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ESTUDO DE PARAMETROS CLINICOS E PATOLOGICOS EM OVEL HAS
INFECTADAS POR Trypanosoma vivax NO INICIO E FINAL DA GESTACAO

SILVA, Taciana de Melo FernandeBstudo de parédmetros clinicos e patolégicos em
ovelhas infectadas porTrypanosoma vivax no inicio e final da gestacdo2012. 109f.
Dissertacado (Mestrado em Ciéncia Animal: Sanidadenal) - Universidade Federal Rural
do Semi-Arido (UFERSA), Mossoré-RN, 2012.

RESUMO: O presente estudo teve como objetivo investigar feitoe da infeccéo
experimental poffrypanosoma vivagm ovelhas em diferentes fases da gestacao, diederm
a patogénese das falhas reprodutivas, e confirnteanamissao transplacentaria por PCR.
Foram utilizadas 12 doze ovelhas prenhas, aduttaisés grupos experimentais G1, formado
por trés ovelhas infectadas no terco inicial datagé®; G2, composto por trés ovelhas
infectadas no terco final da gestacéo; e G3, doidi por seis ovinos nao infectados (grupo
controle). Cada ovelha do G1 e G2 foi inoculada co@bx1G tripomastigotas. Exames
clinicos, avaliacdo do hematdcrito, bioquimica cserideterminacdo da concentragcéo
plasmatica de progesterona e parasitemia forammndiedos diariamente. Foram realizados
exames anatomopatolégicos dos fetos, placentad@auchbilical e pesquisa de DNA do
parasita na placenta, liquido amnidtico, sanguecelds dos fetos. A parasitemia foi alta,
alcancando picos de 2,7¥10sendo persistente durante todo o periodo expetitneA
infeccao foi caracterizada por mortalidade dashagek mortalidade perinatal no terco inicial;
aborto e mortalidade perinatal no terco final dsstggho. Os fatores possivelmente
relacionados com as falhas reprodutivas matermasfbaixos escore corporal, hematdcrito,
niveis séricos de glicose, proteina total, colestemprogesterona. A presenca do DNATdo
vivax no sangue e tecidos de fetos, placenta e liqundoidico, confirma a transmissao
transplacentéria do parasita. A presenca de |ds8&s0gicas nos orgaos fetais e placenta
sugerem a participacdo do parasita no mecanisimpagtigénico de danos reprodutivos.

Palavras-Chavesaborto, PCR, ovelha, transmissao transplacentéy@anosoma.



STUDY OF CLINICAL AND PATHOLOGICAL PARAMETERS IN EW ES
INFECTED BY Trypanosoma vivax BEGINNING AND END OF PREGNANCY

SILVA, Taciana Fernandes de Metudy of clinical and pathological parameters in ews
infected with Trypanosoma vivax in the beginning and end of pregnancy2012. 109f.
Dissertation (MSc in Animal Science: Animal HeakhUniversidade Federal Rural do Semi-
Arido (UFERSA), Mossoro, RN, 2012,

ABSTRACT: This study aimed to investigate the effect of eskpental infection with
Trypanosoma vivax in ewes at different stages efjpancy, to determine the pathogenesis of
reproductive failure, and confirm transplacentahmission by PCR. A total of 12 pregnant
ewes twelve, adults into three groups G1, congjsiirthree ewes infected in the first third of
pregnancy, G2, consisting of three infected eweshen final third of gestation, and G3,
consisting of six non-infected sheep (control grougach ewes G1 and G2 were inoculated
with trypomastigotes 1.25 x105. Clinical examinaticassessment of hematocrit, serum
chemistry, determination of plasma progesterone pacsitemia were determined daily.
Pathological examinations were conducted of thesfeplacenta, umbilical cord blood and
DNA detection of the parasite in the placenta, atnniluid, blood and tissues of fetuses. The
parasitaemia was high, reaching peaks of 2.7 xI#8ng persistent throughout the
experimental period. The infection was characteribg the ewes mortality and perinatal
mortality in the first third; abortion and perinbtaortality in the final third of gestation. The
factors possibly related maternal reproductiveufag were low body score, hematocrit,
serum glucose, total protein, cholesterol and ptegene. The presence of DNA of T. vivax
in the blood and tissues of fetuses, placenta amdiadic fluid, confirming transplacental
transmission of the parasite. The presence of lbgtal lesions in the fetal organs and
placenta suggest the involvement of the parasitéhénpathophysiological mechanism of
reproductive damage.

Key words: abortion, PCR, sheep, transplacental transmissigmanosomiasis.
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1. CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

Tripanossomiases sdo doencgas provocadas por padtizgatogénicos do género
Trypanosoma que tém larga distribuicdo e importancia econameen paises africanos,
principalmente em regides ocupadas pelo seu vailirgico, a mosca tsé-tsé (GARDINER et
al., 1989). No Oeste da Africa Brypanosoma vivax considerado o hemoparasita mais
patogénico e importante de ruminantes.

T. vivax foi introduzido na América Latina com a importagd® gado da Africa,
provavelmente no final do século XIX. No continemi@ericano 0 parasita se adaptou a
transmissao mecanica por insetos hematofagosdais Tabanusspp. eStomoxyspp Esse
fato foi responsavel pela dispersdo Hovivaxem muitos paises, como Guiana Francesa,
Colébmbia, Panama, Bolivia, Venezuela e Costa Ri¢BMA et al., 1998; DESQUESNES,
2004; GARCIA et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2009).

No Brasil, T. vivaxfoi descrito inicialmente no Estado do Para, oadearasita foi
detectado em um bufalo que apresentava febre erecragnto (SHAW; LAINSON, 1972).
Desde entéo, ja foi relacionado em rebanhos boweadiversos estados brasileiros de Norte
a Sul (SERRA FREIRE, 1981; SILVA et al., 1996; PA\ét al., 2000; LINHARES et al.,
2006; GUERRA et al., 2008; BATISTA et al., 2007080CUGLOVICI et al., 2010).

Como a tripanossomiase € uma doenca ainda emengenBzasil, a maioria dos
produtores desconhece seus sinais clinicos e patofd Em estudos recentes, que
notificaram surtos da infeccdo pelo vivaxno Nordeste brasileiro, com bovinos, ovinos e
caprinos, ficou constatado que o parasita apresdtatgpatogenicidade sendo a enfermidade
marcada por morte de animais e desordens repradutaracterizadas por aborto, repeticao
de cio, nascimento de natimortos, crias fracasestemtemporario ou permanente (BATISTA
et al., 2007, 2008).

Contudo, apesar de ser um parasita com surtosififidados no Nordeste brasileiro,
ainda é pouco conhecido o papel epidemiologicaatessinissao transplacentaria Hovivax
e quais 0s prejuizos que possam vir a causar moeia dessa regido. Nesse contexto, deve-
se considerar que existem muitas causas de pertdas ¢ de recém nascidos em rebanhos
ovinos, resultando em prejuizos econémicos sigtiifios, sendo, pois, a identificacdo dessas
causas de fundamental importancia para se detarmgdevidas medidas de prevencgao e

controle.
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Entre os hospedeiros vertebrados susceptiveispantissomiase porF. vivax tem
importancia relevante em ruminantes domeésticosnttoducdo do parasita em bovinos,
ovinos e caprinos é seguida de manifestacfes des silinicos e aparecimento de lesdes da
doenca. Em infec¢Bes experimentdisyivaxtem maior patogenicidade em cabras e ovelhas
gue em bovinos (ANOSA, 1983). Devido a essa susxigdde, ovinos e caprinos sao
frequentemente utilizados como modelo experimemtal avaliagdo da viruléncia e
patogenicidade dos isolados. O curso da infeccfergmental poiT. vivaxnos ovinos pode
ser dividido em duas fases: a fase aguda, quesfeedr aproximadamente duas semanas,
caracterizada por parasitemia e febre alta; e @ ¢e@nica, caracterizada por temperatura
normal e parasitemia baixa ou ausente (BATISTA.e2606).

Em um surto com alta mortalidade de ovelhas inflxtaporT. vivax criadas
extensivamente em uma regido ndo endémica no Nertessileiro, Galiza et al. (2011)
verificaram que a mortalidade perinatal, devidobars e mortes neonatais, foi de quase
75%. Mortalidade perinatal também foi uma das jpeis manifestacdes verificadas por
Batista et al. (2012) durante surtos ocorrido emeridas localizadas na regido semi-arida
brasileira. Os autores sugerem que a transmissésplacentaria apresenta importancia
epidemioldgica para manutencdo e disseminacdo dacdoem rebanhos de ruminantes
infectados.

Embora existam evidéncias dos efeitos negativogipl@nossomiase causada gor
vivax sobre a reproducdo de ruminantes, ainda ha lago@as ser esclarecidas sobre a
patogénese das falhas reprodutivas durante a ediente de que a ovinocultura no
Nordeste encontra-se em crescimento aceleradoaramicom mais de 50% do rebanho de
ovinos do pais, sua importancia no desenvolvimsotineconémico é visivelmente relevante
nesta regido (EMBRAPA; 2002), havendo a necessidade estudar os efeitos negativos da
tripanossomiase.

Os impactos econémicos causados por esta tripaf@aserastao relacionados com a
queda na producdo, associada ao amplo espectretaiey e hospedeiros susceptiveis, e a
imunodeficiéncia dos animais, em sua maioria sulttogt (GARCIA et al., 2006).

Desta forma, as tripanossomiases possuem uma grapdgéancia econdmica para a
pecuéaria por gerarem perdas na producdo de leftilidade, aborto, orquite, anemia e
morte dos animais afetados (LOSOS, 1986; ANOSA8L98esse contexto, os efeitos To
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vivax sobre a reproducdo despontam como um dos priscipaponsaveis por acarretarem
prejuizos econdmicos para o produtor em areas aedéermidade é prevalente.

Desta forma, o objetivo do presente trabalho feiegtigar o efeito da infeccéo
experimental poil. vivaxem ovelhas no inicio e final da gestacdo, detemanpatogénese
do abortamento, bem como confirmar a transmissitsptacentaria mediante pesquisa da
presenca de DNA de parasitas na placenta e tegaletos abortados, através da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR), promovendo a expansd@ue se conhece acerca da

transmissao desse parasita em neonatos de ovinos.

