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RESUMO 

 

Plasmodium juxtanucleare, uma de duas espécies causadoras de malária em 

galinhas, pode ser encontrada em diferentes países do mundo, incluindo o Brasil. O 

objetivo geral deste estudo foi avaliar a infecção por P. juxtanucleare em pintinhos 

livres de patógenos (SPF) e previamente imunossuprimidos pelo vírus da anemia 

infecciosa das galinhas (CAV). Para o estabelecimento deste modelo foram 

abordadas duas estratégias experimentais: (i) avaliação de alterações hematológicas, 

biológicas e patológicas, (ii) avaliação da resposta celular das aves infectadas. Para 

isso, definiram-se quatro grupos experimentais: Grupo P. juxtanucleare: aves 

infectadas exclusivamente por P. juxtanucleare, Grupo CAV: aves infectadas 

exclusivamente por CAV, Grupo co-infectado: aves co-infectadas por P. 

juxtanucleare e por CAV e Grupo controle: aves não infectadas. A parasitemia por P. 

juxtanucleare apresentou-se baixa em ambos os grupos infectados por P. 

juxtanucleare (grupos P. juxtanucleare e co-infectado); entretanto, valores 

significativamente maiores foram detectados nas aves co-infectadas.  Anemia foi 

observada nos três grupos infectados. No entanto, aves co-infectadas apresentaram 

anemia mais severa, observada pela redução significativa do hematócrito quando 

comparadas aos outros grupos infectados. A mortalidade foi maior e detectada 

precocemente no grupo co-infectado, entretanto as lesões patológicas foram 

moderadas quando comparadas às lesões acentuadas observadas nas aves dos grupos 

P. juxtanucleare e CAV. Esses resultados indicam que os microrganismos 

apresentam efeito patogênico potencializado durante ambas às infecções.  O número 

total de leucócitos e de linfócitos apresentaram redução significativa (p<0,05) nos 

grupos CAV e co-infectado. O grupo P. juxtanucleare apresentou aumento de 

leucócitos e de linfócitos e diminuição de heterófilos. Além disto, demonstrou-se o 

aumento de células T auxiliares e citotóxicas co-estimuladas e ativadas neste grupo. 

Já as aves dos grupos CAV e co-infectado apresentaram diminuição significativa de 

células citotóxicas co-estimuladas e ativadas e auxiliares co-estimuladas. As aves do 

grupo CAV, diferentemente do observado no grupo co-infectado, apresentaram 

redução de células T auxiliares e auxiliares ativadas, além de alterações no número 

células B. Esses dados apontam para um efeito imunomodulatório dependente de 

células T e B na co-infecção P. juxtanucleare-CAV diferente quando comparadas as 

infecções exclusivas por CAV ou P. juxtanucleare.  
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ABSTRACT 

 
Plasmodium juxtanucleare, one of the two species that cause malaria in 

chickens, can be found in different countries around the world including Brazil. The 

aim of this study was to evaluate the effect of infection caused by P. juxtanucleare in 

specific pathogen free (SPF) chicks previously immunosuppressed with chicken 

anemia virus (CAV). To establish this model two distinct experimental strategies 

were addressed: (i) assessment of hematological, pathological and biological 

parameters; (ii) immunological evaluation of cellular response of infected birds. For 

this, we defined four groups: P. juxtanucleare Group: chicks exclusively infected by 

P. juxtanucleare; CAV Group: chicks exclusively infected with CAV; co-infected 

Group: co-infected chicks with P. juxtanucleare and CAV; control Group: uninfected 

chicks. The parasitemia caused by P. juxtanucleare was low for all infected avian (P. 

juxtanucleare and co-infected groups), although significantly higher values were 

detected in co-infected chicks. Anemia was observed in all infected groups. 

However, co-infected chicks showed lowest values of hematocrit. Mortality was 

more pronounced in co-infected group, however the pathologic lesions were mild 

when compared to serious injury observed in P. juxtanucleare and CAV groups. The 

results indicate that pathogenic effects can be boosted during the infection caused for 

these two microorganisms. Significant reduction in the number of leukocytes and 

lymphocytes (p<0.05) was observed in CAV and co-infected groups. P. 

juxtanucleare group showed an increase in total leukocytes and lymphocytes and a 

decrease in heterophils. Furthermore, it was demonstrated increased in co-stimulated 

and activated T cells in this group. The chicks of CAV and co-infected groups 

showed a significant decrease of co-stimulated T cell cytotoxic and decrease of T 

helper cell co-activated and co-stimulated. The CAV group, differently from of co-

infected group showed reduction of T helper cells and reduction of activated T helper 

cell;  and differences in B cell number. These data indicate an immunomodulatory 

effect dependent on T and B cells in co-infection P. juxtanucleare-CAV and this 

effect is different of exclusive CAV or P. juxtanucleare infections. 
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1. INTRODUÇÃO E REVISÃO DE LITERATURA 

 

Os parasitos do gênero Plasmodium (Haemosporida: Plasmodiidae) formam 

um grupo cosmopolita de protistas heteroxenos que parasitam répteis, aves e 

mamíferos, e que são transmitidos aos seus hospedeiros por dípteros hematófagos 

pertencentes exclusivamente à família Culicidae (Valkiūnas 2005, Njabo et al. 2011). 

Os vetores dos plasmódios aviários pertencem aos gêneros: Culex, Aedes, Culiseta e 

Anopheles (Garnham 1966). Recentemente mosquitos do gênero Coquillettidia 

também foram identificados como vetores de algumas espécies de Plasmodium spp. 

(Njabo et al. 2009). 

Os taxonomistas tradicionalmente classificam os parasitos de aves do gênero 

Plasmodium utilizando os critérios morfológicos e as características biológicas 

relacionadas ao ciclo de vida e à especificidade de hospedeiros (Garnham 1966; 

Laird 1998, Valkiūnas 2005, Braga et al. 2011). Os estudos mais recentes, além da 

utilização de bases morfológicas para a identificação das diferentes espécies de 

Plasmodium, empregam também as técnicas moleculares, tais como a Reação em 

Cadeia da polimerase - PCR e o sequenciamento do DNA. A associação das técnicas 

morfológicas e moleculares como ferramenta de identificação dos parasitos da 

malária aviária proporcionou o desenvolvimento de novas perspectivas sobre o 

entendimento da diversidade e da história evolutiva do gênero Plasmodium (Bensch 

et al. 2000, Bensch & Âkesson 2003, Ricklefs & Fallon 2002, Richard et al. 2002, 

Martinsen et al. 2006, Sehgal et al. 2011, Belo et al. 2011, Belo et al. 2012). 

A malária aviária causada por diferentes espécies de Plasmodium pode 

apresentar características distintas relacionadas à patogenicidade dos hospedeiros, e 

atualmente o conhecimento sobre a distribuição das espécies de plasmódios aviários 

no mundo e a especificidade de hospedeiros ainda é escasso (Braga et al. 2011). A 

infecção experimental de aves por plasmódios, constitui uma ferramenta fundamental 

para abordar as características do parasito, sobretudo associadas à especificidade de 

hospedeiros e à patogenicidade da infecção, bem como para analisar a co-infecção de 

aves por diferentes espécies de Plasmodium ou entre Plasmodium spp. e outros 

patógenos (Huff 1930, Bennett et al. 1966, Krettli 1972A, Galbadón & Ulloa 1977, 

Atkinson et al. 2000, Iezhova et al. 2005, Frevert et al. 2008, Marzal et al. 2008, 

Palinauskas et al. 2008,  Palinauskas et al. 2011). 
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1.1 Malária aviária 

 

As pesquisas sobre o gênero Plasmodium desenvolvidas em modelos aviários 

contribuíram significativamente para o conhecimento das características principais 

da malária em vertebrados, sobretudo associadas à malária em humanos (Lucena 

1939, Garnham 1966). No final do século XIX, Celli e Sanfelice (1891) ampliaram o 

conhecimento sobre a malária utilizando o modelo aviário. Estes pesquisadores 

utilizaram, pela primeira vez, o método de subinoculação de sangue em infecções 

experimentais. Esta técnica de infecção experimental permitiu abordar diferentes 

aspectos da malária, tais como a transmissão e as características da fase aguda da 

infecção (Lucena 1939, Garnham 1966, Valkiūnas 2005). Em 1902, pouco tempo 

após as inovações de Celli e Sanfelice, Ronald Ross, obteve o reconhecimento da 

comunidade científica por suas pesquisas sobre a transmissão da malária. Ross foi 

premiado com o Nobel de Medicina ao descrever em detalhes que a transmissão da 

malária ocorria através de picadas de mosquitos infectados pelo parasito (Garnham 

1966).  

O interesse na malária aviária como modelo de estudo da malária humana foi 

diminuindo à medida que novas espécies de Plasmodium foram descritas em outros 

vertebrados, tais como roedores e símios.  A infecção por Plasmodium spp. em 

mamíferos proporcionou modelos de estudo mais relacionados à malária humana em 

contrapartida ao modelo aviário. O desenvolvimento de técnicas que permitiram o 

cultivo “in vitro” de P. falciparum, considerado a espécie mais patogênica aos 

humanos, incrementou ainda mais o conhecimento sobre a malária humana, 

diminuindo ainda mais a utilização da malária em modelo aviário (Coggeshall & 

Eaton 1938, Garnham 1966, Van Dyke et al. 1970, Coatney et al. 1971, Wedderburn 

et al. 1978, Sinden & Smalley 1979, Kaushal et al. 1980, Krettli 1994, Waknine-

Grinberg et al. 2010).  Embora, o enfoque científico na malária aviária como modelo 

de estudo da malária humana tenha diminuído, o vasto conhecimento proporcionado 

pelas pesquisas pioneiras, tornou os plasmódios aviários parasitos muito 

interessantes para diferentes estudos sobre a relação parasito-hospedeiro.  

Atualmente, a avaliação e o monitoramento do impacto da malária em aves 

presentes em diferentes ambientes tem despertado a atenção de diversos grupos de 

pesquisa ao redor do mundo (Valkiūnas 2005, Chasar et al. 2009, Braga et al. 2011, 
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Sehgal et al. 2011, Belo et al. 2012). O possível envolvimento dos parasitos da 

malária na conservação e manejo de aves tem enriquecido o conhecimento acerca de 

diferentes áreas, tais como a ecologia, a evolução, a epidemiologia e a parasitologia 

(van Riper III et al. 1994, Ribeiro et al. 2005, Møller & Nielsen 2007, Marzal et al. 

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

2010, Ricklefs & Outlaw 2010, Belo et al. 2011, Fecchio et al. 2011, Sehgal et al. 

2011, Belo et al. 2012).  

A metodologia empregada nos estudos que avaliam aves naturalmente 

infectadas é relativamente simples e pouco prejudicial aos hospedeiros. Consiste na 

utilização de redes de neblina para captura de aves silvestres, ou de coleta manual no 

caso de aves domésticas e permite obter informações sobre a prevalência e a 

parasitemia de Plasmodium spp. no momento da captura. O diagnóstico de 

Plasmodium spp. em aves pode ser realizado por meio da análise morfológica dos 

esfregaços sanguíneos observados em microscopia de luz, associado ao exame 

molecular, realizado pela técnica da PCR e seguido da reação de sequenciamento 

(Perkins & Schall 2002, Ribeiro et al. 2005, Križanauskienė et al. 2006, 2010, 

Hellgren et al. 2007, Palinauskas et al. 2007, Valkiūnas et al. 2008A, Belo et al. 

2011).  

Atualmente, o efeito das alterações ambientais e do aquecimento global em 

populações de aves tem sido muito discutido. Neste contexto, avaliar o impacto da 

malária em aves naturalmente infectadas por diferentes espécies de plasmódios é de 

extrema importância, uma vez que os parasitos da malária aviária sabidamente 

podem conduzir as populações de aves a perda de diversidade ou a extinção de 

espécies (Atkinson et al. 2000, Beadell et al. 2006, Bonneaud et al. 2009, Sehgal 

2010, Sehgal et al. 2011, Belo et al. 2011). Os estudos que abordam a malária 

aviária, realizados em condições naturais, apresentam limitações associadas ao real 

impacto da infecção ao hospedeiro, pois, geralmente as aves naturalmente infectadas 

por Plasmodium spp. encontram-se na fase crônica da infecção (Valkiūnas 2005). O 

período da fase crônica da infecção é caracterizado pela presença de poucos parasitos 

intraeritrocíticos e pela baixa patogenicidade. Esta circunstância permite avaliar a 

prevalência de indivíduos infectados, no entanto não favorece a identificação 

morfológica da espécie de Plasmodium e nem a avaliação da patogenicidade. Por 

esta razão, diferentes estudos relataram que os parasitos da malária aviária são pouco 
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patogênicos, e que em geral não levam as aves à morte (Garnham 1966, Bishop & 

Bennet 1992, Valkiūnas 2005).  

A malária aviária frequentemente apresenta maior potencial patogênico na 

fase aguda da infecção, período que pode ser caracterizado pela elevação da 

parasitemia e pela visualização de todas as formas intraeritrocíticas nos esfregaços 

sanguíneos (Valkiūnas 2005). A fase aguda é considerada mais favorável para 

acompanhar as características relacionadas ao ciclo de vida do parasito nos 

hospedeiros, assim como para avaliar a patogenicidade, a resposta inflamatória e a 

transmissão.  

Os plasmódios aviários são considerados bons modelos para avaliar a relação 

parasito-hospedeiro, pois permitem comparar as características da infecção aguda e 

crônica causada pelas diferentes espécies do parasito. Entretanto, em função das 

inúmeras dificuldades, principalmente relacionadas à obtenção de aves doadoras e de 

aves receptoras suscetíveis, assim como a manutenção destas, estes estudos ainda são 

escassos e realizados principalmente com plasmódios que infectam aves domésticas, 

tais como, Plasmodium gallinaceum, Plasmodium durae, Plasmodium lophurae, 

Plasmodium hermani e menos frequentemente com Plasmodium juxtanucleare (Al-

Dabagh 1961, Bennett et al. 1966, Garnham 1966, Krettli 1972, Huchzermeyer 1993, 

Permim & Juhl 2002, Paulman & McAllister 2005, Williams 2005, Silveira et al. 

2009a, Vashist et al. 2008, 2011, Macchi et al. 2011).  

P. juxtanucleare, encontrado em galinhas naturalmente infectadas, tem sido 

uma espécie negligenciada em estudos experimentais, em função do tamanho 

diminuto das formas sanguíneas, desenvolvimento de baixa parasitemia periférica e 

devido à patogenicidade irregular observada nos hospedeiros. Contudo, as 

informações sobre P. juxtanucleare são imprescindíveis, considerando-se que a 

prevalência de galinhas naturalmente infectadas por este parasito pode alcançar 

100% em determinadas regiões no Brasil (Santos-Prezoto et al. 2004).  

A variação observada na patogenicidade desencadeada pelas diferentes 

espécies de Plasmodium pode ocorrer de acordo com a espécie de parasito, com a 

maior ou menor virulência entre as cepas ou em função da sucetibilidade dos 

hospedeiros (Valkiūnas 2005). Um aspecto ainda pouco explorado nos estudos 

refere-se à patogenicidade influenciada pela co-infecção do hospedeiro com 

espécies distintas de Plasmodium ou entre Plasmodium sp. e outros patógenos 
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comuns de aves, tais como os vírus (Marzal et al. 2008, Palinauskas et al. 2011, 

Asghar et al. 2012, Neto JM et al. 2012, Zehtindjiev et al. 2012). Recentemente, um 

estudo abordou a caracterização morfológica de uma nova espécie de Plasmodium 

que infecta aves, Plasmodium polymorphum (Zehtindjiev et al. 2012). Esta nova 

espécie foi observada co-infectando uma ave passeriforme juntamente com P. 

relictum. As reações de PCR e de sequenciamento do DNA falharam inicialmente 

ao diagnosticar P. polymorphum, pois identificaram apenas P. relictum, embora a 

parasitemia por P. polymorphum estivesse mais elevada (Zehtindjiev et al. 2012). 

Assim cabe ressaltar a importância do diagnóstico morfológico das lâminas, da 

necessidade do treinamento de pessoas capacitadas para a análise dos esfregaços 

sanguíneos e de estudos que abordem os diferentes aspectos da co-infecção na 

malária.   

  

1.2 Morfologia e ciclo biológico de Plasmodium sp. em aves 

 

1.2.1 Características Gerais 

 

A descrição completa e as diferenças observadas no ciclo de vida entre as 

espécies de Plasmodium que infectam aves ainda estão fragmentadas em função das 

inúmeras dificuldades em se estudar e classificar os hemoparasitos em aves 

(Valkiūnas, 2005). Uma destas dificuldades diz respeito à baixa especificidade de 

Plasmodium em relação aos seus hospedeiros. A mesma espécie de Plasmodium 

pode infectar aves de diferentes famílias (Iezhova et al. 2005, Valkiūnas et al. 2006, 

Zehtindjiev et al. 2008, Palinauskas et al. 2011). Neste caso, a falta de especificidade 

e as diferenças de susceptibilidade apresentada pelos hospedeiros podem levar o 

parasito a desenvolver adaptações morfofisiológicas ao seu hospedeiro ou a 

modificações relacionadas à intensidade de parasitemia. Nos casos de alta 

parasitemia, já foi observado que os parasitos podem alterar sua preferência por 

infectar hemácias maduras ou imaturas, favorecer o poliparasitismo, provocar 

intensas modificações morfológicas na célula infectada e, além disso, causar maior 

patogenicidade ao seu hospedeiro (Garnham 1966, Laird 1998, Valkiūnas 2005). 
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Atualmente, os parasitos de aves do gênero Plasmodium, encontram-se 

distribuídos em cinco subgêneros: Haemamoeba, Giovannolaia, Novyella, Huffia e 

Bennettinia, conforme descrição na tabela 1 (Valkiūnas 2005). As características 

utilizadas para agrupar as espécies em subgêneros são baseadas na morfologia dos 

parasitos durante a fase eritrocítica do ciclo. O subgênero Haemamoeba é o mais 

estudado e as informações gerais sobre o ciclo biológico do gênero em aves são 

baseadas em espécies deste subgênero, tais como Plasmodium gallinaceum, 

Plasmodium relictum e Plasmodium cathemerium (Garnham 1966, Valkiūnas 2005). 

O ciclo de vida do gênero Plasmodium é heteroxeno, com a presença de estádios 

morfológicos distintos no vetor e no hospedeiro vertebrado. A fase sexuada do ciclo 

biológico ocorre no vetor e todas as formas observadas nas aves são assexuadas e 

constituem adaptações morfofisiológicas ao hospedeiro intermediário. No hospedeiro 

vertebrado ocorrem duas fases do ciclo de desenvolvimento; fase exoeritrocítica, 

caracterizada pela presença de formas do parasito em células reticuloendoteliais, e 

fase eritrocítica, quando as formas do parasito são observadas dentro dos eritrócitos. 
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Tabela 1. Classificação taxonômica dos subgêneros de Plasmodium, que 

infectam aves, definidos de acordo com os critérios morfológicos (Adaptado de 

Valki ūnas 2005). 
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1.2.2 Ciclo biológico no vertebrado 

 

A infecção das aves tem inicio após a inoculação de esporozoítos de 

Plasmodium durante o repasto sanguíneo dos vetores. Os esporozoítos, inicialmente, 

podem penetrar nas células reticuloendoteliais, nos macrófagos e nos linfócitos, 

iniciando a fase exoeritrocítica do ciclo. Após a invasão destas células, os 

esporozoítos se desenvolvem em merontes teciduais; estes passam pela primeira 

divisão assexuada, denominada merogonia exoeritrocítica primária, originando 

vários indivíduos uninucleados chamados de merozoítos teciduais (Valkiūnas 2005) 

(Figura 1).  

