
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com citoplasma escasso contendo dois a seis m@r®zojjametocitos que raramente
deslocam o nucleo do eritrocito (Versiani & Gomeéxil, Bennett et al. 1966,
Garnham 1966). juxtanuclearenfecta naturalmente galinhas no Brasil, enquanto
infeccdo porP. gallinaceumse encontra restrita a alguns paises no continente
asiatico.

P. juxtanuclearefoi observado e descrito por Versiani e Gomes 1%
hemécias de galinhas sem raca definida, adquindamercado central, em Belo
Horizonte, Minas Gerais. O parasito despertou aiosugiade dos referidos
pesquisadores devido ao tamanho diminuto, semmenaddo proximo ao nucleo
dos eritrocitos. Na ocasido, o estudo foi conduzioim a finalidade de investigar a
presenca de espiroquetideos em esfregacos sangdimewes.

Em 1957, no Japao, Ishiguro descreveu outra espiEidnemoparasito
também observado em esfregacos sanguineos de agliahqual denominou de
Plasmodiumjaponicum Contudo, em 1959, Akiba observou q&e japonicum
apresentava as mesmas caracteristica®. jiextanucleares apds realizar criteriosa
comparacao da biologia e da morfologia apresenaties duas espécies, concluiu
gue de fatd®. japonicume P. juxtanucleareeram a mesma espécie. De acordo com
as normas de classificacdo prevaleceu o nome magoee utilizado na primeira
descrigao.

P. juxtanuclearg inicialmente, foi classificado como pertencente a
subgéneroNovyella em funcdo dos pequenos estadios morfologicos die n
deformam e ndo excedem o tamanho do nucleo dad#éspedeira e da presenca de
gametdcitos alongados. Entretanto, Malkeis em 2005 realizou uma revisao
taxondmica das espécies lasmodiundescritas até entdo, e por meio da utilizacéo
de critérios morfologicos reconheceu caracteristeeclusivas d®. juxtanucleare,
capazes de distinguir este parasito das demaisiesp#p subgénemdovyella P.
juxtanucleardoi incluida como a Unica representante do novg@éneroBennettinia
devido a presenca de oocisto pedunculado e de @eitost com morfologia
arredondada, oval, irregular ou mais raramentegalda (Krettli 1972A, B).

A presenca d®@. juxtanuclearga foi assinalada em varios paises da América
do Sul, Africa e Asia (Poulsen et al. 2000, Vaiikis 2005, Murata et al. 2008). No
Brasil, além do estado de Minas Gerais (Versianb@mes 1943, Paraense 1949,
Krettli 1972A, Santos-Prezoto et al. 2004, Silveitaal. 2009A) a presenca deste

parasito também foi assinalada no estados do BaréatFreire & Massard 1976), do
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Mato Grosso do Sul (Serra-Freire & Massard 1978)Edpirito Santo (Massard &
Massard 1981), do Pernambuco (Mota 1997, Mota. €t988) e do Rio de Janeiro
(Massard 1982, Souza 1998, Oliveira 2001, Elisal.2007, Vashist et al. 2011).

Além de galinhas doméstic®s juxtanucleargpode infectar outras aves, tais
como os faisdes (Bennett et al. 1966, Murata et2@08) perdizes (Mohan &
Manwell 1966) e perus (Serra-Freire & Massard 198ulsen et al. 2000). A
infeccdo por este plasmodio também foi relatadaases da familia Corvidae
(Bennett et al. 1993) e em pinguins (Grim et al030 Isto demonstra o alto
potencial de transmissao desta espéci®ldemodium razdo pela qual poderia ser
explicada a ampla distribuicdo do parasito em difrs paises de véarios continentes
(Ishiguro 1957, Bennett et al. 1966, Poulsen @00, Grim et al. 2003, Mota 1997,
Souza 1998, Santos-Prezoto et al. 2004, Muratia 20@8).

Poucos estudos experimentais avaliaram os aspdotasclo de vida, da
transmissdo e do grau de patogenicidad® .deixtanucleareaos seus hospedeiros
vertebrados (Al-Dabagh 1961, Bennett et al. 1966¢ttK 1972, Lourenco-de-
Oliveira & Castro 1991, Elisei et al. 2001, Par&e804, Elisei et al. 2007, Silveira
et al. 2009A; Vashist 2011, Vashist et al. 20119isDdestes estudos realizados no
Brasil, em condi¢cbes experimentais, demonstrarararizaixa parasitemia e poucas
alteracdes clinicas nas galinhas infectadadpguixtanuclearedurante a fase aguda
da infeccéo (Krettli 1972, Silveira et al. 2009B).

A avaliacdo de trés isolados & juxtanucleareprocedentes de regides
distintas (Minas Gerais, Sado Paulo e Rio de Janedemonstrou haver
homogeneidade na dindmica da parasitemia, nasedat@ias morfolégicas do
parasito e no desenvolvimento dos sinais cliniasslesbspedeiros. Em concordancia
com outros estudos, as aves infectadas com o<senliésr isolados apresentaram
parasitemia baixa e auséncia de sinais clinicasopda malaria aviaria provocada
por outras espécies de plasmaodios (Elisei et &12P007). No entanto, a infeccéo
de outras espécies de aves susceptiveiB. goxtanuclearetais como pinguins e
codornas, demonstrou que o impacto real da infeay@o outros hospedeiros
susceptiveis, talvez, ainda ndo seja conhecida BEssma espécie de parasito
causou transtornos clinicos tdo graves que provacmorte de varios pinglins em
um centro de reabilitacdo na Africa do Sul (Grimakt 2003).P. juxtanucleare
também foi diagnosticado em faisdes branddsogsoptilon crossoptilgnapos o

aparecimento de sinais clinicos severos, tais detatgia e edema pulmonar em um
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zooldgico no Japao (Murata et al. 2008). A patodge deP. juxtanucleargassim
como das demais espécies Blasmodium pode ser influenciada pela viruléncia
apresentada entre cepas distintas do parasitoaer@gbosta imune, relacionada a
susceptibilidade do hospedeiro (Paraense 1950,ahB0h 1961, Bennett et al. 1966,
Krettli 1971, 1972A, Soares et al. 1999B, GrimleR803, Murata et al. 2008).

Em ambientes naturais, atribui-se a transmissaoralatleste parasito ao
Culex saltanensiéLourencgo-de-Oliveira & Castro 1991); entretartd,necessidade
de estudos que avaliem a transmissao deste pgrasit@tores em outros estados do
Brasil, uma vez que, os vetores infectados nat@atenforam observados Unica vez,
no estado do Rio de Janeiro.

A patogenicidade dP. juxtanuclearepode variar de acordo com a cepa do
parasito e com a fase aguda ou crbnica da doergzain@is clinicos associados a
infeccdo cronica em galinhas sdo geralmente dexretconsiderados como pouco
prejudiciais aos hospedeiros, assim como a mamam infecgcbes causadas por
hemosporideos (Fernando & Dissanaike 1975, Mo#h 41998, Valkinas 2005). A
parasitemia observada na fase cronica geralmebtExd, caracteristica que pode
predispor os hospedeiros a tornarem-se reservaittoiparasito.

A fase aguda da malaria pd#. juxtanuclearefoi caracterizada como
patogénica em diferentes estudos que relatarant pav@sitemia elevada e alta taxa
de mortalidade em pintinhos infectados experimergate (Al Dabagh 1961, Itagaki
1970). As aves infectadas durante a fase agudarpageesentar perda de apetite,
queda da producao de ovos, alteracdes hematoldgioas elevacdo do niumero de
leucdcitos, trombocitopenia, anemia, hepatoesplegaiia e sintomas neuroldgicos,
tais como incoordenacao motora e paresia (Al Dal@gh, Serra-Freire & Massard
1979, Souza 1998, Grim et al. 2003, Silveira e2@09B).

O ciclo bioldgico deP. juxtanuclearendo esta suficientemente conhecido,
principalmente os aspectos que se referem a faseriggcitica. Na maioria dos
estudos, as formas exoeritrociticas foram obsesvdddorma escassa e aleatéria no
hospedeiro, e em alguns destes experimentos asgoewoeritrociticas ndo foram
visualizadas (Beltran 1943, Barreto 1943, Vers&@arbomes 1943, Paraense 1947,
Dhanapala 1962, Krettli 1971, Soares et al. 1999Pgraense (1947) com a
finalidade de avaliar a patogenicidade, durantase fexoeritrocitica, administrou
doses elevadas de quinina em galinhas e induziesendolvimento de formas

exoeritrociticas. Por meio desta metodologia fosgiel observar numerosos
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parasitos no baco, uma vez que a quinina exerdw afegativo para o parasito
somente durante a fase eritrocitica. Alguns anas taale, este mesmo pesquisador,
ao estudar comparativamente quatro cepas Pdejuxtanucleare observou o
aparecimento irregular dos estadios exoeritrodtitas células do baco, do figado,
da medula O6ssea e do ceérebro (Paraense 1950). B&st@do experimental, o
aumento da patogenicidade Rlejuxtanucleareem galinhas foi relacionado ao maior
encontro de formas exoeritrociticas do parasit@a aom a parasitemia eritrocitica,
pois as aves utilizadas no ensaio experimentaleramT apresentando os sinais de
malaria aviaria, entretanto exibiam baixa parasaem

Os estudos anteriormente realizados contribuirara paconhecimento de
caracteristicas biologicas dB. juxtanucleare sobretudo associadas ao ciclo
eritrocitico. Porém, pouco ainda é conhecido sabpatogenicidade ao hospedeiro
nos casos de co-infeccdo de aves por este plasnggor outros patdogenos
frequentemente encontrados em aves (Vashist 2011).

A avaliacdo da co-infeccdo de aves [porjuxtanuclearee um patdgeno
potencialmente imunossupressor em aves sabidamertdas de patdgenos
especificos, como as galinhas SPBpdcific Pathogen Frege infectadas
experimentalmente poderia fornecer informacdesrasgantes sobre a resposta
imunoldgica do hospedeiro, uma vez que estas a#iesosiginadas de lotes
controlados e ndo apresentam anticorpos contragqusrges patdégenos: Adenovirus
aviario grupo |, Adenovirus aviario grupo Il (HEVAdenovirus aviario grupo Il
(EDS), Virus da encefalomielite aviaria, Influeramaaria (Tipo A), Virus da nefrite
aviaria, Paramyxovirus aviario Tipo 2, Reovirus éaad S 1133, Virus da
Rinotraqueite aviaria; Rotavirus aviarigtycobacterium avium Virus da anemia
infecciosa das galinhas (CAV); Antigenos enddgeB&s Pox virus;Hemophilus
paragallinarum variantes A,B,C; Virus da bronquite infecciosa-kANirus da
bronquite infecciosa- Conn; Virus da bronquite éefesa- JMK; Virus da bronquite
infecciosa- Mass; Virus da doenca infecciosa bufispb 1; Virus da doenca
infecciosa bursal Tipo 2; Virus da Laringotraqueitiecciosa; Virus da leucose
aviaria A, B; Virus da leucose aviaria linfoide ACBD,E,J; Virus da doenca de
Marek (Sorotipos 1,2,3Mycoplasma gallisepticunMycoplasma synoviadoenca
de Newcastle; Virus da ReticuloendotelidSatmonella pullorumSalmonellasp.
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As aves domeésticas, principalmente as galinhas c@astantemente
desafiadas por inUmeros patdgenos presentes ncemmbiprincipalmente pelos
virus (McNeilly et al. 1995, Haridy et al. 2009, rdcet al. 2009). A co-infeccao de
galinhas porP. juxtanuclearee agentes virais imunossupressores que podem ser
encontrados abundantemente no ambiente nuncadbada. Alguns virus como o
“Chicken Anemia Virlds(CAV-Virus da Anemia Infecciosa das galinhas) sao
naturalmente adquiridos pelos hospedeiros aind&npvpor meio das fezes
contaminadas ou pela via de transmisséo vertic&AY, devido & alta capacidade
de transmissdo e de resisténcia em meio ambiemEynia-se amplamente
distribuido em diferentes paises, inclusive no B(Bsentano et al. 1991, Brentano
et al. 2000, Tan & Tannock 2005, Peters et al. 0BSte virus é capaz de causar
severa patogenicidade aos individuos jovens, antiet apresenta baixa
patogenicidade para os hospedeiros adultos e fooé isegligenciado em programas

de vacinacao obrigatdria na maioria dos paises (MgN991).

1.4. Virus da Anemia infecciosa das galinhas (“Chken Anemia
Virus” -CAV)

O virus da anemia infecciosa das galinhas pertancgéneroGyrovirus
familia Circoviridae Este virus, isolado primeiramente no Japdo poas¥ue
colaboradores (1979), apresenta pequeno tamanfimdtio: 20 a 25nm), auséncia
de envelope e é formado por uma fita simples de DNA

Apés o primeiro registro no Japéo, a infeccdo dmlgas pelo virus CAV ja
foi registrada em varios paises no mundo, tais c@&stados Unidos, Alemanha,
Reino Unido, Suica, Inglaterra, Nigéria, AustradiaBrasil (Bulow et al. 1983,
Chettle et al. 1989, Hoop et al. 1992, Brentanal.2000, Oluwayelu & Todd 2008).
A galinha domeéstica € o Uunico hospedeiro naturalheoido, no entanto ha
evidencias sorolégicas de que este virus possatanfeutras aves domésticas e
silvestres (Farkas et al. 1998).

A transmissdo do virus aos hospedeiros pode ocpeéler via vertical aos
embrides ou pela rota fecal-oral as aves jovendudtas (Mc Nulty 1991, Hoop
1992). As galinhas adultas geralmente ndo deseswvoles sinais da doenca,

entretanto, quando a infeccéo € adquirida duramseade postura o virus pode ser
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transmitido aos embrides, que desenvolvem a doeliiti@a durante as primeiras
semanas apds o nascimento (Lamichhane et al. 18pts o desenvolvimento da
resposta imunologica contra o virus, as galinhas a#pazes de transmitir os
anticorpos maternos contra o virus aos embridagngado que os pintinhos nao
desenvolvam a doenca clinica durante as primegassas de vida (Otaki et al.
1992).

Os sinais clinicos manifestados durante a fasesadadnfeccéo, geralmente,
ocorrem a partir da terceira semana de vida nassaszeptiveis, como resultado da
exposicao ao virus logo apos o nascimento. A patdgde pode variar de acordo
com a susceptibilidade dos hospedeiros, com o iadta carga viral e com a co-
infeccdo por outros patégenos (Tan & Tannok 2085).aves infectadas podem
apresentar sintomas tais como, diminuicdo do orestio, anorexia, depressao,
palidez acentuada, anemia intensa e morte (Tan &ndka 2005). As lesdes
patologicas observadas sdo palidez generalizadérgos como bacgo, figado e
medula éssea (Adair 2000). Além disso, a presengafodos hemorragicos
musculares, atrofia do timo e da bolsa cloacal séwsiderados sinais muito
caracteristicos da anemia infecciosa viral em paBn(Rosenberger & Cloud 1998).
Microscopicamente, a medula 6ssea das aves ingectamtle apresentar deplegéo de
células e substituicdo por tecido adiposo, enquantéimo, no baco e na bolsa é
comum ocorrer a deplecéo linfocitica (Schat & Vant8n 2008).

O virus infecta as células da medula Ossea, phlticante os
hemocitoblastos que s@o precursores de eritroditmsibocitos e leucocitos; além
destas células, o CAV infecta também os precuratedsfocitos T e os linfécitos
T, CD4 e CD8 no timo e os precursores de linfocitos B e lirfgiB na bolsa
cloacal (Adair 2000; Todd 2004; Tan & Tannock 20058 aves que Sse recuperam
da infeccdo pelo CAV apresentam melhora do qualinica, geralmente, quatro
semanas apos a infec¢do (Lamichhane et al. 1991).

A infeccdo pelo CAV tem carater imunodepressor elepoetardar o
desenvolvimento da resposta inflamatéria, aumentasdim a susceptibilidade dos
hospedeiros a outros patdgenos (Rosenberger & AB&d, McNeilly et al. 1995).
Estudos experimentais observaram que a co-infeegagalinhas pelo virus CAV e
pelo virus responséavel pela doenca de Marek (harpsy eleva a mortalidade. A

co-infeccdo de galinhas pelo CAV e pelo virus daitarinfecciosa (reovirus)
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reduziu o ganho de peso e diminuiu o valor do héonad de forma
significativamente mais acentuada nas aves conantaihente infectadas (McNeilly
et al. 1995). As aves previamente infectadas petavirus, responsavel pela doenca
infecciosa da bolsa (DIB), quando inoculadas co@AY apresentaram anemia e
imunodepressédo potencializadas, aléem disto, o migemacrofagos e de linfocitos
T do bago e timo encontraram-se significativamenges reduzidos nas aves co-
infectadas, quando comparadas as galinhas infectadeamente pelo CAV (Toro et
al. 2009).