1.1 REVISAO DE LITERATURA

1.1.1 OTrypanossoma vivax

Dentre os trypanosomas mais patogénicos para anirdameésticos estad.
congolensgT. vivaxe T. brucei(ANOSA, 1988). Esses agentes sao responsavegopaogas
em mamiferos de grande interesse econdmico, ebpeni® bovinos, bufalinos, ovinos,
caprinos, eqlinos, e suinos, na Africa, Asia e AecaérCentral e do Sul, sendo todas de
origem africana, onde circulam entre unguladosaggus que agem como reservatorios e
raramente apresentam sinais clinicos da doencaMBNE et al.,, 2001; SIMPSON et al.,
2006; HAMILTON et al., 2004; 2007).

A tripanossomiase provocada pé&lkypanosoma vivag uma enfermidade debilitante
e comumente fatal nos animais domésticos, que eaaaperdas econémicas por provocar
crescimento retardado, aborto, perdas na prodatieidaltos custos de tratamento e morte dos
animais afetados (MARTINS et al., 2008). Segund®adso(1986) e Anosa (1988), as
tripanossomiases possuem grande relevancia ecanana a pecuaria por também gerarem
perdas na producéao de leite, infertilidade, orqaitmemia.

Acredita-se que drypanosoma vivaxenha sido introduzido na América do Sul em
1830, através de um carregamento de zebus orivmd®edegal (DAVILA; SILVA, 2000).
Entretanto, o primeiro relato da enfermidade ncsBfai registrada por Shaw e Lainson, em
1972, no Para, onde o parasita foi identificado iared esfregaco sanguineo em um bufalo
com sintomatologia de febre e perda de peso. Artapsomiase bovina p@rypanosoma

vivax recentemente, tem sido reportada em varias redid@ais.
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As moscas tsé-tsé, responsavel pela transmissdo dwoax,infestam 10 milhdes de
quildmetros quadrados e afetam 37 paises, primegk na Africa, onde é conhecido como
“nagana”’. A doenca infecta varias espécies de nesosif mas, do ponto de vista econdémico,
a tripanossomose transmitida pela mosca tsé-tsd@rtieydarmente importante em bovinos
(RADOSTITIS ET AL., 2000).

A subfertilidade esta presente em muitos dos reismalbometidos pela doenga. Em
fémeas,T. vivaxprovoca aborto, repeticdo de cio, queda na praddedeite, natimortos ou
nascimento de crias fracas e anestro temporaripesmanente. Em machos, patologias
reprodutivas ocasionadas por vivax estdo especialmente ligadas a lesdes testicutares
epididimérias e a queda na qualidade do sémencabiis cronicos da doenca, infertilidade

ou mesmo esterilidade podem estar presentes.

1.1.1.1 Génerdrypanosoma

Distribuidos em todo o mundo, t'gpanosomagncontram-se entre 0s parasitas mais
abrangentes e com maior numero de hospedeiros (BNE\ét al., 2001; SIMPSON et al.,
2006; HAMILTON et al., 2007). Vérias espéciestdganosomagpresentes em mamiferos
de todas as ordens foram classificadas empreganadoitgrios taxondmicos tradicionais:
morfologia, aspectos biolégicos, hospedeiro e amiggeografica. Hoare (1972) propbs a
separacado dosgypanosomasde mamiferos nas seccdes Salivaria e Stercoragando o
desenvolvimento no hospedeiro invertebrado e, cuesgemente, na via de transmissao.

Dentre os trypanosomas da seccédo Stercoraria, @ueagueles transmitidos por
contaminagdo com as fezes do velorcruzié a Unica espécie patogénica para o homem na
América Latina. Nenhum trypanosoma de origem Ana@acé considerado patogénico para
ungulados. Nessa seccao estdo classificados trgpauas com distribuicdo mundiar.,.
theileri e espécies relacionadasie infectam bovinos e outros ruminantes em tochwido.

Os trypanosomas mais patogénicos para animais tioog®sao oTrypanosoma
congolensgeo T. vivaxe o T. brucei (ANOSA, 1988), sendo responsaveis por uma alta
mortalidade de bovinos na Africa, onde s&o aburdamas areas de influéncia da mosca tsé-
tsé Glossinaspp.). Nas regides livres desta mosca, a trand8mbsT. vivaxse da por outros
hematéfagos como tabanideos e mosca dos estadodses dipteros estdo também

envolvidos na transmissdo mecanicaTdevivaxe T. evansifora da Africa.T. evansie T.
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equiperdumnéo se desenvolvem em insetos e sdo, mesmo nzaAfpenas transmitidos
mecanicamente, respectivamente, por hematofagis sexual. Dessas espécies, apénas
vivax, T. evansi T. equiperdunsdo encontrados fora da Africa.

T. vivaxja foi reportado em muitos paises da América BafiDAVILA; SILVA,
2000). Tal distribuicdo fora do seu local de origenzontinente africano, tem sido atribuida a
capacidade de adaptacao a transmissdo mecanizesetms hematéfagos corabanusspp.

e Stomoxyspp. (ANOSA, 1983; OTTE; ABUABARA, 1991).

1.1.1.2 Taxonomia

Trypanosoma vivaxé um hemoprotozoario eucariotico, flagelado, daeor
Kinetoplastida, familia trypanosomatidae e subgéerttonella (HOARE, 1972). Segundo a
sua forma de transmissdo ao hospedeiro definiéstd classificado na secédo Salivaria, que
engloba todos os trypanosomas transmitidos atidevésaliva contaminada das moscas tse-tse,
pertencentes ao géne@lossina As principais espécies pertencentes a essa SSCAQJ.
vivax, T. congolense, T. bruceiT. suis(STEPHEN, 1986).

Esses trypanosomas s&o ciclicamente transmitidos mposcas tsé-tsé ou
mecanicamente por diversas moscas hematéfagas.rypanasomas patogénicos para
ungulados pertencem a seccao Salivaria, subgéberttanella . vivay, TrypanozoonT.
brucei, T. evanse T. equiperdune NanomonasT( congolense T. simia@. Todas essas
espécies foram agrupadas em um sO clado (cladbruce) em estudos filogenéticos
moleculares, formando um grupo monofilético exslagie espécies africanas e transmitidas
por tsé-tsé (STEVENS et al., 2001; HAMILTON et aD04; 2007).

1.1.1.3 Morfologia

As diversas espécies de trypanosoma podem diferiamanho e forma do corpo, na
posicdo do nucleo e cinetoplasto, bem como no dmauwesenvolvimento da membrana
ondulante e do flagelo (LEVINE, 1973).

As formas tripomastigotas de vivaxencontradas na corrente sanguinea apresentam
cinetoplasto grande, em forma de meia lua, locdtizaa porcdo terminal, um unico flagelo

livre e comprimento que varia de 16 a6 (HOARE, 1972). Apresentam forma lancetada
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com corpo alongado, achatado, extremidades afiladasembrana ondulante reduzida
(DAVILA et al., 1997).

T. vivax € um parasito de ruminantes, também reportado gunmes (LOSOS;
IKEDE, 1972; LEVINE, 1973), que se caracteriza mlmficamente por apresentar
comprimento entre 18 e @i, incluindo o flagelo livre posterior, membranadolante
inconspicua, extremidade posterior arredondadanetaplasto bem evidente, subterminal e
lateral (HOARE, 1972). Isolados brasileiros també&presentam essas caracteristicas
morfolégicas (DAVILA et al., 1997).

Em estudo, Linhares (2006) encontrou uma média%é2im £3,35, referente ao
comprimento total dos trypanosomas encontrados @rmds (Figura 1), que esta proxima
aos valores indicados por Fairbairn (1953), citadoHoare (1972), de 21,4 a 24dn6 para
caracterizar as formas curtas @devivax em contraste com as formas longas de 23,6 a
27,Qum.

Y O

G i A .
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Figura 1: Esfregaco da camada leucocitafigpanosoma vivaro
sangue de ovelha prenha infectada experimentalm@hje40X

1.1.1.4 Epidemiologia

T. vivaxé um parasito originario da Africa, de onde sardifu para outras regiées do
mundo como Asia, América do Sul, América Centr@agibe (HOARE, 1972; MELENDEZ
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et al., 1995). Na Africa, a tripanossomiase nosnaisi € conhecida como “nagana” ou
“secadeira”, termo genérico que abrange a infepgld. vivax T. congolenses T. brucei
(GARDINER, 1989).

Esse parasita causa a mais importante forma demtgomose em bovinos no Oeste
da Africa, e surtos agudos tém sido relatados rsteL@a Africa (LOSOS; IKEDE, 1972). A
ampla dispersdo geografica deste parasita foraomtinente africano é atribuida a sua
habilidade de adaptacdo a transmissdo mecanicangeios hematofagos (ANOSA, 1983;
CORDOVES et al., 1982; OTTE; ABUABARA, 1991).

T. vivaxtem sido identificado na América do Sul desde 1QIBGER; VIENNE,
1919). A teoria mais aceita € a que este parasitantroduzido por um rebanho vindo do
Senegal (Africa) em 1830 (CURRASON, 1943). Depdisntiiu-se de um pais a outro por
meio de traslados de bovinos.

Na América do Sul, a transmissdo da infeccdoTporivaxé mecénica e atribuida,
principalmente, a tabanideos. Esta tripanossoma$faréente prevalente nas regides Norte e
Central (Pantanal) do Brasil, onde &, geralmerdsinbomatica (SHAW; LAINSON, 1972;
PAIVA et al., 2000; JONES; DAVILA, 2001; CORTEZ ai, 2006).

Até 1976 a sua distribuicdo abrangia todos os paidlse costa Norte do Oceano
Atlantico, além do Panama, Brasil e as Ilhas ded@lug@e e Martinica (WELLS et al., 1982).
Anticorpos sanguineos contralo vivaxforam encontrados em varios paises da América do
Sul: El Salvador, 15%; Costa Rica, 22,9%; Colomb&2%; Equador, 22,5%; Peru, 14,3%;
Paraguai, 40% e Brasil, 54%, sendo que foram ametaespectivamente, 100, 192, 3.324,
310, 49, 15 e 666 bovinos.