A merogonia exoeritrocítica primária consiste na formação de duas gerações 

de merozoítos distintos em número e na capacidade de invasão celular: a primeira 

geração é denominada de criptozoítos e a segunda de metacriptozoítos. Na primeira 

reprodução assexuada são formados aproximadamente 100 criptozoítos, que se 

desenvolvem predominantemente nas células reticulares de diferentes tecidos e 

órgãos, inclusive na pele, entretanto, são mais frequentemente encontrados no tecido 

esplênico. Os criptozoítos recém-liberados penetram novamente nas células 

reticulares e passam pela segunda merogonia exoeritrocítica, originando os 

metacriptozoítos. Estes se assemelham morfologicamente aos criptozoítos, porém 

são mais numerosos e capazes de infectar as células da linhagem eritrocítica. Uma 

parte dos metacriptozoítos recém-liberados penetra novamente nas células 

reticulares, e a outra parte penetra nas células da linhagem eritrocítica. Dentro das 

células reticulares os metacriptozoítos se desenvolvem e por merogonia se dividem 

novamente, originando milhares de fanerozoítos. Os fanerozoítos penetram 

preferencialmente os eritrócitos da circulação sanguínea. Uma pequena parte dos 

fanerozoítos, recém-liberados, também pode penetrar nas células reticulares e dar 

origem a longas gerações de fanerozoítos (Valkiūnas 2005). 

No interior de eritrócitos jovens ou maduros (de acordo com a espécie de 

Plasmodium) as formas do parasito recebem o nome de merozoítos, se desenvolvem 

e tornam-se arredondadas ou ameboides, recebendo o nome de trofozoítos.  A 

morfologia e o tamanho dos trofozoítos podem variar de acordo com a espécie ou 

subgênero de Plasmodium.  Contudo, o vacúolo, o núcleo e o pigmento malárico 

(pigmento insolúvel formado pelo processo de digestão da hemoglobina) são 
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características morfológicas importantes e frequentemente podem ser observadas ao 

exame microscópico (Yamada & Sherman 1979). Os trofozoítos passam por 

processo de crescimento e de maturação diferenciando-se em merontes. Os merontes 

são formas assexuadas que após o processo de divisão (merogonia eritrocítica) 

liberam vários merozoítos. O número de merozoítos presentes no interior das 

hemácias pode ser observado ao exame dos esfregaços sanguíneos e é utilizado como 

uma das características taxonômicas mais importantes, sem a qual se torna 

impossível à identificação morfológica e a diferenciação entre as espécies. A 

hemozoína presente nos merontes eritrocíticos maduros também é utilizada na 

classificação, pois os pigmentos tendem a se agrupar resultando na visualização de 

aglomerados dourados, amarronzados ou pretos e de pequenos tamanho (Noland et 

al. 2003, Valkiūnas et al. 2005).  

Após a ruptura das hemácias, uma parte dos merozoítos liberados na corrente 

sanguínea, pode penetrar em novas hemácias e dar origem aos gametócitos; a outra 

parte dos merozoítos pode penetrar nas células endoteliais dos capilares de diferentes 

órgãos e iniciar novas merogonias exoeritrocíticas secundárias.  

A fase exoeritrocítica no ciclo precede a fase eritrocítica somente no primeiro 

contato de uma determinada espécie de Plasmodium com o seu hospedeiro. Pois, em 

função da malária aviária apresentar caráter crônico de infecção, a fase 

exoeritrocítica é acompanhada de múltiplas merogonias secundárias, e estas podem 

ocorrer simultaneamente com a fase eritrocítica.   

Os gametócitos das diferentes espécies de Plasmodium apresentam 

morfologia variada, geralmente arredondada, alongada ou oval que em conjunto com 

as alterações na morfologia das células infectadas são consideradas como 

importantes características taxonômicas no agrupamento das espécies em 

subgêneros. A periodicidade e a sincronicidade dos parasitos também são 

características interessantes e utilizadas na classificação de Plasmodium spp.  
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Figura 1. Esquema adaptado de Valkiūnas 2005 representando o 

ciclo biológico de Plasmodium sp. em aves. I, II- Merogonia 

exoeritrocítica primária; III- merogonia eritrocíti ca; IV- merogonia 

exoeritrocítica secundária; 1- esporozoíto na célula reticuloendotelial; 

2,3- criptozoitos; 4- merozoítos no macrófago; 5, 6- metacriptozoitos; 7- 

merozoítos no eritrócitos; 8- gametócitos; 9- merozoítos nos eritrócitos; 

10, 11- merontes eritrocíticos; 12- merozoítos nas células endoteliais dos 

capilares; 13, 14- fanerozoítos; 15- merozoítos nos eritrócitos; 16- 

gametócitos; 17- macrogametócito; 18- exflagelação de microgametas; 

19- fertilização de macrogametas; 20- oocineto penetrando na membrana 

peritrófica; 21- oocisto jovem; 22, 23- esporogonia; 24- esporozoíto na 

glândula salivar do vetor. 
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1.2.3 Ciclo biológico no vetor 

 

A infecção nos vetores tem início durante o repasto sanguíneo em aves 

infectadas. No intestino do vetor os trofozoítos, os merontes e os gametócitos jovens 

se degeneram. Os gametócitos maduros, por meio de movimentos de contração e 

expansão rompem a membrana da hemácia e escapam, liberando em seguida os 

gametas (Garnham 1966). O macrogametócito libera o gameta feminino ou 

macrogameta, enquanto o microgametócito, por exflagelação, libera o gameta 

masculino, ou microgameta, que apresenta flagelos para locomoção. Após a 

fertilização ocorre a formação de um zigoto móvel e alongado, denominado oocineto 

(Valkiūnas 2005). 

O oocineto move-se em direção as células epiteliais do intestino médio, 

alcança a lâmina basal, torna-se arredondado e adquire a forma arredondada, 

denominada de oocisto (Ghosh & Jacobs-Lorena 2009). Dentro do oocisto são 

formados centros germinativos que por esporogonia formam vários esporozoítos. 

Após o processo de maturação o oocisto se rompe liberando os esporozoítos. O 

número de esporozoítos formados pode variar de acordo com a espécie de 

Plasmodium ou com a espécie de vetor (Valkiūnas 2005). Os esporozoítos são ágeis, 

pequenos e fusiformes e ao caírem na hemolinfa circulante migram em direção a 

glândula salivar e os ductos, invadindo-os e permanecendo por algumas semanas até 

a inoculação de novos hospedeiros susceptíveis (Valkiūnas 2005, Ghosh & Jacobs-

Lorena 2009). 

 

1.3 Malária aviária por Plasmodium juxtanucleare 

 

 O diagnóstico diferencial entre P. juxtanucleare e P. gallinaceum não 

apresenta dificuldades, uma vez que existem grandes diferenças morfológicas entre 

estas duas espécies (Versiani & Gomes 1941, Garnham 1966, Krettli 1972A, 

Massard & Massard 1981, Valkiūnas 2005). Plasmodium (Haemamoeba) 

gallinaceum possui merontes eritrocíticos grandes, contendo de 8 a 36 merozoítos, e 

gametócitos arredondados que deslocam o núcleo da hemácia; enquanto, 

Plasmodium (Bennettinia) juxtanucleare se caracteriza por apresentar pequenas 

formas parasitárias de localização justaposta ao núcleo das hemácias, esquizontes 
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com citoplasma escasso contendo dois a seis merozoítos e gametócitos que raramente 

deslocam o núcleo do eritrócito (Versiani & Gomes 1941, Bennett et al. 1966, 

Garnham 1966). P. juxtanucleare infecta naturalmente galinhas no Brasil, enquanto a 

infecção por P. gallinaceum se encontra restrita a alguns países no continente 

asiático. 

P. juxtanucleare foi observado e descrito por Versiani e Gomes (1941) em 

hemácias de galinhas sem raça definida, adquiridas no mercado central, em Belo 

Horizonte, Minas Gerais. O parasito despertou a curiosidade dos referidos 

pesquisadores devido ao tamanho diminuto, sempre observado próximo ao núcleo 

dos eritrócitos.  Na ocasião, o estudo foi conduzido com a finalidade de investigar a 

presença de espiroquetídeos em esfregaços sanguíneos de aves.  

Em 1957, no Japão, Ishiguro descreveu outra espécie de hemoparasito 

também observado em esfregaços sanguíneos de galinhas, a qual denominou de 

Plasmodium japonicum. Contudo, em 1959, Akiba observou que P. japonicum 

apresentava as mesmas características de P. juxtanucleare e após realizar criteriosa 

comparação da biologia e da morfologia apresentada pelas duas espécies, concluiu 

que de fato P. japonicum e P. juxtanucleare eram a mesma espécie. De acordo com 

as normas de classificação prevaleceu o nome mais antigo e utilizado na primeira 

descrição. 

P. juxtanucleare, inicialmente, foi classificado como pertencente ao 

subgênero Novyella em função dos pequenos estádios morfológicos que não 

deformam e não excedem o tamanho do núcleo da célula hospedeira e da presença de 

gametócitos alongados. Entretanto, Valkiūnas em 2005 realizou uma revisão 

taxonômica das espécies de Plasmodium descritas até então, e por meio da utilização 

de critérios morfológicos reconheceu características exclusivas de P. juxtanucleare, 

capazes de distinguir este parasito das demais espécies do subgênero Novyella.  P. 

juxtanucleare foi incluída como a única representante do novo subgênero Bennettinia 

devido à presença de oocisto pedunculado e de gametócitos com morfologia 

arredondada, oval, irregular ou mais raramente alongada (Krettli 1972A, B). 

A presença de P. juxtanucleare já foi assinalada em vários países da América 

do Sul, África e Ásia (Poulsen et al. 2000, Valkiūnas 2005, Murata et al. 2008). No 

Brasil, além do estado de Minas Gerais (Versiani & Gomes 1943, Paraense 1949, 

Krettli 1972A, Santos-Prezoto et al. 2004, Silveira et al. 2009A) a presença deste 

parasito também foi assinalada no estados do Pará (Serra-Freire & Massard 1976), do 
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Mato Grosso do Sul (Serra-Freire & Massard 1979), do Espírito Santo (Massard & 

Massard 1981), do Pernambuco (Mota 1997, Mota et al. 1998) e do Rio de Janeiro 

(Massard 1982, Souza 1998, Oliveira 2001, Elisei et al. 2007, Vashist et al. 2011).  

 Além de galinhas domésticas P. juxtanucleare pode infectar outras aves, tais 

como os faisões (Bennett et al. 1966, Murata et al. 2008) perdizes (Mohan & 

Manwell 1966) e perus (Serra-Freire & Massard 1979, Poulsen et al. 2000). A 

infecção por este plasmódio também foi relatada em aves da família Corvidae 

(Bennett et al. 1993) e em pingüins (Grim et al. 2003). Isto demonstra o alto 

potencial de transmissão desta espécie de Plasmodium, razão pela qual poderia ser 

explicada a ampla distribuição do parasito em diferentes países de vários continentes 

(Ishiguro 1957, Bennett et al. 1966, Poulsen et al. 2000, Grim et al. 2003, Mota 1997, 

Souza 1998, Santos-Prezoto et al. 2004, Murata et al. 2008).  

Poucos estudos experimentais avaliaram os aspectos do ciclo de vida, da 

transmissão e do grau de patogenicidade de P. juxtanucleare aos seus hospedeiros 

vertebrados (Al-Dabagh 1961, Bennett et al. 1966, Krettli 1972, Lourenço-de-

Oliveira & Castro 1991, Elisei et al. 2001, Paraense 2004, Elisei et al. 2007, Silveira 

et al. 2009A; Vashist 2011, Vashist et al. 2011). Dois destes estudos realizados no 

Brasil, em condições experimentais, demonstraram haver baixa parasitemia e poucas 

alterações clínicas nas galinhas infectadas por P. juxtanucleare durante a fase aguda 

da infecção (Krettli 1972, Silveira et al. 2009B). 

A avaliação de três isolados de P. juxtanucleare procedentes de regiões 

distintas (Minas Gerais, São Paulo e Rio de Janeiro) demonstrou haver 

homogeneidade na dinâmica da parasitemia, nas caraterísticas morfológicas do 

parasito e no desenvolvimento dos sinais clínicos dos hospedeiros. Em concordância 

com outros estudos, às aves infectadas com os diferentes isolados apresentaram 

parasitemia baixa e ausência de sinais clínicos típicos da malária aviária provocada 

por outras espécies de plasmódios (Elisei et al. 2001; 2007). No entanto, a infecção 

de outras espécies de aves susceptíveis ao P. juxtanucleare, tais como pinguins e 

codornas, demonstrou que o impacto real da infecção em outros hospedeiros 

susceptíveis, talvez, ainda não seja conhecido. Esta mesma espécie de parasito 

causou transtornos clínicos tão graves que provocou a morte de vários pingüins em 

um centro de reabilitação na África do Sul (Grim et al. 2003). P. juxtanucleare 

também foi diagnosticado em faisões brancos (Crossoptilon crossoptilon) após o 

aparecimento de sinais clínicos severos, tais como letargia e edema pulmonar em um 
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zoológico no Japão (Murata et al. 2008). A patogenidade de P. juxtanucleare, assim 

como das demais espécies de Plasmodium, pode ser influenciada pela virulência 

apresentada entre cepas distintas do parasito e pela resposta imune, relacionada à 

susceptibilidade do hospedeiro (Paraense 1950, Al-Dabagh 1961, Bennett et al. 1966, 

Krettli 1971, 1972A, Soares et al. 1999B, Grim et al. 2003, Murata et al. 2008). 

Em ambientes naturais, atribui-se a transmissão natural deste parasito ao 

Culex saltanensis (Lourenço-de-Oliveira & Castro 1991); entretanto, há necessidade 

de estudos que avaliem a transmissão deste parasito por vetores em outros estados do 

Brasil, uma vez que, os vetores infectados naturalmente foram observados única vez, 

no estado do Rio de Janeiro.   

A patogenicidade de P. juxtanucleare pode variar de acordo com a cepa do 

parasito e com a fase aguda ou crônica da doença. Os sinais clínicos associados à 

infecção crônica em galinhas são geralmente discretos e considerados como pouco 

prejudiciais aos hospedeiros, assim como a maioria das infecções causadas por 

hemosporídeos (Fernando & Dissanaike 1975, Mota et al. 1998, Valkiūnas 2005). A 

parasitemia observada na fase crônica geralmente é baixa, característica que pode 

predispor os hospedeiros a tornarem-se reservatórios do parasito.  

 A fase aguda da malária por P. juxtanucleare foi caracterizada como 

patogênica em diferentes estudos que relataram haver parasitemia elevada e alta taxa 

de mortalidade em pintinhos infectados experimentalmente (Al Dabagh 1961, Itagaki 

1970). As aves infectadas durante a fase aguda podem apresentar perda de apetite, 

queda da produção de ovos, alterações hematológicas como elevação do número de 

leucócitos, trombocitopenia, anemia, hepatoesplenomegalia e sintomas neurológicos, 

tais como incoordenação motora e paresia (Al Dabagh 1961, Serra-Freire & Massard 

1979, Souza 1998, Grim et al. 2003, Silveira et al. 2009B).  

O ciclo biológico de P. juxtanucleare não está suficientemente conhecido, 

principalmente os aspectos que se referem à fase exoeritrocítica. Na maioria dos 

estudos, as formas exoeritrocíticas foram observadas de forma escassa e aleatória no 

hospedeiro, e em alguns destes experimentos as formas exoeritrocíticas não foram 

visualizadas (Beltrán 1943, Barreto 1943, Versiani & Gomes 1943, Paraense 1947, 

Dhanapala 1962, Krettli 1971, Soares et al. 1999A). Paraense (1947) com a 

finalidade de avaliar a patogenicidade, durante a fase exoeritrocítica, administrou 

doses elevadas de quinina em galinhas e induziu o desenvolvimento de formas 

exoeritrocíticas. Por meio desta metodologia foi possível observar numerosos 
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parasitos no baço, uma vez que a quinina exerce efeito negativo para o parasito 

somente durante a fase eritrocítica. Alguns anos mais tarde, este mesmo pesquisador, 

ao estudar comparativamente quatro cepas de P. juxtanucleare observou o 

aparecimento irregular dos estádios exoeritrocíticos nas células do baço, do fígado, 

da medula óssea e do cérebro (Paraense 1950). Neste estudo experimental, o 

aumento da patogenicidade de P. juxtanucleare em galinhas foi relacionado ao maior 

encontro de formas exoeritrocíticas do parasito e não com a parasitemia eritrocítica, 

pois as aves utilizadas no ensaio experimental morreram apresentando os sinais de 

malária aviária, entretanto exibiam baixa parasitemia. 

Os estudos anteriormente realizados contribuíram para o conhecimento de 

características biológicas de P. juxtanucleare, sobretudo associadas ao ciclo 

eritrocítico. Porém, pouco ainda é conhecido sobre a patogenicidade ao hospedeiro 

nos casos de co-infecção de aves por este plasmódio e por outros patógenos 

frequentemente encontrados em aves (Vashist 2011). 

A avaliação da co-infecção de aves por P. juxtanucleare e um patógeno 

potencialmente imunossupressor em aves sabidamente isentas de patógenos 

específicos, como as galinhas SPF (Specific Pathogen Free), infectadas 

experimentalmente poderia fornecer informações interessantes sobre a resposta 

imunológica do hospedeiro, uma vez que estas aves são originadas de lotes 

controlados e não apresentam anticorpos contra os seguintes patógenos: Adenovirus 

aviário grupo I, Adenovirus aviário grupo II (HEV), Adenovirus aviário grupo III 

(EDS), Vírus da encefalomielite aviária, Influenza aviária (Tipo A), Vírus da nefrite 

aviária, Paramyxovirus aviário Tipo 2, Reovirus aviário S 1133, Vírus da 

Rinotraqueíte aviária; Rotavirus aviário; Mycobacterium avium ; Vírus da anemia 

infecciosa das galinhas (CAV); Antígenos endógenos GS; Pox vírus; Hemophilus 

paragallinarum variantes A,B,C; Vírus da bronquite infecciosa- Ark; Vírus da 

bronquite infecciosa- Conn; Vírus da bronquite infecciosa- JMK; Vírus da bronquite 

infecciosa- Mass; Vírus da doença infecciosa bursal Tipo 1; Vírus da doença 

infecciosa bursal Tipo 2; Vírus da Laringotraqueíte infecciosa; Vírus da leucose 

aviária A, B; Vírus da leucose aviária linfoide A,B,C,D,E,J; Vírus da doença de 

Marek (Sorotipos 1,2,3); Mycoplasma gallisepticum; Mycoplasma synoviae; Doença 

de Newcastle; Vírus da Reticuloendoteliose; Salmonella pullorum; Salmonella sp. 
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As aves domésticas, principalmente as galinhas são constantemente 

desafiadas por inúmeros patógenos presentes no ambiente, principalmente pelos 

vírus (McNeilly et al. 1995, Haridy et al. 2009, Toro et al. 2009). A co-infecção de 

galinhas por P. juxtanucleare e agentes virais imunossupressores que podem ser 

encontrados abundantemente no ambiente nunca foi avaliada. Alguns vírus como o 

“Chicken Anemia Virus” (CAV-Vírus da Anemia Infecciosa das galinhas) são 

naturalmente adquiridos pelos hospedeiros ainda jovens por meio das fezes 

contaminadas ou pela via de transmissão vertical. O CAV, devido á alta capacidade 

de transmissão e de resistência em meio ambiente, encontra-se amplamente 

distribuído em diferentes países, inclusive no Brasil (Brentano et al. 1991, Brentano 

et al. 2000, Tan & Tannock 2005, Peters et al. 2007). Este vírus é capaz de causar 

severa patogenicidade aos indivíduos jovens, entretanto apresenta baixa 

patogenicidade para os hospedeiros adultos e por isto é negligenciado em programas 

de vacinação obrigatória na maioria dos países (McNulty 1991).  