2.  JUSTIFICATIVA

Os parasitos da maléaria aviarRldsmodiumsp.) estao distribuidos em todos
os continentes do mundo, exceto na Antartica. Easevarias caracteristicas
observadas, a facilidade de transmisséo pelosege{@iptera, Culicidae) e a baixa
especificidade em relagdo aos hospedeiros, tondaedo destes parasitos e seus
hospedeiros um dos modelos de estudo mais intetessaa parasitologia (Atkinson
& Van Riper 1991, Valkinas 2005). A utilizacdo da infeccdo experimental no
estudo dos parasitos da malaria aviaria é de eatremportancia para o
conhecimento da relacdo parasito-hospedeiro. Aiésodtambém é possivel excluir
experimentalmente a acdo de patdgenos desconhepidemmente adquiridos pelo
hospedeiro, bem como analisar a resposta do haspedeinfeccdo primaria e na
co-infeccdo com agentes previamente definidos.

Atualmente no BrasilP. juxtanucleareé a Unica espécie descrita como
responsavel pela malaria em galinhas naturalmefgetadas. Embora, este parasito
esteja distribuido em vérias regides do Brasilpeezaléncia de galinhas infectadas
possa alcancar 100% (Santos-Prezoto et al. 2004)feacdo causada por esta
espécie recebe pouca atencdo. Numero reduzido tleloss abordaram as
caracteristicas associadas aos aspectos biolodecPs juxtanucleare(Versiani &
Gomes 1943, Al Dabagh 1961, Bennet 1966A,B,C, Kré&72A, B, Massard &
Massard 1981, Massard 1982, Mota 1998, Souza O®B&ira 2001, Elisei et al.
2007, Vashist et al. 2008, Silveira et al. 2009BMst 2011).

A utlizacdo de galinhas SPF em modelos experiaenénvolvendo a

malaria aviaria ainda nao foi realizada até o priesenomento e podera contribuir
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com informacgdes adicionais sobre a suscetibiliddalehospedeiro. Outro aspecto
relevante a ser abordado diz respeito a co-infeecéidmunossupresséo de galinhas
por P. juxtanuclearee por CAV. Pois, ainda que as galinhas sejam anteshente
desafiadas por diferentes patdgenos, a infeccad® parxtanucleareem pintinhos
SPF previamente imunossuprimidos por CAV, dois tEgenencontrados
naturalmente infectando galinhas, ainda nao foiliad@ em condi¢Oes
experimentais. A hipotese avaliada neste estudo de aque pintinhos SPF
previamente imunossuprimidos por CAV e infectadas . juxtanucleare

apresentam sinais mais graves da infeccao.

3. OBJETIVO GERAL

Neste estudo foi desenvolvido um modelo para imyesb efeito da maléria
avidria causada porP. juxtanucleare em pintinhos SPF previamente

imunossuprimidos pelo virus da anemia infecciogaM)C

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Isolar e caracterizar molecularmente uma cepB.dextanucleareobtida a partir

de galinhas domésticas naturalmente infectadastaal& de Minas Gerais;

- Infectar experimentalmente pintinhos SFFpédcifc pathogen freecom a cepa
isolada e comparar a parasitemia presente no gxgasivamente infectado pér.

juxtanuclearee co-infectado pdp. juxtanucleareCAV;

- Avaliar as alteragBes no hematdcrito, no niumererirocitos e na concentracdo de
hemoglobina, assim como na concentracdo de pretglesmaticas totais e de
glicose em pintinhos SPF infectados exclusivamgmteP. juxtanuclearee co-

infectados poP. juxtanucleareCAV.
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- Avaliar o processo patolégico macroscopico e osicopico nos individuos
exclusivamente infectados per juxtanuclearee nos individuos co-infectados pgor

juxtanucleareCAV comparativamente ao grupo controle néo infdata

- Avaliar o numero de leucdcitos totais e diferaixce a resposta imune celular por
linfécitos B, linfocitos T CD4 e CD8 no sangueperiférico; além de avaliar

comparativamente a expressdo de moléculas co-éstirias e de ativagdo em
pintinhos SPF infectados exclusivamente Pojuxtanucleares co-infectados pde.

juxtanucleareCAV.

4. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi previamente apresentado amit€ale Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal denabli Gerais (Cetea) e

realizado apds a aprovacgao de acordo com o protdfol66/2010.

4.1 Identificacdo de Plasmodium juxtanucleare em galinhas

naturalmente infectadas

A coleta de sangue para a pesquisaPdguxtanuclearefoi realizada em
galinhas de criacdo rustica, presentes em fundo gdmtal, selecionadas
aleatoriamente em pequeno criatério na cidade dbiritb (Fazenda Mouréo
Vermelho, coordenadas geogréficas: 20°16’03.17"%,49'19.06"0), localizado
préximo a cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais.

Para a realizacdo do diagndstico foram coletadasstaas de sangue para a
preparacdo de esfregacos sanguineos e para adexttacDNA. O parasito foi
identificado morfologicamente de acordo com a de8or de Versini e Gomes
(1941) e Krettli (1971) e molecularmente atravésuagplificacdo do DNA por PCR
e do sequenciamento (Hellgren et al. 2004). O disiigp deP. juxtanuclearefoi
confirmado associando-se as técnicas morfolégicamelecular, conforme
recomendado por Braga e colaboradores (2011).

Apoés o diagnéstico d@. juxtanucleareuma galinha da area avaliada foi

adquirida para a realizacdo de inoculacfes expetaise Esta galinha doadora foi
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mantida no laboratério do setor de Doencas das ,Assola de Veterinaria
(UFMG), em gaiola telada, contendo agua e rag@olibtuni. Com a finalidade de
aumentar a parasitemia foram administrados 26 mglde acetato de
metilprednisolona (corticosteréide) no musculogreit (Krettli 1971). A parasitemia
inicial apresentada pela galinha doadora foi d&%,0visualizada em 100 campos
microscoépicos. Foram observados ao exame dos astreganguineos trofozoitos,
esquizontes e um gametécito. Quinze dias apods anetiacdo da medicacdo a
parasitemia observada foi de 1%. Uma aliquota dguadesta galinha doadora foi
utilizada nas inoculagcbes experimentais e par@épreservacao.

Para a realizagdo de experimentos futuros umacadiqde sangue desta
mesma galinha doadora de parasitos foi acondicaomad tubos de 0,5mL para
criopreservacao, contendo 20% de glicerol. Os tuwmrdendo as amostras foram
congelados gradualmente. Inicialmente, os tubosmgeeceram por 10 min a 4°C,
em seguida foram acomodados por 6 horas na temaperdé -20°C e apos este
periodo os tubos contendo as amostras foram catagela -196°C utilizando-se

nitrogénio liquido (Souza et al. 2000).

4.2. Parasitemia

As amostras de sangue para a preparacdo de esBegaQguineos e
contagem da parasitemia foram coletadas pela pute&eia braquial, utilizando-se
agulhas de 25x10 descartaveis. ApOs a preparasaesfiiegacos sanguineos foram
secados ao ar, fixados em metanol absoluto (&lcatilico P.A.) e corados pela
solucdo de GIEMSA (eosina-azul de metileno) dilledadgua tamponada (pH 6,8 —
7,1) na proporcao de 1:10, por 45 minutos. Os gaf@s sanguineos corados foram
analisados utilizando-se microscopio de luz (miwbpsd: Olympus CX 31,
Olympug’, Tokio, Jap&o). A parasitemia pr juxtanuclearanas aves infectadas foi
avaliada em todo o experimento por meio dos esfregaanguineos e calculada de
acordo com Godfrey et al. (1987), observando-se @&&Mmpos microscopicos

homogéneos em microscopia de luz, sob lente des@img1000x)

N° de hemacias parasitadas x 100 =
10,000
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4.3. ldentificagdo molecular deP. juxtanucleare: extracdo de DNA e
PCR, sequenciamento e analise filogenética

Para a extracdo do DNA foram coletados 20 uL dgusaperiférico de cada
galinha e adicionado a um tubo tipo de microcargafcontendo 300 pL de solugéo
de lise celular (Kit Prome§a Wiscosin, EUA). A amostra de sangue misturada a
solucéo de lise foi mantida na geladeira (4°C), peniodo de até 15 dias, para a
extracdo do DNA seguindo as instrucdes do fabrcdhkit Wizard Promeg&,
Genomic DNA purification, Wiscosin, EUA).

Apos o processo de extragdo de DNA, as amostramfacondicionadas em
tubos de microcentrifuga e mantidas no congeladorgeratura média -20 °C) até a
realizacdo dos testes de PCR. As amostras queeameam entre 100-200
nanogramas de DNA foram utilizadas na PCR e astamsague apresentavam acima
desta faixa determinada foram diluidas em aguaQmlara 100 nanogramas de
DNA.

Para todas as reacdes de PCR foram utilizadas conimles positivos das
reacdes, amostras de DNA extraidas do sangue dmhaml infectadas
experimentalmente pd?. gallinaceunme apresentandalta parasitemia. As amostras
de sangue contend® gallinaceumforam gentilmente cedidas Dr Paulo F. Pimenta,
Centro de Pesquisa René Rachou- CPgRR/Fiocruz/V&sjlBBelo Horizonte, MG.

Os controles negativos utilizados para monitorareagfes foram obtidos a
partir da extracdo de DNA do sangue de pintinhos. &P sangue foi gentilmente
cedido pelo Prof. Dr. Nelson Rodrigo da Silva MastiLaboratorio de Doencas das

Aves, Escola de Veterinaria, UFMG.

As amostras de DNA foram processadas por nestedCR, cuja finalidade
foi amplificar o DNA das amostras sabidamente pa@st pelo diagndstico
morfolégico e em seguida realizar o sequenciamedatDNA do parasito (Hellgren
et al. 2004).

Na primeira reacdo de amplificacdo, foram utilizados iniciadores
HaemNFI e HaemNR3 que amplificam o fragmento de@¥@io gene mitocondrial.
Na segunda reacgéo foram utilizados os primers HaelH&emR2 que amplificam o
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fragmento interno do gene citocronto contendo 480-bp. As sequéncias dos

iniciadores utilizados foram as seguintes:

. HaemNFI: 5'-CATATATTAAGAGAAITATGGAG-3' (I = base uwersal,

inosina)
J HaemNR3: 5-ATAGAAAGATAAGAAATACCATTC-3'
. HaemF: 5’- ATGGTGCTTTCGATATATGCATG-3’

. HaemR2: 5’- GCATTATCTGGATGTGATAATGGT-3'

Na primeira etapa desta reacdo de amplificacdoa datho recebeu,
aproximadamente, 100 nanogramas do DNA e 20 phmedo de reacdo contendo
10 mM Tris HCI (pH 8,5); 50 mM KCI (PhoneutfiaMinas Gerais, Brasil); 1,5 mM
MgCl,. 1,25 mM de cada dNTP; 0,5 U Taq DNA polimeradeo(reutri&, Minas
Gerais, Brasil); 0,6 mM de cada iniciador e agteaydura (miliQ).

O programa de amplificagdo na primeira etapa dedreaa termocicladora
consistiu em desnaturacao inicial: 3 minutos, skgyiela etapa de desnaturacéo
total: 20 ciclos de 94°C por 30 segundos; anelamed®°C por 30 segundos;
extensdo: 72°C por 45 segundos; extenséo finaR¥e @gor 10 minutos; finalizacéo:
4°C.

Na segunda etapa da reacdo de amplificacdo, cédarécebeu 2uL do
produto da primeira etapa da readdestede a mesma composi¢cdo dos reagentes
descrita anteriormente modificando-se apenas o mirde ciclos: desnaturacdo
inicial: 3 minutos, seguida pela etapa de desngdiortotal: 35 ciclos de 94°C por 30
segundos; anelamento: 50°C por 30 segundos; ewrte@3C por 45 segundos;

extenséo final de 72°C por 10 minutos; finalizag&.

O produto da segunda etapa da reacdo foi subnmeegdietroforese em gel de
poliacrilamida (PAGE) 6%. Apoés a finalizagdo daapess de fixacdo, coloracdo e
revelacao do gel a banda presente no controleymsinas amostras positivas foram

comparadas ao padrao de peso molecular na faaGdpb.

As amostras amplificadas durante a reacdo de P@rfselecionadas para o
sequenciamento da regidao do gene citocrdn{€it b). Previamente a reacdo de
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sequenciamento, os produtos da PCR foram purifcaddizando-se o kit de
purificacéo de produto de PCR (PCR Purification@iquick, Qiagef?).

Uma aliquota de cada amostra purificada para @oede sequenciamento foi
acondicionada em tubos de microcentrifuga contedonM do iniciador HaemF
direto (5-ATGGTGCTTTCGATATATGCATG-3') e HaemR2 verso (5-
GCATTATCTGGATGTGATAATGGT-3), luL kit para sequenciamento “Big
Dye” e &gua ultra pura suficiente para completavotume final de 1(L. O
programa de amplificacdo na termocicladora comsiels etapas: desnaturacéo
inicial: 96°C por 2 minutos, seguida pela desngfiwatotal: 35 ciclos de 96°C por
45 segundos; anelamento: 50°C por 30 segundospséiie 60°C por 4 minutos;
finalizagao: 4°C.

Apo6s a reacao, o produto foi precipitado pela addg 40uL de isopropanol
(65%), encubado por 15 min. na temperatura de 288Quido de centrifugacédo a
14000g por 25 minutos na temperatura 25°C. O seldgarie foi descartado e 300
uL de etanol 60% foram adicionados as amostras. MNexte a amostra foi
centrifugada a 14000 g por 5 min na temperaturé2%fC, o sobrenadante foi
descartado e o sedimento re-suspendido enmull@e tampédo para re-suspensao
contendo 70% de formamida e 1mM de EDTA 0,5mM.

As amostras foram sequenciadas utilizando o se@dmcABI PRISM 3100
(Applied Biosystems) do Laboratério de GenéticaJ#VG. As sequencias obtidas
foram alinhadas utilizando o programa CLUSTAL X ¢ftpson et al. 1994) e entéo,
editadas por meio do programa BIOEDIT (Hall, 1999)

As sequéncias de DNA editadas e alinhadas foramestidlas a busca de
homologia de bases com as sequéncias ja publiead@positadas nGenBank
(http://www4.ncbi.nlm.nih.gov) e no banco de datitadAvi (Bensch et al. 2009).

O filograma foi construido pela analise de infer@mBayesiana utilizando-
se o0 programa MrBayes v3.0b4 (Huelsenbeck & Rohq@¥01). A inferéncia
Bayesiana foi realizada com duas cadeias de Markoe funcionam
simultaneamente para 3.000.000 geracdes, com 1@dearamostradas em cada
geracdo, para um total de 30.000 arvores. As prasmer.500 arvores foram
descartadas como passo "burn-in" e as arvorestestatilizadas para calcular as
probabilidades posteriores.
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4.4. Diagnostico para o Virus da anemia infecciosdas galinhas
(CAV): PCR e ELISA

As amostras de DNA das aves para o diagnésticoAdo fGram processadas
por reacdo especifica de PCR, seguindo a metodolpgiposta por Marin e
colaboradores (2012) para amplificacdo de fragmeat693 pb. da proteina VP1 do
CAV.

Na PCR especifica para CAV foram utilizados osiadicres (Primers):
. UFMGF: CCTGTTCCGACACATTGA

. UFMGR: TATGGCCTCTGCCTGTTA

Nesta reacdo de amplificacdo cada tubo recebeun@06gramas de DNA
extraido do hospedeiro, | de tampéo, contendo: 100mM Tris HCL (pH 8,4),
50mM KCL (Phoneutrid, Minas Gerais, Brasil); 50 mM Mgg&Il10 mM dNTP
(dATP, dTTP, dCTP e dGTP); 1 Ul de Tagq DNA polinsrgPhoneutrfa Minas
Gerais, Brasil); 1 ul mM (10 pmol) de cada inidaag agua ultra pura (miliQ)

suficiente para completar o volume final de 50 oiitnos.

Desnaturacéo inicial: 94°C por 5 minutos, segpiela etapa de desnaturacdo 94°C
durante 60s; anelamento: 52 °C por 60 segundosngid: 72°C por 60 segundos;
extenséo final de 72°C por 10 minutos; finalizag&. Total de ciclos 35.