No Brasil, a ocorréncia db. vivaxfoi mencionada por Boulhosa (1946) em bovinos
da zona bragantina no Estado do Para. Postericensdraw e Lainson (1972) descreveram o
parasita em um bufalB(balis bubali¥ nas proximidades da cidade de Belém, Para. Outros
relatos sobrd. vivaxforam feitos também por Serra Freire (1981), einas/e bovinos, no
Oiapoque, Amapa; em bufalos no Amapa, por Serrae#£983) e em bovinos do Pantanal
por Silva et al. (1996). Outros relatos em boviftwam descritos nos estados do Mato Grosso
(SILVA et al., 1996), Mato Grosso do Sul (PAIVA &t, 2000), Tocantins (LINHARES et
al., 2006) e Paraiba (BATISTA et al., 2007).

Em Oiapoque, Amapda, Serra Freire (1981) relatou 2b% (8/32) dos bufalos

examinados parasitologicamente apresentaram irdfgo@al. vivax apresentando inclusive
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diferentes indices de parasitemia, como houveréatoeede casos de morte entre 0s animais,
0 autor considerou como sendo patogénico o iso&mmntrado. Num outro estudo no
Amapa, Serra Freire (1981) e Serra Freire (198@tamam uma prevaléncia de 8,9% em
bubalinos e 7,6% em bovinos infectados cbnvivaxnas localidades de Curial, Lagoa de
Fora e Rio Pedreiras nos municipios de Macapa, kémga/elho e Magazdo Novo,
respectivamente, sendo que a maior parte dos rebainha animais importados dos Estados
do Mato Grosso e do Para.

No Pantanal, estudos de Barros e Foil (1999) detravasn que a época com mais
Tabanidae ocorre na primeira metade da estacdooshuvde setembro/outubro a
dezembro/janeiro. Contudo, os tabanideos aindagmeoem em grande numero até o final
da estacdo chuvosa. Essa estacdo representa dopdgomaior risco de transmissao de
trypanosomas por esses insetos devido a sua almiedaique populacional déabanus
importunus espécie com alto potencial vetorial.

Originalmente, no Velho Mundo, . vivaxé transmitido ciclicamente pelas moscas
tsé-tse, enquanto que no Novo Mund®.ovivaxconseguiu manter-se na auséncia do vetor
bioldgico, adaptando-se a transmissdo mecanicapetos nativos do grupo dos tabanideos
(mutucas) e poBtomoxys calcitranSILVA et al., 1997; PAIVA et al., 2000). A trangsao
mecanica também pode ocorrer de forma iatrogéBita/A et al., 1997).

Esse agente etiol6gico possui a capacidade deitparpancipalmente ungulados,
incluindo ruminantes domesticos, silvestres e empdadNJIOKOU et al., 2004; PINCHBECK
et al., 2008; DUFFY et al., 2009). Desses hospesdewvertebrados susceptiveis, a
tripanossomiase pdr. vivaxtem importancia relevante em ruminantes doméstigos a
infeccdo por esse parasita causa perdas prodwivi@produtivas em bovinos, ovinos e
caprinos, seguida de manifestacdes de sinais atirecaparecimento de lesfes da doenca
(BATISTA et al., 2007, 2009).

No Brasil, € importante ressaltar as diferencascdaacteristicas epidemioldgicas da
tripanossomiase pdr. vivaxverificadas no pantanal e no semiarido nordestimopantanal,
verifica-se o fato de que animais domeésticos degdo endémica possuem um alto nivel de
protecao contra infeccdo aguda. Essa protecamuaten auséncia de sinais clinicos ou uma
doengca muito branda, que n&o representa risco targerao animal, embora possa ter
repercussfes na produtividade do rebanho (PAIVAalgt2000). A exposicdo prévia e

constante ao parasita parece ser responsavel pégricoesse nivel de protecdo, ja que
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animais de regides ndo endémica, como verificadoaso da regido semiarida, sdo altamente
susceptiveis e manifestam doenca clinica sevemntuuma infeccdo priméria, com altos
picos parasitémicos. No entanto, fatores inerembekospedeiro (raca, idade, sexo, prenhes,
estado nutricional, estresse de producéo e infecgdercorrentes), fatores ambientais, e de
manejo animal, sdo todos de grande importancia revalgncia e severidade das
manifestacdes clinicas da doenca (BATISTA et 8l1,1D).

No entanto ndo somente no pantanal e no semidédelatos de sua existéncia. A
deteccdo de um caso isoladoTevivaxno centro do Rio Grande do Sul, distante das areas
endémicas do Brasil, sugere que esse parasitatpod#do introduzido e estar distribuido
nessa regiao ha muito tempo, ndo tendo sido previtendiagnosticado devido ao
desenvolvimento, até esse estudo, apenas de quiditiioss assintomaticos (SILVA ET AL.,
2009)

Até recentemente, os estudos sobreivaxno Brasil foram conduzidos somente em
areas endémicas, principalmente apos surtos decal@gyuda, como ocorridos no Pantanal
(SILVA et al., 1996; VENTURA et al., 2001; MADRUGAt al., 2006; CORTEZ et al.,
2006). Desde entdo, esse parasita estava restritoode do pais, quando em 1995 foi
observado em bovinos na regido de Poconé, Partaridato Grosso. Os animais exibiram
sintomatologia de febre, letargia, perda de apetta substancial perda de peso em pouco
tempo, fraqueza, lacrimejamento, disenteria e abddguns animais que estavam na fase
cronica por quatro ou seis meses apresentaram e@&d@a e severa caquexia (SILVA et al.,
1996).

Porém, os relatos recentes de infeccaolpeivaxem bovinos da Paraiba (BATISTA
et al., 2007), Maranhdo (GUERRA et al., 2008) e adiiserais (CARVALHO et al., 2008)
demonstraram que os veterinarios estdo mais ataasosinais clinicos, que podem ser muito
variados, e preparados para fazer o diagnostitopd@mossomoses.

Na Regido Nordeste, o primeiro surto de tripano$asen por T. vivax foi
diagnosticado em 2002, no municipio de Catolé dohRpsertdo da Paraiba. Os animais
afetados apresentaram febre, anemia, perda de pgsoglicemia e sinais nervosos
caracterizados por incoordenacao, tremores mugsileggueira transitoria e ou permanente,
hipermetria, além de lesdes histologicas caractdsiz por meningoencefalite ndo-supurativa
e malécia (BATISTA et al., 2007). A patogenicidatie isolado foi confirmada através da

reproducdo experimental da doenca em 4 ovinos iadecs com 1ml de sangue contendo
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1,85 x 10 tripomastigotas. Os animais infectados apresantdedbre, anemia, leucopenia,
perda de peso e miocardite (BATISTA et al., 2006).

1.1.1.5 Patogenia e sinais clinicos

A patogenia da tripanossomiase phr vivax € associada a fatores inerentes ao
hospedeiro, como susceptibilidade do animal, e éampor fatores inerentes ao parasita,
como viruléncia do isolado que pode provocar inffesggraves com alteracdes hematologicas
(trombocitopenia e hemolise dos eritrocitos) e aggo extravascular do parasita causando
danos teciduais severos, como verificados nosctdssi, epididimo, coracdo e no sistema
nervoso central (ANOSA, 1983; BEZERRA et al., 20B8TISTA et al., 2011a).

Os sinais clinicos observados em surtosTpativaxem ruminantes domeésticos, foram
caracterizados por exibirem febre, anemia, letappeda de apetite com substancial perda de
peso em pouco tempo, fraqueza, lacrimejamentoréiaraborto, edemaciacdo severa,
caquexia, sinais nervosos caracterizados por ideoacdo, ataxia, tremores musculares,
cegueira transitéria ou permanente e hipermettla/fSet al., 1996; BATISTA et al., 2007).

A anemia geralmente se desenvolve em animais afetad® seguida pela perda da
condicéo corporal, a diminuicdo da produtividadenejtas vezes a mortalidade. Os sinais
podem incluir emagrecimento, aumento dos linfonpdamento do figado e do baco, liquido
ascitico e hemorragias petequiais. Em animais qagemnam durante a fase cronica da
doenca, encontra-se miocardite e os 6rgaos lird@d&io geralmente aumentados.

O agente desencadeia uma anemia hemolitica nggosstdiciais da infeccdo, que é
atribuida a mecanismos imunomediados, apresentaadw principais achados clinicos
febre, anemia, inapeténcia, fraqueza progressivaacieacdo, aborto e sindromes
hemorragicas, que podem levar o animal a morte B8@Het al., 2001). Paiva et al. (2000)
consideraram que, pelas caracteristicas debilgamta tripanossomiase, as infeccdes
secundarias podem ocorrer, dificultando o diagodsé determinando casos mais graves.
Gonzales et al. (2003) reportaram o0s riscos deapermtondmicas em decorréncia da
movimentacao de animais suscetiveis, procedentaseds livres, para areas enzooticas.

Em estudo que relatou aspectos clinicos e epidégitals da infecgdo por. vivax
diagnosticado no Estado do Tocantins, em um rebdahmovinos composto de 189 animais

da raca Brahman provenientes do Estado de Sao,Ranth@res et al. (2006) constatou em
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nove animais, sinais clinicos como emagrecimerdema de barbela, febre e palidez de
mucosa. Embora a tripanossomiase pbr vivax ndo apresente sintomatologia
patognomomica, os sinais clinicos observados nosa# do rebanho foram compativeis
com o que consta na literatura referente as intecgaturais (SILVA et al., 1999; PAIVA et
al., 2000) e experimentais (PAIVA et al., 2000; ENK et al., 2001).

Tanto machos quanto fémeas acometidos pela tripambase porT. vivax
apresentam varias desordens reprodutivas queesejafeccdes naturais ou experimentais.
Tais alteracbes sao reportadas quase que exclusi@nem ruminantes domésticos, 0s
principais susceptiveis a doenca (ANOSA, 1983).

A patogenicidade do isolado foi confirmada atragt@sinoculacdo experimental do
sangue parasitado em uma ovelha, que morreu 83&p@sa infeccdo (SHAW; LAINSON,
1972).

Quanto ao isolado dE. vivaxexistente no Brasil, sabe-se que estéa filogematote
mais relacionada com o isolado do Oeste Africane guexistente no Leste deste pais
(CORTEZ et al., 2006). O periodo entre a infecc@oaparecimento da parasitemia (periodo
pré-patente) varia em funcéo da resisténcia inataodpedeiro, nivel de anticorpos, estado
nutricional, infecgdes intercorrentes e exposic@loogas terapéuticas, bem como, por fatores
relacionados ao parasita, tais como: frequénci@adsagem ciclica ou mecéanica e quantidade
de tripanossomos inoculados (STEPHEN, 1986).