 

1.4. Vírus da Anemia infecciosa das galinhas (“Chicken Anemia 

Virus” -CAV) 

 

O vírus da anemia infecciosa das galinhas pertence ao gênero Gyrovirus, 

família Circoviridae. Este vírus, isolado primeiramente no Japão por Yuasa e 

colaboradores (1979), apresenta pequeno tamanho (diâmetro: 20 a 25nm), ausência 

de envelope e é formado por uma fita simples de DNA. 

Após o primeiro registro no Japão, a infecção de galinhas pelo vírus CAV já 

foi registrada em vários países no mundo, tais como Estados Unidos, Alemanha, 

Reino Unido, Suíça, Inglaterra, Nigéria, Australia e Brasil (Bulow et al. 1983, 

Chettle et al. 1989, Hoop et al. 1992, Brentano et al. 2000, Oluwayelu & Todd 2008). 

A galinha doméstica é o único hospedeiro natural conhecido, no entanto há 

evidencias sorológicas de que este vírus possa infectar outras aves domésticas e 

silvestres (Farkas et al. 1998).  

A transmissão do vírus aos hospedeiros pode ocorrer pela via vertical aos 

embriões ou pela rota fecal-oral às aves jovens e adultas (Mc Nulty 1991, Hoop 

1992). As galinhas adultas geralmente não desenvolvem os sinais da doença, 

entretanto, quando a infecção é adquirida durante a fase de postura o vírus pode ser 
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transmitido aos embriões, que desenvolvem a doença clínica durante as primeiras 

semanas após o nascimento (Lamichhane et al. 1991). Após o desenvolvimento da 

resposta imunológica contra o vírus, as galinhas são capazes de transmitir os 

anticorpos maternos contra o vírus aos embriões, garantindo que os pintinhos não 

desenvolvam a doença clínica durante as primeiras semanas de vida (Otaki et al. 

1992).  

Os sinais clínicos manifestados durante a fase aguda da infecção, geralmente, 

ocorrem a partir da terceira semana de vida nas aves susceptíveis, como resultado da 

exposição ao vírus logo após o nascimento. A patogenidade pode variar de acordo 

com a susceptibilidade dos hospedeiros, com o inóculo da carga viral e com a co-

infecção por outros patógenos (Tan & Tannok 2005). As aves infectadas podem 

apresentar sintomas tais como, diminuição do crescimento, anorexia, depressão, 

palidez acentuada, anemia intensa e morte (Tan & Tannok 2005). As lesões 

patológicas observadas são palidez generalizada de órgãos como baço, fígado e 

medula óssea (Adair 2000). Além disso, a presença de focos hemorrágicos 

musculares, atrofia do timo e da bolsa cloacal são considerados sinais muito 

característicos da anemia infecciosa viral em galinhas (Rosenberger & Cloud 1998). 

Microscopicamente, a medula óssea das aves infectadas pode apresentar depleção de 

células e substituição por tecido adiposo, enquanto no timo, no baço e na bolsa é 

comum ocorrer a depleção linfocítica (Schat & Van Santen 2008).  

O vírus infecta as células da medula óssea, particularmente os 

hemocitoblastos que são precursores de eritrócitos, trombócitos e leucócitos; além 

destas células, o CAV infecta também os precursores de linfócitos T e os linfócitos 

T, CD4+ e CD8+ no timo e os precursores de linfócitos B e linfócitos B na bolsa 

cloacal (Adair 2000; Todd 2004; Tan & Tannock 2005). As aves que se recuperam 

da infecção pelo CAV apresentam melhora do quadro clínico, geralmente, quatro 

semanas após a infecção (Lamichhane et al. 1991).  

A infecção pelo CAV tem caráter imunodepressor e pode retardar o 

desenvolvimento da resposta inflamatória, aumentando assim a susceptibilidade dos 

hospedeiros a outros patógenos (Rosenberger & Cloud 1989, McNeilly et al. 1995). 

Estudos experimentais observaram que a co-infecção em galinhas pelo vírus CAV e 

pelo vírus responsável pela doença de Marek (herpesvirus) eleva a mortalidade. A 

co-infecção de galinhas pelo CAV e pelo vírus da artrite infecciosa (reovirus) 
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reduziu o ganho de peso e diminuiu o valor do hematócrito de forma 

significativamente mais acentuada nas aves concomitantemente infectadas (McNeilly 

et al. 1995). As aves previamente infectadas pelo birnavírus, responsável pela doença 

infecciosa da bolsa (DIB), quando inoculadas com o CAV apresentaram anemia e 

imunodepressão potencializadas, além disto, o número de macrófagos e de linfócitos 

T do baço e timo encontraram-se significativamente mais reduzidos nas aves co-

infectadas, quando comparadas às galinhas infectadas unicamente pelo CAV (Toro et 

al. 2009). 

 

2. JUSTIFICATIVA 

 

Os parasitos da malária aviária (Plasmodium sp.) estão distribuídos em todos 

os continentes do mundo, exceto na Antártica. Entre as várias características 

observadas, a facilidade de transmissão pelos vetores (Diptera, Culicidae) e a baixa 

especificidade em relação aos hospedeiros, torna a relação destes parasitos e seus 

hospedeiros um dos modelos de estudo mais interessantes na parasitologia (Atkinson 

& Van Riper 1991, Valkiūnas 2005). A utilização da infecção experimental no 

estudo dos parasitos da malária aviária é de extrema importância para o 

conhecimento da relação parasito-hospedeiro. Além disso, também é possível excluir 

experimentalmente a ação de patógenos desconhecidos, previamente adquiridos pelo 

hospedeiro, bem como analisar a resposta do hospedeiro na infecção primária e na 

co-infecção com agentes previamente definidos.  

Atualmente no Brasil, P. juxtanucleare é a única espécie descrita como 

responsável pela malária em galinhas naturalmente infectadas. Embora, este parasito 

esteja distribuído em várias regiões do Brasil e a prevalência de galinhas infectadas 

possa alcançar 100% (Santos-Prezoto et al. 2004), a infecção causada por esta 

espécie recebe pouca atenção. Número reduzido de estudos abordaram as 

características associadas aos aspectos biológicos de P. juxtanucleare (Versiani & 

Gomes 1943, Al Dabagh 1961, Bennet 1966A,B,C, Krettli 1972A, B, Massard & 

Massard 1981, Massard 1982,  Mota 1998, Souza 1998, Oliveira 2001, Elisei et al. 

2007, Vashist et al. 2008, Silveira et al. 2009B,Vashist 2011).  

 A utilização de galinhas SPF em modelos experimentais envolvendo a 

malária aviária ainda não foi realizada até o presente momento e poderá contribuir 



 
 

32 
 

com informações adicionais sobre a suscetibilidade do hospedeiro. Outro aspecto 

relevante a ser abordado diz respeito à co-infecção e a imunossupressão de galinhas 

por P. juxtanucleare e por CAV. Pois, ainda que as galinhas sejam constantemente 

desafiadas por diferentes patógenos, à infecção por P. juxtanucleare em pintinhos 

SPF previamente imunossuprimidos por CAV, dois agentes encontrados 

naturalmente infectando galinhas, ainda não foi avaliada em condições 

experimentais. A hipótese avaliada neste estudo é a de que pintinhos SPF 

previamente imunossuprimidos por CAV e infectados por P. juxtanucleare 

apresentam sinais mais graves da infecção. 

 

3.  OBJETIVO GERAL 

 

Neste estudo foi desenvolvido um modelo para investigar o efeito da malária 

aviária causada por P. juxtanucleare em pintinhos SPF previamente 

imunossuprimidos pelo vírus da anemia infecciosa (CAV). 

 

3.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 - Isolar e caracterizar molecularmente uma cepa de P. juxtanucleare obtida a partir 

de galinhas domésticas naturalmente infectadas no Estado de Minas Gerais; 

 

- Infectar experimentalmente pintinhos SPF (Specifc pathogen free) com a cepa 

isolada e comparar a parasitemia presente no grupo exclusivamente infectado por P. 

juxtanucleare e co-infectado por P. juxtanucleare-CAV; 

 

- Avaliar as alterações no hematócrito, no número de eritrócitos e na concentração de 

hemoglobina, assim como na concentração de proteínas plasmáticas totais e de 

glicose em pintinhos SPF infectados exclusivamente por P. juxtanucleare e co-

infectados por P. juxtanucleare-CAV. 
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- Avaliar o processo patológico macroscópico e microscópico nos indivíduos 

exclusivamente infectados por P. juxtanucleare e nos indivíduos co-infectados por P. 

juxtanucleare-CAV comparativamente ao grupo controle não infectado.  

 

- Avaliar o número de leucócitos totais e diferenciais e a resposta imune celular por 

linfócitos B, linfócitos T CD4+ e CD8+ no sangue periférico; além de avaliar 

comparativamente a expressão de moléculas co-estimulatórias e de ativação em 

pintinhos SPF infectados exclusivamente por P. juxtanucleare e co-infectados por P. 

juxtanucleare-CAV. 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

O presente estudo foi previamente apresentado ao Comitê de Ética em 

Experimentação Animal da Universidade Federal de Minas Gerais (Cetea) e 

realizado após a aprovação de acordo com o protocolo Nº 166/2010. 

 

4.1 Identificação de Plasmodium juxtanucleare em galinhas 

naturalmente infectadas 

 

A coleta de sangue para a pesquisa de P. juxtanucleare foi realizada em 

galinhas de criação rústica, presentes em fundo de quintal, selecionadas 

aleatoriamente em pequeno criatório na cidade de Itabirito (Fazenda Mourão 

Vermelho, coordenadas geográficas: 20°16’03.17”S; 43°49’19.06”O), localizado 

próximo à cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais.   

Para a realização do diagnóstico foram coletadas amostras de sangue para a 

preparação de esfregaços sanguíneos e para a extração de DNA. O parasito foi 

identificado morfologicamente de acordo com a descrição de Versini e Gomes 

(1941) e Krettli (1971) e molecularmente através da amplificação do DNA por PCR 

e do sequenciamento (Hellgren et al. 2004). O diagnóstico de P. juxtanucleare foi 

confirmado associando-se as técnicas morfológica e molecular, conforme 

recomendado por Braga e colaboradores (2011). 

Após o diagnóstico de P. juxtanucleare uma galinha da área avaliada foi 

adquirida para a realização de inoculações experimentais. Esta galinha doadora foi 
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mantida no laboratório do setor de Doenças das Aves, Escola de Veterinária 

(UFMG), em gaiola telada, contendo água e ração “ad libtum”. Com a finalidade de 

aumentar a parasitemia foram administrados 26 mg/kg de acetato de 

metilprednisolona (corticosteróide) no músculo peitoral (Krettli 1971). A parasitemia 

inicial apresentada pela galinha doadora foi de 0,05%, visualizada em 100 campos 

microscópicos. Foram observados ao exame dos esfregaços sanguíneos trofozoítos, 

esquizontes e um gametócito. Quinze dias após a administração da medicação a 

parasitemia observada foi de 1%. Uma alíquota do sangue desta galinha doadora foi 

utilizada nas inoculações experimentais e para a criopreservação.  

Para a realização de experimentos futuros uma alíquota de sangue desta 

mesma galinha doadora de parasitos foi acondicionada em tubos de 0,5mL para 

criopreservação, contendo 20% de glicerol. Os tubos contendo as amostras foram 

congelados gradualmente. Inicialmente, os tubos permaneceram por 10 min a 4°C, 

em seguida foram acomodados por 6 horas na temperatura de -20°C e após este 

período os tubos contendo as amostras foram congeladas a -196°C utilizando-se 

nitrogênio líquido (Souza et al. 2000).  

 

4.2. Parasitemia  

 

As amostras de sangue para a preparação de esfregaços sanguíneos e 

contagem da parasitemia foram coletadas pela punção da veia braquial, utilizando-se 

agulhas de 25x10 descartáveis. Após a preparação, os esfregaços sanguíneos foram 

secados ao ar, fixados em metanol absoluto (álcool metílico P.A.) e corados pela 

solução de GIEMSA (eosina-azul de metileno) diluída em água tamponada (pH 6,8 – 

7,1) na proporção de 1:10, por 45 minutos. Os esfregaços sanguíneos corados foram 

analisados utilizando-se microscópio de luz (microscópio: Olympus CX 31, 

Olympus®, Tokio, Japão). A parasitemia por P. juxtanucleare nas aves infectadas foi 

avaliada em todo o experimento por meio dos esfregaços sanguíneos e calculada de 

acordo com Godfrey et al. (1987), observando-se 100 campos microscópicos 

homogêneos em  microscopia de luz, sob lente de imersão (1000x)  

 

   Nº de hemácias parasitadas x 100 = 

            10,000 
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4.3. Identificação molecular de P. juxtanucleare: extração de DNA e 

PCR, sequenciamento e análise filogenética  

 

Para a extração do DNA foram coletados 20 µL de sangue periférico de cada 

galinha e adicionado a um tubo tipo de microcentrifuga contendo 300 µL de solução 

de lise celular (Kit Promega®, Wiscosin, EUA). A amostra de sangue misturada à 

solução de lise foi mantida na geladeira (4°C), por período de até 15 dias, para a 

extração do DNA seguindo as instruções do fabricante (kit Wizard Promega ®, 

Genomic DNA purification, Wiscosin, EUA).  

Após o processo de extração de DNA, as amostras foram acondicionadas em 

tubos de microcentrífuga e mantidas no congelador (temperatura média -20 °C) até a 

realização dos testes de PCR. As amostras que apresentavam entre 100-200 

nanogramas de DNA foram utilizadas na PCR e as amostras que apresentavam acima 

desta faixa determinada foram diluídas em água miliQ para 100 nanogramas de 

DNA. 

Para todas as reações de PCR foram utilizadas como controles positivos das 

reações, amostras de DNA extraídas do sangue de galinhas infectadas 

experimentalmente por P. gallinaceum e apresentando alta parasitemia. As amostras 

de sangue contendo P. gallinaceum foram gentilmente cedidas Dr Paulo F. Pimenta, 

Centro de Pesquisa René Rachou- CPqRR/Fiocruz/MG, Brasil, Belo Horizonte, MG.  

Os controles negativos utilizados para monitorar as reações foram obtidos a 

partir da extração de DNA do sangue de pintinhos SPF. O sangue foi gentilmente 

cedido pelo Prof. Dr. Nelson Rodrigo da Silva Martins, Laboratório de Doenças das 

Aves, Escola de Veterinária, UFMG. 

As amostras de DNA foram processadas por uma nestedPCR, cuja finalidade 

foi amplificar o DNA das amostras sabidamente positivas pelo diagnóstico 

morfológico e em seguida realizar o sequenciamento do DNA do parasito (Hellgren 

et al. 2004). 

Na primeira reação de amplificação, foram utilizados os iniciadores 

HaemNFI e HaemNR3 que amplificam o fragmento de 671 pb do gene mitocondrial. 

Na segunda reação foram utilizados os primers HaemF e HaemR2 que amplificam o 
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fragmento interno do gene citocromo b contendo 480-bp. As seqüências dos 

iniciadores utilizados foram as seguintes: 

• HaemNFI: 5'-CATATATTAAGAGAAITATGGAG-3' (I = base universal, 

inosina) 

• HaemNR3: 5'-ATAGAAAGATAAGAAATACCATTC-3'  

• HaemF: 5’- ATGGTGCTTTCGATATATGCATG-3’ 

• HaemR2: 5’- GCATTATCTGGATGTGATAATGGT-3’ 

 

Na primeira etapa desta reação de amplificação, cada tubo recebeu, 

aproximadamente, 100 nanogramas do DNA e 20 µL de tampão de reação contendo 

10 mM Tris HCl (pH 8,5); 50 mM KCl (Phoneutria®, Minas Gerais, Brasil); 1,5 mM 

MgCl2;   1,25  mM  de cada dNTP; 0,5 U Taq DNA polimerase (Phoneutria®, Minas 

Gerais, Brasil); 0,6 mM de cada iniciador e água ultra pura (miliQ).  

O programa de amplificação na primeira etapa de reação na termocicladora 

consistiu em desnaturação inicial: 3 minutos, seguida pela etapa de desnaturação 

total: 20 ciclos de 94°C por 30 segundos; anelamento: 50°C por 30 segundos; 

extensão: 72°C por 45 segundos; extensão final de 72°C por 10 minutos; finalização: 

4°C. 

Na segunda etapa da reação de amplificação, cada tubo recebeu 2µL do 

produto da primeira etapa da reação Nested e a mesma composição dos reagentes 

descrita anteriormente modificando-se apenas o número de ciclos: desnaturação 

inicial: 3 minutos, seguida pela etapa de desnaturação total: 35 ciclos de 94°C por 30 

segundos; anelamento: 50°C por 30 segundos; extensão: 72°C por 45 segundos; 

extensão final de 72°C por 10 minutos; finalização: 4°C. 

O produto da segunda etapa da reação foi submetido à eletroforese em gel de 

poliacrilamida (PAGE) 6%. Após a finalização das etapas de fixação, coloração e 

revelação do gel a banda presente no controle positivo e nas amostras positivas foram 

comparadas ao padrão de peso molecular na faixa de 480 pb.  

As amostras amplificadas durante a reação de PCR foram selecionadas para o 

seqüenciamento da região do gene citocromo b (Cit b). Previamente a reação de 
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sequenciamento, os produtos da PCR foram purificados utilizando-se o kit de 

purificação de produto de PCR (PCR Purification Kit QIAquick, Qiagen®).  

Uma alíquota de cada amostra purificada para a reação de sequenciamento foi 

acondicionada em tubos de microcentrífuga contendo: 0,5mM do iniciador HaemF 

direto (5’-ATGGTGCTTTCGATATATGCATG-3’) e  HaemR2 reverso (5’-

GCATTATCTGGATGTGATAATGGT-3’), 1µL kit para seqüenciamento “Big 

Dye” e água ultra pura suficiente para completar o volume final de 10µL. O 

programa de amplificação na termocicladora consistiu nas etapas: desnaturação 

inicial: 96°C por 2 minutos, seguida pela desnaturação total: 35 ciclos de 96°C por 

45 segundos; anelamento: 50°C por 30 segundos; extensão: 60°C por 4 minutos; 

finalização: 4°C. 

Após a reação, o produto foi precipitado pela adição de 40 µL de isopropanol 

(65%), encubado por 15 min. na temperatura de 25°C, seguido de centrifugação a 

14000g por 25 minutos na temperatura 25°C. O sobrenadante foi descartado e 300 

µL de etanol 60% foram adicionados às amostras. Novamente a amostra foi 

centrifugada a 14000 g por 5 min na temperatura de 25°C, o sobrenadante foi 

descartado e o sedimento re-suspendido em 10 µL de tampão para re-suspensão 

contendo 70% de formamida e 1mM de EDTA 0,5mM. 

As amostras foram sequenciadas utilizando o sequenciador ABI PRISM 3100 

(Applied Biosystems) do Laboratório de Genética, da UFMG. As sequencias obtidas 

foram alinhadas utilizando o programa CLUSTAL X (Thompson et al. 1994) e então, 

editadas por meio do programa BIOEDIT (Hall,  1999).  

As seqüências de DNA editadas e alinhadas foram submetidas à busca de 

homologia de bases com as seqüências já publicadas e depositadas no GenBank 

(http://www4.ncbi.nlm.nih.gov) e no banco de dados MalAvi (Bensch et al. 2009).  