O produto da reagdo da PCR foi submetido a eletséoem gel de agarose
1,5%, ndo desnaturante, em tampdo 1x. Apds adagdo da eletroforese o gel foi
corado com a solucdo de brometo de etideo, na mwwacdo de 10mg/ml, e as
bandas resultantes contendo 693 pb. foram observada o auxilio de um

transiluminador UV e comparadas a banda referent®matrole positivo.

Em cada reagéo foi utilizada como controle positimoa amostra de DNA
extraida de vacina comercial cepa Cuxhaven(Thymovac, AviPro, Lohmann
Animal Health, Germany). Um controle negativo, emuto todos os reagentes sem a

inclusdo de uma amostra de DNA, foi utilizado paaparacao entre as amostras.

38



A deteccédo soroldgica de anticorpos contra o Céiréalizada atraves de
ELISA. As ELISAS foram realizadas a partir do seanguineo das aves diluido
1:100 utilizando o kit comercial para a deteccao aw#icorpos anti-CAV- ELISA
(Chicken Anemia Virus antibody test FlockCheckDEX®, Maine, USA) seguindo
as recomendacbOes do fabricante. Este kit comeuntitda o principio do teste
imunoenzimético de competicdo, em que 0s niveiantieorpos sdo inversamente
proporcionais as densidades Oticas obtidas no. téstgensidade Optica (leitura
650nm) obtida a partir de cada amostra foi relamlana densidade Optica dos

controles negativos da placa, originando uma r&zBlo

0D da amostra
Calculo da razio S/N=

OD do controle negativo

A razdo S/N determina o ponto de corte, ou sejmlar de densidade 6tica
no teste que determina 0s soros positivos e negaths amostras com razao S/N
maiores que 0,60 foram consideradas negativasamastras com S/N menores ou

iguais a 0,60 foram consideradas positivas.

4.5. Modelo experimental: composicdo dos grupos enféccéo
experimental por P. juxtanucleare em pintinhos SPF

imunossuprimidos por CAV

Para desenvolver o modelo de estudo foram obti@6soYos embrionados,
originados de matrizes livres de patdgenos (SBpecific pathogen frgeda
linhagem Leghorn branca, gentiimente cedidos m#oratério Biovét (Sdo Paulo,
Brasil). Os ovos foram acomodados em chocadeirgatdofIP 130, Premium
Ecolégicd, Belo Horizonte, Brasil) e mantidos em condicéestmladas de
temperatura (37,5°C) e de umidade (80%) por 21 é&ip8s o periodo de incubacédo
dos ovos, 86 pintinhos eclodiram. As aves foramstieridas aleatoriamente para

gaiolas teladas e aquecidas, contendo &gad f[ibtuni e racdo livre de
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coccidiostaticos. A limpeza das gaiolas e a troea“chma” foram realizadas
diariamente.

No primeiro dia apdés o nascimento, seis aves foeammanaziadas para a
coleta de sangue e realizacdo de exames préviosactnalidade de avaliar as
condicbes hematologicas e descartar a presenca Adé &€ de Plasmodium
juxtanuclearenos individuos previamente as inoculagdes. Oinpios e o sangue da
galinha doadora foram avaliados quanto a preseag@ticorpos contra o CAV. A
presenca de DNA do CAV em amostras do sangue fastigada na galinha
doadora e nas aves receptoras. A presenca de DNIAWptambém foi investigada
a partir de fragmentos extraidos de tecidos obtdpartir do figado, baco, pancreas,
gbnadas, bursa de Fabricius e timo das aves reaspflarin et al. 2012). Além
disto, a pesquisa morfologica pé. juxtanuclearefoi realizada em esfregacos
sanguineos das aves previamente a inoculacdo pior daeobservacdo de 200

campos microscopicos sob lente de imersdo (aumedd@x).

As aves foram divididas, aleatoriamente, no segutid apds-nascimento,
em quatro grupos contendo 20 individuos em cadapdiCAV: fomado por
pintinhos a serem exclusivamente infectados peloV,C&rupo co-infectado:
individuos a serem infectados por CAV e pBr juxtanucleare Grupo P.
juxtanucleare individuos a serem infectados exclusivamente Ragjuxtanuclearg
Grupo controle: individuos n&o infetados. Os grup@AV e co-infectado
permaneceram em um laboratério A e os grupogixtanuclearee controle foram
conduzidos ao laboratério B, afastado do primeds.laboratérios A e B, além de
apresentarem as janelas teladas e sistema de &xalgsiar, ofereciam as mesmas
condicbes de temperatura, umidade e luminosidade.aves foram marcadas
individualmente com a utilizacdo de anilhas contefetras. Os pintinhos, assim
como a galinha doadora n&do apresentaram DNA owaoaptis contra o CAV

previamente as inoculacdes experimentais.

No laboratério A, os grupos CAV e co-infectado tmram o inéculo
composto por vacina viva contendo virus atenuadangania infecciosa (CAV). As
aves destes grupos foram infectadas pelo viruspyi@om a dosagem unica de 0,3

uL de vacina contendo o inéculo *f0doses infectantes para 50 % dos cultivos
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celulares (DICGp), cepa Cuxhaven-1 (Thymovac, AvilPro®), metodadogdaptada
de Hoop (1992).

Sete dias apds a inoculagcdo por CAV, o grupo cectafio e o grup®.
juxtanucleare foram inoculados, via i.p, com 0,3 mL de sangegahinizado da
galinha doadora deP. juxtanucleare A galinha doadora apresentou 1% de
parasitemia no momento da inoculacdo. O desenheriexgntal pode ser observado
na figura 2. O grupo controle recebeu 0,3 mL dacgm fisiologica 0,8%, via i.p.

A coleta de sangue para a realizacdo dos examegjuaisd grupos foi
realizada trés vezes na semana com a duracdo de3@pos a inoculacédo &
juxtanucleare (4°,6°,8°,11°,13°,15°,18°,21°,23°,26°,28°,30°dpi)Enquanto, a
glicose, 0 peso e a temperatura corporal foramiagled duas vezes na semana
(4°,6°,11°,13°,21°,23°,26°,28°dpi).

Seis aves foram avaliadas durante as coletazauilo o sistema de rodizio,
gue consistiu na coleta de sangue alternando ogdaods (N=6). Este sistema se
fez necessario para evitar a possibilidade de dercandlise mediante coletas
sanguineas sucessivas nos mesmos individuos e &mst@ minimizar a
possibilidade de alteracdes hematoldgicas deceseda retirada excessiva de

sangue.
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Figura 2. Fluxograma demonstrando o esquema utilizio para
infeccdo experimental por P. juxtanucleare em pintinhos SPF
imunossuprimidos utilizando Virus da Anemia infecabsa das galinhas
(CAV). A coleta de sangue foi realizada de acordoom os dias apos a
inoculacdo por P. juxtanucleare em quatro grupos (N=6): Controle
(pintinhos néo infectados), CAV (exclusivamente imfctado pelo CAV),P.
juxtanucleare (exclusivamente infectado peloP. juxtanucleare) e Co-

infectado (infeccdo mista).

A disposicdo dos quatro grupos mantidos nos lafwost A e B e a
esquematizacdo da coleta de sangue para as prewaahdgicas e sorologicas
podem ser visualizadas na figura 3.

Ao longo do estudo, duas aves de cada grupo foeamanaziadas
semanalmente (7°,15°,21°,28°dpi) para a avaliag@oalteracdes macroscopicas e
microscoépicas. O exame macroscopico foi realizadarde as necropsias.

A avaliacdo microscopica foi realizada a partir adeta de fragmentos
obtidos do figado, do baco, do pulméo, do cératwa;erebelo, do timo, da bolsa
cloacal, do corag¢do, do pancreas e do rim. Os fagm dos oOrgdos foram
colocados em formol 10% tamponado e enviados papamcao histoldégica no
Laboratério de Histopatologia, ICB. Todos os indixds que morreram no decorrer

do experimento também foram necropsiados e os &agm dos orgaos foram
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avaliados quanto as caracteristicas histopatolegia pintinhos dos grupos CAV
e co-infectado foram avaliados quanto a presendgaNf viral no sangue 14 dias
apoés a inoculagéo por CAV. A fim de avaliar umagpes contaminagéo por CAV
nos grupo$. juxtanucleares controle e constatar a presenca de anticorpusaco

virus nos grupos CAV e co-infectado os pintinhos dmatro grupos foram

avaliados no 28° dpi pdt. juxtanucleare.

Laboratério A _ : Laboratério B ™\

Grupo 2-
aves infectadas pelo Grupo 3-
Virus da Anemia aves infectadas
Infecciosa (CAV) e pelo Plasmodium
Plasmodium juxtanucleare
juxtanucleare

Grupo 4-
Confrole
aves inoculadas
com solugdo
fisiologica;

Grupo 1-
aves infectadas pelo
Virus da Anemia
Infecciosa (CAV)

Numero de aves por grupo

Total de Aves: 80

Frequéncia de coletas

Exames hematoldgicos: trés vezes na semana
Coleta de soro e avaliacdo da glicose: duas vezes na semana

Avaliacdo do peso e da temperatura corporal duas vezes na semana

Necropsia: semanalmente

Figura 3. Fluxograma demonstrando a separacao dosupos em
salas laboratoriais diferentes, assim como o numerde individuos que
compobs cada grupo e a frequéncia de realizacdo desames nos quatro

grupos experimentais.

4.6 Realizacdo dos exames hematologicos, determi@aglo peso e da

temperatura corporal
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Os exames hematoldgicos foram realizados a pagtiardostras de sangue
obtidas por punc¢éo da veia braquial, localizadassa Para a realizagdo das andlises
coletou-se aproximadamente 1 mL de sangue, deaseja&m tubo para microcoleta
contendo anticoagulante EDTA K2 (MiniCollect, Vatta® Sao Paulo, Brasil). Os
tubos contendo as amostras de sangue foram maméfimgerados no decorrer da
realizacdo dos exames.

Na avaliacdo hematologica determinou-se o hem#&ipcd numero de
eritrocitos e a hemoglobina. Os exames foram m&ddig tanto no Laboratério de
Malaria, ICB, quanto no Laboratério de Doencas Aess, Escola de Veterinaria,
ambos na UFMG.

O hematdcrito foi analisado pelo método do microdwgéerito que consistiu
na coleta de sangue em tubo de microcapilar. A senés centrifugada por cinco
minutos e o percentual de células vermelhas exestem amostra foi determinado
pela comparagdo entre o resultado da amostra ebelatade leitura para
microhematdcrito (Campbell 1995).

Para a determinacdo do numero de eritrocitos fousiizados 20uL de
sangue, homogeneizado em 2mL de solucdo Natt-Hesr{proporcédo de diluicdo
1:100). A mistura sangue/Natt-Herrick’s, em seguifta levada ao agitador,
permanecendo em leve agitacdo por cinco minutoa peloracdo das células,
guando foi entéo, depositada na camara de Neukapethada para a realizacdo da
contagem do numero de eritrocitos (Natt & Herriek2).

A determinacdo da hemoglobina foi realizada watiido-se o método de
reacdo da cianometahemoglobina. Uma amostra canté@dulL de sangue foi
adicionada em 2,5 mL de reagente cianometahemogldlpropor¢cdo de diluicdo
1:250). Esta mistura sangue/cianometahemoglobimmgreeceu em temperatura
ambiente por 10 minutos, protegida contra a luzisagste periodo a solucdo foi
centrifugada a 3000 rpm, por cinco minutos, panmgoigo dos nucleos das heméacias,
a fim de se evitar a concentracdo superestimati@meglobina (Thrall 2007). Apos
este procedimento as amostras foram levadas panalao espectofotdmetro de luz
(540nm).

Por meio de formulas padronizadas foram calculades indices de
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHEMolume corpuscular
meédio (VCM), de acordo com Wintrobe (1934).
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A concentracao de glicose foi determinada pelo deétip teste rapido, que
consiste na aplicagdo de uma gota de sangue, deoaglante, em uma tira-teste
acomodada diretamente no aparelho digital, seguiadaecomendacéo dos
fabricantes (Accu-Chek Advantage, Ro&helannheim, Alemanha).

Apés a realizacdo dos exames, o sangue foi cegadfu e o plasma obtido
foi utilizado para a avaliagdo das proteinas totstiizando-se o método de
refratometria.

As ELISAS para a deteccdo de anticorpos contra & @kam realizadas
utilizando-se o soro obtido por meio da coletaategse sem anticoagulante.

O peso corporal foi obtido utilizando-se uma batamprtatil digital. A
temperatura foi mensurada a partir da regido clodaa aves utilizando-se um
termometro digital.

A figura demonstrando os exames realizados podebservada na figura 4.

) ExtracBo | L. ..eas > Diagnéstico por PCR
> de DNA CAV e P. juxtanucleare

> 1 mL de sangue

Edta

Diagnéstico sorologico
para CAV

Figura 4. Esquema demonstrando o material coletade os exames
realizados nos pintinhos SPF da linhagem Leghorn bnca, apds a
inoculacdo por virus atenuado da anemia infecciosgCAV) e por

Plasmodium juxtanucleare.
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4.7 Avaliacao da resposta imunologica

Para a realizacdo desta etapa do estudo foi calwumitro experimento
seguindo metodologia de diagndstico, modelo experial e formacdo dos grupos
descrita anteriormente. As inoculagdes ocorreranperdodo de abril a maio de
2012, conforme o desenho experimental realizadarineeiro estudo,

Nesta etapa do estudo, realizada a fim de complamas informacdes obtidas
no primeiro experimento, foram adquiridos 50 ovediftcadamente SPF oriundos
da Sadia Brasi Uberlandia, MG. No primeiro dia apés o nascimesggintinhos
foram avaliados quanto a presenca de DNA e/ou dieogmos contra o CAV
previamente as inoculagoes.

Os pintinhos foram divididos aleatériamente em gugtupos compostos por 12
individuos a formarem os grupos: CAV- pintinhos lagivamente infectados por
CAV; P. juxtanucleare individuos exclusivamente infectados porjuxtanuclearg
Grupo co-infectado- individuos infectados pelosdmtogenos; Grupo controle- nao
infectados. A infeccao por CAV foi realizada setasdantes da infeccdo pér.
juxtanucleare As coletas de sangue foram realizadas nos 24;7211° e 28°dpi por
P. juxtanuclearee sempre nos mesmos individuos (sem sistema deiapdcom
excessao daqueles que morreram durante as avaliadOparasitemia e a curva
mortalidade foram determinadas utilizando-se a mesnetologia proposta na
primeira estratégia do estudo.

O perfil imunolégico celular dos pintinhos dos gragCAV, P. juxtanuclearee
co-infectado foi avaliado por meio da andlise dmero de leucdcitos totais, nUmero
absoluto de linfocitos, de heterodfilos, de eosinéfie de mondcitos de forma
comparativa aos valores observados no grupo centiel acordo com item 4.8. Os
nimeros de linfécitos T, CD8& CD4 e as subpopulacdoes destes tipos celulares
associdadas a moléculas co-estimulatérias e dacaty além da populacdo de
linfocitos B, foram avaliadas nos mesmos grupopidénhos de forma comparativa

a analise do numero de células no grupo contrgitoome descrito no item 4.9.
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4.8 Leucograma

Para a avaliacdo do perfil imunolégico coletou-ss tubos contendo
anticoagulante EDTA K2, aproximadamente 1mL de samdp veia braquial das
aves (N=6). O numero total de leucdcitos foi deteatito em hemocitdmetro de
Neubauer a partir da alicota deuROde sangue, homogeneizado em 2mL de
solugdo Natt -Herrick (diluicdo 1:100). A solucdo, em seguida, foi tevano
agitador, permanecendo em leve agitacdo por cinootas para coloragdo das

células e a realizacdo da contagem em microscefizzdNatt & Herrick 1952).

A contagem diferencial dos linfocitos, heterdéfilessinéfilos, mondcitos e
basofilos foi realizada em esfregacos sanguindosgreando-se o total de 100
células. Os esfregacos sanguineos, preparados tr p&r sangue sem
anticoagulante, foram secados ao ar, fixados eranokabsoluto (alcool metilico
P.A.) e corados pela solucdo de GIEMSA (eosina-deumetileno) diluida em
agua tamponada (pH 6,8 — 7,1) na propor¢do de pdr045 minutos. O ndmero
absoluto de cada tipo de leucdcito foi calculadesaterando-se a porcentagem de
cada célula sobre o total de leucocitos (Campl88b). Os tipos celulares foram

determinados de acordo com Lucas & Jamroz (1961).