O curso da infeccéo experimental gorvivaxnos ovinos pode ser dividido em duas
fases: a fase aguda, que persiste por aproximadanderas semanas, caracterizada por
parasitemia e febre alta, e a fase crbnica, caizatia por temperatura normal e parasitemia
baixa ou ausente. Anemia, leucopenia com linfoeitesauséncia de ganho de peso foram
observados, também, durante a fase crénica (BATIST&., 2006).

Apesar da multiplicacdo dd. vivax ocorrer na corrente sanguinea, o periodo
septicémico é seguido pela migracdo extravasculgradasita (GARDINER, 1989). O que
influi sobremaneira na fisiopatogenia das lesdéanratorias e degenerativas descritas no
coracdo (MASAKE, 1980) e sistema nervoso (WHITELASY al., 1988) de caprinos
infectados experimentalmente pbrvivax bem como nos orgaos reprodutivos de carneiros

também experimentalmente infectados (BEZERRA e2@08).
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T. vivaxjé foi identificado no sistema nervoso centralnbu vitreo (WHITELAW et
al., 1988) e miocardio (KIMETO et al., 1990) ondedpontado como causador de patologias
nessas regides.

Entretanto, alteracbes hematoldgicas e nervosaspgdem levar a morte, além de
abortos e alteracdes na reproducéo, foram desentasovinos, ovinos e caprinos infectados
porT. vivax(SILVA et al., 1996; BATISTA et al., 2006; 2007@8).

O curso da infeccdo pdr. vivaxvaria entre os isolados de parasitos, bem como as
espécies e racas de ruminantes hospedeiros (CORTRE 2006; BATISTA et al., 2006;
2007; 2008). Em bovinos infectados naturalmente ¢omivaxno Brasil (Pantanal), foram
observados sinais clinicos como anemia, leucoptamejamento e fraqueza progressiva,
marcada por perda de peso e abortos (SILVA e1889). No primeiro surto no Nordeste do
Brasil (Paraiba), em gado leiteiro, com diagndstileoT. vivax os animais infectados
apresentaram febre, anemia e perda de peso. Tedmvimos com sinais nervosos morreram,
e outros abortaram ou pariram um bezerro que madogu apos o parto (BATISTA et al.,
2007).

O Trypanosoma vivaxpode provocar uma doenca fatal associada a uraaealt
persistente parasitemia (LOSOS; IKEDE, 1972). Retspanune reduzida, hemorragias e
anemias tém sido verificado em bovinos infectadosn cT. vivax (ILRAD, 1984;
WHITELAW, 1979). Na forma aguda os animais morreantdo de cinco semanas (entre 37 e
58 dias, ap0s a infeccdo experimental) e apreseattamtemperatura, letargia, fraqueza,
anemia, leve perda na condicéo fisica, lacrimagdiaregia.

Contudo, cada enfermidade pode ser controladavafetinte com ambos agentes
quimioterapéuticos ou quimioprofilaticos, bem co@nbém o controle dos artropodes
vetores (PEREGRINE, 1994).

1.1.1.6 Alteracdes hematoldgicas e bioquimicas

Além de verificada a presenca d@o vivaxem tecidos do hospedeiro vertebrado, o
mesmo também se multiplica no sangue, onde enctmdes 0s elementos necessarios para
sobrevivéncia. Durante a infec¢cab, vivax pode provocar diferentes graus de alteracfes
hematolégicas, que sdo principalmente caracterizapela diminuicdo de eritrocitos,

concentracdo de hemoglobina e hematocrito (ANOSS3)1L
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A anemia é o parametro hematolégico mais comumesgeciado a tripanossomiase
por T. vivax(FACER et al., 1982; ANOSA, 1983; OLUBAYO; MUGERA985). Gardiner
(1989) verificou queda do hematdcrito para 9%, @wisemanas apos a infeccdo em bovinos
que desenvolveram sindrome hemorragica quanddanies com um isolado queniano e
vivax Estudos em bovinos infectados experimentalmenteTp vivax e T. congolense
demonstraram o0 desenvolvimento de anemia macmdiipocromica, associado a
trombocitopenia e leucopenia (MAXIE et al., 197Qutros estudos demonstraram reducao
dos niveis de hematdcrito em bovinos, infectados om isolado do Leste da Africa que
desenvolveram sindrome hemorragica, e em capruascontinuaram com anemia mesmo
apos o desaparecimento da parasitemia (GARDINES9;19AROR, 1980).

Olubayo e Mugera (1985) sugerem que a severa tratopenia devida ao consumo
de plaquetas para a formacéo de microtrombos iddszielo parasita seja o principal fator
responsavel pela sindrome hemorragica. Emeribé €1390) observaram que o principal
mecanismo indutor de didtese hemorragica em oveibias diminuicdo da agregacao
plaquetaria.

A diminuicdo nos niveis plasmaticos de glicose ntuaos valores bioquimicos, tem
sido apontada como um importante achado laborhtogim animais infectados
experimentalmente pdr. vivax(KADIMA et al., 2000).

Observam-se também modificacdes importantes indszjkla tripanossomiase no
nivel sérico protéico, onde é observado a neceafsida aumento de energia para mantenca
apos infeccdo, aumento sérico de uréia, excregéaariar de creatinina e perda de peso dos
animais, além da elevacéo das proteinas plasmébicas (VERTEGEN et al., 1991; PAIVA
et al., 2000).

1.1.1.7 Alteracdes anatomopatologicas

Quanto as alteracbes anatomopatoldgicas ocasiomemaB. vivax entre as mais
comuns, destacam-se palidez na carcaca, atrofifirgda dos depdsitos de gordura corporal,
aumento de volume do coracgdo, esplenomegalia, doldeliquido nas cavidades toracica e
abdominal, no saco pericardio e aumento de voluoee génglios linfaticos (STEPHEN,
1986). Importante referir que nessas infeccbes pawo ocorrer alteracdes

anatomopatoldgicas, e quando ocorrem sao geralrmasgecificas.
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A distribuicdo e severidade das lesdes provocadad pvivaxsdo similares as de
outras tripanossomiases. Comprometimento cardéectelhante ao observado na cardiopatia
chagasica humana, caracterizado por acentuado edé&rsticial, miocardite mononuclear
multifocal, degeneracédo e necrose de miofibriladoetecido de conducédo do coracao foi
observado por Masake (1980) em bovinos e caprimestados experimentalmente pbr
vivax Kimeto et al. (1990), correlacionaram a sevemddds lesfes inflamatérias com a
localizac&o extravascular do parasita.

A tripanossomiase africana em bovinos pode caws@amacdo com infiltracdo de
células mononucleares em praticamente todos atote¢(ONES et al., 2000). Em infec¢bes
naturais porT. vivaxos animais sdo, em sua maioria, assintomaticos reoos sintomas
hematoldgicos e no sistema nervoso central (JONES/ILA, 2001; BATISTA et al.,
2007). Em algumas ocasides, a presenca dos trypaasqa corrente sanguinea é seguida da
invasdo do sistema nervoso central e liquido ceftajaidiano, que resulta em lesdes
caracterizadas por meningoencefalite ndo-supuratimealacia atingindo diversas estruturas
que podem ser acompanhadas de sintomatologia aeevagasionalmente obito (LOSOS;
IKEDE, 1972; SEILER et al., 1981; WHITELAW et al988; CADIOLI, 2001; BATISTA et
al., 2007; 2011b).

Embora o sitio de multiplicacdo dE. vivax seja preferencialmente no sangue,
ocasionalmente, o periodo septicémico é seguida péjracdo extravascular do parasita
(GARDINER, 1989). Este fato tem grande importanca fisiopatogenia das lesbes
inflamatorias e degenerativas descritas no corgdddSAKE, 1980), sistema nervoso
(WHITELAW et al., 1988; BATISTA et al., 2007; 201)i hesticulos e epididimo (BEZERRA
et al., 2008). Em infeccbes com isolados de altaléncia, a fase aguda pode ser
acompanhada de sindrome hemorragica, coagulagaweastular disseminada e consequentes
alteracOes isquémicas, degenerativas e necroHeasorragias generalizadas das visceras e
superficies das mucosas sdo manifestacdes patogiaves em ruminantes com sindrome
hemorragica na fase aguda (MWONGELA et al., 198NOSA, 1983; ISOUN, 1975;
OLUBAYO; MUGERA, 1987; GARDINER et al., 1989). Enomjunto, estas caracteristicas
sao as principais causas de morte dos animais (MYRR al., 1979).

Em algumas ocasides, a presenca dos tripanoss@nusnente sanguinea € seguida
da invasao do sistema nervoso central e liquidalaefquidiano, a qual resulta em lesdes

caracterizadas por meningoencefalite e malaciagiatio diversas estruturas que podem ser
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acompanhadas de sintomatologia nervosa e ocasiem@ndbito. Lesfes semelhantes nao
tém sido descritas na tripanossomiase fpovivaxem infeccfes naturais. No entanto, em
infeccdo experimental, Whitelaw et al. (1988) catesam meningoencefalite em cabras que
apresentavam sintomatologia nervosa durante afas#a da infeccao par. vivax

A base histolégica da lesdo provocada pé€lovivax em bovinos é a presenca
generalizada de trombos de fibrina e émbolos foamambr trypanosomas, localizados nos
vasos do coracédo, pulméao, baco e cérebro (ISOURE)1A presenca de microtrombos nos
pulmdes, rins, figado e nddulos linfaticos foi aliada por Masake (1980) como importante
caracteristica da infeccdo em cabras que morrecamedidas do parasita.

Hemorragias generalizadas das visceras e supsrfiaie mucosas sdo manifestacdes
patolégicas importantes em hospedeiros ruminantesagresentam sindrome hemorragica
durante a fase aguda (MWONGELA et al., 1981; GARBR\et al., 1989).

1.1.1.8 Desordens reprodutivas

A tripanosomiase ainda €, na Africa, uma das endiages que tem maior implicacio
sobre o processo reprodutivo e produtividade ddmnt@os. Estudos mostram que a
tripanosomiase causa uma série de desordens répasdem rebanhos bovinos, como a
degeneracdo do hipotalamo, das glandulas pitustagiadas gbénadas, com conseqientes
alterac6es nas concentragfes plasméticas e nax@exrdos hormbnios necessarios para a
reproducao em ambos os sexos (SEKONI, 1994).