 O filograma foi construído pela análise de inferência Bayesiana utilizando-

se o programa MrBayes v3.0b4 (Huelsenbeck & Ronquist, 2001). A inferência 

Bayesiana foi realizada com duas cadeias de Markov que funcionam 

simultaneamente para 3.000.000 gerações, com 100 árvores amostradas em cada 

geração, para um total de 30.000 árvores. As primeiras 7.500 árvores foram 

descartadas como passo "burn-in" e as árvores restantes utilizadas para calcular as 

probabilidades posteriores. 
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4.4. Diagnóstico para o Vírus da anemia infecciosa das galinhas 

(CAV): PCR e ELISA  

As amostras de DNA das aves para o diagnóstico do CAV foram processadas 

por reação específica de PCR, seguindo a metodologia proposta por Marín e 

colaboradores (2012) para amplificação de fragmento de 693 pb. da proteína VP1 do 

CAV.  

Na PCR específica para CAV foram utilizados os iniciadores (Primers):  

• UFMGF: CCTGTTCCGACACATTGA 

• UFMGR: TATGGCCTCTGCCTGTTA 

Nesta reação de amplificação cada tubo recebeu 200 nanogramas de DNA 

extraído do hospedeiro, 5 µL de tampão, contendo: 100mM Tris HCL (pH 8,4), 

50mM KCL (Phoneutria®, Minas Gerais, Brasil); 50 mM MgCl2; 10 mM dNTP 

(dATP, dTTP, dCTP e dGTP); 1 UI de Taq DNA polimerase (Phoneutria®, Minas 

Gerais, Brasil); 1 µl mM  (10 pmol) de cada iniciador e água ultra pura (miliQ) 

suficiente para completar o volume final de 50 microlitros. 

Desnaturação inicial: 94°C por 5  minutos, seguida pela etapa de desnaturação 94°C 

durante 60s; anelamento: 52 °C por 60 segundos; extensão: 72°C por 60 segundos; 

extensão final de 72°C por 10 minutos; finalização: 4°C. Total de ciclos 35. 

O produto da reação da PCR foi submetido à eletroforese em gel de agarose 

1,5%, não desnaturante, em tampão 1x. Após a finalização da eletroforese o gel foi 

corado com a solução de brometo de etídeo, na concentração de 10mg/ml, e as 

bandas resultantes contendo 693 pb. foram observadas com o auxílio de um 

transiluminador UV e comparadas à banda referente ao controle positivo.  

Em cada reação foi utilizada como controle positivo uma amostra de DNA 

extraída de vacina comercial cepa Cuxhaven-1® (Thymovac, AviPro, Lohmann 

Animal Health, Germany). Um controle negativo, contendo todos os reagentes sem a 

inclusão de uma amostra de DNA, foi utilizado para comparação entre as amostras.  
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 A detecção sorológica de anticorpos contra o CAV foi realizada através de 

ELISA. As ELISAS foram realizadas a partir do soro sanguíneo das aves diluído 

1:100 utilizando o kit comercial para a detecção de  anticorpos anti-CAV- ELISA 

(Chicken Anemia Virus antibody test  FlockCheck, IDDEX®, Maine, USA) seguindo 

as recomendações do fabricante. Este kit comercial utiliza o princípio do teste 

imunoenzimático de competição, em que os níveis de anticorpos são inversamente 

proporcionais às densidades óticas obtidas no teste. A densidade óptica (leitura 

650nm) obtida a partir de cada amostra foi relacionada à densidade óptica dos 

controles negativos da placa, originando uma razão S/N. 

 

 A razão S/N determina o ponto de corte, ou seja, o valor de densidade ótica 

no teste que determina os soros positivos e negativos. As amostras com razão S/N 

maiores que 0,60 foram consideradas negativas e as amostras com S/N menores ou 

iguais a 0,60 foram consideradas positivas. 

 

4.5. Modelo experimental: composição dos grupos e infecção 

experimental por P. juxtanucleare em pintinhos SPF 

imunossuprimidos por CAV  

 

Para desenvolver o modelo de estudo foram obtidos 100 ovos embrionados, 

originados de matrizes livres de patógenos (SPF- Specific pathogen free) da 

linhagem Leghorn branca, gentilmente cedidos pelo laboratório Biovet® (São Paulo, 

Brasil). Os ovos foram acomodados em chocadeira portátil (IP 130, Premium 

Ecológica®, Belo Horizonte, Brasil) e mantidos em condições controladas de 

temperatura (37,5°C) e de umidade (80%) por 21 dias. Após o período de incubação 

dos ovos, 86 pintinhos eclodiram. As aves foram transferidas aleatoriamente para 

gaiolas teladas e aquecidas, contendo água “ad libtum” e ração livre de 
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coccidiostáticos. A limpeza das gaiolas e a troca da “cama” foram realizadas 

diariamente.  

No primeiro dia após o nascimento, seis aves foram eutanaziadas para a 

coleta de sangue e realização de exames prévios com a finalidade de avaliar as 

condições hematológicas e descartar a presença de CAV e de Plasmodium 

juxtanucleare nos indivíduos previamente as inoculações. Os pintinhos e o sangue da 

galinha doadora foram avaliados quanto à presença de anticorpos contra o CAV. A 

presença de DNA do CAV em amostras do sangue foi investigada na galinha 

doadora e nas aves receptoras. A presença de DNA do CAV, também foi investigada 

a partir de fragmentos extraídos de tecidos obtidos a partir do fígado, baço, pâncreas, 

gônadas, bursa de Fabricius e timo das aves receptoras (Marín et al. 2012). Além 

disto, a pesquisa morfológica por P. juxtanucleare foi realizada em esfregaços 

sanguíneos das aves previamente a inoculação por meio da observação de 200 

campos microscópicos sob lente de imersão (aumento: 1000x).  

 As aves foram divididas, aleatoriamente, no segundo dia após-nascimento, 

em quatro grupos contendo 20 indivíduos em cada: Grupo CAV: fomado por 

pintinhos a serem exclusivamente infectados pelo CAV; Grupo co-infectado: 

indivíduos a serem infectados por CAV e por P. juxtanucleare; Grupo P. 

juxtanucleare: indivíduos a serem infectados exclusivamente por P. juxtanucleare; 

Grupo controle: indivíduos não infetados. Os grupos CAV e co-infectado 

permaneceram em um laboratório A e os grupos P. juxtanucleare e controle foram 

conduzidos ao laboratório B, afastado do primeiro. Os laboratórios A e B, além de 

apresentarem as janelas teladas e sistema de exaustão de ar, ofereciam as mesmas 

condições de temperatura, umidade e luminosidade. As aves foram marcadas 

individualmente com a utilização de anilhas contendo letras. Os pintinhos, assim 

como a galinha doadora não apresentaram DNA ou anticorpos contra o CAV 

previamente as inoculações experimentais.  

No laboratório A, os grupos CAV e co-infectado receberam o inóculo 

composto por vacina viva contendo vírus atenuado da anemia infecciosa (CAV). As 

aves destes grupos foram infectadas pelo vírus via i.p, com a dosagem única de 0,3 

µL de vacina contendo o inóculo 105,5 doses infectantes para 50 % dos cultivos 
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celulares (DICC50), cepa Cuxhaven-1 (Thymovac, AvilPro®), metodologia adaptada 

de Hoop (1992).  

Sete dias após a inoculação por CAV, o grupo co-infectado e o grupo P. 

juxtanucleare, foram inoculados, via i.p, com 0,3 mL de sangue heparinizado da 

galinha doadora de P. juxtanucleare. A galinha doadora apresentou 1% de 

parasitemia no momento da inoculação. O desenho experimental pode ser observado 

na figura 2. O grupo controle recebeu 0,3 mL de solução fisiológica 0,8%, via i.p.  

A coleta de sangue para a realização dos exames nos quatro grupos foi 

realizada três vezes na semana com a duração de 30 dias após a inoculação de P. 

juxtanucleare (4°,6°,8°,11°,13°,15°,18°,21°,23°,26°,28°,30°dpi). Enquanto, a 

glicose, o peso e a temperatura corporal foram avaliados duas vezes na semana 

(4°,6°,11°,13°,21°,23°,26°,28°dpi).  

Seis aves foram avaliadas durante as coletas, utilizando o sistema de rodízio, 

que consistiu na coleta de sangue alternando os indivíduos (N=6). Este sistema se 

fez necessário para evitar a possibilidade de erro de análise mediante coletas 

sanguíneas sucessivas nos mesmos indivíduos e desta forma minimizar a 

possibilidade de alterações hematológicas decorrentes da retirada excessiva de 

sangue. 
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Figura 2. Fluxograma demonstrando o esquema utilizado para 

infecção experimental por P. juxtanucleare em pintinhos SPF 

imunossuprimidos utilizando Vírus da Anemia infecciosa das galinhas 

(CAV). A coleta de sangue foi realizada de acordo com os dias após a 

inoculação por P. juxtanucleare em quatro grupos (N=6): Controle 

(pintinhos não infectados), CAV (exclusivamente infectado pelo CAV), P. 

juxtanucleare (exclusivamente infectado pelo P. juxtanucleare) e Co-

infectado (infecção mista). 

   

 

A disposição dos quatro grupos mantidos nos laboratórios A e B e a 

esquematização da coleta de sangue para as provas hematológicas e sorológicas 

podem ser visualizadas na figura 3. 

 Ao longo do estudo, duas aves de cada grupo foram eutanaziadas 

semanalmente (7°,15°,21°,28°dpi) para a avaliação das alterações macroscópicas e 

microscópicas. O exame macroscópico foi realizado durante as necropsias.  

A avaliação microscópica foi realizada a partir da coleta de fragmentos 

obtidos do fígado, do baço, do pulmão, do cérebro, do cerebelo, do timo, da bolsa 

cloacal, do coração, do pâncreas e do rim. Os fragmentos dos órgãos foram 

colocados em formol 10% tamponado e enviados para preparação histológica no 

Laboratório de Histopatologia, ICB. Todos os indivíduos que morreram no decorrer 

do experimento também foram necropsiados e os fragmentos dos órgãos foram 
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avaliados quanto ás características histopatológicas. Os pintinhos dos grupos CAV 

e co-infectado foram avaliados quanto à presença de DNA viral no sangue 14 dias 

após a inoculação por CAV. A fim de avaliar uma possível contaminação por CAV 

nos grupos P. juxtanucleare e controle e constatar a presença de anticorpos contra o 

vírus nos grupos CAV e co-infectado os pintinhos dos quatro grupos foram 

avaliados no 28° dpi por P. juxtanucleare. 

 

 

 

 

 

Figura 3. Fluxograma demonstrando a separação dos grupos em 

salas laboratoriais diferentes, assim como o número de indivíduos que 

compôs cada grupo e a frequência de realização dos exames nos quatro 

grupos experimentais. 

 

4.6 Realização dos exames hematológicos, determinação do peso e da 

temperatura corporal 
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Os exames hematológicos foram realizados a partir de amostras de sangue 

obtidas por punção da veia braquial, localizada na asa.  Para a realização das análises 

coletou-se aproximadamente 1 mL de sangue, de cada ave, em tubo para microcoleta 

contendo anticoagulante EDTA K2 (MiniCollect, Vacuette®, São Paulo, Brasil). Os 

tubos contendo as amostras de sangue foram mantidos refrigerados no decorrer da 

realização dos exames. 

Na avaliação hematológica determinou-se o hematócrito, o número de 

eritrócitos e a hemoglobina. Os exames foram realizados tanto no Laboratório de 

Malária, ICB, quanto no Laboratório de Doenças das Aves, Escola de Veterinária, 

ambos na UFMG. 

O hematócrito foi analisado pelo método do microhematócrito que consistiu 

na coleta de sangue em tubo de microcapilar. A amostra foi centrifugada por cinco 

minutos e o percentual de células vermelhas existente na amostra foi determinado 

pela comparação entre o resultado da amostra e a tabela de leitura para 

microhematócrito (Campbell 1995). 

 Para a determinação do número de eritrócitos foram utilizados 20µL de 

sangue, homogeneizado em 2mL de solução Natt-Herrick´s (proporção de diluição 

1:100). A mistura sangue/Natt-Herrick´s, em seguida, foi levada ao agitador, 

permanecendo em leve agitação por cinco minutos para coloração das células, 

quando foi então, depositada na câmara de Neubauer espelhada para a realização da 

contagem do número de eritrócitos (Natt & Herrick 1952). 

 A determinação da hemoglobina foi realizada utilizando-se o método de 

reação da cianometahemoglobina. Uma amostra contendo 10 µL de sangue foi 

adicionada em 2,5 mL de reagente cianometahemoglobina (proporção de diluição 

1:250). Esta mistura sangue/cianometahemoglobina permaneceu em temperatura 

ambiente por 10 minutos, protegida contra a luz; após este período a solução foi 

centrifugada a 3000 rpm, por cinco minutos, para remoção dos núcleos das hemácias, 

a fim de se evitar a concentração superestimada de hemoglobina (Thrall 2007). Após 

este procedimento as amostras foram levadas para leitura ao espectofotômetro de luz 

(540nm). 

Por meio de fórmulas padronizadas foram calculados os índices de 

concentração de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e volume corpuscular 

médio (VCM), de acordo com Wintrobe (1934). 
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A concentração de glicose foi determinada pelo método do teste rápido, que 

consiste na aplicação de uma gota de sangue, sem anticoagulante, em uma tira-teste 

acomodada diretamente no aparelho digital, seguindo a recomendação dos 

fabricantes (Accu-Chek Advantage, Roche®, Mannheim, Alemanha).  

Após a realização dos exames, o sangue foi centrifugado e o plasma obtido 

foi utilizado para a avaliação das proteínas totais utilizando-se o método de 

refratometria.  

As ELISAS para a detecção de anticorpos contra o CAV foram realizadas 

utilizando-se o soro obtido por meio da coleta de sangue sem anticoagulante.  

O peso corporal foi obtido utilizando-se uma balança portátil digital. A 

temperatura foi mensurada a partir da região cloacal das aves utilizando-se um 

termômetro digital. 

A figura demonstrando os exames realizados pode ser observada na figura 4. 

  

 

 

Figura 4. Esquema demonstrando o material coletado e os exames 

realizados nos pintinhos SPF da linhagem Leghorn branca, após a 

inoculação por vírus atenuado da anemia infecciosa (CAV) e por 

Plasmodium juxtanucleare. 
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4.7 Avaliação da resposta imunológica 

 

Para a realização desta etapa do estudo foi conduzido outro experimento 

seguindo metodologia de diagnóstico, modelo experimental e formação dos grupos 

descrita anteriormente. As inoculações ocorreram no período de abril a maio de 

2012, conforme o desenho experimental realizado no primeiro estudo,  

Nesta etapa do estudo, realizada a fim de complementar as informações obtidas 

no primeiro experimento, foram adquiridos 50 ovos certificadamente SPF oriundos 

da Sadia Brasil®, Uberlandia, MG. No primeiro dia após o nascimento os pintinhos 

foram avaliados quanto à presença de DNA e/ou de anticorpos contra o CAV 

previamente as inoculações.  

Os pintinhos foram divididos aleatóriamente em quatro grupos compostos por 12 

indivíduos a formarem os grupos: CAV- pintinhos exclusivamente infectados por 

CAV; P. juxtanucleare- indivíduos exclusivamente infectados por P. juxtanucleare; 

Grupo co-infectado- indivíduos infectados pelos dois patógenos; Grupo controle- não 

infectados. A infecção por CAV foi realizada sete dias antes da infecção por P. 

juxtanucleare. As coletas de sangue foram realizadas nos 2°,7°,14°,21° e 28°dpi por 

P. juxtanucleare e sempre nos mesmos indivíduos (sem sistema de rodízio), com 

excessão daqueles que morreram durante as avaliações. A parasitemia e a curva 

mortalidade foram determinadas utilizando-se a mesma metologia proposta na 

primeira estratégia do estudo. 

O perfil imunológico celular dos pintinhos dos grupos CAV, P. juxtanucleare e 

co-infectado foi avaliado por meio da análise do número de leucócitos totais, número 

absoluto de linfócitos, de heterófilos, de eosinófilos e de monócitos de forma 

comparativa aos valores observados no grupo controle, de acordo com ítem 4.8. Os 

números de linfócitos T, CD8+ e CD4+ e as subpopulaçãoes destes tipos celulares 

associdadas a moléculas co-estimulatórias e de ativação, além da população de 

linfócitos B, foram avaliadas nos mesmos grupos de pintinhos de forma comparativa 

a análise do número de células no grupo controle conforme descrito no ítem 4.9.  
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4.8 Leucograma 

 

Para a avaliação do perfil imunológico coletou-se, em tubos contendo 

anticoagulante EDTA K2, aproximadamente 1mL de sangue da veia braquial das 

aves (N=6). O número total de leucócitos foi determinado em hemocitômetro de 

Neubauer a partir da alícota de 20µL de sangue, homogeneizado em 2mL de 

solução Natt -Herrick ́s (diluição 1:100). A solução, em seguida, foi levada ao 

agitador, permanecendo em leve agitação por cinco minutos para coloração das 

células e a realização da contagem em microscopia de luz (Natt & Herrick 1952). 

A contagem diferencial dos linfócitos, heterófilos, eosinófilos, monócitos e 

basófilos foi realizada em esfregaços sanguíneos, observando-se o total de 100 

células. Os esfregaços sanguíneos, preparados a partir de sangue sem 

anticoagulante, foram secados ao ar, fixados em metanol absoluto (álcool metílico 

P.A.) e corados pela solução de GIEMSA (eosina-azul de metileno) diluída em 

água tamponada (pH 6,8 – 7,1) na proporção de 1:10, por 45 minutos. O número 

absoluto de cada tipo de leucócito foi calculado considerando-se a porcentagem de 

cada célula sobre o total de leucócitos (Campbell 1995). Os tipos celulares foram 

determinados de acordo com Lucas & Jamroz (1961).  

 

4.9 Fenotipagem celular 

 

A marcação celular com o objetivo de determinar o número de células T e 

subpopulações (CD3+CD4+, CD3+CD4+MHCII+, CD3+CD4+CD28+, CD3+CD8+, 

CD8+MHCI+, CD3+CD8+CD28+) e de células B (Bu-1+) foi realizada utilizando-se 

anticorpos monoclonais. Os anticorpos monoclonais específicos para os marcadores 

celulares de galinhas foram adquiridos comercialmente a partir da Southern 

Biotechnology Associates, Inc., Estados Unidos. Os anticorpos conjugados aos 

marcadores para a detecção de antígenos da superfície de linfócitos foram os 

seguintes (Tabela 2): Mouse Anti-Chicken Bu-1- conjugado com FITC, Mouse 

Anti-Chicken CD4- conjugado com FITC, Mouse Anti-Chicken CD8α-conjugado 

com FITC, Mouse Anti-Chicken CD3- conjugado com “Spectral red” (SPRD), 

Mouse Anti-Chicken CD28- conjugado com PE-, Mouse Anti-Chicken MHC 
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Classe I- conjugado com PE, Mouse Anti-Chicken MHC Classe II- conjugado com 

PE (Tabela 2).  

Para a marcação celular quatro microlitros de cada anticorpo monoclonal e 20 

microlitros de sangue foram adicionados aos tubos específicos para leitura em 

citometria de fluxo. A marcação celular foi realizada imediatamente após a coleta 

do sangue. O tubo contendo a amostra de sangue e o anticorpo foi homogeneizado e 

mantido em temperatura ambiente por 40 minutos. As hemácias das amostras foram 

lisadas com 2 mL de solução de lise (FACSLysing®-BD, USA) por 10 minutos, 

após a marcação celular com os anticorpos já descritos A reação de lise foi 

bloqueada pela adição de 2mL de solução bloqueadora contendo PBS e BSA 0,5 %. 