4.9 Fenotipagem celular

A marcacéo celular com o objetivo de determinarimero de células T e
subpopulagdes (CDG@D4", CD3'CD4'MHCII*, CD3'CD4'CD28, CD3CD§',
CD8'MHCI*, CD3'CD8'CD28) e de células B (Bu-). foi realizada utilizando-se
anticorpos monoclonais. Os anticorpos monoclorspedaficos para os marcadores
celulares de galinhas foram adquiridos comercialenem partir da Southern
Biotechnology Associates, Inc., Estados Unidos. aD8corpos conjugados aos
marcadores para a deteccdo de antigenos da sigeliclinfocitos foram os
seguintes (Tabela 2): Mouse Anti-Chicken Bu-1- agapgo com FITC, Mouse
Anti-Chicken CD4- conjugado com FITC, Mouse Antii€ken CD&-conjugado
com FITC, Mouse Anti-Chicken CD3- conjugado copeéctral red (SPRD),
Mouse Anti-Chicken CD28- conjugado com PE-, Moussti-&£hicken MHC
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Classe I- conjugado com PE, Mouse Anti-Chicken MElI@sse II- conjugado com
PE (Tabela 2).

Para a marcacao celular quatro microlitros de @digorpo monoclonal e 20
microlitros de sangue foram adicionados aos tulspeaficos para leitura em
citometria de fluxo. A marcacao celular foi reatlaamediatamente apos a coleta
do sangue. O tubo contendo a amostra de sangaateorpo foi homogeneizado e
mantido em temperatura ambiente por 40 minutoheksacias das amostras foram
lisadas com 2 mL de solucdo de I$ACSLysing®BD, USA) por 10 minutos,
apos a marcacao celular com os anticorpos ja tlescA reacdo de lise foi
bloqueada pela adicdo de 2mL de solugcéao bloqueadatando PBS e BSA 0,5 %.
Apéds o bloqueio, as amostras foram lavadas com €Béntrifugadas a 400 x g
durante 10 minutos, por duas vezes. As célulasadascforam ressutspendidas em
200 microlitros de PBS e analisadas em citbmetrdlde (FACScan, Becton
Dickinson, EUA). Cem mil eventos foram adquiridosirelisados pelo Software
FlowJo versao 8.7.3 (TreeStar, Inc., Ashland, EUA).

O numero absoluto de cada tipo celular foi calauladnsiderando-se a

porcentagem de cada célula sobre o nimero absit@uiofocitos.

Tabela 2. Especificidade de anticorpos monoclonaisonjugados utilizados

neste estudo para a marcacao celular.

Antigeno de Especificidade Fluorocromo Marcacao realizada

superficie celular

CD4" linfécitos T auxiliadores ~ FITC CDED4

CD8"a linfocitos T citotdxicos FITC CDXD§"

CD3" Linfécitos T SPRD

CD28" linfocitos Tndve e células PE CD3CD28 CD4
de memoria CD3'CD28 CD§g'

MHCI * Presente em quase todas PE CD3MHCI*CD8'
as células nucleadas

MHCII * linfocitos e células PE CD3MHCII"CD4"
apresentadoras

Bu-1" linfécitos B FITC Bul
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4.10 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utiliaeselos programas BioEstat
4.0 e GrafPad Prism 5.0. Todas as andlises esasgibram realizadas considerando
como diferenca significativa p-valor inferior a 8,0

Os dados, inicialmente submetidos ao teste de D#gwmPearson para
verificar a normalidade, foram processados utililrase o teste de Mann-Whitney e
Kruskal-Wallis, seguido pelo pds-teste de Dunn euStudent-Newman-Keus. As
andlises de sobrevivéncia foram realizadas pefe tegy-Rank.

A comparacdo estatistica entre os quatro experaigenfoi efetuada
utilizando-se os valores médios obtidos durante cdidervacdo, fundamentados em
seis repeticoes (N=6). Nos grupos inoculados, steners valores que se
apresentaram abaixo do valor minimo ou acima doim@observados no grupo
controle e acompanhados de diferenca estatisticamfoconsiderados como

significativamente diferentes.

5. RESULTADOS

5.1 Sequenciamento e analise filogenética do isotade Plasmodium

juxtanucleare

Entre 20 galinhas analisadas na fazenda Mourdo &bkon cinco
apresentaram formas intraeritrociticas compatigeis P. juxtanucleareao exame
microscopico. Foram observados trofozoitos maduegsguizontes e gametocitos,
embora a parasitemia tenha se apresentado baixegnie 1%). O resultado da
PCR foi positivo pardPlasmodiumsp. A analise de sequenciamentoditob das
sequencias recuperadas a partir destas cinco gsliekielou que as sequencias eram
idénticas e compativeis com as linhagens Rle juxtanucleare depositadas
anteriormente no GenBank. A cepa foi denominadeM¥. Apos estes resultados,
uma destas cinco galinhas foi adquirida junto &erda para a realizacdo dos
experimentos laboratoriais. As amostras destedeotsmcontram-se criopreservadas

no Laboratério de Malaria, UFMG.
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A arvore filogenética obtida por inferéncia Bayesiarevelou que duas
sequéncias d@. juxtanucleare(cit-b) previamente depositadas no GenBank e no
MalAvi apresentavam-se relacionadas e constituiemntlado bem suportado com a
linhagem deP. juxtanucleareencontrada neste estudo (Figura 5). A linhagem
GALLUSO1 deP. gallinaceumpresente no GenBank apresentou-se em um clado
distinto de P. juxtanuclearerefletindo a classificagdo destas duas espécies de
Plasmodium em dois subgrupos diferentes. A linhagem Mle juxtanucleare
encontrada neste estudo € diferente em um Unideatideo das linhagens de
juxtanuclearepreviamente depositadas no GenBank: GALLUSO02 freada em
faisdo-brancoCrossoptilum crossoptilumo Japéo) e GALLUSO04 (recuperada em
galinhas, no Brasil). A linhagem identificada col®o juxtanucleare-like" (nUmeros
de acessos: HQ724295 e HQ724297), recuperada pbheéaet al. (2011) a partir
de duas codornag6linus virginianu} e de um corvoGorvus cora¥ nos Estados
Unidos, apareceram em um clado distinto das se@&rde P. juxtanucleare
depositadas previamente no GenBank e mostraramgéivea de 5,6% a partir da

sequéncia dP. juxtanuclearalescrita neste estudo.
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P. megaglobularis (EU770152)
P. lucens (FJ389156)

P. gallinaceum (AY099029)
1 P. circumflexum (AF495576)

— P. cathemerium (AY377128)

P. relictum lineage SGS1 (AF495571)
9 [

9L P relictum lineage GRWO04 (AY099041)
P. nucleophilum (AF254962)

53 [ P. elongatum lineage P52 (DQ659588)
100k P elongatum lineage GRWO06 (DQ368381)

60 Plasmodium sp. "juxtanucleare-like" (HQ724295)
94 P. parahexamerium (FJ389155)
P. globularis (EU770151)

96 P. juxtanucleare lineage GALLUS04 (DQ011764)
W[ P. juxtanucleare lineage GALLUS02 (AB302893)

P. juxtanucleare (KC142195) Cepa FMV

H. columbae (AF495554)

0.05

Figura 5. Cladograma representando as relagbes fienéticas
entre as espécies delasmodium utilizando sequencias parciais do gene
mitocondrial Citocromo b por meio de inferéncia Bagsiana. A linhagem
de P. juxtanucleare sequenciada neste estudo estad destacada com uma
seta. Numeros de acesso do GenBank estdo entre paeSis. Os valores
préximos aos nos correspondem aos Vvalores percentsia de

probabilidade posterior.
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5.2 Determinacdo da parasitemia nos pintinhos co{iactados e no

grupo P. juxtanucleare

No 4°dpi porP. juxtanucleareprimeira coleta realizada apés a infeccao
experimental, foram observados trofozoitos do [arasms hemacias das aves dos
grupos co-infectado eP. juxtanucleare. Em ambos o0s grupos as formas
intraeritrociticas do tipo trofozoito foram as maEqguentemente observadas (85%)
no exame microscopico dos esfregacos sanguineoborgm do experimento.
Enquanto, as hemacias contendo merontes (10%) eet@eitos (5%) foram
observadas de forma escassa. O parasito foi oldgemva interior de eritrocitos
maduros nos dois grupos, entretanto, no grupo festado observou-se também o
parasitismo de hemacias jovens e poliparasitismo.

A infeccao porP. juxtanuclearenos dois grupos infectados caracterizou-se
por apresentar baixa parasitemia ao longo do peredobservacdo (Figura 6). No
grupo co-infectado a média de parasitemia foi fimativamente maior quando
comparada ao grup®. juxtanucleare(P<0,05). No grupo co-infectado foram
observados dois picos de parasitemia. O primeico i observado proximo ao
15°dpi e o valor médio de parasitemia registradstenperiodo foi de 0,47%. Um
segundo pico de parasitemia neste grupo ocorre26hdpi, observando-se o valor
médio de parasitemia de 0,42%. No gripquxtanucleareocorreram dois periodos
em que foi observada elevacdo da parasitemia,tamtineo pico de parasitemia nao
foi evidente. A média de parasitemia mais altadatia neste grupo ocorreu no 23°
dpi (0,33%).
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Parasitemia (%)

= = & =P juxtanucleare
0.4 - —8— Co-infectado
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Figura 6. Valor médio de parasitemia (N=6) porPlasmodium
juxtanucleare presente em esfregacos sanguineos de pintinhos SiR¥s
grupos P. juxtanucleare (exclusivamente infectado polP. juxtanucleare) e
co-infectado . juxtanucleare e virus da anemia infecciosa-CAV),
avaliados de acordo com os dias poés-inoculagdo pBr juxtanucleare
(dpi). * diferencas significativas (p<0,05).

Na tabela 3, além dos valores médios é possivehadnsos valores minimo e

maximo detectados em individuos de cada grupo.
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Tabela 3. Parasitemia (médiatdesvio padrdo; valor Aximo e minimo) obtida
em pintinhos SPF, no grupo infectado porPlasmodium juxtanucleare e co-
infectado por Plasmodium juxtanucleare e Virus da anemia infecciosa (CAV)

ao longo das coletas, de acordo com os dias posemacao.

Parasitemia o)

DPI Maximo Minimo Maximo Minimo
P. juxtanucleare Co-infectado p-valor
0,02+0,01** 0,02 0 0,06+0,03 0,12 0,04 0,03*
0,01+0,07 0,06 0 0,12+0,05 0,2 0,02 0,01*
0,04+0,01 0,05 0,02 0,07+0,03 0,13 0,04 0,03*
11 0,04+0,03 0,1 0 0,12+0,04 0,17 0,05 0,01*
13 0,06+0,02 0,08 0,03 0,19+0,04 0,24 0,14 0,01*
15 0,1840,1 0,8 0,04 0,47+0,3 2 0,12 0,03*
18 0,21+0,3 1 0,02 0,4+0,7 2 0,01 0,87
21 0,08+0,02 0,1 0,05 0,07+0,06 0,2 0,03 0,10
23 0,33+0,6 1,6 0,01 0,16+0,1 0,4 0,02 0,63
26 0,02+0,01 0,04 0 0,42+0,7 2 0,02 0,01*
28 0,13+0,1 0,3 0 0,32+0,5 1,52 0,04 0,63
30 0,08+0,01 0,1 0,06 0,24+0,37 1 0,02 0,57

DPI: Dias pés-inoculacao
*diferenca significativa detectada pelo teste Maviniiney (p<0,05).
**média para 6 replicacdestdesvio padrao

5.3 Diagnostico molecular e sorologico do Virus danemia infecciosa

das galinhas

As amostras de DNA das aves que receberam o indinab(CAV e co-
infectado), analisadas 14 dias apdés a inoculacadCAV, apresentaram PCR
positiva, enquanto as aves do grupo controe pixtanucleareapresentaram PCR

negativas.
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As aves dos grupos co-infectado e CAV apresentaaiicorpos contra o
virus da anemia infecciosa das galinhas 28 dias ajidoculacéo de CAV. Enquanto
as aves do grupo controle e do griipquxtanucleareencontraram-se néo reagentes

para o teste.

5.4 Variaveis hematolégicas em pintinhos imunossuipnidos pelo

CAV e infectados porP. juxtanucleare

Os valores de concentragcdo de hemoglobina, hentat@éma contagem do
namero de eritrécitos obtidos nas aves do grupt¢ra@lenforam considerados como
os valores de referencia normal. Uma vez que ardetacdo destas variaves em
aves pode ser influenciada pela idade, tipo deagiem, sexo, horménios, hipdxia,
fatores ambientais e doencas (Campbell 1995; T2o&IT).

Os valores médios de hemoglobina obtidos em cadgpogrforam
comparados de acordo com os dias ap0ds-inoculagé®.goaxtanucleare(dpi) e
podem ser observados na figura 7. Os valores mieim@ximo obtidos no grupo
controle ao longo do experimento, considerados cosferencia normal para a
concentracdo de hemoglobina, foram de 3,8 e 7,R. gid grupo co-infectado
apresentou os valores médios de hemoglobina gigtifamente mais baixos
guando comparado as médias obtidas nos gruposoletP. juxtanucleareAs
menores médias foram registradas no 11° e 13{@#,02, respectivamente). Nao
foram detectadas diferencas significativas entre maxlias de hemoglobina
observadas nos grupos co-infectado e grupo CAY0,0b). Embora, seja
importante mencionar que o valor de hemoglobinaadatio no grupo co-infectado,
no 11°dpi, tenha se mostrado abaixo dos valordastragos para o grupo CAV e
grupo controle. O grupo co-infectado apresentooreal médios de hemoglobina
significativamente menores quando comparados apogcontrolenos seguintes
dpi: 6°, 8° 11° 13° e 15° £,01; p0,01; p0,01; p0,01; p0,02,
respectivamente).

O grupoP. juxtanucleareapresentou nos 11°, 15° e 21°dpi a hemoglobina
significativamente menor quando comparada as mébservadas no grupo controle

(p<0,05; p0,01; 0,02, respectivamente). Sendo que no 21°dpi, 0 ogfp
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Concentragdo de Hemoglobina (g/dL)

juxtanucleare apresentou o valor médio de hemoglobina mais bajando

comparado aos grupos co-infectado e CAM)Q1; p<0,02).

@ Controle

- b= CAV

- & = P. juxtanucleare

9 1 —u— Co-infectado

LA
1

LFS B CN
1

]
1

Figura 7. Valores médios da concentracdo de hemogioa g/dL
(médiaterro padrdo) em pintinhos SPF, nos gruposP. juxtanucleare
(exclusivamente infectado por P. juxtanucleare), co-infectado P.
juxtanucleare e virus da anemia infecciosa- CAV), CAV (exclusivaente
infectado por CAV) e controle (ndo infectados) avados de acordo com
os dias pos-inoculacdo poP. juxtanucleare (dpi) ao longo de 30 dias.*

diferencas significativas (p<0,05).

Os valores médios de hematdcrito apresentados éagrapo ao longo das
observacfes podem ser analisados na figura 8.d wahimo e maximo obtido no
grupo controle e considerado como valor de refémenormal para o hematdcrito
neste estudo foi de 31-39%. No grupo co-infectaddjminuicdo nos valores do
hemataocrito foi evidenciada a partir do 6°dpi, @itmio valores ainda mais baixos no

8° e 11°dpi. Quando comparado ao grupo controgupo co-infectado apresentou
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Hematdécrito (%)

hematocrito significativamente menor nos seguidias 6°, 8, 11° e 13° §0,01).
No periodo de 8° e 11°dpi, o hematécrito do grupo-infectado foi
significativamente menor quando comparados aos rasloobtidos no P.
juxtanucleare(p<0,01; p<0,05, respectivamente). Sendo que no 11°dpi O (demikat
observado no grupo co-infectado também foi sigaifi@amente menor quando
comparado ao observado no grupo CAV(P?2).

No 21°dpi o grupo P. juxtanucleare apresentou hematdcrito
significativamente menor quando comparado aos eslaietectados no grupo

controle e grupos co-infectado e CA\K(01).
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Figura 8. Valores médios de hematocrito (médiaterrpadrdao) em
pintinhos SPF, nos grupos:P. juxtanucleare (exclusivamente infectado
por P. juxtanucleare), co-infectado P. juxtanucleare e virus da anemia
infecciosa- CAV), CAV (exclusivamente infectado polCAV) e controle
(n&@o infectados) avaliados de acordo com os diasspidoculacao porP.
juxtanucleare (dpi) ao longo de 30 dias.* diferencas significatas
(p<0,05).
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Nimero de eritrécitos (10%1.)