No Pantanal mato-grossense e na Bolivia, Silval.e2804) relataram aborto em
bovinos e observaram que a anemia acompanhadaode ab terco final da gestacdo € um
sinal clinico caracteristico da tripanosomiaseasesgioes.

Ovinos e caprinos também podem apresentar aboadquinfectados porF. vivax
Osaer et al. (1999) verificaram consideraveis tad@saborto em caprinos nas areas do
Gambia de risco moderado e alto para tripanosomiaseovinos, 0s autores observaram um
aumento da mortalidade de cordeiros em ambas as, &am contudo, influenciar o ganho de
peso desta categoria.

Em touros,Trypanosoma vivaproduz lesGes de varios graus no sistema repngduto
especialmente no testiculo e epididimo, onde ermscasdnicos leva a séria infertilidade
podendo culminar com esterilidade (SEKONI et &9Q ADAMU et al., 2007).
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Sekoni et al. (2004) estudou os efeitos da infeeg@erimental cont. vivaxsobre as
caracteristicas do sémen de zebus. Os autoresragatqueda na qualidade do sémen,
manifestada por uma drastica reducdo da conceatragpermatica (oligozoospermia ou
mesmo azoospermia), diminuicdo do volume do séimem, como aumento do nimero de
teratozoospermias.

Bezerra et al. (2008) estudaram a anatomopatoldgidesticulos e epididimos de
ovinos experimentalmente infectados pdirypanosoma vivax Os animais foram
orquiectomizados 30 dias ap0s a infec¢cdo. Macrosammgnte os testiculos apresentaram-se
flacidos e palidos. Na histologia, observou-se derggédo testicular moderada a acentuada
com reducdo significativa da altura do epitélio iséf@aro e espessamento da membrana basal,
epididimite perivascular intersticial e ainda hjgasia do epitélio epididimario.

Em fémeas bovinas infectadas naturalmente por vivax varias desordens
reprodutivas ja foram reportadas. Aborto, repetd@aeio, natimortos ou nascimento de crias
fracas e anestro temporario ou permanente sadexacdles mais freqientemente relatadas
(SILVA et al., 2004, BEZERRA et al., 2006, BATISTes al., 2007; 2008).

Além disso, o trypanosoma induz a morte fetal odist abortamento, morte neonatal,
e outros efeitos patogénicos no feto e no recérmidm¢SEKONI, 1994). Ol'rypanosoma
vivax também pode causar aborto em ovinos e caprin@er@s al. (1999) relataram que as
taxas de aborto em caprinos eram maiores em areasscb moderado e alto para
tripanosomiase. Para ovinos, houve aumento da lidada de cordeiros em ambas as areas,

sem, contudo influenciar o ganho de peso destgmaae(OSAER et al., 1999).

1.1.1.9 Diagnéstico

O diagndstico de infecgbes pdr. vivax € rotineiramente realizado por métodos
parasitologicos, como esfregacos de sangue tolal eamada leucocitaria, que sdo pouco
sensiveis, particularmente, em animais na faseca@ue apresentam baixa parasitemia.

Existem ainda os métodos de diagndstico indirdtayés da deteccdo de anticorpos
Nno soro sanguineo. Esses testes sorologicos sa@uiasmente indicados em inquéritos
epidemiolégicos quando ha infeccdo subclinica rdmnmhos (EISLER et al., 1998). As
reacfes de imunofluorescéncia indireta e ensaimoenezimatico (ELISA) sdo os métodos
soroldgicos mais comumente utilizados para o distige de tripanossomiases em seres
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humanos e animais, e apresentam sensibilidadevebrijue na maioria das vezes, nao
apresentam especificidade suficiente para difeaeras diferentes espécies de tripanosomos
(EISLER et al., 1998; DESQUESNES; TRESSE, 1996; MKE et al., 1997), fato que
segundo Jones e Davila (2001) diminui o valor degsavas na Ameérica do Sul, devido a
resultados falsos-positivos provocados por reac@iemadas dd. vivaxcomT. evansie T.
theileri.

Recentemente, foi desenvolvido um ensaio de PCRaldasno gene que codifica a
enzima catepsina L-like capaz de detectar todogeostipos derl. vivax Esse método se
mostrou especifico e sensivel na detec¢cdo do fmeasi amostras de sangue de ruminantes
do Brasil, oeste e leste da Africa e na deteccipadasito em tecidos de animais infectados
experimentalmente (CORTEZ et al., 2006; 2009; BAAXt al., 2011a).

Portanto, o diagndstico deve contar com técnicatadi que confirmem a presenca de
trypanosomas quer por visualizagcdo microscopicposuécnicas seroldgicas indiretas ou por
reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

Clinicamente, a tripanossomiase pode ser confunchda babesioses, anaplasmose
teilerioses hemonchosis, raiva ou intoxicacfes plantas. O diagnéstico diferencial é
orientado por observacdes clinicas, a evolucacegtmtepidemiolégico, mas que se baseia
essencialmente no diagndstico laboratorial.

O diagnostico direto pode ser realizado pelos nostad “aspirado” do linfonodo, da
gota espessa, da lamina delgada ou, ainda, petmmédb micro-hematocrito ou técnica de
Woo, consistindo na observacdo direta das formagiéaeas, reveladas em preparacoes
coradas e examinadas através da microscopia &IE¥A; DAVILA, 1998; SILVA et al.,
2002).

Entretanto, muito cuidado deve ser tomado no distipw diferencial de espécies
baseado apenas na morfologia de formas do sanguae, @z que trés espécies de
trypanosoma podem ser encontradas com frequénciaimantes no Brasil, muitas vezes
em infec¢gbes mistas. vivax T. evanseT. theileri

Outro fator bastante limitante no diagnostico dgahossomoses em bovinos € o
namero reduzido desses parasitas no sangue, exigindilizacdo de métodos sensiveis e
especificos como a PCR para a deteccdo desseggma(&ENTURA et al., 2001; DAVILA
et al., 2003; RODRIGUES et al., 2003; CORTEZ et2009).
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1.1.1.10 Controle e tratamento

O tratamento da tripanosomiase pode ser curatbamdo uma droga que da pouca ou
nenhuma acéao residual ou preventiva. A diferent¢ee emura e prevencdo depende da droga
que esta sendo usada e, em alguns casos, da dogageasta sendo administrada (SILVA et
al., 2004).

O tratamento satisfatorio da tripanossomiase remaés do que administragdo correta
da droga tripanocida. Em vista dos efeitos secuwgladecorrentes da toxicidade e o
aparecimento de resisténcia dos parasitas, estegostos foram progressivamente
substituidos (GARDINER, 1989). Atualmente, as ppais drogas tripanocidas em uso sao:
cloreto de Isometamidio (Trypamidium), aceturatodiienazene (Berefil Ganase®),
brometo de piritidium (Protidiuf), brometo de homidium (Etidiu®), cloreto de homidium
(Novidium®) e cloreto ou sulfato de quinapiramine (Trig@)n(VARGAS; ARELLANO,
1997, PEREGRINE et al., 1987; GEERTS et al., 12901).

Contudo, em decorréncia da rapidez com a qual ysanpsomas desenvolvem
resisténcia a estes medicamentos tem dificultatatamento e controle da tripanossomiase
na Africa (KUPPER; WOLTERS, 1983; SCHUNEFELD et, a987). Alguns autores
acreditam que o reaparecimento dos parasitas apiatamento estd relacionado a sua
localizacéo extravascular, especialmente no sistesneaso central, liquido cefalorraquidiano
e humor aquoso (WHITELAW et al., 1988; GARDINER 899, locais que segundo Gardiner
(1989) garantem a protecao do parasita a acaordgagitripanocidas.

Algumas drogas sdo armazenadas nos tecidos e motemta liberagcdo na corrente
circulatéria mantém a concentragdo do compostoo adivficiente para controlar abortos
(PEREGRINE, 1994). As drogas curativas sdo usadasdyp a incidéncia é baixa, quando
somente poucos casos ocorrem em um rebanho durgrggodo de um ano, ou quando o
tratamento de poucos casos ocorre principalmenmnthiuma estacao a qual geralmente € a
das chuvas.

Durante décadas véarios métodos de controle, tai® adesmatamento, uso de machos
estéreis e armadilhas impregnadas com inseticidias @ controle dos vetores, pulverizacao
de inseticidas nos animais, na vegetacéo, usoseéédiagpour one quimioprofilaxia foram
tentados na Africa. Porém, atualmente, apenas raioprofilaxia e o controle dos vetores

com drogagpour one armadilhas impregnadas com inseticidas contirseardo usadas.
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A quimioterapia € provavelmente o mais importanteétado pelo qual a
tripanosomiase € controlada em animais domeésti€odratamento e a profilaxia da
enfermidade nos bovinos, ovinos e caprinos € cameente dependente de sais de trés
compostos: homidium, isometamidium e dimenazene.

Embora o uso de medicamentos possam reduzir as texmortalidade, geralmente
tem baixo impacto na producdo animal. Este é o, caspecialmente, em &reas onde 0s
agricultores usam tripanocidas de forma terapéu#ioainvés de profilaticamente. O
desenvolvimento de resisténcia do trypanosomaipanticida € uma ameacga permanente a

sua utilizacdo sustentavel no controle da tripasmosase.

1.1.2 Transmisséo transplacentaria

Estudos recentes vém investigando a possibilidadeoabrréncia da transmissao
transplacentaria em animais domeésticos por protmsyatravés de analises histopatoldgicas
de tecidos fetais, Orgdos e liquidos fetais (RAZEH al., 2007; DUBEY, 2009;
CHRYSSAFIDIS et al., 2011; WIENGCHAROEN et al., 201 Esses parasitos sao
responsaveis pela disseminacdo e manutencdo dgepat@m rebanhos bovinos por varias
geracGes (BJORKMAN et al., 1996). A transmissdo apsntes parece ser mais comum no
terco final de gestacdo, conforme tem sido desceim varios trabalhos que enfoca essa
tematica na literatura (ANDERSON et al., 1997; DUWBR009; CHRYSSAFIDIS et al.,
2011; WIENGCHAROEN et al., 2011). Geralmente € olm#a a doenca clinica que ocorre
na forma de problemas perinatais como abortognoéts e animais recém nascidos fracos
(URQUHART et al., 1998).