Após o bloqueio, as amostras foram lavadas com PBS e centrifugadas a 400 × g 

durante 10 minutos, por duas vezes. As células marcadas foram ressutspendidas em 

200 microlitros de PBS e analisadas em citômetro de fluxo (FACScan, Becton 

Dickinson, EUA). Cem mil eventos foram adquiridos e analisados pelo Software 

FlowJo versão 8.7.3 (TreeStar, Inc., Ashland, EUA). 

O número absoluto de cada tipo celular foi calculado considerando-se a 

porcentagem de cada célula sobre o número absoluto de linfócitos. 

 

Tabela 2. Especificidade de anticorpos monoclonais conjugados utilizados 

neste estudo para a marcação celular. 

 

 

 

 

Antígeno de 
superfície celular 

Especificidade Fluorocromo Marcação realizada  

CD4+ linfócitos T auxiliadores FITC CD3+CD4+  
CD8+

α linfócitos T citotóxicos FITC CD3+CD8+  
CD3+ Linfócitos T SPRD   
CD28+ linfócitos Tnaїve e células 

de memória   
PE CD3+CD28+ CD4+ 

CD3+CD28+ CD8+ 
 

MHCI + Presente em quase todas 
as células nucleadas 

PE CD3+MHCI+CD8+  

MHCII + linfócitos e células 
apresentadoras   

PE CD3+MHCII+CD4+  

Bu-1+ linfócitos B FITC Bu1+  
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4.10 Análise estatística  

 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando-se os programas BioEstat 

4.0 e GrafPad Prism 5.0. Todas as análises estatísticas foram realizadas considerando 

como diferença significativa p-valor inferior a 0,05. 

Os dados, inicialmente submetidos ao teste de D’Agostino-Pearson para 

verificar a normalidade, foram processados utilizando-se o teste de Mann-Whitney e 

Kruskal-Wallis, seguido pelo pós-teste de Dunn ou de Student-Newman-Keus. As 

análises de sobrevivência foram realizadas pelo teste Log-Rank. 

A comparação estatística entre os quatro experimentais foi efetuada 

utilizando-se os valores médios obtidos durante cada observação, fundamentados em 

seis repetições (N=6). Nos grupos inoculados, somente os valores que se 

apresentaram abaixo do valor mínimo ou acima do máximo observados no grupo 

controle e acompanhados de diferença estatística foram considerados como 

significativamente diferentes. 

 

 

5. RESULTADOS  

 

5.1 Sequenciamento e análise filogenética do isolado de Plasmodium 

juxtanucleare  

 

Entre 20 galinhas analisadas na fazenda Mourão Vermelho, cinco 

apresentaram formas intraeritrocíticas compatíveis com P. juxtanucleare ao exame 

microscópico. Foram observados trofozoítos maduros, esquizontes e gametócitos, 

embora a parasitemia tenha se apresentado baixa (menos de 1%). O resultado da 

PCR foi positivo para Plasmodium sp. A análise de sequenciamento do cit b das 

sequencias recuperadas a partir destas cinco galinhas revelou que as sequencias eram 

idênticas e compatíveis com as linhagens de P. juxtanucleare depositadas 

anteriormente no GenBank. A cepa foi denominada de FMV. Após estes resultados, 

uma destas cinco galinhas foi adquirida junto à fazenda para a realização dos 

experimentos laboratoriais. As amostras deste isolado encontram-se criopreservadas 

no Laboratório de Malária, UFMG. 
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A árvore filogenética obtida por inferência Bayesiana revelou que duas 

sequências de P. juxtanucleare (cit-b) previamente depositadas no GenBank e no 

MalAvi apresentavam-se relacionadas e constituíam um clado bem suportado com a 

linhagem de P. juxtanucleare encontrada neste estudo (Figura 5). A linhagem 

GALLUS01 de P. gallinaceum presente no GenBank apresentou-se em um clado 

distinto de P. juxtanucleare refletindo a classificação destas duas espécies de 

Plasmodium em dois subgrupos diferentes. A linhagem de P. juxtanucleare 

encontrada neste estudo é diferente em um único nucleotídeo das linhagens de P. 

juxtanucleare previamente depositadas no GenBank: GALLUS02 (recuperada em 

faisão-branco, Crossoptilum crossoptilum, no Japão) e GALLUS04 (recuperada em 

galinhas, no Brasil). A linhagem identificada como "P. juxtanucleare-like" (números 

de acessos: HQ724295 e HQ724297), recuperada por Pacheco et al. (2011) a partir 

de duas codornas (Colinus virginianus) e de um corvo (Corvus corax) nos Estados 

Unidos, apareceram em um clado distinto das sequências de P. juxtanucleare 

depositadas previamente no GenBank e mostraram divergência de 5,6% a partir da 

sequência de P. juxtanucleare descrita neste estudo. 
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Figura 5. Cladograma representando as relações filogenéticas 

entre as espécies de Plasmodium utilizando sequencias parciais do gene 

mitocondrial Citocromo b por meio de inferência Bayesiana. A linhagem 

de P. juxtanucleare sequenciada neste estudo está destacada com uma 

seta. Números de acesso do GenBank estão entre parêntesis. Os valores 

próximos aos nós correspondem aos valores percentuais de 

probabilidade posterior. 

 

 

 

 

 

 

Cepa FMV 



 
 

52 
 

5.2 Determinação da parasitemia nos pintinhos co-infectados e no 

grupo P. juxtanucleare  

 

No 4°dpi por P. juxtanucleare, primeira coleta realizada após a infecção 

experimental, foram observados trofozoítos do parasito nas hemácias das aves dos 

grupos co-infectado e P. juxtanucleare. Em ambos os grupos as formas 

intraeritrocíticas do tipo trofozoíto foram as mais frequentemente observadas (85%) 

no exame microscópico dos esfregaços sanguíneos ao longo do experimento. 

Enquanto, as hemácias contendo merontes (10%) e gametócitos (5%) foram 

observadas de forma escassa. O parasito foi observado no interior de eritrócitos 

maduros nos dois grupos, entretanto, no grupo co-infectado observou-se também o 

parasitismo de hemácias jovens e poliparasitismo. 

A infecção por P. juxtanucleare nos dois grupos infectados caracterizou-se 

por apresentar baixa parasitemia ao longo do período de observação (Figura 6). No 

grupo co-infectado a média de parasitemia foi significativamente maior quando 

comparada ao grupo P. juxtanucleare (P<0,05). No grupo co-infectado foram 

observados dois picos de parasitemia. O primeiro pico foi observado próximo ao 

15°dpi e o valor médio de parasitemia registrado neste período foi de 0,47%. Um 

segundo pico de parasitemia neste grupo ocorreu no 26°dpi, observando-se o valor 

médio de parasitemia de 0,42%. No grupo P. juxtanucleare ocorreram dois períodos 

em que foi observada elevação da parasitemia, entretanto o pico de parasitemia não 

foi evidente. A média de parasitemia mais alta detectada neste grupo ocorreu no 23° 

dpi (0,33%). 
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Figura 6. Valor médio de parasitemia (N=6) por Plasmodium 

juxtanucleare presente em esfregaços sanguíneos de pintinhos SPF dos 

grupos P. juxtanucleare (exclusivamente infectado por P. juxtanucleare) e 

co-infectado (P. juxtanucleare e vírus da anemia infecciosa-CAV), 

avaliados de acordo com os dias pós-inoculação por P. juxtanucleare 

(dpi). * diferenças significativas (p<0,05).  

 

Na tabela 3, além dos valores médios é possível observar os valores mínimo e 

máximo detectados em indivíduos de cada grupo.  
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Tabela 3. Parasitemia (média±desvio padrão; valor máximo e mínimo) obtida 

em pintinhos SPF, no grupo infectado por Plasmodium juxtanucleare e co-

infectado por Plasmodium juxtanucleare e Vírus da anemia infecciosa (CAV) 

ao longo das coletas, de acordo com os dias pós-inoculação. 

 

 

 
Parasitemia (%) 

DPI Máximo Mínimo Máximo Mínimo 
P. juxtanucleare Co-infectado p-valor 

4 0,02±0,01** 0,02 0 0,06±0,03 0,12 0,04 0,03* 

6 0,01±0,07 0,06 0 0,12±0,05 0,2 0,02 0,01* 

8 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 0,18±0,1 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 pós-inoculação 
*diferença significativa detectada pelo teste Mann-Whitney (p<0,05). 
**média para 6 replicações±desvio padrão 

 

  

5.3 Diagnóstico molecular e sorológico do Vírus da anemia infecciosa 

das galinhas 

  

As amostras de DNA das aves que receberam o inóculo viral (CAV e co-

infectado), analisadas 14 dias após a inoculação do CAV, apresentaram PCR 

positiva, enquanto as aves do grupo controle e P. juxtanucleare apresentaram PCR 

negativas. 
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As aves dos grupos co-infectado e CAV apresentaram anticorpos contra o 

vírus da anemia infecciosa das galinhas 28 dias após a inoculação de CAV. Enquanto 

as aves do grupo controle e do grupo P. juxtanucleare encontraram-se não reagentes 

para o teste. 

 

5.4 Variáveis hematológicas em pintinhos imunossuprimidos pelo 

CAV e infectados por P. juxtanucleare  

 

Os valores de concentração de hemoglobina, hematócrito e a contagem do 

número de eritrócitos obtidos nas aves do grupo controle foram considerados como 

os valores de referencia normal. Uma vez que a determinação destas variáves em 

aves pode ser influenciada pela idade, tipo de linhagem, sexo, hormônios, hipóxia, 

fatores ambientais e doenças (Campbell 1995; Thrall 2007).  

Os valores médios de hemoglobina obtidos em cada grupo foram 

comparados de acordo com os dias após-inoculação por P. juxtanucleare (dpi) e 

podem ser observados na figura 7. Os valores mínimo e máximo obtidos no grupo 

controle ao longo do experimento, considerados como referencia normal para a 

concentração de hemoglobina, foram de 3,8 e 7,2 g/dL. O grupo co-infectado 

apresentou os valores médios de hemoglobina significativamente mais baixos 

quando comparado às médias obtidas nos grupos controle e P. juxtanucleare. As 

menores médias foram registradas no 11° e 13° dpi, (p<0,02, respectivamente). Não 

foram detectadas diferenças significativas entre as médias de hemoglobina 

observadas nos grupos co-infectado e grupo CAV (p˃0,05). Embora, seja 

importante mencionar que o valor de hemoglobina detectado no grupo co-infectado, 

no 11°dpi, tenha se mostrado abaixo dos valores registrados para o grupo CAV e 

grupo controle. O grupo co-infectado apresentou valores médios de hemoglobina 

significativamente menores quando comparados ao grupo controle nos seguintes 

dpi: 6°, 8°, 11°, 13° e 15° (p=0,01; p˂ 0,01; p˂ 0,01; p˂ 0,01; p=0,02, 

respectivamente).  

O grupo P. juxtanucleare apresentou nos 11°, 15° e 21°dpi a hemoglobina 

significativamente menor quando comparada as médias observadas no grupo controle 

(p˂0,05; p˂ 0,01; p=0,02, respectivamente). Sendo que no 21°dpi, o grupo P. 
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juxtanucleare apresentou o valor médio de hemoglobina mais baixo quando 

comparado aos grupos co-infectado e CAV (p˂0,01; p<0,02).  

 

  

 

 

Figura 7. Valores médios da concentração de hemoglobina g/dL 

(média±erro padrão) em pintinhos SPF, nos grupos: P. juxtanucleare 

(exclusivamente infectado por P. juxtanucleare), co-infectado (P. 

juxtanucleare e vírus da anemia infecciosa- CAV), CAV (exclusivamente 

infectado por CAV) e controle (não infectados) avaliados de acordo com 

os dias pós-inoculação por P. juxtanucleare (dpi) ao longo de 30 dias.* 

diferenças significativas (p<0,05).  

 

 

Os valores médios de hematócrito apresentados em cada grupo ao longo das 

observações podem ser analisados na figura 8. O valor mínimo e máximo obtido no 

grupo controle e considerado como valor de referencia normal para o hematócrito 

neste estudo foi de 31-39%. No grupo co-infectado, a diminuição nos valores do 

hematócrito foi evidenciada a partir do 6°dpi, atingindo valores ainda mais baixos no 

8° e 11°dpi. Quando comparado ao grupo controle, o grupo co-infectado apresentou 
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hematócrito significativamente menor nos seguintes dpi: 6°, 8, 11° e 13° (p≤0,01). 

No período de 8° e 11°dpi, o hematócrito do grupo co-infectado foi 

significativamente menor quando comparados aos valores obtidos no P. 

juxtanucleare (p˂ 0,01; p˂ 0,05, respectivamente). Sendo que no 11°dpi o hematócrito 

observado no grupo co-infectado também foi significativamente menor quando 

comparado ao observado no grupo CAV (p=0,02).  

No 21°dpi o grupo P. juxtanucleare apresentou hematócrito 

significativamente menor quando comparado aos valores detectados no grupo 

controle e grupos co-infectado e CAV (p≤0,01).  

 

 

 

Figura 8. Valores médios de hematócrito (média±erro padrão) em 

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

por P. juxtanucleare), co-infectado (P. juxtanucleare e vírus da anemia 

infecciosa- CAV), CAV (exclusivamente infectado por CAV) e controle 

(não infectados) avaliados de acordo com os dias pós-inoculação por P. 

juxtanucleare (dpi) ao longo de 30 dias.* diferenças significativas 

(p<0,05).  
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A contagem de eritrócitos obtida em cada um dos grupos foi comparada de 

acordo com o dpi, conforme pode ser observado na figura 9. O valor mínimo e 

máximo considerado como valor de referencia normal para a contagem de eritrócitos 

no grupo controle foi de 2,2 e 3,1 (106/µL). O grupo co-infectado apresentou os 

menores valores associados ao total de eritrócitos durante o período de observação. A 

contagem de eritrócitos no grupo co-infectado foi significativamente menor quando 

comparado aos valores observados no grupo controle nos seguintes dpi: 4°,8°,11°, 

13° e 15° (p˂0,05; p˂ 0,01; p˂ 0,01; p˂ 0,01; p=0,03). A contagem de eritrócitos no 

grupo co-infectado também foi menor no 8° e 11°dpi quando comparada a contagem 

obtida no grupo P. juxtanucleare (p˂0,01).  

No grupo P. juxtanucleare, a contagem de eritrócitos foi significativamente 

menor quando comparada aos valores observados no grupo controle nos seguintes 

dias após-inoculação: 4°,11°,15°,21° e 26° (p˂0,01; p=0,02; p˂ 0,01; p˂ 0,01; p˂ 0,01, 

respectivamente). Além da diminuição do número de eritrócitos quando comparado 

ao controle, no 21°dpi o grupo P. juxtanucleare também apresentou número de 

eritrócitos significativamente menor quando comparado à contagem observada nos 

grupos co-infectado e CAV (p˂0,01). 

 

 

 

Figura 9. Valores médios da contagem de eritrócitos (média±erro 

padrão) em pintinhos SPF, nos grupos: P. juxtanucleare (exclusivamente 

infectado por P. juxtanucleare), co-infectado (P. juxtanucleare e vírus da 
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anemia infecciosa- CAV), CAV (exclusivamente infectado por CAV) e 

controle (não infectados) avaliados de acordo com os dias pós-inoculação 

por P. juxtanucleare (dpi) ao longo de 30 dias.* diferenças significativas 

(p<0,05).  

 

5.5 Caracterização do tipo de Anemia:  

 

A anemia foi detectada nos grupos CAV, P. juxtanucleare e co-infectado. O 

critério para a determinação foi à presença do hematócrito ou da concentração de 

hemoglobina (ou ambos) abaixo dos valores observados no grupo controle, utilizados 

como referência. Para classificar o tipo de anemia foram utilizados os índices 

hematimétricos referentes ao volume corpuscular médio (VCM) e à concentração de 

hemoglobina corpuscular média (CHCM). Os valores de VCM observados no grupo 

controle e utilizados como referencia foram 123-148 fL. Os valores de referência 

observados no grupo controle (11-20%). 

O grupo co-infectado apresentou anemia severa, detectada principalmente nos 

8° e 11°dpi. Os índices de VCM determinados neste período, apresentaram valores 

acima da referencia, indicando anemia macrocítica (193 e 171fL), enquanto os 

índices de CHCM determinados neste período indicaram normocromia (14,8 e 

11,7%).  

 O grupo P. juxtanucleare apresentou no 21°dpi, período em que a anemia foi 

detectada, valor de VCM normal indicando anemia normocítica (134fL). O índice de 

CHCM, neste período, foi observado abaixo do valor mínimo de referencia, 

indicando hipocromia (7,8%). 

No período de 15 e 18 dias após-inoculação do CAV, o grupo CAV 

apresentou VCM acima do valor de referencia, caracterizando a anemia macrocítica 

(151 e 194fL) enquanto, os índices de CHCM neste período indicaram tendência a 

hipocromia (13,4 e 9,6%). 

 

5.6 Proteínas Totais 

 

Os valores referentes à concentração de proteínas plasmáticas totais nos 

grupos foram avaliados comparativamente e podem ser observados na tabela 4. Os 
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valores médios (mínimo e máximo) observados no grupo controle e utilizados como 

referencia foram 2,9-4,1(g/dL), respectivamente. 

A concentração de proteínas plasmáticas nos grupos P. juxtanucleare, CAV e 

co-infectado manteve-se dentro dos valores de referencia mínimo e máximo 

observados no grupo controle. A comparação estatística entre os grupos detectou 

diferenças significativas entre as avaliações ao longo do experimento, entretanto 

estes valores foram biologicamente aceitáveis e compatíveis com os valores de 

referencia. 

 

 

Tabela 4. Valores médios da concentração de proteína plasmática (g/dL) 

(média±desvio padrão) obtidos em pintinhos SPF, nos grupos: co-infectado, 

infectado exclusivamente por Plasmodium juxtanucleare ou pelo Vírus da 

anemia infecciosa (CAV) e controle. 

 

 

    Proteínas Totais (g/dL)     

  Grupos         

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

4 4,1±0,2 3,3±0,3 3,4±0,2 3,8±0,4 0,01* 

6 3,3±0,3 3,1±0,2 3,6±0,4 4,1±0,9 0,02* 

8 3,9±0,3 3,2±0,5 3,9±0,3 3,8±0,2 0,04* 

11 3,7±0,4 3,7±0,7 3,7±0,4 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 3,7±0,4 4,1±0,4 3,5±0,3 0,01* 

18 3,6±0,3 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 3,6±0,3 3,3±0,3 3,8±0,2 0,01* 

26 3,6±0,7 3,8±0,3 3,4±0,3 2,9±0,1 0,01* 

28 3,5±0 3,7±0,2 3,5±0,5 3,1±0,3 0,11 

30 3,5±0,1 3,5±0,3 3,1±0,2 3,6±0,1 0,01* 

* diferença significativa observada ao comparar os quatro grupos experimentais (Kruskal-Wallis, seguido pelo 

pós-teste Student-Newman-Keus, p˂0,05); 

DPI: dias pós-inoculação por Plasmodium juxtanucleare. 
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5.7 Concentração de glicose 

 

Os valores médios referentes à concentração de glicose podem se observados 

comparativamente na tabela 5. Os valores mínimo e máximo observados no grupo 

controle foram utilizados como referencia: 247-300 (g/dL). 