A contagem de eritrocitos obtida em cada um dopagdoi comparada de
acordo com o dpi, conforme pode ser observado quaafi9. O valor minimo e
maximo considerado como valor de referencia nopaed a contagem de eritrocitos
no grupo controle foi de 2,2 e 3,1 fA0L). O grupo co-infectado apresentou os
menores valores associados ao total de eritraditcente o periodo de observacao. A
contagem de eritrécitos no grupo co-infectado fgni§icativamente menor quando
comparado aos valores observados no grupo comtodeseguintes dpi: 4°,8°,11°,
13° e 15° (p0,05; p<0,01; p0,01; p:0,01; pB-0,03). A contagem de eritrOcitos no
grupo co-infectado também foi menor no 8° e 11tp@ndo comparada a contagem
obtida no grupd. juxtanucleargp<0,01).

No grupoP. juxtanuclearea contagem de eritrocitos foi significativamente
menor quando comparada aos valores observadosupo gontrole nos seguintes
dias apos-inoculacao: 4°,11°,15°,21° e 2690(p1; p-0,02; p<0,01; p<0,01; p<0,01,

respectivamente). Além da diminuicdo do numerordedeitos quando comparado

* w.@. Controle
- = CAV
- & = P. juxtanucleare

—&— Co-infectado

dpi
ao controle, no 21°dpi o grupB. juxtanuclearetambém apresentou nimero de

eritrocitos significativamente menor quando com@ara contagem observada nos
grupos co-infectado e CAV £p,01).

Figura 9. Valores médios da contagem de eritrocito@nédiazerro
padrédo) em pintinhos SPF, nos gruposP. juxtanucleare (exclusivamente
infectado por P. juxtanucleare), co-infectado P. juxtanucleare e virus da
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anemia infecciosa- CAV), CAV (exclusivamente infeatdo por CAV) e
controle (ndo infectados) avaliados de acordo cons @ias pds-inoculagéo
por P. juxtanucleare (dpi) ao longo de 30 dias.* diferencgas significatas
(p<0,05).

5.5 Caracterizacao do tipo de Anemia:

A anemia foi detectada nos grupos CA®/,juxtanuclearee co-infectado. O
critério para a determinacéo foi a presenca do t@mi ou da concentracdo de
hemoglobina (ou ambos) abaixo dos valores obsesvad@rupo controle, utilizados
como referéncia. Para classificar o tipo de anefoiam utilizados os indices
hematimétricos referentes ao volume corpusculaion®{LCM) e a concentragdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM). Os valore¥@&1 observados no grupo
controle e utilizados como referencia foram 123-1480s valores de referéncia
observados no grupo controle (11-20%).

O grupo co-infectado apresentou anemia severastddeeprincipalmente nos
8° e 11°dpi. Os indices de VCM determinados nestéogo, apresentaram valores
acima da referencia, indicando anemia macrociti@8 (e 171fL), enquanto os
indices de CHCM determinados neste periodo inditan@rmocromia (14,8 e
11,7%).

O grupoP. juxtanucleareapresentou no 21°dpi, periodo em que a anemia foi
detectada, valor de VCM normal indicando anemianoaitica (134fL). O indice de
CHCM, neste periodo, foi observado abaixo do vatinimo de referencia,
indicando hipocromia (7,8%).

No periodo de 15 e 18 dias apos-inoculacdo do CéA\Wgrupo CAV
apresentou VCM acima do valor de referencia, caraetndo a anemia macrocitica
(151 e 194fL) enquanto, os indices de CHCM nestige indicaram tendéncia a
hipocromia (13,4 e 9,6%).

5.6 Proteinas Totais

Os valores referentes a concentracdo de proteilagsndticas totais nos

grupos foram avaliados comparativamente e poderolssrvados na tabela 4. Os
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valores meédios (minimo e maximo) observados no@uogmtrole e utilizados como
referencia foram 2,9-4,1(g/dL), respectivamente.

A concentracdo de proteinas plasmaticas nos gripjostanucleareCAV e
co-infectado manteve-se dentro dos valores de emfex minimo e maximo
observados no grupo controle. A comparacao estatishtre os grupos detectou
diferencas significativas entre as avaliagbes agdodo experimento, entretanto
estes valores foram biologicamente aceitaveis epatiieis com os valores de

referencia.

Tabela 4. Valores médios da concentracdo de proteinplasmatica (g/dL)
(médiatdesvio padrédo) obtidos em pintinhos SPF, nagrupos: co-infectado,
infectado exclusivamente porPlasmodium juxtanucleare ou pelo Virus da

anemia infecciosa (CAV) e controle.

Proteinas Totais (g/dL)

Grupos
DPI P. juxtanucleare Co-infectado CAV Controle  p-valor

4,1+0,2 3,310,3 3,4+0,2 3,8+0,4 0,01*

3,3+0,3 3,1+0,2 3,6%0,4 4,1+0,9 0,02*
8 3,9+40,3 3,2+0,5 3,9+0,3 3,810,2 0,04*
11 3,710,4 3,7+0,7 3,710,4 4,1+11 0,95
13 4,1+0,5 3,4+0,4 4,1+0,4 3,8+0,2 0,11
15 3,9+0,3 3,7x0,4 4,1+0,4 3,5+0,3 0,01*
18 3,60,3 3,5+0,4 3,5+0,4 3,4+0,3 0,68
21 3,4+0,3 3,6+0,5 3,8+0,4 3,1+0,4 0,07
23 3,5+0,1 3,60,3 3,3+0,3 3,8+0,2 0,01*
26 3,60,7 3,8+0,3 3,4+0,3 2,9+0,1 0,01*
28 3,50 3,7+0,2 3,5+0,5 3,1+0,3 0,11
30 3,540,1 3,5+0,3 3,1+0,2 3,610,1 0,01*

* diferenca significativa observada ao comparaguatro grupos experimentais (Krusk@hllis, seguido pe
pos-teste Student-Newman-Keusp5);

DPI: dias pos-inoculacdo pBtasmodium juxtanucleare
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5.7 Concentracao de glicose

Os valores médios referentes a concentracéo desglippdem se observados
comparativamente na tabela 5. Os valores minim@edmo observados no grupo
controle foram utilizados como referencia: 247-8§dL).

O grupo co-infectado apresentou alteracbes nosregmlanédios de
concentracdo de glicose quando comparado a detgéunda glicose no grupo
controle. As alteragbes detectadas foram poucoesgpas e sem significancia
estatistica (p>0,05), com excecédo do 4°dpi. No Uadgeterminacédo da glicose no
grupo co-infectado indicou que a concentracdo astaima do valor de referencia e
significativamente maior quando comparada com agayrcontrole (p<0,04). O
grupoP. juxtanucleareapresentou a concentracdo de glicose abaixo do wéhimo
de referencia somente no 6°dpi>Qp05). Nas demais observacdes ndo foram
detectadas alteracbes na concentracdo de glicasel@comparados aos demais

grupos.

Tabela 5. Concentracdo de glicose mg/dL (médiatdesvpadrao) obtida em
pintinhos SPF, nos grupos: infectado porPlasmodium juxtanucleare, co-
infectado por Plasmodium juxtanucleare e pelo Virus da anemia infecciosa,

infectado pelo Virus da anemia infecciosa (CAV) eoatrole.

Glicose mg/dL

DPI Grupos

P. juxtanucleare Co-infectado CAV Controle p-valor
4 265,335 392,2+90 286+44 273,61£58 0,04*

237,245 225,1+86 313190 297,6+78 0,24
11 277,540 318+76 301,8+62 300,771 0,92
13 291+64 277,7454 256,715 254,54+23 0,81
21 304,8+27 266,54 288,1+59 252+23 0,19
23 286,852 269,756 248,710 288,763 0,29
26 235120 244,323 243,119 247,816 0,71
28 270,227 270,5+34 266+39 278+31 0,87

* diferenca significativa observada ao comparaguatro grupos experimentais (Krusk@hllis, seguido pe
pos-teste Student-Newman-Keusp5); DPI: dias pds-inoculagéo pBtasmodium juxtanucleare
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5.8 Parametros clinicos: peso e temperatura corpokra

Os valores médios de peso dos individuos dos gmppsitanucleareCAV
e co-infectado foram avaliados comparativamentevatises encontrados no grupo
controle (Figural0).

Os grupos co-infectado e CAV apresentaram valoréslion de peso
semelhantes aos valores observados no grupo a(r6),05).

O grupoP. juxtanucleareapresentou média de peso inferior ao registrado
para o grupo controle nos 4°, 11°, 13° e 28°dpd(P5).

140 -
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e 80 1
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60 | Controle
- 0= CAV
a0 4 - & = P, juxtanucleare
20 | —— Co-infectado
0 T T T T T T T 1

Figura 10. Valores médios do peso corporal/g de ginhos SPF
nos grupos: P. juxtanucleare (exclusivamente infectado por P.
juxtanucleare), co-infectado P. juxtanucleare e virus da anemia
infecciosa- CAV), CAV (exclusivamente infectado polCAV) e controle
(n&o infectados) avaliados de acordo com os diasspidoculacao porP.
juxtanucleare (dpi) ao longo de 30 dias.* diferencas significatas
(p<0,05).
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%)

Temperatura (°(

Os valores médios de temperatura corporal nos gripguxtanucleareou
CAV e co-infectado podem ser observados compara@née ao grupo controle na
figura 11. A temperatura obtida no grupo contraleutilizada como parametro de
referéncia minimo e maximo: 40,8 e 41,9°C.

O grupo co-infectado, no 6°dpi apresentou valorimméd temperatura abaixo
da referencia e significativamente menor quando pewado ao grupo controle
(p<0,01). Os gruposP. juxtanuclearee CAV apresentaram valor médio de

temperatura dentro dos valores admitidos comoeedéa.

42 - =@ Controle

- b= CAV

- # — P. juxtanucleare
417 —%— (Co-infectado
40 4
39 A
38 T T T T T T T 1

4 6 1 13 .21 23 26 28
dpi

Figura 11. Valores médios de temperatura corporal C de
pintinhos SPF, nos grupos:P. juxtanucleare (exclusivamente infectado
por P. juxtanucleare), co-infectado P. juxtanucleare e virus da anemia
infecciosa- CAV), CAV (exclusivamente infectado polCAV) e controle
(n&o infectados) avaliados de acordo com os diasspimoculagdo porP.
juxtanucleare (dpi) ao longo de 30 dias.* diferencas significatas
(p<0,05).
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5.9 Mortalidade, alteracdes macroscopicas e micraguicas

No grupo co-infectado, a mortalidade foi mais etlevae detectada
precocemente (11°dpi) a mortalidade observada nogog CAV e P.
juxtanucleare (Figura 12, p=0,03). No grupo controle ndo foi exsada

mortalidade.
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Figura 12. Mortalidade observada nos pintinhos dogrupos P.
juxtanucleare (exclusivamente infectado por P. juxtanucleare), co-
infectado (P. juxtanucleare e virus da anemia infecciosa- CAV), CAV
(exclusivamente infectado por CAV) avaliados de aodo com os dias
pos-inoculacdo porP. juxtanucleare (dpi) ao longo de 30 dias.* diferencas
significativas (p<0,05). *indica diferenca significativa entre Co-infectaglo
0s outros grupos de acordo com o Log-Rank test QIN=2

Os sinais clinicos foram observados com maior sitlle no grupo co-
infectado quando comparado aos demais grupos. Nioi {t5°dpi pelo CAV) o

grupo co-infectado apresentou sinais de apatiajgzalpenas arrepiadas e diarreia
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esverdeada. No grup®. juxtanucleareas aves apresentaram penas arrepiadas e
diarréia ao 14°dpi. O grupo CAV apresentou paliel@enas arrepiadas; estes sinais
foram menos intensos quando comparados ao grupafesttado e evidenciados
principalmente 15° apods a infeccéo pelo CAV.

Por meio do exame macroscopico dos individuos goremam e daqueles
eutanaziados, foi possivel observar de forma coatipar a0 exame do grupo
controle, alteragcbes macroscopicas nos grupos feotawo, infectado
exclusivamente pd?. juxtanucleareu pelo CAV (Figura 13).

No grupo co-infectado as lesdes foram observadavigmmente ao
surgimento das lesdes nos outros grupos. As giteseem cada 6rgéo relacionadas
a alteragbes de tamanho podem ser observadas ek @b Os trés grupos
inoculados apresentaram quadro de palidez de 6géoglo comparados ao grupo
controle. No grupo co-infectado, foram observaddgeragdes moderadas
associadas ao tamanho do baco e do figado. Além ds individuos deste grupo
apresentaram sufusfes e petéquias no coragdo,vatsera partir do 7° e
prosseguindo até o 21°dpi (Figura 13). No 21° ed@Bas lesbes apresentaram-se
mais intensas, observando-se hemorragias na s#vdggado, aumento dos rins e a
diminuicdo moderada do timo e da bolsa cloacal.

No grupo P. juxtanucleareforam observadas principalmente alteracdes
cardiacas, no figado e no baco. No 7°dpi, obseseon-aumento moderado do
baco e do timo, sendo que no 14°dpi a hepatometal®u-se mais evidente.
Neste periodo, o timo e a bolsa cloacal apresentéeee diminuicdo. No 21°dpi
foi observado o aumento intenso do bago e do figaalanento moderado dos rins;
além disto, a diminuicdo moderada da bolsa claadal timo foi observada. No dia
28°dpi o baco, o figado e os rins permaneceram stiathes e no coracdo foi
observada a presenca de hidropericardio.

No grupo CAV as alteragbes observadas durante eopsa ocorreram
principalmente 15 dias apds a inoculacdo do CAVuvdointensa diminuicdo no
tamanho dos 6rgéos linfoides: bolsa cloacal, tinbago; a presenca de sufusdes e
petéquias no coracdo foi observada com menor fretu@uando comparadas aos
individuos co-infectados. Além disto, detectaramfeeos hemorragicos em

diferentes 6rgdos e na musculatura esquelética.
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Figura 13. LesbGes macroscOpicas em pintinhos infactos
observadas comparativamente ao grupo controle durde a necropsia de
individuos dos grupos:P. juxtanucleare (exclusivamente infectado poiP.
juxtanucleare), co-infectado P. juxtanucleare e virus da anemia
infecciosa- CAV), CAV (exclusivamente infectado pel CAV) e controle
(n&o infectados) avaliados de acordo com os diasspimoculacdo porP.
juxtanucleare (dpi) ao longo de 30 dias. As cabecas das setadicam o
grupo controle e as setas os grupos infectados. &umento de figado em
pintinho infectado exclusivamente porP. juxtanucleare; B. pigmentos
pretos no baco de pintinho infectado exclusivamentepor P.
juxtanucleare; C: aumento do baco de pintinho infectado exclusamente

por P. juxtanucleare; D: aumento do coracdo e presenca de
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hidropericardio em pintinho infectado exclusivamené por P.
juxtanucleare; E: diminuicdo acentuada da bursa de Fabricius em
pintinho infectado exclusivamente por CAV; F: dimiruicdo acentuada do
timo em pintinho infectado exclusivamente por CAV;G: sufusdes e
petéquias no coracao de pintinho co-infectado; H:glidez acentuada no
encéfalo de pintinho co-infectado; I: hemorragia macular em pintinho

co-infectado.

Tabela 6. Alteragcbes macroscoépicas observadas enfedentes 6rgdos durante
a necropsia de aves pertencentes aos grupos: exslamente infectado porP.

juxtanucleare ou por CAV e co-infectado, observadas em comparagdao

exame do grupo controle.
Grupos DPI Coracao  Figado Baco Timo Burs.a _de
Fabricius

Co-infectado* 7 0 0 +1 -1 0

14 0 +2 0 0 -2

21 0 +2 +2 -1 -2

28 0 0 +2 0 0

P. juxtanucleare 7 0 0 +1 -1 0

14 0 +2 +2 -1 -1

21 +2 +3 +3 0 -2

28 +2 +3 +2 -2 -2

CAV 7 0 0 -3 -3 -3

14 +2 +2 -3 -3 -3

21 +1 +1 -2 -3 -1

28 0 0 -2 -1 0

DPI: dias ap6s a inoculagdo com P. juxtanucleare

Similar com o grupo controle: normal 0

Aumento de tamanho comparado com o grupo controle: leve +1; moderado +2; grave +3;
Diminuicdo de tamanho comparado com o grupo controle: leve-1; moderado -2; grave -3.
*Analise realizada de forma comparativa ao exame do grupo controle.
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A avaliacdo histolégica confirmou as alteragfesrosmpicas observadas
de forma comparativa ao exame do grupo controgu(gi14). Nos individuos dos
gruposP. juxtanucleares co-infectado observou-se no baco a hiperplasipotpa
vermelha com pigmentos amarronzados refrigentegu& 14b e 14d). Nos
individuos do grupo CAV e co-infectado observoudsplecdo linféide no bago
(Figuras 14c e 14d).