Ensaios realizados para avaliar a probabilidadathsmissdo transplacentaria gor
vivax, em bovinos foram relatados no continente africana Ameérica do Sul. Nestes estudos
encontraram evidéncias da transmissdo congénitadaypolT. vivaxem bovinos de leite,
sugerindo que a infeccdo por esse protozodrio pedsistir dentro de uma propriedade
leiteira por varias geracdes (LOSOS; IKEDE, 1978BVQU et al., 1986; MENDENDEZ;
WILLIAN, 1993; BATISTA et al.,, 2011b). Especula-sgie a transmissao transplacentaria
pode causar abortamento, prematuridade, retardacréecimento intra-uterino, nati e
mortalidade perinatal (LOSOS; IKEDE, 1972; OGWUkt 1986), no entanto pode ocorrer o
nascimento de animais com aspecto clinico nornoa&rp cronicamente infectado. BATISTA
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et al. (2011b) reportam que bezerros nascidos @s méectadas mostram sinais clinicos em
cerca de dois a cinco dias ap6s o parto; observairzaha alta taxa de mortalidade e letalidade
da doenca nos bezerros neonatos, tendo sido aefitco exame histopatoldégico miocardite e
hiperplasia de polpa branca, mostrando a impodado estudo desta enfermidade nos
ruminantes criados no semiérido brasileiro.

OGWU el al. (1986) confirmaram a ocorréncia dadmissdo transplacentaria @de
vivax em bovinos através da deteccdo de alta parasitemiam bezerro nascido de uma
vacas infectada no terceiro trimestre da gestagaovenezuela, MELENDEZ et al. (1993)
também observaram transmissédo congénita em umrbepaide se detectou parasitemia e

anticorpos antiT. vivaxatravés de imunofluorescéncia indireta.

1.1.3 Placenta

1.1.3.1 Funcdes da placenta

Define-se placenta como um 6rgao transitério formnpar tecidos maternos e fetais,
com a funcdo de transportar substancias nutritasrganismo materno para o feto, bem
como promover trocas metabolicas e desempenhabdarendocrinas quanto a producéo de
horménios na manutencdo da gestacdo (LEISER; KAURMA1994). A placentacéo
consiste na forma com que as membranas fetais v@&ndasenvolver e a se associarem ao
endométrio (BJORKMAN, 1976).

A placenta de diferentes espécies exibe uma grdinaesidade de estruturas que
incluem diferentes organizacdes, quanto ao tipalaelforma e modelo de distribuicdo sobre
o endométrio. Assim a placenta pode ser classdicaddiante sua forma, a interdigitacdo
materno-fetal e o grau de separacao entre as measbmaaterno-fetal (KAUFMANN, 1983).

A placenta dos mamiferos eutéricos € uma estrujuease forma pela aposicéo de
membranas fetais e tecidos maternos onde a printipedo consiste em regular a troca
fisioldgica entre o feto e a mae (NODEN; DE LA HUNT1990). E considerado um 6rgéo
de nutricdo responséavel pelo desenvolvimento dori@mke pela viabilidade do recém-
nascido (SCHOENAU et al., 2005).
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1.1.3.2 Estrutura geral placentaria

No processo de desenvolvimento da placenta estaoiomadas quatro estruturas
membranosas: o corion, o amnio, o saco vitelino @antéide (LEISER; KAUFMANN,
1994). O corddo umbilical é o anexo fetal que urfeto a placenta, apresentando no seu
interior 0os vasos umbilicais, que sdo respons®adas trocas sanguineas entre 0s organismos
fetal e materno (MICHEL; SCHWARZE, 1970).

A funcionalidade desta depende do fluxo sanguimge eas circulacbes materna e
fetal e desta forma com a vasculariza¢do. Os ws@sniculo umbilical dividem-se no ponto
de implantacdo da placenta em vasos coridnicossp&rcorrem as por¢cdes placentarias dos
cornos uterinos em direcao as suas extremidadese [dercurso, que € mais curto nos vasos
que se dirigem ao lado gestante, emitem perperdinghte ramos que suprem as regides
cotiledonaria e intercotiledonaria (SCHOENAU et 2005).

Para TSUTSUMI (1962), as artérias e veias umbdicgiando chegam no cérion vao
para a direita e para a esquerda, seguindo paxtrasnidades dos cornos uterinos ao longo
do lado mesometrial da mucosa uterina. PELAGALLAle{1973) relataram que a artéria da
porcdo da placenta dirigida ao corno gestante énaler calibre que aquela dirigida ao do
corno ndo gestante.

Segundo KAUFMANN (1983), o suprimento de oxigénia glacenta afeta o
crescimento e sua diferenciacdo, onde em situagdupmxia a entrada de oxigénio fetal
facilitada pela expansdo do leito capilar viloscawats de angiogénese, de forma que a
disposicéo paralela das hastes reflete uma condig&aporte adequado de oxigénio para o
feto.

As hastes vasculares emitem perpendicularmentdadate em seis a oito ordens ou
vénulas em maior nimero. As arteriolas dos vilogsiteis se desdobram em alcas capilares e
se anastomosam com vénulas situadas na base ddsils alcas apresentam as vezes a

forma de leque, caracteristica dos ruminantes. (3ENMAU et al., 2005)

1.1.3.3 Placenta de ruminantes

A placenta de ruminantes é formada por placentomass,sdo estruturas numerosas

com tamanhos e formas variadas, sao caracteripgtapresenca de um tufo de vilosidades
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fetais conhecida como cotilédones e por invagiracbiptiformes reunidas no Utero que sao
as carunculas uterinas (PINTO, 2002).

As vilosidades coridnicas apresentam-se agrupadasdeterminadas regides e
denominam-se cotilédones. A cada cotilédone caorep a uma regido modificada do
endométrio uterino, denominada caruncula, que sdegdes da mucosa uterina. O conjunto
formado por um cotilédone e uma caruncula, recebeome de placentoma. Entre os
placentomas o corion dos ruminantes ndo apresedidsidades. Estas carunculas séo
convexas na vaca e concava na ovelha e cabra (BENE®63).

A passagem e a troca de nutrientes da mée par® cde realizadas por meio dos
vilos placentarios (MAYHEW, 2002).

A placenta dos ruminantes foi incluida na categsindesmocorial devido a perda do
epitélio uterino materno, fazendo com que o costeja em contato com um sincicio
materno-fetal e ndo com tecido conjuntivo. No etmtan termo mais apropriado seria
sinepiteliocorial, devido o resultado da migracaofusdo das células binucleadas do
trofoblasto com as células do epitélio uterino (V\IDRG, 1992).

Na maioria dos mamiferos, as interdigitacbes est@oentradas em areas especificas,

tendo, assim, a placenta cotiledonaria, tipicarnognantes (LEISER; KAUFMANN, 1994).

1.1.3.4 Placenta de ovinos

A placenta € um oOrgao passivel de adaptacéo, ehnmds diferentes espécies e que
pode variar inclusive dentro da mesma espécie (ENKW et al., 2005).

LEISER et al. (1998) relataram ainda que o cotiedovino era constituido de um
aglomerado de longas arvores vilosas ramificadafmea cilindrica. A forma das arvores
vilosas no cotilédone é a de um cilindro, podersleezes se parecer com a de um cone.

A placenta ovina apresenta 187 arranjos artéribedonarios diferentes, formados
por grupos de placenténios, envolvidos com um ois m@mos cotiledonarios, onde o0s
arranjos envolvendo apenas um ramo cotiledonamonsdis freqientes. As anastomoses
coribnicas sdo mais comuns entre as veias cor®ni83,87%) e ocorrem com menor
freqléncia entre as artérias coribnicas (16,12%)aAastomoses arteriais acontecem entre
ramos cotiledonarios e atraves de cotilédones (ENH et al., 2005).
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Os tipos placentarios podem ser classificados iggisncomplementares que refletem
diversas caracteristicas placentarias, tais conmrigem e tipos das membranas, forma,
interdigitacdo materno-fetal, interrelacdo do flsemguineo materno-fetal, camadas teciduais
da barreira materno-fetal, invaséo trofoblasticeagédo de decidualizacao celular, formacéo
de sinciotrofoblasto e separacao placentéria aimasto (LEISER; KAUFMANN, 1994).

Nos ovinos, o componente fetal da placenta é foonmgartir da fusdo do corion
avascular e o alantéide vascular. Isso aumentaaad® superficie de contato entre a mae e o
feto através do desenvolvimento de projecfes dasidades, que sdo agrupados em areas
distintas, conhecido como cotilédones. Diante dissplacenta dos ovinos é classificada
como sendo corioalantéideana, com vilosidadesikedohar (SAMMIN et al., 2009).

Em ovinos, a implantacdo e a placentacao supérficraecam por volta dos 15° - 16°
dias (REGNAULTA et al.,, 2002). Nas ovelhas, o endtsin € composto por duas areas
distintas — uma area aglandular caruncular e uraadglar intercaruncular. As areas de
caruncula possuem epitélio endometrial e um coropgsttoma como locais de implantacdo e
placentacdo superficial. No 16° dia, o trofoblastimeca a aderir firmemente a parede
endometrial. A interdigitacdo do trofectoderma el@nétrio ocorre em ambas as areas
(caruncular e intercaruncular). A adeséo do trof#etma ao endométrio progride ao longo do
corno uterino e parece ser concluido por voltazfod2a (SPENCER et al., 2004).

Existem uma variedade de proteases e seus inibidoie regulam a remodelacdo do
endométrio e a invaséo do trofoblasto neste endandiirante a gestacdo. Estudos recentes
estabeleceram varios tipos de cisteina, presentégerno e placenta de ovelhas gestantes e de
inibidor da protease (SONG et al., 2007).

Em ovinos, a densidade vascular materna de tecpasentarios aumentam
substancialmente a partir do 40° dia até a metadgestacdo, e mais lentamente em seguida.
No entanto, a densidade vascular dos cotilédonass fgermanecem relativamente constante
até metade da gestacdo, e aumentam drasticameois (RAWEL et al., 2007). A formacao
de novos vasos ocorrem através da vasculogéneseamgibgénese, ambos 0S processos sao
regulados por promotores e inibidores, sendo dmu@ara a formacdo da placenta e da
manutencao da gravidez. (KLAGSBRUN; AMORE 1991; REXLDS et al., 1992).