O grupo co-infectado apresentou alterações nos valores médios de 

concentração de glicose quando comparado à determinação da glicose no grupo 

controle. As alterações detectadas foram pouco expressivas e sem significância 

estatística (p>0,05), com exceção do 4°dpi. No 4°dpi a determinação da glicose no 

grupo co-infectado indicou que a concentração estava acima do valor de referencia e 

significativamente maior quando comparada com ao grupo controle (p<0,04). O 

grupo P. juxtanucleare apresentou a concentração de glicose abaixo do valor mínimo 

de referencia somente no 6°dpi (p˃0,05). Nas demais observações não foram 

detectadas alterações na concentração de glicose quando comparados aos demais 

grupos. 

 

Tabela 5. Concentração de glicose mg/dL (média±desvio padrão) obtida em 

pintinhos SPF, nos grupos: infectado por Plasmodium juxtanucleare, co-

infectado por Plasmodium juxtanucleare e pelo Vírus da anemia infecciosa, 

infectado pelo Vírus da anemia infecciosa (CAV) e controle. 

 

Glicose mg/dL 

DPI   Grupos       

  P. juxtanucleare Co-infectado CAV Controle p-valor 

4 265,3±35 392,2±90 286±44 273,6±58 0,04* 

6 237,2±45 225,1±86 313±90 297,6±78 0,24 

11 277,5±40 318±76 301,8±62 300,7±71 0,92 

13 291±64 277,7±54 256,7±15 254,5±23 0,81 

21 304,8±27 266,5±4 288,1±59 252±23 0,19 

23 286,8±52 269,7±56 248,7±10 288,7±63 0,29 

26 235±20 244,3±23 243,1±9 247,8±16 0,71 

28 270,2±27 270,5±34 266±39 278±31 0,87 

* diferença significativa observada ao comparar os quatro grupos experimentais (Kruskal-Wallis, seguido pelo 
pós-teste Student-Newman-Keus, p˂0,05); DPI: dias pós-inoculação por Plasmodium juxtanucleare. 



 
 

62 
 

5.8 Parâmetros clínicos: peso e temperatura corporal 

 

Os valores médios de peso dos indivíduos dos grupos P. juxtanucleare, CAV 

e co-infectado foram avaliados comparativamente aos valores encontrados no grupo 

controle (Figura10).  

Os grupos co-infectado e CAV apresentaram valores médios de peso 

semelhantes aos valores observados no grupo controle (p˃ 0,05). 

O grupo P. juxtanucleare apresentou média de peso inferior ao registrado 

para o grupo controle nos 4°, 11°, 13° e 28°dpi (p˂0,05).  

 

 

 

 

 

Figura 10. Valores médios do peso corporal/g de pintinhos SPF 

nos grupos: P. juxtanucleare (exclusivamente infectado por P. 

juxtanucleare), co-infectado (P. juxtanucleare e vírus da anemia 

infecciosa- CAV), CAV (exclusivamente infectado por CAV) e controle 

(não infectados) avaliados de acordo com os dias pós-inoculação por P. 

juxtanucleare (dpi) ao longo de 30 dias.* diferenças significativas 

(p<0,05).  
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Os valores médios de temperatura corporal nos grupos P. juxtanucleare ou 

CAV e co-infectado podem ser observados comparativamente ao grupo controle na 

figura 11. A temperatura obtida no grupo controle foi utilizada como parâmetro de 

referência mínimo e máximo: 40,8 e 41,9°C. 

O grupo co-infectado, no 6°dpi apresentou valor médio de temperatura abaixo 

da referencia e significativamente menor quando comparado ao grupo controle 

(p˂0,01). Os grupos P. juxtanucleare e CAV apresentaram valor médio de 

temperatura dentro dos valores admitidos como referencia.  

 

 

 

 

 

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 vírus da anemia 

infecciosa- CAV), CAV (exclusivamente infectado por CAV) e controle 

(não infectados) avaliados de acordo com os dias pós-inoculação por P. 

juxtanucleare (dpi) ao longo de 30 dias.* diferenças significativas 

(p<0,05).  
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5.9 Mortalidade, alterações macroscópicas e microscópicas 

 

No grupo co-infectado, a mortalidade foi mais elevada e detectada 

precocemente (11°dpi) a mortalidade observada nos grupos CAV e P. 

juxtanucleare (Figura 12, p=0,03). No grupo controle não foi observada 

mortalidade. 

 

 

 

Figura 12. Mortalidade observada nos pintinhos dos grupos P. 

juxtanucleare (exclusivamente infectado por P. juxtanucleare), co-

infectado (P. juxtanucleare e vírus da anemia infecciosa- CAV), CAV 

(exclusivamente infectado por CAV) avaliados de acordo com os dias 

pós-inoculação por P. juxtanucleare (dpi) ao longo de 30 dias.* diferenças 

significativas (p<0,05). * indica diferença significativa entre Co-infectado e 

os outros grupos de acordo com o Log-Rank test (N=20). 

 

Os sinais clínicos foram observados com maior intensidade no grupo co-

infectado quando comparado aos demais grupos. No 7°dpi (15°dpi pelo CAV) o 

grupo co-infectado apresentou sinais de apatia, palidez, penas arrepiadas e diarreia 
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esverdeada. No grupo P. juxtanucleare as aves apresentaram penas arrepiadas e 

diarréia ao 14°dpi. O grupo CAV apresentou palidez e penas arrepiadas; estes sinais 

foram menos intensos quando comparados ao grupo co-infectado e evidenciados 

principalmente 15° após a infecção pelo CAV. 

Por meio do exame macroscópico dos indivíduos que morreram e daqueles 

eutanaziados, foi possível observar de forma comparativa ao exame do grupo 

controle, alterações macroscópicas nos grupos co-infectado, infectado 

exclusivamente por P. juxtanucleare ou pelo CAV (Figura 13). 

 No grupo co-infectado as lesões foram observadas previamente ao 

surgimento das lesões nos outros grupos.  As alterações em cada órgão relacionadas 

a alterações de tamanho podem ser observadas na tabela 6. Os três grupos 

inoculados apresentaram quadro de palidez de órgãos quando comparados ao grupo 

controle. No grupo co-infectado, foram observadas alterações moderadas 

associadas ao tamanho do baço e do fígado. Além disto, os indivíduos deste grupo 

apresentaram sufusões e petéquias no coração, observadas a partir do 7° e 

prosseguindo até o 21°dpi (Figura 13). No 21° e 28°dpi as lesões apresentaram-se 

mais intensas, observando-se hemorragias na serosa do fígado, aumento dos rins e a 

diminuição moderada do timo e da bolsa cloacal.  

No grupo P. juxtanucleare foram observadas principalmente alterações 

cardíacas, no fígado e no baço. No 7°dpi, observou-se o aumento moderado do 

baço e do timo, sendo que no 14°dpi a hepatomegalia tornou-se mais evidente. 

Neste período, o timo e a bolsa cloacal apresentaram leve diminuição. No 21°dpi 

foi observado o aumento intenso do baço e do fígado e aumento moderado dos rins; 

além disto, a diminuição moderada da bolsa cloacal e do timo foi observada. No dia 

28°dpi o baço, o fígado e os rins permaneceram aumentados e no coração foi 

observada a presença de hidropericárdio. 

No grupo CAV as alterações observadas durante a necropsia ocorreram 

principalmente 15 dias após a inoculação do CAV. Houve intensa diminuição no 

tamanho dos órgãos linfoides: bolsa cloacal, timo e baço; a presença de sufusões e 

petéquias no coração foi observada com menor frequência quando comparadas aos 

indivíduos co-infectados. Além disto, detectaram-se focos hemorrágicos em 

diferentes órgãos e na musculatura esquelética.  
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Figura 13. Lesões macroscópicas em pintinhos infectados 

observadas comparativamente ao grupo controle durante a necropsia de 

indivíduos dos grupos: P. juxtanucleare (exclusivamente infectado por P. 

juxtanucleare), co-infectado (P. juxtanucleare e vírus da anemia 

infecciosa- CAV), CAV (exclusivamente infectado pelo CAV) e controle 

(não infectados) avaliados de acordo com os dias pós-inoculação por P. 

juxtanucleare (dpi) ao longo de 30 dias. As cabeças das setas indicam o 

grupo controle e as setas os grupos infectados. A. aumento de fígado em 

pintinho infectado exclusivamente por P. juxtanucleare; B. pigmentos 

pretos no baço de pintinho infectado exclusivamente por P. 

juxtanucleare; C: aumento do baço de pintinho infectado exclusivamente 

por P. juxtanucleare; D: aumento do coração e presença de 
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hidropericárdio em pintinho infectado exclusivamente por P. 

juxtanucleare; E: diminuição acentuada da bursa de Fabricius em 

pintinho infectado exclusivamente por CAV; F: diminuição acentuada do 

timo em pintinho infectado exclusivamente por CAV; G: sufusões e 

petéquias no coração de pintinho co-infectado; H: palidez acentuada no 

encéfalo de pintinho co-infectado; I: hemorragia muscular em pintinho 

co-infectado. 

 
 

 

Tabela 6. Alterações macroscópicas observadas em diferentes órgãos durante 

a necropsia de aves pertencentes aos grupos: exclusivamente infectado por P. 

juxtanucleare ou por CAV e co-infectado, observadas em comparação ao 

exame do grupo controle. 

Grupos DPI Coração Fígado Baço Timo 
Bursa 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 após a inoculação com P. juxtanucleare 

Similar com o grupo controle: normal 0 

Aumento de tamanho comparado com o grupo controle: leve +1; moderado +2; grave +3;  

Diminuição de tamanho comparado com o grupo controle: leve-1; moderado -2; grave -3. 

*Análise realizada de forma comparativa ao exame do grupo controle. 
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A avaliação histológica confirmou as alterações macroscópicas observadas 

de forma comparativa ao exame do grupo controle (Figura 14). Nos indivíduos dos 

grupos P. juxtanucleare e co-infectado observou-se no baço a hiperplasia da polpa 

vermelha com pigmentos amarronzados refrigentes (Figuras 14b e 14d). Nos 

indivíduos do grupo CAV e co-infectado observou-se depleção linfóide no baço 

(Figuras 14c e 14d).  

 
 
 

 

 
Figura 14. Alterações de celularidade no baço observadas em 

indivíduos infectados. A. Baço normal, grupo controle; B. aumento de 

celularidade da polpa vermelha com a deposição de pigmento 

amarronzado refrigente no grupo infectado por P. juxtanucleare. C. 

diminuição da celularidade da polpa branca com acentuada depleção 

linfoide no grupo infectado somente pelo CAV; D. leve aumento de 

celularidade da polpa vermelha e moderada depleção linfóide no grupo 

co-infectado; HE, 200x. 
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Os indivíduos dos grupos CAV e co-infectado apresentaram depleção 

linfóide da bursa de Fabricius e do timo, no entanto a depleção foi mais acentuada 

nos indivíduos do grupo CAV. No grupo co-infectado detectou-se moderada 

redução dos folículos da bursa de Fabricius com depleção de linfócitos (Figura 

15a). Nos três grupos infectados observaram-se leve hepatite e pericardite 

linfocítica multifocal, entretanto nos grupos co-infectado e P. juxtanucleare as 

lesões foram classificadas como moderadas e mais evidentes (Figuras, 15b e 15c). 

 

 

 

 

Figura 15. Alterações histopatológicas em diferentes tecidos 

observadas em pintinhos co-infectados. A. atrofia da bursa de Fabricius; 

redução moderada de folículos com depleção de linfócitos (asteriscos); 

HE, 400x. B. Hepatite multifocal moderada; infiltrado mononuclear (seta 

branca) portal moderado associado com áreas de necrose (seta preta). 

HE, 400x. C. pericardite multifocal linfoplasmocítica moderada (seta 

estreita). HE, 200x. 
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5.10 Resposta imunológica celular 

 
5.11 Parasitemia 

 
 

No 2°dpi por Plasmodium juxtanucleare, primeira coleta realizada após a 

infecção experimental, foram observados trofozoítos do parasito nas hemácias das 

aves do grupo co-infectado.  A infecção tanto no grupo co-infectado quanto no grupo 

P. juxtanucleare caracterizou-se por apresentar baixa parasitemia ao longo do 

período de observação (Figura 16). No grupo co-infectado a média de parasitemia foi 

significativamente maior nos 2° e 7°dpi quando comparada ao grupo infectado P. 

juxtanucleare (p<0,05).  

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Valor médio de parasitemia (N=6) por Plasmodium 

juxtanucleare presente em esfregaços sanguíneos de pintinhos SPF 

infectados dos grupos: P. juxtanucleare (aves exclusivamente infectadas 

por P. juxtanucleare) co-infectado (aves co-infectadas por P. 

juxtanucleare e vírus da anemia infecciosa das galinhas-CAV). As aves 

foram avaliadas de acordo com os dias pós-inoculação por P. 

juxtanucleare (dpi). A infecção experimental por CAV foi realizada sete 

dias antes da infecção por P. juxtanucleare;* diferenças significativas 

(p<0,05). 
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 Assim como na primeira etapa do estudo, no grupo co-infectado, a 

mortalidade foi mais elevada e detectada precocemente (7° e 14°dpi) a mortalidade 

observada nos P. juxtanucleare e CAV (Figura17, p <0,05). Nos grupos CAVe P. 

juxtanucleare, a mortalidade foi menor e detectada após este período de 

observação. No grupo controle não houve mortalidade. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Mortalidade observada nos pintinhos dos grupos: P. 

juxtanucleare (exclusivamente infectado por P. juxtanucleare), co-

infectado (P. juxtanucleare e vírus da anemia infecciosa- CAV) e CAV 

(exclusivamente infectado pelo CAV) avaliados de acordo com os dias 

pós-inoculação por P. juxtanucleare (dpi) ao longo de 30 dias. * indica 

diferença significativa (p<0,05) entre co-infectado e os demais grupos de 

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

 

 

As amostras de DNA obtidas a partir do sangue dos pintinhos, um dia após o 

nascimento, apresentaram-se negativas na PCR para o CAV. As amostras de DNA 

das aves que receberam o inóculo viral (CAV e co-infectado), coletadas 14 dias após 

a inoculação do CAV, apresentaram PCR positiva, enquanto as aves do grupo 

controle e infectado por P. juxtanucleare apresentaram PCR negativas. Os pintinhos 
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foram avaliados um dia após o nascimento e 28 dias após a inoculação do vírus, 

quanto à presença ou ausência de anticorpos contra o CAV. No primeiro dia após o 

nascimento as aves apresentaram-se não reagentes, indicando que não haviam 

entrado em contato com CAV. As aves presentes nos grupos co-infectado e CAV 

apresentaram anticorpos contra o vírus da anemia infecciosa das galinhas 28 dias 

após a inoculação viral. Enquanto as aves do grupo controle e P. juxtanucleare 

encontraram-se não reagentes ao teste. 

 

 

5.12 Leucócitos totais: 

 

O número de leucócitos totais avaliado nos grupos P. juxtanucleare, CAV e 

co-infectado foi comparado aos valores presentes no grupo controle de acordo com o 

período após-inoculação por P. juxtanucleare. Uma vez que o número de leucócitos 

em pintinhos pode apresentar alterações de acordo com a idade (Campbel 1995; 

Beirão et al. 2012). 

O grupo P. juxtanucleare apresentou os maiores valores de leucócitos 

observados no estudo e estes valores foram significativamente maiores quando 

comparados ao grupo controle nos 2°, 7°, e 28°dpi (Figura 18). O grupo CAV e co-

infectado apresentaram os menores valores de leucócitos observados no estudo e 

significativamente menores quando comparados ao grupo controle nos 7° e 14°dpi 

(Figura 18). 
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Figura 18. Número de leucócitos totais do sangue periférico de pintinhos 

SPF nos grupos: P. juxtanucleare (exclusivamente infectado por P. 

juxtanucleare), CAV (exclusivamente infectado por CAV), co-infectado 

(indivíduos infectados por P. juxtanucleare e CAV) e controle (não infectado). 

Os pintinhos foram infectados experimentalmente por P. juxtanucleare sete dias 

após a infecção por CAV. * a,b,c indicam diferença significativa (N=6) entre os 

grupos (p<0,05) 

 

 

Os valores absolutos de linfócitos observados nos grupos, CAV, P. 

juxtanucleare e co-infectado apresentaram diferenças significativas quando 

comparados ao grupo controle. Os maiores valores absolutos de linfócitos foram 

observados no grupo P. juxtanucleare (Figura 19). Estes valores foram 

significativamente maiores quando comparados ao grupo controle nos 2°, 7° e 28°dpi 

(p<0,05). Os grupo CAV e co-infectado apresentaram os menores valores de 

linfócitos observados no estudo. Estes valores foram significativamente menores 
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quando comparados ao grupo controle no 7°dpi (p<0,05). No 28°dpi (35 dias após a 

inoculação do CAV) o grupo CAV apresentou aumento do número de linfócitos, e 

este valor observado foi significativamente maior quando comparado ao grupo 

controle (p<0,05).   

 

 

 

 

Figura 19. Número absoluto de linfócitos do sangue periférico de 

pintinhos SPF nos grupos: P. juxtanucleare (exclusivamente infectado 

por P. juxtanucleare), CAV (exclusivamente infectado por CAV), co-

infectado (indivíduos infectados por P. juxtanucleare e CAV) e controle 

(não infectado). Os pintinhos foram infectados experimentalmente com 

P. juxtanucleare sete dias após a infecção com o CAV. * a,b,c diferença 

significativa entre os grupos (p<0,05). 
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O número de heterófilos no grupo P. juxtanucleare apresentou diminuição 

significativa quando comparado aos valores obtidos no grupo controle no14°dpi 

(Figura 20). Nas demais observações não se detectaram alterações significativas 

neste grupo quando comparado ao grupo controle. Nos grupos co-infectado e CAV o 

número de heterófilos apresentou-se significativamente reduzido quando comparado 

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

diminuição do número de heterófilos também no 28°dpi.  

 

 

 

Figura 20. Número absoluto de heterófilos do sangue periférico de 

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

juxtanucleare), CAV (exclusivamente infectado por CAV), co-infectado 

(indivíduos infectados por P. juxtanucleare-CAV) e controle (não infectado).  Os 

pintinhos foram infectados experimentalmente por P. juxtanucleare sete dias 

após a infecção com o CAV. * a,b,c diferença significativa entre os grupos 

(p<0,05). 
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O número de eosinófilos e de monócitos nos grupos P. juxtanucleare, CAV e 

co-infectado, bem como os valores obtidos no grupo controle se apresentam dentro 

dos valores de referencia aceitos para galinhas (Latimer et al 1988; Campbell 1995). 

Estes tipos celulares são menos frequentemente observados durante as contagens 

quando comparados aos linfócitos e heterófilos e a realização da contagem destes 

tipos celulares pode apresentar falhas, por este motivo não foram comparados 

estatisticamente (Figura 21). Não foram observados basófilos nos esfregaços 

sanguíneos das aves neste estudo. 

 

 

 

 

Figura 21. Número absoluto de eosinófilos e de monócitos do 

sangue periférico de pintinhos SPF nos grupos: P. juxtanucleare 

(exclusivamente infectado por P. juxtanucleare), CAV (exclusivamente 

infectado por CAV), co-infectado (indivíduos infectados por P. 

juxtanucleare-CAV) e controle (não infectado). Os pintinhos foram 

infectados experimentalmente com P. juxtanucleare sete dias após a 

infecção por CAV.  
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5.12 Avaliações das células T: citotóxica (CD3+CD8+), auxiliadora 

(CD3+CD4+) e subpopulações: CD3+ CD8+CD28+, CD3+CD4+CD28+, 

CD3+CD8+MHCI +, CD3+CD4+MHCII +  

 

Os resultados obtidos em cada um dos grupos inoculados foram descritos 

para cada tipo celular e comparados estatisticamente com o grupo controle de 

acordo com os dias após a inoculação por P. juxtanucleare. O grupo P. 

juxtanucleare apresentou aumento de determinados tipos celulares, principalmente 

detectados nos 2° e 7°dpi; enquanto os grupos co-infectado e CAV apresentaram 

diminuição do número de determinadas células, principalmente observada 14 dias 

após a inoculação viral. No entanto, o grupo co-infectado apresentou perfil 

relativamente diferente do grupo CAV, conforme pode ser observado na descrição 

que se segue sobre os resultados de cada um dos tipos celulares avaliados. 