Figura 14. Alteracdes de celularidade no baco obsexdas em

individuos infectados. A. Baco normal, grupo contrie; B. aumento de
celularidade da polpa vermelha com a deposicdo de igmento
amarronzado refrigente no grupo infectado porP. juxtanucleare. C.
diminuicdo da celularidade da polpa branca com acdnada deplecao
linfoide no grupo infectado somente pelo CAV; D. = aumento de
celularidade da polpa vermelha e moderada deple¢dmféide no grupo
co-infectado; HE, 200x.
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Os individuos dos grupos CAV e co-infectado apriesam deplecao
linféide da bursa de Fabricius e do timo, no emtanteplecéo foi mais acentuada
nos individuos do grupo CAV. No grupo co-infectadetectou-se moderada
reducdo dos foliculos da bursa de Fabricius conteda&p de linfécitos (Figura
15a). Nos trés grupos infectados observaram-se lematite e pericardite
linfocitica multifocal, entretanto nos grupos céetrtado eP. juxtanucleareas
lesbes foram classificadas como moderadas e midisnes (Figuras, 15b e 15c).

Figura 15. Alteracdes histopatologicas em diferenge tecidos

observadas em pintinhos co-infectados. A. atrofiaadbursa de Fabricius;
reducdo moderada de foliculos com deplecdo de limifos (asteriscos);
HE, 400x. B. Hepatite multifocal moderada; infiltrado mononuclear (seta
branca) portal moderado associado com &reas de nese (seta preta).
HE, 400x. C. pericardite multifocal linfoplasmocitca moderada (seta
estreita). HE, 200x.
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5.10 Resposta imunoldgica celular

5.11 Parasitemia

No 2°dpi porPlasmodium juxtanuclearggrimeira coleta realizada apés a
infeccdo experimental, foram observados trofozodtogarasito nas hemacias das
aves do grupo co-infectado. A infeccdo tanto npgrco-infectado quanto no grupo
P. juxtanuclearecaracterizou-se por apresentar baixa parasitemidoago do
periodo de observacgéo (Figura 16). No grupo cc:iatl® a média de parasitemia foi
significativamente maior nos 2° e 7°dpi quando caraga ao grupo infectad®.
juxtanuclearg(p<0,05).

—l— Co-infectado
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- @ = P juxtonucleare
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2* dpi 7* dpi 14% dpi 218dpi 28" dpi
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Figura 16. Valor médio de parasitemia (N=6) porPlasmodium
juxtanucleare presente em esfregacos sanguineos de pintinhos SPF
infectados dos gruposP. juxtanucleare (aves exclusivamente infectadas
por P. juxtanucleare) co-infectado (aves co-infectadas porP.
juxtanucleare e virus da anemia infecciosa das galinhas-CAV). Asves
foram avaliadas de acordo com os dias pos-inoculagédpor P.
juxtanucleare (dpi). A infeccdo experimental por CAV foi realizala sete
dias antes da infeccdo poiP. juxtanucleare* diferencas significativas
(p<0,05).
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Assim como na primeira etapa do estudo, no gruponfectado, a
mortalidade foi mais elevada e detectada precocenién e 14°dpi) a mortalidade
observada noB. juxtanuclearee CAV (Figural7, p <0,05). Nos grupos CAVYe
juxtanucleare a mortalidade foi menor e detectada apoOs estéoduerde

observacédo. No grupo controle n&o houve mortalidade
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Figura 17. Mortalidade observada nos pintinhos dogrupos: P.
juxtanucleare (exclusivamente infectado por P. juxtanucleare), co-
infectado (P. juxtanucleare e virus da anemia infecciosa- CAV) e CAV
(exclusivamente infectado pelo CAV) avaliados de amdo com os dias
pos-inoculacdo porP. juxtanucleare (dpi) ao longo de 30 dias. * indica
diferenca significativa (p<0,05) entre co-infectad@ os demais grupos de

acordo com o Log-Rank test (N=12).

As amostras de DNA obtidas a partir do sangue @dmpos, um dia apds o
nascimento, apresentaram-se negativas na PCR pafd/0As amostras de DNA
das aves que receberam o in6culo viral (CAV e teetado), coletadas 14 dias apés
a inoculacdo do CAV, apresentaram PCR positivauanmg as aves do grupo

controle e infectado pd?. juxtanucleareapresentaram PCR negativas. Os pintinhos
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foram avaliados um dia apés o nascimento e 28 apas a inoculacdo do virus,
guanto a presenca ou auséncia de anticorpos ani@fsl. No primeiro dia apds o
nascimento as aves apresentaram-se nao reagemiesgndo que nao haviam
entrado em contato com CAV. As aves presentes ngsg co-infectado e CAV
apresentaram anticorpos contra o virus da anerfeaciosa das galinhas 28 dias
apos a inoculacdo viral. Enquanto as aves do gogmirole eP. juxtanucleare

encontraram-se ndo reagentes ao teste.

5.12 Leucdcitos totais:

O numero de leucdcitos totais avaliado nos grupgsixtanucleareCAV e
co-infectado foi comparado aos valores presentegunm controle de acordo com o
periodo apds-inoculacdo pBr juxtanucleareUma vez que o niumero de leucocitos
em pintinhos pode apresentar alteracdes de acamoacidade (Campbel 1995;
Beirdo et al. 2012).

O grupo P. juxtanucleareapresentou os maiores valores de leucdcitos
observados no estudo e estes valores foram sighivenente maiores quando
comparados ao grupo controle nos 2°, 7°, e 28%pgufa 18). O grupo CAV e co-
infectado apresentaram os menores valores de iEdbservados no estudo e
significativamente menores quando comparados goograntrole nos 7° e 14°dpi
(Figura 18).
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Figura 18. Numero de leucdcitos totais do sangue nférico de pintinhos
SPF nos grupos: P. juxtanucleare (exclusivamente infectado por P.
juxtanucleare), CAV (exclusivamente infectado por CAV), co-infectad
(individuos infectados porP. juxtanucleare e CAV) e controle (ndo infectado).
Os pintinhos foram infectados experimentalmente poP. juxtanucleare sete dias
apos a infeccdo por CAV. **PCindicam diferenca significativa (N=6) entre os

grupos (p<0,05)

Os valores absolutos de linfécitos observados nagog, CAV, P.
juxtanucleare e co-infectado apresentaram diferencas signiaati quando
comparados ao grupo controle. Os maiores valorsslbs de linfécitos foram
observados no grupoP. juxtanucleare (Figura 19). Estes valores foram
significativamente maiores quando comparados goograntrole nos 2°, 7° e 28°dpi
(p<0,05). Os grupo CAV e co-infectado apresenta@nmenores valores de

linfocitos observados no estudo. Estes valoresnfosignificativamente menores
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guando comparados ao grupo controle no 7°dpi (5XONb 28°dpi (35 dias apos a

inoculacdo do CAV) o grupo CAV apresentou aumermadmero de linfécitos,
este valor observado foi significativamente maiolargdo comparado ao gru
controle (p<0,05).
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Figura 19. Numero absoluto de linfocitos do sangugeriférico de
pintinhos SPF nos grupos:P. juxtanucleare (exclusivamente infectado
por P. juxtanucleare), CAV (exclusivamente infectado por CAV), co-
infectado (individuos infectados porP. juxtanucleare e CAV) e controle
(n&o infectado).Os pintinhos foram infectados experimentalmente com

ab,c

P. juxtanucleare sete dias apos a infeccdo com o CAV. diferenca

significativa entre os grupos (p<0,05).
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O numero de heterofilos no grupb juxtanucleareapresentou diminuicéo

significativa quando comparado aos valores obtidosgrupo controle nol4°dpi

(Figura 20). Nas demais observagOes nao se detectalteracdes significativas

neste grupo quando comparado ao grupo controlegNp®s co-infectado e CAV o

numero de heterdfilos apresentou-se significativeeneeduzido quando comparado

ao grupo controle nos 7° e 14°dpi. Os individuogdmo co-infectado apresentaram

diminuicdo do numero de heteroéfilos também no 28°dp
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Figura 20. Numero absoluto de heterofilos do sangueeriférico de

pintinhos SPF nos grupos:P. juxtanucleare (exclusivamente infectado porP.

juxtanucleare),

CAV (exclusivamente

infectado por

CAV),

co-infectad

(individuos infectados porP. juxtanucleare-CAV) e controle (ndo infectado). Os

pintinhos foram infectados experimentalmente porP. juxtanucleare sete dias

apos a infeccdo com o CAV. * a,b,c diferenca sigightiva entre os grupos

(p<0,05).
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O numero de eosindfilos e de mondcitos nos gripgextanucleareCAV e
co-infectado, bem como os valores obtidos no grgrdrole se apresentam dentro
dos valores de referencia aceitos para galinhasreaet al 1988; Campbell 1995).
Estes tipos celulares sdo menos frequentementevadss durante as contagens
guando comparados aos linfocitos e heterofilosreaizacdo da contagem destes
tipos celulares pode apresentar falhas, por este&vonodo foram comparados
estatisticamente (Figura 21). Nao foram observadaséfilos nos esfregagos

sanguineos das aves neste estudo.
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Figura 21. Numero absoluto de eosindfilos e de matitbs do
sangue periférico de pintinhos SPF nos gruposP. juxtanucleare
(exclusivamente infectado porP. juxtanucleare), CAV (exclusivamente
infectado por CAV), co-infectado (individuos infecados por P.
juxtanucleare-CAV) e controle (ndo infectado). Os pintinhos form
infectados experimentalmente comP. juxtanucleare sete dias apés a

infeccéo por CAV.
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5.12 Avaliagbes das células T: citotoxica (CD3D8"), auxiliadora
(CD3'CD4") e subpopulagdes: CD3CD8'CD28", CD3'CD4'CD2§',
CD3'CD8'MHCI ¥, CD3'CD4"MHCII *

Os resultados obtidos em cada um dos grupos imdasilBoram descritos
para cada tipo celular e comparados estatisticanent o grupo controle de
acordo com os dias apos a inoculacdo por juxtanucleare O grupo P.
juxtanucleareapresentou aumento de determinados tipos celulaiesipalmente
detectados nos 2° e 7°dpi; enquanto os gruposfeotano e CAV apresentaram
diminuicdo do nimero de determinadas células, ipatrmente observada 14 dias
apos a inoculacdo viral. No entanto, o grupo cedtd#do apresentou perfil
relativamente diferente do grupo CAV, conforme pedeobservado na descricdo
gue se segue sobre os resultados de cada um des¢iplares avaliados.

Os linfocitos dos pintinhos foram diferenciadosaderdo com o tamanho
(foward scatter-FSC) e com a granulosidade dadasél$idescatter-SSC), além

disto foram diferenciados utilizando a marcacadalop tripla, Figura 22 (A,B,C).

77



SSC-H: S5C-Height

1000 4 o004
200 - 200+
& .
o
[ak]
00 I {00
(5]
ol
i
400 5 400
o
o
200 200
L : 0 A P T S R
i 200 400 f00 800 1000 10” 10! 10° 107
FSC-H: FSC-Height FL3-H: CD3 SPRD
B
A
10%
894 523
UI-
m.
=5
&
£ ]
[5e]
(=]
(]
T
™
aall
[T,
; 0.084
T+ 11 o0
10° 10! 10° 10° 10%

FL1-H: CD4 FITC

Figura 22. Imunofenotipagem de células T obtida a gitir do
sangue periférico de pintinhos SPF controle (ndo factados) e inoculados
(Grupos: P. juxtanucleare, CAV e co-infectado). A- amostra
representativa da distribuicdo das células por tam@ho vs granulosidade
(FSC X SSC); B- Estratégia da janela de leitura par localizacdo dos
linfocitos definidos pela granulosidade vs a marc@p por CD3 (SSC x
CD3); C- amostra representativa da analise de um &omarcadores
(CD4) dentro da janela de leitura CD3.
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O numero de células T citotoxicas (CBB8) ndo apresentou diferencas
significativas na comparacéo entre cada um dosogrirpculados (co-infectad®,
juxtanuclearee CAV) com o grupo controle (p>0,05), figura 23s AMiferencas
significativas observadas foram associadas a cap@arentre os valores obtidos no
grupoP. juxtanuclearecom os grupos co-infectado e CAV no 7dpi (14dpi AV,
p<0,05).
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Figura 23. Nimero absoluto de linfocitos CDXD8" do sangue
periférico de pintinhos SPF durante a co-infeccdoqr Virus da anemia
infecciosa das galinhas (CAY e por P. juxtanucleare de acordo com o
periodo pos-inoculacdo porP. juxtanucleare em quatro grupos: controle
(ndo infectado), P. juxtanucleare: infectado exclusivamente por P.

juxtanucleare, CAV infectado exclusivamente por CAV e co-infectado
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(inoculados porP. juxtanucleare-CAV). * P diferenca significativa entre

0s grupos (p<0,05).

A subpopulacido de células CITID8'MHCI" foi analisada para observar o
numero de células citotoxicas ativalaigiura 24). O grup®. juxtanuclearequando
comparado ao grupo controle apresentou maior nuchesta subpopulagcéo celular
nos 2°, 7° e 28° dpi. Os grupos co-infectado e GAMNdo comparados ao grupo
controle, apresentaram diminuicdo do numero desitgapulacdo de células no
7°dpi (14dias apoés a inoculacao por CAV). No 281@pidias apos a inoculacéo por
CAV) o grupo CAV apresentou namero de células TIEB'MHCI®
significativamente maior quando comparado ao grogatrole (p<0,05), fato néo

observado no grupo co-infectado.
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Figura 24. Namero absoluto de linfocitos CD3CD8"MHCI * do
sangue periférico de pintinhos SPF durante a co-iet¢cédo por Virus da
anemia infecciosa das galinhas (CAMe por P. juxtanucleare de acordo
com o periodo pdés-inoculagdo poP. juxtanucleare em quatro grupos:
controle (ndo infectado),P. juxtanucleare: infectado exclusivamente por

P. juxtanucleare, CAV infectado exclusivamente por CAV e co-infectado
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(inoculados porP. juxtanucleare e por CAV). * 2P diferenca significativa

entre os grupos (p<0,05).

Na analise da subpopulacéo de células T citotoxdgpsessando a molécula
co-estimulatéria CDZ8 (CD3'CD8'CD28) observou-se que o0 grupd.
juxtanucleareapresentou o numero destas células significatimgenemaior quando
comparado ao grupo controle no 2°, 7° e 28° (ps@fura 25).