O peso maximo da placenta dos ovinos é conseguidov@ta dos 90 dias de
gestacdo. Posteriormente, a crescente demandatadoddeante a fase de crescimento

exponencial sdo atendidas através do aumento mEptieie sanguineo utero-umbilical. Isto é
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conseguido através do aumento do leito capilar matassociado a eleva¢cdo no numero de
ramificacdo e a uma maior area de superficie daonasculatura fetal (REYNOLDS et al.,
2005).

Um nutriente necessario para o desenvolvimentoetio € a glicose, que atravessa
facilmente a barreira placentaria através de tategores de glicose (GLUT's) que
consistem em glicoproteinas que medeiam, por difugte transporte por meio das
membranas plasmaticas (KNIPP et al., 1999). Duasa® isomeras destas glicoproteinas
(GLUT 1 e GLUT 3) foram identificadas na placedt&ovinos e afirmam-se que estejam
localizadas nas células coridnicas epiteliais ¢tite#fsto) e nas células que fazem a interface
materno-fetal (EHRHARDT; BELL, 1997; DAS et al., 9. Estudos mais recentes apontam
para a presenca de outra glicoproteina presenfdacanta de ovinos (GLUT 8), estando
também localizada nas células epiteliais e coré@nie sugerindo sua participacdo no
transporte de glicose principalmente ao final dstaggio, onde € aumentada a demanda de
glicose pelo concepto (LIMESAND et al., 2004).

Os placentomas dos ovinos geralmente sdo de fooémeaca, mas ocasionalmente
podem apresentar-se convexo, assim como os placastde bovinos (SAMMIN et al.,
2009).

O GH foi detectado na placenta ovina durante assfasciais e metade da gestagao
com aparecimento predominante de expressao ocorrentte 35° e 55° dia de idade
gestacional (LACROIX et al., 1999).

As ovelhas possuem dois genes do horménio do oreatd (GH): oGH-1 e oGH-2.

O oGH-2 tem alelos multiplos (0GH- 2N e oGH-2Z) (GDWVINE et al., 1993). A expressao
do gene oGH-2 tem sido detectada na placenta d@{LACROIX et al., 1999) e pode-se
inferir que tanto o N e Z-alelos do gene séo exoefOFIR; GOOTWINE 1997).

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Geral

1.2.1.1 Investigar o efeito da infeccdo experimeoten T. vivaxem ovelhas no

inicio e final da gestacao, e confirmar a transétgsansplacentaria pela reacdo em
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cadeia da polimerase (PCR) através da presencdNdodd parasita na placenta e

tecidos de fetos abortados.

1.2.2 Especificos

1.2.2.1 Verificar a possibilidade de transmiss@mdplacentaria em neonatos de

ovelhas infectadas experimentalmente frgppanosoma vivax

1.2.2.2 Acompanhar a evolucdo clinica-patologicairdaccao experimental de

ovelhas prenhas.

1.2.2.3 Verificar a associacdo entre as alteragieomo-histopaldgicas das

placentas, anexos e tecidos fetais com a preserGavi/axnesses tecidos.

1.2.2.4 Identificar através da técnica Reacdo emei@ade Polimerase (PCR) a
presenca do DNA ddrypanosoma vivara placenta e anexos de ovelhas prenhas

infectadas.
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2. CAPITULO 2 - ESTUDO DE PARAMETROS CLINICOS E PAT OLOGICOS EM
OVELHAS INFECTADAS POR Trypanosoma vivax NO INICIO E FINAL DA
GESTACAO

2.1 RESUMO

RESUMO: O presente estudo teve como objetivo investigar feitoe da infeccéo
experimental poffrypanosoma vivagm ovelhas em diferentes fases da gestacao, dederm
a patogénese das falhas reprodutivas, e confirnteanamissao transplacentaria por PCR.
Foram utilizadas 12 doze ovelhas prenhas, aduttaisés grupos experimentais G1, formado
por trés ovelhas infectadas no terco inicial datagé®; G2, composto por trés ovelhas
infectadas no terco final da gestacéo; e G3, doihi por seis ovinos nao infectados (grupo
controle). Cada ovino do G1 e G2 foi inoculado cbyB5x105 tripomastigotas. Exames
clinicos, avaliacdo do hematdcrito, bioquimica cserideterminacdo da concentragcéo
plasmatica de progesterona e parasitemia forammndiedos diariamente. Foram realizados
exames anatomopatolégicos dos fetos, placentad@ouchbilical e pesquisa de DNA do
parasita na placenta, liquido amnidtico, sanguecelds dos fetos. A parasitemia foi alta,
alcancando picos de 2,7 ®lGendo persistente durante todo o periodo expetineA
infeccao foi caracterizada por mortalidade dashagek mortalidade perinatal no terco inicial;
aborto e mortalidade perinatal no terco final dsst@gho. Os fatores possivelmente
relacionados com as falhas reprodutivas matermasfbaixos escore corporal, hematdcrito,
niveis séricos de glicose, proteina total, colestemprogesterona. A presenca do DNATdo
vivax no sangue e tecidos de fetos, placenta e liqundoidico, confirma a transmissao
transplacentéria do parasita. A presenca de |ds8&s0gicas nos orgaos fetais e placenta
sugerem a participacdo do parasita no mecanisimpagtigénico de danos reprodutivos.

Palavras-Chavesaborto, PCR, ovelha, transmissao transplacentarmanosoma

2.2 INTRODUCAO

Tripanossomiase € uma doenca provocada pelo péstozto género trypanosoma,
que tem uma ampla distribuicdo e importancia ecaceem paises africanos, principalmente
nas regibes ocupadas por seu vetor biologico, zanse-tsé (GARDNER et al., 1989). Na
Africa Ocidental, oTrypanosoma vivaxé considerado o mais importante hemoparasito
patogénico de gado, causando desordens reprodutivadaptacdo da transmissao mecanica
por dipteros com&tomoxyspp eTabanusspp tem sido responsével pela disseminagab do
vivaxna América do Sul (DAVILA; SILVA, 2000; SILVA etla 2002). Assim, a presenca do

T. vivaxem bovinos ja foi relatada na Guiana Francesa BEEEGVENN, 1919), na costa



61

atlantica da Colémbia (ZAPATA, 1931; OTTE et al994) e Bolivia (SILVA et al., 1998;
DAVILA; SILVA, 2000).

Varios estudos tém mostrado que a tripanossom@sk pivaxencontra-se em ampla
expansao no Brasil, tendo sido diagnosticado déeNo6ul do pais (SERRA FREIRE, 1981,
SILVA et al., 1996; PAIVA et al., 2000; LINHARES at., 2006; GUERRA et al., 2008;
BATISTA et al., 2007; 2009; SILVA et al., 2009; CUGVICI et al., 2010; GALIZA et al.,
2011; PIMENTEL et al., 2012).

BATISTA et al. (2012) relataram a prevaléncia diedgao porT. vivaxna regiao
semi-arida brasileira 46,6% e 80% em vacas le#t@rhezerros, respectivamente. No entanto,
em cabras e ovelhas criadas extensivamente na nmegiéaa, a prevaléncia alcangou 29,7% e
25,4%, respectivamente (BATISTA et al., 2009). Hgidio semiarida do Nordeste do Brasil,
a infeccao pofl. vivaxfoi caracterizada pelas taxas de parasitemia @édsvassociadas aos
sinais clinicos da doenca, alta mortalidade e geedandmicas. O parasita também tem sido
implicado como um importante agente de doenca depirka em gado leiteiro, ovinos e
caprinos, promovendo a repeticdo do cio, abortestam, natimortos e crias fracas
(BEZERRA et al., 2008; BATISTA et al., 2007; 20@BALIZA et al., 2011; PIMENTEL et
al., 2012).

Em um surto de tripanossomiase com alta mortalidade ovelhas criadas
extensivamente que ocorreu em uma regiao nao-eodémiNordeste do Brasil, Galiza et al.
(2011) observaram que a mortalidade perinatal deaidbortos e mortes neonatais chegou a
quase 75%. A mortalidade perinatal foi também uampmtincipais manifestacées durante os
surtos que ocorreram em fazendas localizadas m@regmiarida brasileira, especialmente
no estado da Paraiba. Os autores sugerem quesanisafio transplacentaria tem importancia
epidemiolégica para a manutencdo e propagacao eeca® nos rebanhos infectados de
ruminantes (BATISTA et al., 2012).

Embora existam evidéncias do efeito negativo gambssomiase causada powivax
sobre a reproducédo de ruminantes, ainda existaimadacgue precisam ser esclarecidas sobre
a patogénese das falhas reprodutivas durante acgestAssim, o objetivo deste estudo foi
investigar o efeito da infeccado experimental cbnvivaxem ovelhas em diferentes fases da
gestacdo, determinar a patogénese do aborto, Encanfl transmisséo transplacentéria pela
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) através sangeedo DNA do parasita na placenta e

tecidos de fetos abortados.
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2.3 MATERIAIS E METODOS

2.3.1 Delineamento dos grupos experimentais

Foram utilizadas 12 ovelhas, prenhas, sem racanidefi com idade de
aproximadamente 24 meses. Os animais foram alojagios campo da UFERSA,
Mossoro/RN, cujas coordenadas geograficas sdo &l latitude sul e 37°20° de longitude
oeste. O clima da regido, segundo a classificagddappen, € seco e quente, apresentando
temperatura média anual de 27°C (AMARO FILHO, 1991) baias teladas e separadas por
grupo no setor de ovinocaprinocultura, onde fureionnucleo de estudos e pesquisa em

pequenos ruminantes da Universidade Federal Rar@kdiarido (Figura 2).

Figura 2: Baias teladas para alojar os animaisgiogos
experimentais.

Foram realizados exames ultrassonograficos conpaopginto de ultrasson GE Logiq
Pro 100 (GE Medical System, Wisconsin, USA) acopladum transdutor convexo de 3.5
MHz para verificar o estagio de gestacéo, resgitae que a gestacdo foi dividida em duas

fases distintas (até os 90 primeiros dias e deXEDalias de gestacao).
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Antes de serem inoculados, os animais foram suboseta exames clinicos,
hematoldgicos e bioquimicos; foi realizado o PC&aulos e desparasitados. Permaneceram
por duas semanas em observacao e, constatadaezhigializou-se a composi¢cao dos grupos
experimentais.