Os linfócitos dos pintinhos foram diferenciados de acordo com o tamanho 

(foward scatter-FSC) e com a granulosidade das células (Sidescatter-SSC), além 

disto foram diferenciados utilizando a marcação dupla ou tripla, Figura 22 (A,B,C).  
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Figura 22. Imunofenotipagem de células T obtida a partir do 

sangue periférico de pintinhos SPF controle (não infectados) e inoculados 

(Grupos: P. juxtanucleare, CAV e co-infectado). A- amostra 

representativa da distribuição das células por tamanho vs granulosidade 

(FSC X SSC); B- Estratégia da janela de leitura para localização dos 

linfócitos definidos pela granulosidade vs a marcação por CD3 (SSC x 

CD3); C- amostra representativa da análise de um dos marcadores 

(CD4) dentro da janela de leitura CD3. 

 



 
 

79 
 

 O número de células T citotóxicas (CD3+CD8+) não apresentou diferenças 

significativas na comparação entre cada um dos grupos inoculados (co-infectado, P. 

juxtanucleare e CAV) com o grupo controle (p>0,05), figura 23. As diferenças 

significativas observadas foram associadas à comparação entre os valores obtidos no 

grupo P. juxtanucleare com os grupos co-infectado e CAV no 7dpi (14dpi por CAV; 

p<0,05). 

 

 

Figura 23. Número absoluto de linfócitos CD3+CD8+ do sangue 

periférico de pintinhos SPF durante a co-infecção por Vírus da anemia 

infecciosa das galinhas (CAV) e por P. juxtanucleare de acordo com o 

período pós-inoculação por P. juxtanucleare em quatro grupos: controle 

(não infectado), P. juxtanucleare: infectado exclusivamente por P. 

juxtanucleare, CAV infectado exclusivamente por CAV e co-infectado 
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(inoculados por P. juxtanucleare-CAV). * a,b,c diferença significativa entre 

os grupos (p<0,05). 

 

A subpopulação de células CD3+CD8+MHCI+ foi analisada para observar o 

número de células citotóxicas ativadas (Figura 24). O grupo P. juxtanucleare quando 

comparado ao grupo controle apresentou maior número desta subpopulação celular 

nos 2°, 7° e 28° dpi. Os grupos co-infectado e CAV quando comparados ao grupo 

controle, apresentaram diminuição do número desta subpopulação de células no 

7°dpi (14dias após a inoculação por CAV). No 28°dpi (35dias após a inoculação por 

CAV) o grupo CAV apresentou número de células CD3+CD8+MHCI+ 

significativamente maior quando comparado ao grupo controle (p<0,05), fato não 

observado no grupo co-infectado. 
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Figura 24. Número absoluto de linfócitos CD3+CD8+MHCI + do 

sangue periférico de pintinhos SPF durante a co-infecção por Vírus da 

anemia infecciosa das galinhas (CAV) e por P. juxtanucleare de acordo 

com o período pós-inoculação por P. juxtanucleare em quatro grupos: 

controle (não infectado), P. juxtanucleare: infectado exclusivamente por 

P. juxtanucleare, CAV infectado exclusivamente por CAV e co-infectado 
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(inoculados por P. juxtanucleare e por CAV). * a,b,c diferença significativa 

entre os grupos (p<0,05). 

 

Na análise da subpopulação de células T citotóxicas expressando a molécula 

co-estimulatória CD28+ (CD3+CD8+CD28+) observou-se que o grupo P. 

juxtanucleare apresentou o número destas células significativamente maior quando 

comparado ao grupo controle no 2°, 7° e 28° (p<0,05; Figura 25).  

Os grupos co-infectado e CAV apresentaram o número de células 

CD3+CD8+CD28+ significativamente menor quando comparados ao grupo controle 

no 7°dpi (14 dias após a inoculação por CAV; p<0,05). No 28°dpi o grupo CAV 

apresentou o número de células significativamente maior quando comparado ao 

controle, fato não observado na comparação entre grupo co-infectado e controle 

Figura 25; p<0,05).  
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Figura 25. Número absoluto de linfócitos CD3+CD8+CD28+ do 

sangue periférico de pintinhos SPF durante a co-infecção por Vírus da 

anemia infecciosa das galinhas (CAV) e por P. juxtanucleare de acordo 

com o período pós-inoculação por P. juxtanucleare em quatro grupos: 

controle (não infectado), P. juxtanucleare: infectado exclusivamente por 

P. juxtanucleare, CAV infectado exclusivamente por CAV e co-infectado 

(inoculados por P. juxtanucleare-CAV). * a,b,c diferença significativa entre 

os grupos (p<0,05). 
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O número de células T auxiliares (CD3+CD4+) nos grupos P. juxtanucleare 

e co-infectado não apresentaram diferenças significativas quando comparados ao 

grupo controle (p>0,05). O número deste subtipo ccelular foi significativamente 

menor no grupo CAV quando comparado ao grupo controle no 7°dpi (14 dias após 

a infecção por CAV; p<0,05), figura 26.  

 

 

 

Figura 26. Número absoluto de linfócitos CD3+CD4+ do sangue 

periférico de pintinhos SPF durante a co-infecção por Vírus da anemia 

infecciosa das galinhas (CAV) e por P. juxtanucleare de acordo com o 

período pós-inoculação por P. juxtanucleare em quatro grupos: controle 

(não infectado), P. juxtanucleare: infectado exclusivamente por P. 

juxtanucleare, CAV infectado exclusivamente por CAV e co-infectado 

(inoculados por P. juxtanucleare-CAV). * a,b,c diferença significativa entre 

os grupos (p<0,05). 
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O grupo P. juxtanucleare apresentou o número de células T auxiliadoras 

ativadas CD3+CD4+MHCII+ significativamente maior quando comparado ao grupo 

controle no 21°dpi (p<0,05; figura 27). Enquanto o grupo co-infectado não 

apresentou diferenças quando comparado ao controle. O grupo CAV apresentou o 

número de células CD3+CD4+MHCII+ significativamente menor quando comparado 

ao grupo controle nove dias após a inoculação por CAV. Ao final das observações 

(35 dias após a inoculação do vírus) o número destas células ativadas aumentou neste 

grupo e foi significativamente maior quando comparado ao grupo controle (p<0,05). 
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Figura 27. Número absoluto de linfócitos CD3+CD4+MHCII + do 

sangue periférico de pintinhos SPF durante a co-infecção por Vírus da 

anemia infecciosa das galinhas (CAV) e por P. juxtanucleare de acordo 

com o período pós-inoculação por P. juxtanucleare em quatro grupos: 

controle (não infectado), P. juxtanucleare: infectado exclusivamente por 

P. juxtanucleare, CAV infectado exclusivamente por CAV e co-infectado 

(inoculados por P. juxtanucleare-CAV). * a,b,c diferença significativa entre 

os grupos (p<0,05). 
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O número de células T auxiliares expressando a molécula co-estimulatória 

CD28 (CD3+CD4+CD28+) apresentou aumento significativo no grupo P. 

juxtanucleare quando comparado ao grupo controle nos 2° e 7°dpi (p<0,05; figura 

28). Os grupos co-infectado e CAV apresentaram diminuição significativa desta 

subpopulação celular quando comparados ao grupo controle no 7°dpi (14 dias após a 

infecção por CAV; p<0,05). 
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Figura 28. Número absoluto de linfócitos CD3+CD4+CD28+ do sangue 

periférico de pintinhos SPF durante a co-infecção por Vírus da anemia 

infecciosa das galinhas (CAV) e por P. juxtanucleare de acordo com o período 

pós-inoculação por P. juxtanucleare em quatro grupos: controle (não 

infectado), P. juxtanucleare: infectado exclusivamente por P. juxtanucleare, 

CAV: infectado exclusivamente por CAV e co-infectado (inoculado por P. 

juxtanucleare-CAV). * a,b,c diferença significativa entre os grupos (p<0,05). 

p=0,0363 
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5.13 Avaliação das células B (Bu 1+) 

 

O anticorpo monoclonal Bu 1 utilizado neste estudo reconhece os alelos Bu1a 

e Bu 1b, determinantes para a marcação de células B. No presente estudo, este 

anticorpo utilizado marcou pequena população de células B que podem ser 

observadas no histograma, determinadas no segundo pico delimitado pela barra 

(Figura 29). As células B foram observadas no sangue periféfico de pintinhos SPF 

dos grupos: P. juxtanucleare, CAV, co-infectado e controle.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29: Número de células B. Histograma representativo 

demonstrando o número de células Bu 1+ dentro da janela de leitura de 

linfócitos. O primeiro pico do histograma indica as células negativas para 

a marcação, enquanto o segundo pico, delimitado pela barra, indica a 

porcentagem de células marcadas positivamente. 
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Neste estudo não foram detectadas alterações significativas na população de 

células B, utilizando a marcação Bu1+ nos grupos P. juxtanucleare e co-infectado 

comparativamente aos valores obtidos no grupo controle (p>0,05; Figura 30). O 

grupo CAV apresentou número de células B significativamente menor quando 

comparado ao grupo controle 14 e 21dias após a inoculação viral (p<0,05), 

registrando-se o aumento significativo no número destas células 28 dias após a 

inoculação por CAV (p<0,05). 
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Figura 30. Número absoluto de linfócitos B (Bu 1+) do sangue periférico de 

pintinhos SPF durante a co-infecção por Vírus da anemia infecciosa das 

galinhas (CAV) e por P. juxtanucleare de acordo com o período pós-inoculação 

por P. juxtanucleare em quatro grupos: controle (não infectado), P. 

juxtanucleare: infectado exclusivamente por P. juxtanucleare, CAV: infectado 

exclusivamente por CAV e co-infectado (inoculado por P. juxtanucleare-CAV). 

* a,b,c diferença significativa entre os grupos (p<0,05). 
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6. Discussão 

 

6.1 Caracterização molecular da cepa de P. juxtanucleare  

 

No presente estudo, os efeitos da co-infecção por P. juxtanucleare e pelo 

Vírus da anemia infecciosa das galinhas (CAV) foram investigados 

experimentalmente em pintinhos SPF. A infecção por P. juxtanucleare, a qual foi 

obtida a partir de uma galinha naturalmente infectada, foi confirmada pelo 

sequenciamento do fragmento de citocromo b (cit-b) deste parasito. A análise 

filogenética desta nova sequencia de P. juxtanucleare revelou baixa divergência 

genética intra-específica, após comparação com as demais sequências deste parasito 

depositadas em dois diferentes bancos de dados, GenBank e MalAvi. É de suma 

importância a inclusão de novas linhagens de P. juxtanucleare em bancos de dados 

de acesso público. Entretanto, o depósito de tais sequências deve cumprir o seguinte 

requisito, a identificação parasitológica precisa em associação à caracterização 

molecular. Somente desta forma, poderão ser realizadas avaliações corretas da 

divergência genética intra-específica entre os hemosporídeos aviários. A avaliação 

genética intra-específica apresenta extrema importância para a definição dos 

limiares genéticos que separam as espécies de plasmódios aviários (Perkins, 2000). 

Nesta direção, em nosso trabalho observou-se elevada divergência genética entre a 

sequencia de P. juxtanucleare obtida neste estudo e a sequencia disponível no 

GenBank como "P. juxtanucleare-like” descrita por Pacheco e colaboradores em  

2011. O distante posicionamento filogenético apontado pela análise da árvore 

construída com as linhagens de P. juxtanucleare e "P. juxtanucleare-like”, 

evidenciam que a linhagem “P. juxtanucleare-like” não é P. juxtanucleare. Mais 

uma vez, reforça-se aqui a necessidade de associação entre métodos morfológicos e 

moleculares na condução de diferentes estudos acerca dos plasmódios aviários.   

 

 

 

6.2 Avaliações parasitológica, hematológica, biológica e 

histopatológica e da interação P. juxtanucleare-CAV 
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As infecções múltiplas associadas a diferentes patógenos, especialmente nos 

casos em que um dos patógenos é um vírus imunossupressor, podem apresentar 

maior gravidade para os indivíduos quando comparadas à infecção exclusivamente 

causada por um dos patógenos (Loving et. al 2010, Tan et al. 2011, Liang et al. 

2013). Casos de co-infecção natural ocorrem com frequência em aves, aumentando 

assim a necessidade de se avaliar o perfil de infecções mistas em condições 

controladas (Lapont et al. 2009, Alley et al. 2010, Palinauskas et al. 2011; Tan et al. 

2011). Entretanto, é importante ressaltar que o modelo de estudo da interação 

parasito-hospedeiro desenvolvido neste trabalho constitui a primeira descrição dos 

efeitos patogênicos envolvidos na co-infecção P. juxtanucleare-CAV. Ambos os 

microrganismos selecionados para este estudo representam patógenos que infectam 

naturalmente galinhas e que estão distribuídos mundialmente, inclusive no Brasil, 

justificando o estudo ora apresentado.  

O efeito imunossupressor da infecção por CAV certamente refletiu no curso 

da parasitemia por P. juxtanucleare em pintinhos co-infectados; a parasitemia foi 

significativamente maior nestes animais em diferentes períodos pós-infecção.  A 

infecção por CAV durante os primeiros dias após o nascimento dos pintinhos ou 

mesmo durante a vida embrionária pode levar a disfunção permanente ou 

temporária da resposta imune, aumentando a susceptibilidade destas aves a outros 

patógenos ou levando a falhas vacinais (Goryo et al. 1989, Pope 1991, McNulty 

1991, Smyth et al. 1993, Peters et al. 2007). Em função do número reduzido de 

estudos sobre a co-infecção envolvendo vírus imunossupressores e os parasitos da 

malária, torna-se complexa e limitada à discussão acerca da exacerbação dos efeitos 

negativos da infecção malárica em aves co-infectadas por vírus.  Interessantemente, 

durante a malária humana estudos têm demonstrado haver efeito sinérgetico durante 

a co-infecção por P. falciparum e o Vírus da Imunodeficiencia Humana (HIV). 

Durante a malária, indivíduos soro-positivos apresentam parasitemias mais 

elevadas e sinais clínicos mais graves quando comparados àqueles infectados 

apenas por P. falciparum (Khasnis & Karnad 2003, Chalwe et al. 2009). Por outro 

lado, na malária aviária foi relatado efeito antagonista durante a co-infecção de 

galinhas com P. gallinaceum e o nematódeo Ascaridia galli. A infecção malárica 

causada por P. gallinaceum provocou insucesso significativo do estabelecimento do 

nematoda no intestino das aves hospedeiras (Juhl and Permin 2002).  



 
 

94 
 

A infecção de pintinhos SPF por P. juxtanucleare apresentou características 

bem definidas sendo possível detectar diminuição significativa dos níveis de 

hemoglobina, valores de hematócrito e número de eritrócitos, levando a um quadro 

de anemia inclusive em animais que apresentaram baixas parasitemias.   Em 

estudos realizados anteriormente nos quais se observaram baixas parasitemia não 

foram detectadas alterações nestas variáveis durante a infecção por P. juxtanucleare 

(Motta et al 1997, Silveira et al. 2009B). A anemia na malária por P. juxtanucleare 

geralmente está associada à alta parasitemia, principalmente durante o pico da 

infecção (Krettli 1972). É possível que pintinhos SPF apresentem marcada 

susceptibilidade à infecção causada por P. juxtanucleare. Animais SPF podem 

apresentar menores números de determinadas células do sistema imune quando 

comparados a animais mantidos em ambientes regulares, favorecendo assim o 

desenvolvimento de infecções (Umesaki et al 1993, Beirão et al. 2012). Até o 

presente momento, a infecção experimental por P. juxtanucleare em pintinhos SPF 

ainda não havia sido investigada. No entanto, há evidencias de que esta espécie de 

plasmódio cause severas alterações patológicas ou clínicas em hospedeiros mais 

susceptíveis (Grim et al. 2003, Murata et al. 2008). A malária causada por P. 

juxtanucleare resultou na morte de pinguins (Spheniscus demersus) na África do 

Sul e de faisões (Crossoptilon crossoptilon) no Japão (Grim et al. 2003, Murata et 

al. 2008). A disparidade dos processos patológicos causados por P. juxtanucleare 

também pode ser atribuída à diferença na virulência observada entre cepas distintas 

de P. juxtanucleare obtidas de regiões geográficas diferentes. Estudos anteriores 

compararam cepas de P. juxtanucleare procedentes da Malásia, do Japão e do 

Brasil relacionando os aspectos associados à patogenicidade e às características 

morfológicas do parasito (Al-Dabagh 1961, Dhanapala 1962, Bennett & Warren 

1966A,B,C). A cepa obtida no Brasil foi considerada a mais patogênica (Bennett & 

Warren 1966A,B,C). Interessantemente, a linhagem de P. juxtanucleare 

identificada em nosso estudo e a linhagem isolada de faisões no Japão, ambas 

consideradas patogênicas, não apresentaram diferenças intra-específicas utilizando 

o cit b como marcador molecular.  

Os pintinhos co-infectados desenvolveram níveis de hemoglobina, 

hematócrito e de eritrócitos significativamente menores quando comparados aos 

níveis verificados para animais do grupo controle e grupo P. juxtanucleare. A 

diminuição destas variáveis hematológicas no grupo co-infectado ocorreu durante a 
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fase na qual os efeitos da infecção pelo CAV no hospedeiro são descritos como 

mais graves e pronunciados (Schat 2009). Corroborando estas evidências nossos 

resultados evidenciam que os níveis de hemoglobina e o número de eritrócitos nos 

pintinhos do grupo co-infectado foram semelhantes àqueles valores observados 

para os infectados exclusivamente por CAV. Por outro lado, os valores de 

hematócrito foram significativamente menores entre animais co-infectados quando 

se consideram aqueles animais exclusivamente infectados por CAV. Esta 

observação merece destaque uma vez que a análise do hematócrito é um importante 

parâmetro hematológico, exame útil na determinação dos quadros de anemia 

apresentando menor variação de resultados, pois, exige pouca manipulação durante 

a sua realização (Campbell 1995). Ao considerar que tanto CAV quanto P. 

juxtanucleare podem causar anemia nos hospedeiros (Hoop 1993, Rosenberger & 

Cloud 1998, Palinauskas et al. 2010) seria esperado encontrar valores de 

hemoglobina e de eritrócitos significativamente mais baixos no grupo co-infectado. 

No entanto, durante o período no qual o grupo co-infectado alcançou os valores de 

hemoglobina e de eritrócitos mais baixos observou-se 50% de mortalidade neste 

grupo. É possível que a diferença estatística entre as variáveis dos grupos CAV e 

co-infectado não tenham sido detectadas devido ao efeito deletério da co-infecção 

que pode ter causado a morte precoce dos pintinhos, anterior à diminuição 

significativa dos valores hematológicos. 