Os grupos co-infectado e CAV apresentaram o0 numago células
CD3'CD8'CD28" significativamente menor quando comparados ao gogmdrole
no 7°dpi (14 dias apds a inoculacdo por CAV; p<p,0& 28°dpi o grupo CAV
apresentou 0 numero de células significativamendgomguando comparado ao
controle, fato ndo observado na comparacdo entrpogco-infectado e controle
Figura 25; p<0,05).
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Figura 25. NUamero absoluto de linfocitos CD3TD8'CD28" do
sangue periférico de pintinhos SPF durante a co-ietcdo por Virus da
anemia infecciosa das galinhas (CAVe por P. juxtanucleare de acordo
com o periodo poés-inoculacdo poP. juxtanucleare em quatro grupos:
controle (ndo infectado),P. juxtanucleare: infectado exclusivamente por
P. juxtanucleare, CAV infectado exclusivamente por CAV e co-infectado
(inoculados porP. juxtanucleare-CAV). * < diferenca significativa entre

0s grupos (p<0,05).
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O namero de células T auxiliares (CG®4") nos grupo$. juxtanucleare
e co-infectado ndo apresentaram diferencas sigtifas quando comparados ao
grupo controle (p>0,05). O numero deste subtipdutaefoi significativamente
menor no grupo CAV quando comparado ao grupo clentr@ 7°dpi (14 dias apds
a infeccao por CAV; p<0,05), figura 26.
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Figura 26. Numero absoluto de linfocitos CDID4" do sangue
periférico de pintinhos SPF durante a co-infec¢cdoqr Virus da anemia
infecciosa das galinhas (CAY e por P. juxtanucleare de acordo com o
periodo pos-inoculacdo pofP. juxtanucleare em quatro grupos: controle
(ndo infectado), P. juxtanucleare: infectado exclusivamente por P.
juxtanucleare, CAV infectado exclusivamente por CAV e co-infectado
(inoculados porP. juxtanucleare-CAV). * < diferenca significativa entre

0s grupos (p<0,05).
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O grupoP. juxtanucleareapresentou o namero de ceélulas T auxiliadoras
ativadas CD3CD4'MHCII™ significativamente maior quando comparado ao grupo
controle no 21°dpi (p<0,05; figura 27). Enquantogopo co-infectado nao
apresentou diferencas quando comparado ao con@otgupo CAV apresentou o
nimero de células CDBD4'MHCII™ significativamente menor quando comparado
ao grupo controle nove dias apds a inoculacdo por. @o final das observagdes
(35 dias apos a inoculagdo do virus) o numero slestalas ativadas aumentou neste

grupo e foi significativamente maior quando comgarao grupo controle (p<0,05).
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Figura 27. Namero absoluto de linfécitos CD3D4"MHCII * do
sangue periférico de pintinhos SPF durante a co-ietcdo por Virus da
anemia infecciosa das galinhas (CAVe por P. juxtanucleare de acordo
com o periodo poés-inoculacdo poP. juxtanucleare em quatro grupos:
controle (ndo infectado),P. juxtanucleare: infectado exclusivamente por
P. juxtanucleare, CAV infectado exclusivamente por CAV e co-infectado
(inoculados porP. juxtanucleare-CAV). * < diferenca significativa entre

0s grupos (p<0,05).
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O numero de células T auxiliares expressando aaulaléco-estimulatéria
CD28 (CD3CD4'CD28) apresentou aumento significativo no grupe.
juxtanuclearequando comparado ao grupo controle nos 2° e {fu,05; figura
28). Os grupos co-infectado e CAV apresentaram miiipiio significativa desta

subpopulacéo celular quando comparados ao grugmt®no 7°dpi (14 dias apos a
infeccéo por CAV; p<0,05).
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Figura 28. Nimero absoluto de linfocitos CD3CD4'CD28" do sangue
periférico de pintinhos SPF durante a co-infeccdo gr Virus da anemia
infecciosa das galinhas (CAYe por P. juxtanucleare de acordo com o periodo
poés-inoculacdo por P. juxtanucleare em quatro grupos: controle (nado
infectado), P. juxtanucleare: infectado exclusivamente porP. juxtanucleare,
CAV: infectado exclusivamente por CAV e co-infectad (inoculado por P.

juxtanucleare-CAV). * < diferenca significativa entre os grupos (p<0,05).
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5.13 Avaliagdo das células B (Bu'}L

O anticorpo monoclonal Bu 1 utilizado neste estonhece os alelos Bula
e Bu 1lb, determinantes para a marcacdo de céluldoBresente estudo, este
anticorpo utilizado marcou pequena populacdo dela®lB que podem ser
observadas no histograma, determinadas no seguondodelimitado pela barra
(Figura 29). As células B foram observadas no sampguiféfico de pintinhos SPF
dos gruposP. juxtanucleareCAV, co-infectado e controle.
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Figura 29: Numero de células B. Histograma represeativo
demonstrando o nimero de células Bu™ldentro da janela de leitura de
linfocitos. O primeiro pico do histograma indica ascélulas negativas para
a marcacao, enquanto o segundo pico, delimitado pebarra, indica a

porcentagem de células marcadas positivamente.
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Neste estudo ndo foram detectadas alteracOesisagivids na populacdo de
células B, utilizando a marcacdo Buios gruposP. juxtanuclearee co-infectado
comparativamente aos valores obtidos no grupo a@en{(p>0,05; Figura 30). O
grupo CAV apresentou numero de ceélulas B signifiaatente menor quando
comparado ao grupo controle 14 e 21ldias apos aulegio viral (p<0,05),
registrando-se o aumento significativo no numerstade células 28 dias apos a
inoculagao por CAV (p<0,05).
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Figura 30. Nimero absoluto de linfécitos B (Bu™ do sangue periférico de
pintinhos SPF durante a co-infecgdo por Virus da amia infecciosa das
galinhas (CAV) e por P. juxtanucleare de acordo com o periodo pés-inoculacéo
por P. juxtanucleare em quatro grupos: controle (ndo infectado), P.
juxtanucleare: infectado exclusivamente porP. juxtanucleare, CAV: infectado
exclusivamente por CAV e co-infectado (inoculado pdP. juxtanucleare-CAV).

* abe difarenca significativa entre os grupos (p<0,05).
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6. Discussao

6.1 Caracterizagcdo molecular da cepa de. juxtanucleare

No presente estudo, os efeitos da co-infeccaoPpguxtanuclearee pelo
Virus da anemia infecciosa das galinhas (CAV) foramvestigados
experimentalmente em pintinhos SPF. A infeccaoRguxtanuclearea qual foi
obtida a partir de uma galinha naturalmente infisgtafoi confirmada pelo
sequenciamento do fragmento de citocromocib-h) deste parasito. A analise
filogenética desta nova sequencia Rlejuxtanuclearerevelou baixa divergéncia
genética intra-especifica, apdés comparacao comeraaid sequéncias deste parasito
depositadas em dois diferentes bancos de dadofaBkre MalAvi. E de suma
importancia a inclusao de novas linhagen® dpixtanucleareem bancos de dados
de acesso publico. Entretanto, o depdsito de ¢gjgéscias deve cumprir 0 seguinte
requisito, a identificagcdo parasitoldgica precisa associacdo a caracterizacao
molecular. Somente desta forma, poderdo ser rdakzavaliacdes corretas da
divergéncia genética intra-especifica entre os Isporddeos aviarios. A avaliagdo
genética intra-especifica apresenta extrema impmaapara a definicdo dos
limiares genéticos que separam as espécies deqaamsraviarios (Perkins, 2000).
Nesta direcdo, em nosso trabalho observou-se @alimdrgéncia genética entre a
sequencia dé®. juxtanucleareobtida neste estudo e a sequencia disponivel no
GenBankcomo "P. juxtanucleare-like” descrita por Pachecoolboradores em
2011. O distante posicionamento filogenético aptmtpela analise da arvore
construida com as linhagens dR juxtanuclearee "P. juxtanucleare-like”,
evidenciam que a linhagem “P. juxtanucleare-lik&b ré P. juxtanucleare Mais
uma vez, reforca-se aqui a necessidade de assmeatga metodos morfoldgicos e

moleculares na conducao de diferentes estudossagesplasmaodios aviarios.

6.2 Avaliacbes parasitologica, hematologica, bioltm e

histopatoldgica e da interacad®. juxtanucleare-CAV
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As infec¢des multiplas associadas a diferentegypatis, especialmente nos
casos em que um dos patdégenos € um virus imunessopyr podem apresentar
maior gravidade para os individuos quando comparadafeccédo exclusivamente
causada por um dos patogenos (Loving et. al 20&0, €f al. 2011, Liang et al.
2013). Casos de co-infeccao natural ocorrem coquénecia em aves, aumentando
assim a necessidade de se avaliar o perfil de gdésc mistas em condigoes
controladas (Lapont et al. 2009, Alley et al. 20R8linauskas et al. 2011; Tan et al.
2011). Entretanto, é importante ressaltar que oetoode estudo da interacao
parasito-hospedeiro desenvolvido neste trabalhstitona primeira descrigcdo dos
efeitos patogénicos envolvidos na co-infec€aguxtanucleareCAV. Ambos 0s
microrganismos selecionados para este estudo ezpa@s patdgenos que infectam
naturalmente galinhas e que estdo distribuidos ramnente, inclusive no Brasil,
justificando o estudo ora apresentado.

O efeito imunossupressor da infeccao por CAV cestamrefletiu no curso
da parasitemia pdP. juxtanucleareem pintinhos co-infectados; a parasitemia foi
significativamente maior nestes animais em dife®rmieriodos pos-infeccdo. A
infeccdo por CAV durante os primeiros dias apdésascimento dos pintinhos ou
mesmo durante a vida embrionaria pode levar a mijdfu permanente ou
temporaria da resposta imune, aumentando a susiidptie destas aves a outros
patogenos ou levando a falhas vacinais (Goryo.et%89, Pope 1991, McNulty
1991, Smyth et al. 1993, Peters et al. 2007). Engda do numero reduzido de
estudos sobre a co-infec¢do envolvendo virus inaupoessores e 0s parasitos da
malaria, torna-se complexa e limitada a discuseérca da exacerbacéo dos efeitos
negativos da infeccdo malarica em aves co-infestpdavirus. Interessantemente,
durante a malaria humana estudos tém demonstrado éf@ito sinérgetico durante
a co-infec¢do poP. falciparume o Virus da Imunodeficiencia Humana (HIV).
Durante a maléria, individuos soro-positivos apres®e parasitemias mais
elevadas e sinais clinicos mais graves quando caehp®m aqueles infectados
apenas poP. falciparum(Khasnis & Karnad 2003, Chalwe et al. 2009). Pdrau
lado, na malaria aviaria foi relatado efeito antagia durante a co-infeccdo de
galinhas conP. gallinaceume o nematodedscaridia galli A infeccdo malérica
causada padr. gallinaceunprovocou insucesso significativo do estabelecimelot

nematoda no intestino das aves hospedeiras (Jdtemin 2002).
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A infeccéo de pintinhos SPF pBr juxtanucleareapresentou caracteristicas
bem definidas sendo possivel detectar diminuic@mifgiativa dos niveis de
hemoglobina, valores de hematdcrito e nimero dedeitds, levando a um quadro
de anemia inclusive em animais que apresentaramadgarasitemias. Em
estudos realizados anteriormente nos quais sewvaloaer baixas parasitemia nao
foram detectadas altera¢des nestas variaveis éuaanfeccdo pdP. juxtanucleare
(Motta et al 1997, Silveira et al. 2009B). A anemé&maldria poP. juxtanucleare
geralmente estd associada a alta parasitemia,igaimente durante o pico da
infeccdo (Krettli 1972). E possivel que pintinho®FS apresentem marcada
susceptibilidade a infecgdo causada Porjuxtanucleare Animais SPF podem
apresentar menores numeros de determinadas célolastema imune quando
comparados a animais mantidos em ambientes regultaeorecendo assim o
desenvolvimento de infeccbes (Umesaki et al 1993raB et al. 2012). Até o
presente momento, a infecgcado experimentalfpquxtanucleareem pintinhos SPF
ainda ndo havia sido investigada. No entanto, deegias de que esta espécie de
plasmodio cause severas alteracbes patoldgicasirocas em hospedeiros mais
susceptiveis (Grim et al. 2003, Murata et al. 20@8)malaria causada pd?.
juxtanucleareresultou na morte de pinguinSpheniscus demergusa Africa do
Sul e de faisbeCfossoptilon crossoptilgnno Japéo (Grim et al. 2003, Murata et
al. 2008). A disparidade dos processos patolégiensados poP. juxtanucleare
também pode ser atribuida a diferenca na viruléolus@rvada entre cepas distintas
de P. juxtanucleareobtidas de regifes geograficas diferentes. Estadteriores
compararam cepas d@ juxtanucleareprocedentes da Malasia, do Japédo e do
Brasil relacionando os aspectos associados a pettdpde e as caracteristicas
morfolégicas do parasito (Al-Dabagh 1961, Dhanad#62, Bennett & Warren
1966A,B,C). A cepa obtida no Brasil foi consideradaais patogénica (Bennett &
Warren 1966A,B,C). Interessantemente, a linhagem Rie juxtanucleare
identificada em nosso estudo e a linhagem isoladda$des no Japdo, ambas
consideradas patogénicas, ndo apresentaram disréartca-especificas utilizando
o cit b como marcador molecular.

Os pintinhos co-infectados desenvolveram niveis lEmoglobina,
hematdcrito e de eritrdcitos significativamente ores quando comparados aos
niveis verificados para animais do grupo controlgrgpo P. juxtanucleare A

diminuicdo destas variaveis hematoldgicas no gngpmfectado ocorreu durante a
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fase na qual os efeitos da infeccdo pelo CAV n@édsiro sdo descritos como
mais graves e pronunciados (Schat 2009). Corrodorastas evidéncias nossos
resultados evidenciam que os niveis de hemoglabimaumero de eritrécitos nos
pintinhos do grupo co-infectado foram semelhangseles valores observados
para os infectados exclusivamente por CAV. Por codéido, os valores de
hematdécrito foram significativamente menores eatrnais co-infectados quando
se consideram aqueles animais exclusivamente adfest por CAV. Esta
observacdo merece destaque uma vez que a anahsen@docrito € um importante
parametro hematologico, exame util na determinadd® quadros de anemia
apresentando menor variagao de resultados, page pguca manipulacao durante
a sua realizagcdo (Campbell 1995). Ao considerar gueo CAV quantoP.
juxtanuclearepodem causar anemia nos hospedeiros (Hoop 19%@&nRerger &
Cloud 1998, Palinauskas et al. 2010) seria esperamntrar valores de
hemoglobina e de eritrdcitos significativamente srizixos no grupo co-infectado.
No entanto, durante o periodo no qual o grupo fexiado alcancou os valores de
hemoglobina e de eritrécitos mais baixos obseret8% de mortalidade neste
grupo. E possivel que a diferenca estatistica estreariaveis dos grupos CAV e
co-infectado ndo tenham sido detectadas deviddedto eleletério da co-infeccéo
que pode ter causado a morte precoce dos pintirdmogrior a diminuicao
significativa dos valores hematologicos.

Estudo realizado anteriormente descreveu quadnicealide anorexia em
individuos infectados porP. juxtanucleare (Massard & Massard 1981). A
diminuicdo da concentracdo de glicose no sangue pefletir um estado de
anorexia apos periodo prolongado de jejum (Maiaalet2009). Portanto, a
mensuracao dos niveis de glicose pode ser um bofimpao para avaliar o grau
de comprometimento clinico de animais experimergabm infectados por
diferentes patdgenos. Neste sentido, procedewasélise dos niveis glicémicos em
todos os animais avaliados em nosso estudo. Auwgsnpentes aos dois grupos
inoculados com P. juxtanuclearge (P. juxtanucleare e co-infectado) né&o
apresentaram reducdo significativa dos niveis deogg quando comparadas
aquelas do grupo controle. Nossos dados indicam apesar das alteracdes
hematolégicas verificadas nos animais infectados Bo juxtanucleare estes
apresentaram alimentacéao regular reforcando odatgue a anemia observada néo

se deveu a restricoes proteicas, por exemplo.
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Ainda nesta direcdo, outro parametro que pode andic ndo restricao
proteica entre os animais dos diferentes grupokadea é o fato de que aves dos
grupos co-infectado e CAV nao apresentaram dim@ituigignificativa de peso
corporal durante todo o periodo de observacao. fagiepode ser explicado pela
disponibilidade de comidaatl libtuni proporcionada em condi¢cbes experimentais.
Diferentes estudos em condi¢des experimentaisgéaram ndo haver alteracdes no
ganho de peso em aves durante a infeccdo mistangqales com os parasitos
causadores de malaria, mesmo em estudos nos qeadetsctaram elevada
mortalidade (Zehtindjiev et al. 2008, Silveira £t2009B, Palinauskas et al. 2009;
2010). No entanto, em infec¢cdes naturais, nas quaésesso a alimentagédo é
limitado, aves co-infectadas ou uni-infectadas sgarearam massa corporal inferior
guando comparadas aquelas nao infectadas (Marahl208). Cabe ressaltar que
em nosso estudo, o grupo infectado exclusivamentB.guxtanucleareapresentou
diminuicdo significativa do peso quando comparados ademais grupos
experimentais. Contudo, tal diminuicdo de pesoagesentou qualquer correlacao
direta com a parasitemia verificada ao longo déoplerexperimental.

A temperatura corporal dos pintinhos co-infectaalm®sentou-se diminuida
de forma significativa quando comparado as tempexatde animais do grupo
controle. Esta observacdo foi evidente no sextoagiés a inoculagdo pdv.
juxtanucleare Neste periodo, os pintinhos co-infectados aptesmm acentuada
diminuicdo nos niveis de hemoglobina, valores dmatécrito e numero de
eritrocitos. E possivel que a condicio de saldeidedada tenha contribuido para a
reducdo da temperatura nestes individuos, um tema merece melhor
investigacao.