Estudo realizado anteriormente descreveu quadro clínico de anorexia em 

indivíduos infectados por P. juxtanucleare (Massard & Massard 1981). A 

diminuição da concentração de glicose no sangue pode refletir um estado de 

anorexia após período prolongado de jejum (Maia et al. 2009). Portanto, a 

mensuração dos níveis de glicose pode ser um bom parâmetro para avaliar o grau 

de comprometimento clínico de animais experimentalmente infectados por 

diferentes patógenos. Neste sentido, procedeu-se a análise dos níveis glicêmicos em 

todos os animais avaliados em nosso estudo. Aves pertencentes aos dois grupos 

inoculados com P. juxtanucleare, (P. juxtanucleare e co-infectado) não 

apresentaram redução significativa dos níveis de glicose quando comparadas 

àquelas do grupo controle. Nossos dados indicam que apesar das alterações 

hematológicas verificadas nos animais infectados por P. juxtanucleare, estes 

apresentaram alimentação regular reforçando o fato de que a anemia observada não 

se deveu a restrições proteicas, por exemplo.  
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Ainda nesta direção, outro parâmetro que pode indicar a não restrição 

proteica entre os animais dos diferentes grupos avaliados é o fato de que aves dos 

grupos co-infectado e CAV não apresentaram diminuição significativa de peso 

corporal durante todo o período de observação. Este fato pode ser explicado pela 

disponibilidade de comida “ad libtum” proporcionada em condições experimentais. 

Diferentes estudos em condições experimentais já relataram não haver alterações no 

ganho de peso em aves durante a infecção mista ou simples com os parasitos 

causadores de malária, mesmo em estudos nos quais se detectaram elevada 

mortalidade (Zehtindjiev et al. 2008, Silveira et al. 2009B, Palinauskas et al. 2009; 

2010). No entanto, em infecções naturais, nas quais o acesso à alimentação é 

limitado, aves co-infectadas ou uni-infectadas apresentaram massa corporal inferior 

quando comparadas àquelas não infectadas (Marzal et al. 2008). Cabe ressaltar que 

em nosso estudo, o grupo infectado exclusivamente por P. juxtanucleare apresentou 

diminuição significativa do peso quando comparado aos demais grupos 

experimentais. Contudo, tal diminuição de peso não apresentou qualquer correlação 

direta com a parasitemia verificada ao longo do período experimental.  

A temperatura corporal dos pintinhos co-infectados apresentou-se diminuída 

de forma significativa quando comparado às temperaturas de animais do grupo 

controle. Esta observação foi evidente no sexto dia após a inoculação por P. 

juxtanucleare. Neste período, os pintinhos co-infectados apresentaram acentuada 

diminuição nos níveis de hemoglobina, valores de hematócrito e número de 

eritrócitos. É possível que a condição de saúde deteriorada tenha contribuído para a 

redução da temperatura nestes indivíduos, um tema que merece melhor 

investigação. 

A análise das proteínas plasmáticas totais pode gerar informações 

importantes sobre o estado de saúde dos animais uma vez que valores diminuídos 

podem estar associados a processos inflamatórios e à desidratação (Sturkie 1998). 

Neste estudo, ainda que a análise estatística tenha evidenciado diferenças 

significativas entre os valores de proteínas plasmáticas totais presentes em animais 

dos três diferentes grupos (P. juxtanucleare, CAV e co-infectado) quando 

comparados aos valores para aves do grupo controle, estes valores não têm sentido 

biológico. Os valores observados para os três grupos encontraram-se dentro do 

intervalo de valor mínimo-máximo observado para o grupo controle bem como de 

acordo com os valores obtidos em outros estudos (Cardoso & Tessari 2003). 
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Vashist 2011 observou aumento de proteínas plasmáticas totais em 

pintinhosdurante à infecção mista por P. juxtanucleare e por Borrelia anserina. 

Diferentes estudos relataram que galinhas infectadas por P. juxtanucleare 

geralmente apresentam sinais clínicos discretos. Entretanto, em situações de 

imunodepressão as aves infectadas podem apresentar sinais clínicos como penas 

arrepiadas, diarréia, prostração, paresia e morte (Al Dabagh 1961, Bennett & 

Warren 1966A,C, Krettli 1972, Massard & Massard 1981, Elisei et al. 2007). As 

aves do grupo co-infectado apresentaram sinais clínicos mais graves e mais 

acentuados como prostração, palidez, sangue aquoso, penas arrepiadas e diarréia. 

Alguns destes sinais (penas arrepiadas, diarreia) e também a anemia foram 

observados em aves exclusivamente infectadas por P. juxtanucleare. Entretanto, 

estes foram menos pronunciados e evidentes, sugerindo mais uma vez que a co-

infecção P. juxtanucleare-CAV possa atuar de forma negativa no hospedeiro.  

A análise histopatológica confirmou os achados macroscópicos observados 

durante a necropsia dos animais dos diferentes grupos experimentais. Atrofia e 

intensa depleção de células linfóides no timo, baço e na bursa de Fabricius foram 

evidências histopatológicas detectadas entre os animais infectados apenas por CAV 

e aqueles co-infectados. Estes encontros histopatológicos corroboram os dados de 

estudos prévios, nos quais CAV foi responsável por atrofia e depleção de células 

linfóides de diferentes órgãos (Goryo et al. 1989, Pope 1991; McNulty, 1991; 

Smyth et al. 1993, Rosenberger & Cloud, 1998, Peters et al. 2007).  Neste estudo, 

foi observada hepatoesplenomegalia principalmente associada ao grupo infectado 

exclusivamente por P. juxtanucleare. Um dado que merece destaque é a primeira 

descrição da ocorrência de cardiomegalia e a presença de hidropericárdio em 

pintinhos infectados por P. juxtanucleare. Versiani & Gomes 1943 já haviam 

observado derrame pericárdico e Dhanapala (1962) observou a presença de 

parasitos durante a fase exoeritrocítica no músculo cardíaco, contudo estes estudos 

não relataram a presença de cardiomegalia. Alterações cardíacas, incluindo 

hidropericárdio foram observadas em pinguins infectados naturalmente por P. 

juxtanucleare (Grim et al. 2003). As complicações cardíacas durante a malária 

causada por P. juxtanucleare parecem ser marcantes durante a infecção por este 

parasito. Entretanto as causas destas alterações cardíacas merecem maior 

investigação. 
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No presente estudo destaca-se o efeito sinérgico verificado em infecções 

mistas por P. juxtanucleare e CAV evidenciado por aumento da parasitemia, 

presença de anemia intensa e maior mortalidade entre indivíduos co-infectados. 

 

6.3 Resposta celular na interação P. juxtanucleare-CAV 

 

A imunofenotipagem foi utilizada para a determinação do número absoluto 

de células T e B circulantes no sangue periférico bem como a expressão de 

moléculas co-estimulatórias e de ativação na superfície das mesmas. A comparação 

do perfil obtido nos pintinhos durante a infecção exclusiva ou mista por P. 

juxtanucleare e por CAV e destes com as aves controles pode gerar informações 

relevantes sobre a aquisição da resposta imune envolvida na determinação dos 

quadros clínicos e patológicos associados à interação entre ambos os patógenos. 

Atualmente, a citometria de fluxo tem sido proposta para utilização na imunologia 

de aves, para diferenciação e quantificação de células (Dalgaard et al. 2010, Seliger 

et al. 2011, Beirão et al. 2012). Na medicina humana esta técnica tornou-se rotina, 

entretanto a sua aplicação na área clínica para diferenciação e contagem de 

leucócitos de aves ainda encontra obstáculos associados ao alto custo das análises, 

rapidez e acurácia.  

Aves infectadas exclusivamente por P. juxtanucleare apresentaram aumento 

significativo do número de leucócitos totais quando em relação às aves do grupo 

controle. Estes dados corroboram um estudo realizado anteriormente no qual, aves 

jovens infectadas experimentalmente por P. juxtanucleare apresentaram aumento 

do número de leucócitos mensurado a partir de análises microscópicas 

convencionais (Silveira et al. 2009B). Sabe-se que o número de leucócitos totais 

pode sofrer alterações de acordo com o processo infeccioso ou inflamatório 

(Campbell 1995, Cardoso et al. 2003, Beirão et al. 2012). Um exemplo que 

caracteriza o aumento expressivo do número de leucócitos totais é a administração 

de turpentina (óleo essencial volátil extraído da resina de certos pinheiros) em 

galinhas causando um quadro típico de inflamação aguda (Latimer et al. 1988).  Por 

outro lado, leucopenia tem sido observada em galinhas durante a infecção causada 

por agentes imunossupressores, tais como o Vírus da Reticuloendoteliose (REV), 

Vírus da doença infecciosa da bursa (IBDV) ou Vírus da doença de Marek (MDV) 
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(Burgess & Davison 2002, Withers et al. 2005, Drechsler et al. 2009). Nossos 

dados aqui descritos corroboram esses últimos achados uma vez que foi observado 

diminuição do número total de leucócitos nos animais co-infectados e entre aqueles 

exclusivamente infectados por CAV. A diminuição dos leucócitos nas infecções por 

CAV tem sido associada à destruição de hemocitoblastos que são precursores de 

eritrócitos, trombócitos e leucócitos e à depleção de células linfóides (Adair 2000).  

Em nossos experimentos constatou-se a diminuição expressiva de linfócitos em 

aves dos grupos co-infectado e CAV. Estes dados sugerem que em infecções 

concomitantes com patógenos potencialmente imunossupressores, a malária não 

agrava a leucopenia expressiva na infecção viral. De maneira interessante, 

observou-se que 35 dias após a inoculação de CAV, período de recuperação da 

infecção viral, os indivíduos exclusivamente infectados pelo vírus apresentaram 

aumento do número de linfócitos, fato não observado no grupo co-infectado. 

Provavelmente, após este período, a infecção malárica crônica subpatente seja 

responsável pela manutenção dos baixos níveis de linfócitos.  A modulação 

exercida pela infecção plasmodial prolongada sobre a resposta celular decorrente da 

infecção viral merece mais estudos. Nesta direção, procederam-se à caracterização 

das subpopulações celulares T CD4+ e CD8+ presentes no sangue periférico das 

aves experimentalmente infectadas em relação às aves controles.  

Em concordância com o exposto anteriormente, aves exclusivamente 

infectadas por P. juxtanucleare apresentaram valores absolutos de células T CD4+ e 

CD8+ similares àqueles verificados para os pintinhos do grupo controle. O mesmo 

foi verificado para o grupo co-infectado. É possível que a co-infecção tenha levado 

a um processo de imunomodulação impedindo a diminuição significativa destes 

tipos celulares. Entretanto, esta observação não está em concordância com os 

resultados verificados acerca da leucopenia observada no grupo co-infectado o que 

poderia indicar a diminuição de outras subpopulações celulares não investigadas 

nesta parte de nosso trabalho, por exemplo as células TCD8β. Além disso, os dados 

descritos previamente indicam queda considerável dos níveis de heterófilos nas 

aves com malária bem como naquelas co-infectados. Contrariamente ao observado 

para as aves dos grupos P. juxtanucleare e co-infectado, as aves infectadas do 

grupo CAV apresentaram redução significativa de células T CD4+CD3+, detectada 

14 dias após a inoculação viral. Experimentos conduzidos neste estudo revelaram 

que os pintinhos do grupo CAV apresentaram depleção linfóide mais acentuada 
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quando comparados aos animais co-infectados. Cabe ressaltar aqui a esperada 

diminuição de células T CD4+ e CD8+ tanto no grupo co-infectado quanto no grupo 

CAV, uma vez que o vírus infecta e destrói os precursores de linfócitos T e os 

linfócitos T CD4+ e CD8+ (Adair 2000, Todd 2004, Tan & Tannock 2005). Vaziry e 

col. (2011) observaram em aves jovens infectadas por CAV redução da expressão 

de células CD4+ no baço e na bursa e o aumento do número de células TCD8+ 

nestes órgãos durante o pico da infecção. Infelizmente, não realizamos a 

imunofenotipagem celular nesses órgãos linfoides nesta etapa do trabalho, tema que 

merece atenção e que constituirá estudos futuros uma vez que as células T parecem 

ser fundamentais na recuperação de aves infectadas por CAV (Vaziry et al. 2011, 

Rautensschlein & Sharma 2002).  

No grupo infectado por P. juxtanucleare foi observado o aumento do 

número de células CD4+ e CD8+ expressando a molécula co-estimulatória CD28+ 

(CD3+CD4+CD28+ e CD3+CD8+CD28+) e também de células ativadas 

(CD3+CD4+MHCII+ e CD3+CD8+MHCI+). Diminuição no número de células 

CD3+CD4+CD28+, CD3+CD8+CD28+ e CD3+CD8+MHCI+ foi observada para aves 

dos grupos CAV e co-infectado e principalmente detectada ao início das 

observações. As células CD3+CD4+MHCII+ apresentaram-se diminuídas apenas nas 

aves infectadas por CAV ao início das observações. Os sinais co-estimulatórios 

associados à molécula CD28+ são indispensáveis para a ativação de células T e 

produção de citocinas, principalmente IL-2 (Koskela et al. 1998). O aumento no 

número de CD3+CD4+CD28+ e CD3+CD8+CD28+ parece estar associado à ativação 

policlonal, ativação e regulação de moléculas MHCII+ durante o desafio 

experimental de aves infectadas por MDV (Burgess & Davison 2002). 

Provavelmente, na malária aviária o aumento da expressão da molécula co-

estimulatória CD28+ esteja associado à ativação de linfócitos T e à resposta imune 

celular efetora contra a infecção. As aves dos grupos co-infectado e CAV 

provavelmente apresentaram diminuição no número de células CD3+CD4+CD28+ e 

CD3+CD8+CD28+ em função do quadro de imunossupressão, contribuindo assim 

para a diminuição da resposta. O aumento do número de células 

CD3+CD4+MHCII+ e CD3+CD8+MHCI+ no grupo P. juxtanucleare possivelmente 

está associado ao maior estímulo destas células proporcionado pela infecção 

experimental. A diminuição do número destes dois tipos celulares nos pintinhos do 

grupo CAV bem como a diminuição do número de CD3+CD8+MHCI+ em aves do 
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grupo co-infectado provavelmente estão associadas ao quadro de imunossupressão, 

levando a diminuição da resposta imune, principalmente observada 14 dias após a 

inoculação do vírus. Para explanações mais concretas e suposições sobre os 

mecanismos envolvidos nessas respostas imunológicas seria essencial utilizar 

marcadores específicos para células apresentadoras de antígenos e também de 

citocinas pró e anti-inflamatórias. Além disto, conforme discutido anteriormente, 

seria ideal avaliar a resposta imune em cada um dos órgãos linfoides uma vez que 

diferentes trabalhos demonstraram que a resposta órgão-específica não corresponde 

ao observado no sangue periférico durante diferentes processos infecciosos (Berndt 

et al. 2006, Cacho et al. 2011). A diminuição do número de células 

CD3+CD4+MHCII+ observadas em aves do grupo CAV, nove dias após a 

inoculação do vírus, está de acordo com os resultados obtidos em estudos 

realizados anteriormente, nos quais se observaram a diminuição da expressão de 

MHCII+ após a infecção experimental de galinhas com o MDV, um 

alphaherpesvirus linfotrópico (Sarson et al. 2006, Lian et al. 2010).  

Interessantemente, no presente estudo não foi observado à diminuição do número 

de células CD4+MHCII+ em aves co-infectadas, o que mais uma vez reforça a ideia 

de que neste grupo possam estar atuando mecanismos imunomodulatórios 

diferentes do observado no grupo exclusivamente infectado por CAV. O MHC em 

aves apresenta diferenças quando comparado ao MHC de mamíferos, entretanto a 

função é homóloga; desempenhando papel central na “vigilância imunológica” do 

hospedeiro e na resistência à doença (Davison et al. 2008). Em geral, o MHC 

participa do desenvolvimento de ambas as respostas imunes, humoral e a mediada 

por células (Lian et al. 2010).  

Não somente avaliaram-se as células T e seu possível papel na co-infecção 

P. juxtanucleare-CAV, mas também o número de células B periféricas nas aves dos 

diferentes grupos experimentais. O número de células B no sangue periférico de 

aves do grupo P. juxtanucleare e daquelas co-infectadas foi semelhante ao número 

observado destas células nas aves do grupo controle.  Cabe ressaltar que células B 

estão presentes no sangue periférico em pequenas e variadas proporções (2-18%), 

(Rothwell et al. 1996) e que este fato poderia interferir na determinação dessas 

células, prejudicando a observação de diferenças associadas ao número destas 

células entre os grupos experimentais.  É provável que a marcação destas células a 

partir da bursa de Fabricius seja mais favorável para comparações estatísticas uma 
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vez que estas células são encontradas em proporções menos variáveis, de 85 a 90%, 

neste tecido (Chrzastek et al. 2011). Mais uma vez, reforça-se aqui a necessidade de 

se pesquisar a resposta em órgãos específicos a fim de determinar o papel imune de 

subpopulações celulares na patogênese ou proteção adquirida contra determinados 

agentes infecciosos. No entanto, aves do grupo CAV apresentaram número de 

células B significativamente menor 14 e 21 dias após a infecção viral. A infecção 

por CAV apresenta os efeitos mais graves próximo ao 15° dia após a infecção viral, 

período em se observa imunossupressão grave (Adair 2000). A diminuição do 

número de células B neste período poderia ser explicada pela imunossupressão que 

ocorre no pico da infecção viral. Curiosamente, 28 dias após a infecção viral, 

registrou-se o aumento do número destas células em relação aos grupos controle e 

co-infectado. De acordo com estudos realizados anteriormente, após o 21° dia do 

desafio por CAV os indivíduos iniciam a recuperação e encontram-se 

restabelecidos no 28°dia (Hu et al. 1993, Adair 2000). Estes dados reforçam o fato 

de que anticorpos produzidos por linfócitos B podem desempenhar papel protetor 

no curso da infecção viral. Em infecções mistas por CAV e outros patógenos as 

aves podem apresentar maior dificuldade no restabelecimento e não desenvolver 

resposta protetora como seria esperado no caso de vacinação dos indivíduos (Toro 

et al 2006).  

Os resultados desta parte do trabalho sugerem que aves co-infectadas com 

P. juxtanucleare-CAV apresentam perfil de resposta imunológica diferenciada 

quando comparados aos indivíduos infectados exclusivamente por um dos 

patógenos, acarretando prejuízo na recuperação da infecção após período 

prolongado (28 dias da infecção por P. juxtanucleare). É importante mencionar que 

a co-infecção P. juxtanucleare-CAV pode constituir um modelo adequado para 

verificar, no sangue periférico, alterações celulares que podem modular ambas as 

infecções. Isso, porque se utilizaram aves jovens livres de patógenos mantidas em 

ambientes controlados, eliminando a participação de demais agentes infecciosos 

comumente encontrados em galinhas domésticas.   Nestas circunstâncias, o modelo 

é adequado para se investigar quais e como os mecanismos imunológicos atuam na 

modulação das infecções simples ou mistas, tema que pretendemos abordar 

futuramente.  
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7. Conclusões 

 

• A cepa de P. juxtanucleare (FMV) utilizada neste estudo apresenta caráter 

patogênico quando inoculada experimentalmente em pintinhos SPF. Apesar 

de ocasionar baixas parasitemias, a infecção causou quadros de anemia, 

diminuição do ganho de peso, hepatoesplenomegalia, hidropericárdio e 

morte em animais jovens experimentalmente infectados. 

 

• A co-infecção Plasmodium juxtanucleare –CAV apresenta efeito sinérgico; 

os sinais mais graves da infecção, tais como o aumento da parasitemia e da 

mortalidade, assim como a redução acentuada do número de hemácias, 

hematócrito, hemoglobina são detectados em aves co-infectadas. 

 
 

• A co-infecção P. juxtanucleare-CAV determina lesões macro e microscópicas 

moderadas, menos pronunciadas do que aquelas verificadas para animais 

com a infecção exclusiva por um dos patógenos.  

 

• A infecção por P. juxtanucleare determina o aumento de leucócitos totais e de 

linfócitos acompanhado pela diminuição do número de heterófilos. A co-

infecção P. juxtanucleare-CAV apresenta efeito imunossupressor 

caracterizado pela diminuição de leucócitos totais, linfócitos e de 

heterófilos. 
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