A andlise das proteinas plasmaticas totais poder gerformacdes
importantes sobre o estado de saude dos animaisvezngue valores diminuidos
podem estar associados a processos inflamatédodesidratacdo (Sturkie 1998).
Neste estudo, ainda que a andlise estatistica tewnidenciado diferencas
significativas entre os valores de proteinas plésastotais presentes em animais
dos trés diferentes grupos.( juxtanucleare, CAV e co-infectado) quando
comparados aos valores para aves do grupo congsibs valores ndo tém sentido
bioldgico. Os valores observados para os trés grigmzontraram-se dentro do
intervalo de valor minimo-maximo observado paraupg controle bem como de

acordo com os valores obtidos em outros estudosdg€a & Tessari 2003).
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Vashist 2011 observou aumento de proteinas plasasatitotais em
pintinhosdurante a infec¢cdo mista porjuxtanuclearee porBorrelia anserina

Diferentes estudos relataram que galinhas infestpdaP. juxtanucleare
geralmente apresentam sinais clinicos discretostetanto, em situacbes de
imunodepressdo as aves infectadas podem apreserd& clinicos como penas
arrepiadas, diarréia, prostracdo, paresia e mditeDabagh 1961, Bennett &
Warren 1966A,C, Krettli 1972, Massard & Massard 1,9Blisei et al. 2007). As
aves do grupo co-infectado apresentaram sinaiscatinmais graves e mais
acentuados como prostracdo, palidez, sangue aqopesas arrepiadas e diarréia.
Alguns destes sinais (penas arrepiadas, diarreigdndém a anemia foram
observados em aves exclusivamente infectadad® pquxtanucleare Entretanto,
estes foram menos pronunciados e evidentes, sdgemais uma vez que a co-
infeccdoP. juxtanucleareCAV possa atuar de forma negativa no hospedeiro.

A analise histopatoldgica confirmou os achados osadipicos observados
durante a necropsia dos animais dos diferentesogregperimentais. Atrofia e
intensa deplecdo de células linféides no timo, @g@a bursa de Fabricius foram
evidéncias histopatoldgicas detectadas entre osasinfectados apenas por CAV
e aqueles co-infectados. Estes encontros hist@g@atos corroboram os dados de
estudos prévios, nos quais CAV foi responsévelgbafia e deplecdo de células
linféides de diferentes o6rgados (Goryo et al. 1986pe 1991; McNulty, 1991;
Smyth et al. 1993, Rosenberger & Cloud, 1998, Battal. 2007). Neste estudo,
foi observada hepatoesplenomegalia principalmesdecegada ao grupo infectado
exclusivamente poP. juxtanucleareUm dado que merece destaque é a primeira
descricdo da ocorréncia de cardiomegalia e a prasde hidropericardio em
pintinhos infectados poP. juxtanucleare Versiani & Gomes 1943 ja haviam
observado derrame pericardico e Dhanapala (1968gretu a presenca de
parasitos durante a fase exoeritrocitica no mustandiaco, contudo estes estudos
nao relataram a presenca de cardiomegalia. Altesag@ardiacas, incluindo
hidropericardio foram observadas em pinguins iafda$ naturalmente pde.
juxtanucleare(Grim et al. 2003). As complicacfes cardiacas ritera malaria
causada poP. juxtanucleareparecem ser marcantes durante a infeccdo por este
parasito. Entretanto as causas destas alteracoeaczss merecem maior

investigacao.
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No presente estudo destaca-se o efeito sinérgigficado em infeccdes
mistas porP. juxtanuclearee CAV evidenciado por aumento da parasitemia,
presenca de anemia intensa e maior mortalidade iewlividuos co-infectados.

6.3 Resposta celular na interacal. juxtanucleare-CAV

A imunofenotipagem foi utilizada para a determirmadéd niumero absoluto
de células T e B circulantes no sangue perifériem lcomo a expressao de
moléculas co-estimulatorias e de ativacdo na siggedas mesmas. A comparacao
do perfil obtido nos pintinhos durante a infeccaalgsiva ou mista poiP.
juxtanuclearee por CAV e destes com as aves controles pode gdcamacoes
relevantes sobre a aquisicdo da resposta imundvetevana determinacdo dos
guadros clinicos e patologicos associados a iréteraqtre ambos os patdégenos.
Atualmente, a citometria de fluxo tem sido propgsdea utilizacdo na imunologia
de aves, para diferenciacéo e quantificacdo déas§|Dalgaard et al. 2010, Seliger
et al. 2011, Beirdo et al. 2012). Na medicina husanesta técnica tornou-se rotina,
entretanto a sua aplicacdo na area clinica paexedifiacdo e contagem de
leucocitos de aves ainda encontra obstaculos astmscao alto custo das analises,

rapidez e acurécia.

Aves infectadas exclusivamente parjuxtanucleareapresentaram aumento
significativo do nimero de leucdcitos totais quaedo relacdo as aves do grupo
controle. Estes dados corroboram um estudo realiaateriormente no qual, aves
jovens infectadas experimentalmente porjuxtanucleareapresentaram aumento
do numero de leucécitos mensurado a partir de smsalimicroscopicas
convencionais (Silveira et al. 2009B). Sabe-se g@ugimero de leucocitos totais
pode sofrer alteragcbes de acordo com o processxcinbo ou inflamatorio
(Campbell 1995, Cardoso et al. 2003, Beirdo et28fl2). Um exemplo que
caracteriza o aumento expressivo do numero de deéasdotais € a administracéo
de turpentina (6leo essencial volatil extraido dsira de certos pinheiros) em
galinhas causando um quadro tipico de inflamacéda{)atimer et al. 1988). Por
outro lado, leucopenia tem sido observada em gadimlurante a infecgdo causada
por agentes imunossupressores, tais como o Virietlauloendoteliose (REV),
Virus da doenca infecciosa da bursa (IBDV) ou Vitasloenca de Marek (MDV)
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(Burgess & Davison 2002, Withers et al. 2005, Dsémhet al. 2009). Nossos
dados aqui descritos corroboram esses ultimos ashada vez que foi observado
diminuicdo do numero total de leucdécitos nos arsneatinfectados e entre aqueles
exclusivamente infectados por CAV. A diminuicdo teascocitos nas infeccdes por
CAV tem sido associada a destruicdo de hemocitmsiague sdo precursores de
eritrocitos, trombadcitos e leucécitos e a depleddaeélulas linfoides (Adair 2000).
Em nossos experimentos constatou-se a diminuicfoessiva de linfécitos em
aves dos grupos co-infectado e CAV. Estes dadosrengque em infeccOes
concomitantes com patdgenos potencialmente imuposstores, a malaria nao
agrava a leucopenia expressiva na infeccdo vira. raneira interessante,
observou-se que 35 dias apds a inoculacdo de CANodp de recuperacdo da
infeccdo viral, os individuos exclusivamente infeldts pelo virus apresentaram
aumento do numero de linfocitos, fato ndo observadogrupo co-infectado.
Provavelmente, apdés este periodo, a infeccdo mal&@ionica subpatente seja
responsavel pela manutencdo dos baixos niveis niécitos. A modulacdo
exercida pela infeccéo plasmodial prolongada salvesposta celular decorrente da
infeccdo viral merece mais estudos. Nesta dirqu@zederam-se a caracterizacéo
das subpopulactes celulares T C24CD8 presentes no sangue periférico das
aves experimentalmente infectadas em relacdo dscanéroles.

Em concordancia com o0 exposto anteriormente, awetustvamente
infectadas poP. juxtanucleareapresentaram valores absolutos de células T'@D4
CDS8" similares aqueles verificados para os pintinhogmipo controle. O mesmo
foi verificado para o grupo co-infectado. E poskiuee a co-infeccéo tenha levado
a um processo de imunomodulacdo impedindo a digéousignificativa destes
tipos celulares. Entretanto, esta observacdo n&o esa concordancia com 0s
resultados verificados acerca da leucopenia obdama grupo co-infectado o que
poderia indicar a diminuicdo de outras subpopulagidulares n&o investigadas
nesta parte de nosso trabalho, por exemplo asas€l@D®. Além disso, os dados
descritos previamente indicam queda consideravel rdeeis de heterdfilos nas
aves com malaria bem como naquelas co-infectadm#raliamente ao observado
para as aves dos grup®s juxtanuclearee co-infectado, as aves infectadas do
grupo CAV apresentaram reducao significativa delaélT CD4CD3" detectada
14 dias ap0s a inoculacédo viral. Experimentos coidds neste estudo revelaram

gue os pintinhos do grupo CAV apresentaram deplégimde mais acentuada
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guando comparados aos animais co-infectados. Gadsaltar aqui a esperada
diminuic&o de células T CD4 CDS tanto no grupo co-infectado quanto no grupo
CAV, uma vez que o virus infecta e destréi os prames de linfocitos T e os
linfocitos T CD4 e CD8 (Adair 2000, Todd 2004, Tan & Tannock 2005). Vaary
col. (2011) observaram em aves jovens infectadap¥ reducdo da expressao
de células CD%4no bago e na bursa e o aumento do nimero de £&l@®8
nestes oOrgdos durante o pico da infeccdo. Infehiteendo realizamos a
imunofenotipagem celular nesses 6rgéos linfoidetaretapa do trabalho, tema que
merece atencdo e que constituira estudos futurasvemque as células T parecem
ser fundamentais na recuperacédo de aves infeg@mdaSAV (Vaziry et al. 2011,
Rautensschlein & Sharma 2002).

No grupo infectado poP. juxtanuclearefoi observado o aumento do
nimero de células CD4 CD8 expressando a molécula co-estimulatoria CD28
(CD3'CD4'CD28 e CD3CDS8CD28) e também de células ativadas
(CD3'CD4'MHCII* e CD3'CD8'MHCI". Diminuicdo no nimero de células
CD3'CD4'CD28', CD3'CD8'CD28 eCD3'CD8 MHCI" foi observada para aves
dos grupos CAV e co-infectado e principalmente aatta ao inicio das
observagdes. As células CItD4 MHCII* apresentaram-se diminuidas apenas nas
aves infectadas por CAV ao inicio das observagOsssinais co-estimulatérios
associados a molécula CD28i0 indispensaveis para a ativacdo de células T e
producdo de citocinas, principalmente IL-2 (Kosketaal. 1998). O aumento no
nimero de CDILD4'CD28 e CD3CD8'CD28 parece estassociado a ativagio
policlonal, ativacdo e regulacdo de moléculas MHCdurante o desafio
experimental de aves infectadas por MDV (Burgess D&avison 2002).
Provavelmente, na malaria aviaria o aumento daesgpp da molécula co-
estimulatoria CD28esteja associado a ativacgéo de linfocitos T e @osta imune
celular efetora contra a infeccdo. As aves dos ayupo-infectado e CAV
provavelmente apresentaram diminui¢cdo no nimerméhidas CD3CD4'CD28 e
CD3'CD8'CD28" em fungdo do quadro de imunossupressdo, contribuasdim
para a diminuicdo da resposta. O aumento do numeeo ceélulas
CD3'CD4'MHCII" e CD3'CD8 MHCI™ no grupoP. juxtanuclearepossivelmente
esta associado ao maior estimulo destas célulgzongionado pela infeccdo
experimental. A diminuicdo do numero destes dpissticelulares nos pintinhos do

grupo CAV bem como a diminui¢do do nimero de GIE38'MHCI" em aves do
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grupo co-infectadprovavelmente estdo associadas ao quadro de inuomessao,
levando a diminuicdo da resposta imune, principatmebservada 14 dias apés a
inoculacdo do virus. Para explana¢cdes mais coscretauposicdes sobre os
mecanismos envolvidos nessas respostas imunologieaa essencial utilizar
marcadores especificos para células apresentaderamtigenos e também de
citocinas pro e anti-inflamatorias. Além disto, fmme discutido anteriormente,
seria ideal avaliar a resposta imune em cada unb@®s linfoides uma vez que
diferentes trabalhos demonstraram que a respagd@-@specifica ndo corresponde
ao observado no sangue periférico durante difesertcessos infecciosos (Berndt
et al. 2006, Cacho et al. 2011). A diminuicdo dometb de células
CD3'CD4'MHCII" observadas em aves do grupo CAV, nove dias apls a
inoculagcdo do virus, esta de acordo com os resdtambtidos em estudos
realizados anteriormente, nos quais se observardimiauicdo da expresséo de
MHCII" ap6s a infeccdo experimental de galinhas com o MDM)
alphaherpesvirus linfotropico (Sarson et al. 2006an et al. 2010).
Interessantemente, no presente estudo nao foivalsgea diminuicdo do numero
de células CDZMHCII" em aves co-infectadas, o que mais uma vez refoideia
de que neste grupo possam estar atuando mecanismowmodulatérios
diferentes do observado no grupo exclusivamengeztafio por CAV. O MHC em
aves apresenta diferencas quando comparado ao MH®@adhiferos, entretanto a
funcdo € homodloga; desempenhando papel centraligidgahcia imunolégica” do
hospedeiro e na resisténcia a doenca (Davison. €08B). Em geral, o MHC
participa do desenvolvimento de ambas as respostages, humoral e a mediada
por células (Lian et al. 2010).

N&o somente avaliaram-se as células T e seu pbpsivel na co-infeccéo
P. juxtanucleareCAV, mas também o nimero de células B perifénzessaves dos
diferentes grupos experimentais. O numero de lBlano sangue periférico de
aves do grup®. juxtanuclearee daquelas co-infectadas foi semelhante ao niumero
observado destas células nas aves do grupo cont@abe ressaltar que células B
estdo presentes no sangue periférico em pequeversadas proporcoes (2-18%),
(Rothwell et al. 1996) e que este fato poderiariete na determinacdo dessas
células, prejudicando a observacdo de diferencasciaslas ao numero destas
células entre os grupos experimentais. E provgwela marcacio destas células a

partir da bursa de Fabricius seja mais favoraved pamparacfes estatisticas uma
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vez que estas células sdo encontradas em propongbes variaveis, de 85 a 90%,
neste tecido (Chrzastek et al. 2011). Mais umanefarca-se aqui a necessidade de
se pesquisar a resposta em 0rgaos especificosde fitaterminar o papel imune de
subpopulacdes celulares na patogénese ou protdgaaida contra determinados
agentes infecciosos. No entanto, aves do grupo @pkésentaram numero de
células B significativamente menor 14 e 21 diassawdnfeccao viral. A infeccdo
por CAV apresenta os efeitos mais graves proximbS4alia apos a infecgéo viral,
periodo em se observa imunossupressao grave (R20aD). A diminuicdo do
numero de células B neste periodo poderia sercaxiaipela imunossupressao que
ocorre no pico da infec¢do viral. Curiosamente,dis apds a infeccdo viral,
registrou-se o aumento do nimero destas célulazlagéo aos grupos controle e
co-infectado. De acordo com estudos realizadogianteente, apds o 21° dia do
desafio por CAV os individuos iniciam a recuperac@&0 encontram-se
restabelecidos no 28°dia (Hu et al. 1993, Adair@@0Bstes dados reforcam o fato
de que anticorpos produzidos por linfécitos B podieeempenhar papel protetor
no curso da infeccao viral. Em infeccbes mistas @AK e outros patdgenos as
aves podem apresentar maior dificuldade no restab@atnto e ndo desenvolver
resposta protetora como seria esperado no casacifeagdo dos individuos (Toro
et al 2006).

Os resultados desta parte do trabalho sugeremwseca-infectadas com
P. juxtanucleareCAV apresentam perfil de resposta imunoldgica rdifeiada
guando comparados aos individuos infectados exelngnte por um dos
patégenos, acarretando prejuizo na recuperacdo nfiecio apds periodo
prolongado (28 dias da infecgdo porjuxtanuclearg E importante mencionar que
a co-infeccaoP. juxtanucleareCAV pode constituir um modelo adequado para
verificar, no sangue periférico, alteracdes cebdajue podem modular ambas as
infec¢Bes. Isso, porque se utilizaram aves jovienssl de patdgenos mantidas em
ambientes controlados, eliminando a participacaalel@ais agentes infecciosos
comumente encontrados em galinhas domésticastasNascunstancias, o modelo
€ adequado para se investigar quais e como 0s rseEimunolégicos atuam na
modulagcdo das infecgbes simples ou mistas, tema pgendemos abordar

futuramente.
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7. Conclusoes

» A cepa deP. juxtanucleareg(FMV) utilizada neste estudo apresenta carater
patogénico quando inoculada experimentalmente etmpos SPF. Apesar
de ocasionar baixas parasitemias, a infeccdo cagsgadros de anemia,
diminuicdo do ganho de peso, hepatoesplenomedaliappericardio e

morte em animais jovens experimentalmente infestado

* A co-infeccdoPlasmodium juxtanucleareCAV apresenta efeito sinérgico;
0s sinais mais graves da infeccao, tais como o @tenta parasitemia e da
mortalidade, assim como a redugdo acentuada do raludee hemécias,

hematocrito, hemoglobina séo detectados em avedexiadas.

* A co-infecgadP. juxtanucleareCAV determina les6es macro e microscopicas
moderadas, menos pronunciadas do que aquelascadadi para animais

com a infec¢do exclusiva por um dos patdgenos.

» Ainfeccéo polP. juxtanuclearadetermina o aumento de leucécitos totais e de
linfécitos acompanhado pela diminuicdo do numerdcheteroéfilos. A co-
infeccdo P. juxtanucleareCAV apresenta efeito imunossupressor
caracterizado pela diminuicdo de leucdcitos totdisfocitos e de

heterofilos.
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