Apés constatada a higidez dos animais, eles foistmbdiidos entre o grupo infectado
por T. vivaxno terco inicial da gestacdo G1 (ovino 1, 2 egB)po infectado pof. vivaxno
terco final da gestacao, G2 (ovino 4, 5 e 6) e gregntrole, composto por seis ovinos nao
infectados poff. vivaxG3 (ovino 7, 8, 9, 10, 11 e 12). Todos os anirfa@m submetidos a
condi¢cdes de manejo idénticas, dgua e sal miadrabidum alimentados com capim tifton e
suplementados com racado comercial na quantidadigséle de peso do animal.

2.3.2 Preparo do indculo e infeccdo experimental ©oTrypanosoma vivax

O isolado d€T. vivaxque foi empregada na infeccdo experimental dabas@renhas
foi proveniente de um surto de infeccdo naturalo®mos, no municipio de Sao Joao do Rio
dos Peixes, Paraiba/PB. O sangue foi colhido emtubn com &cido etileno diamino
tetracético (EDTA) a 10%. Foi acrescentado 8% deegll e armazenado em palhetas de
0,5ml, submetido ao congelamento em nitrogéniadim(+196°C).

Imediatamente antes da inoculacdo, foi realizaddescongelamento do isolado
criopreservado. Em cada animal dos grupos infestémldnoculado por via intravenosa 1ml
de sangue contendo aproximadamente 1,75xilomastigotas dd. vivax estimados de
acordo com o metodo de BATISTA et al. (2007).

2.3.3 Determinagéo da parasitemia

A parasitemia foi determinada diariamente medianfgesquisa do trypanosoma no
sangue colhido de pequenas veias localizadas nih@awauricular usando uma gota espessa
de sangue entre a lamina e laminula, de acordoactéunica descrita por BATISTA et al.
(2007).
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2.3.4 Exames clinicos, escore corporal das ovelhaspeso dos recém-nascidos e fetos
abortados

Foi realizado exame clinico diariamenés wvelhas, avaliacdo da temperatura retal,
aspectos das mucosas e analise dos linfonodogneEf, também foram examinadas para
saber se havia sinais de parto ou aborto. O esorp®ral foi determinado semanalmente
utilizando uma escala de 0 (para animais muito o®ggr 5 (para animais gordos) (FREITAS
JUNIOR et al., 2008). No inicio do experimento,asds ovelhas foram classificadas com
escore corporal entre 3,5 a 4. Imediatamente agagto ou aborto, recém-nascidos e fetos

foram medidos e pesados com uma balanca eletrigical.

2.3.5 Avaliacdo do hematdcrito, bioquimica sérica@nélise de progesterona

Concomitante aos exames clinicos e determinacg@m@daitemia foi colhido sangue,
através de puncéo da veia jugular, acondicionaciogiBos esterilizados contendo 1mg/ml de
EDTA para determinacdo do hematdcrito e colheitsalggue para andlise de bioquimica
sérica (proteina, albumina total, glicose, cole$ter uréia), utilizando-se kits comerciais

(Katal, Belo Horizonte, MG) e um analisador autaota8BA-2000 (Celm, Barueri, SP).

Amostras de sangue foram coletadas em intervalparsss através de puncao da veia
jugular, e colocados em tubos de Vacutainer estésmndo a progesterona plasmatica
avaliada pelo método imunoenzimatico (Immulite 20BRG, Progesterona, Siemens

Healthcare Diagnostics Products Limited).

2.3.6 Estudo histopatologico

O exame histopatolégico foi realizado através a@grfrentos de fetos abortados, e
natimortos (0rgaos toracicos, abdominais e sistei@a0so central) placenta e cordao
umbilical, foram fixados em formalina a 10%, emlelsi em parafina, cortados a 5 um e

corados com hematoxilina e eosina.
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2.3.7 Diagnostico df. vivax por PCR

O sangue dos neonatos foram colhidos nas primsgiashoras de vida, sendo 1ml de
sangue total misturados a 1ml de &lcool a 99%. Eamtolheu-se 1 ml de fluido de liquido
amni6tico onde foram acondicionados em microtubos.

Fragmentos de cerca de 1%te placenta, corddo umbilical, 6rgéos de fetostatios
ou recém-nascidos (coracao, figado, rins, pulmi@ssiculo, baco, e cortex cerebral) foram
conservados em etanol 99%.

As preparacdes de DNA foram submetidas a um emd@imente especifico pafa
vivax que foi descrito por CORTEZ et al. (2009). Estdadé PCR baseado em sequéncias
repetidas do gene que codifica a cisteina prote@séspsina L) e foi realizado usando os
oligonucleotideos Tvi2 (forward: 5 'GCC ATC GCC AABC GCC CTC AG 3') e DTO156
(reverse: 5° TTAGAATTCCCAGGAGTTCTTGATGATCCAGTA 3'tomo primers. O
diagndstico foi confirmado através do PCR, amgiido um fragmento de DNA de 177 pb
(pares de base), que também € observado no DNR digax(isolado de Catolé do Rocha,
Paraiba, nordeste do Brasil), que foi utilizado camontrole positivo e para controle negativo
foram selecionados previamente amostras de DNA atmue de ovelhas prenhas nao
infectadas (CORTEZ et al., 2009).

2.3.8 Andlise estatistica

Os dados foram expressos em meédia = erro padraliados pelos programas
estatisticos SAS (SAS Institute, Inc., Cary, Naztrolina, USA) verséo 9.0 e SigmaPlot for
Windows (Systat Software) versdo 12.0. Primariamente, ossiéatam avaliados quanto a
normalidade por Kolmogorov-Smirnov (Lilliefors) eornhocedasticidade por Levene.
Diferenca estatistica entre os valores dos grupéesctados G1,G2 e seus respectivos
controles foram calculados quando normais por testedependente e ndo normais por
Mann-Whitney. A analise da parasitemia e tempeagtelos diferentes periodos foi feita por
analise de variancia (One Way ANOVA) para medidgmetidas seguida por Tukey quando
obteve-se dados normais e Friedman para ndo norMeigicou-se a correlacao entre as

variaveis, de acordo com a normalidade, por Peags@pearman. O comportamento das
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mesmas no decorrer dos dias, foi quantificado apatise de regresséao. Valores de P < 0,05

foram considerados significativos.

2.4 RESULTADOS

2.4.1 Parasitemia

O T. vivaxfoi detectado pela primeira vez no sangue petibépor volta do terceiro
dia poés-infeccdo (dpi) nos grupos Gl e G2 (Figuja B parasitemia aumentou
progressivamente, alcancando picos no 13 e 15adpovelhas dos G1 e G2, respectivamente.
ApoGs este periodo, uma discreta diminuicdo nosrealmedios para a parasitemia, embora

permanecendo elevado durante todo o periodo exgetdairem ambos 0S grupos.

\
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Figura 3: Valores médios das parasitemias {tfifanossomas/ml| de
sangue) em ovelhas infectadas experimentalmentd pypanosoma
vivax nos terco inicial da gestacdo (G1), terco finabdatacdo (G2),
durante o periodo de observacéao.

2.4.2 Sinais clinicos e altera¢gfes reprodutivas

As ovelhas dos grupos G1 e G2 apressntaumento da temperatura retal entre o 6

e 24 dpi, tendo uma maxima de 41,5 ° C (FiguraAgds, esse periodo as ovelhas do grupo
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G1 apresentaram ainda aumento dos valores méditsmeeratura retal no 45, 51 e 54 dpi.
Nos outros periodos, a temperatura retal mantexdesgo dos parametros normais para a

espécie e nao diferiu significativamente quandopamado com o grupo controle (P> 0,05).

41
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Figura 4: Valores meédios de temperatura (°C) enthageinfectadas
experimentalmente poffrypanosoma vivaxnos terco inicial da
gestacao (G1), terco final da gestacao (G2) e grtaptrole (G3).

Os sinais clinicos eram evidentes desde 7 dpi,nsistiam de apatia, taquipnéia,
taquicardia, hiporexia, mucosas hipocoradas e atomds ganglios linfaticos. As ovelhas 2
e 3 apresentaram diarréia severa no periodo 7 @pil8A partir deste periodo, o estado
diarréico desapareceu, reincidivando no 50 dpisipndo até o final do periodo
experimental.

As ovelhas dos grupos infectados apresentaram uoggegsiva redugdo no escore
corporal (Figura 5). As ovelhas 1 e 3 apresentaaoore corporal de 1,5, enquanto que as
ovelhas 4, 5, e 6 apresentaram escore corporAk 8velhas do grupo G3 mantiveram-se ao

longo do experimento 0 mesmo escore corporal oaderinicialmente.
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T

Figura 5: Ovelha apresentando perda de peso, dedido
infeccdo potrypanosoma vivax

As ovelhas 1 e 3 apresentaram agravamento dos siff@cos, tais como: prostracao,
fraqueza, letargia, anemia severa (hematocrito,@¥)3 anorexia, decubito, relutancia em se
movimentar, e apos dois dias morreram.

As ovelhas 2 e 4 pariram dois cordeiros fracosameés 1,5 e 1,1 kg, respectivamente,
enquanto que no grupo controle os animais pesavantomo de 3,5 kg. Estes animais
apresentaram Uberes pouco desenvolvidos, agatarig ingeriram colostro, apos cinco dias
de nascimento morreram. Aproximadamente, no diadk2@estacdo, a ovelha 5 abortou dois
cordeiros com quase 25 centimetros de comprimeesando 1,2 kg. E a ovelha 6 também
abortou um feto com 130 dias de prenhez com 23metros de comprimento, com 1,1Kg.

Apos o parto, esta ovelha apresentou secrecaoalagircopurulenta.

2.4.3 Hematdcrito, bioquimica sérica e andlise degmesterona

A partir do 7 dpi até o final do experm® as ovelhas dos grupos G1 e G2 mostraram
reducéo significativa (P <0,05) nos valores médiodhematdcrito em comparagao ao grupo
controle. Os valores de glicose média ficaram abdos parametros normais para a espécie a
partir do 30 dpi nas ovelhas dos grupos infectd@abela 1).
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Tabela 1 — Valores de média + erro padrdo pararopog infectados e
controle de acordo com as variaveis parasitemiapéeatura e hematocrito.

Variaveis Periodo Infectado Controle Valor de P
_ ) Gl 89,93 +4,70 0 <0,001*
Parasitemia
G2 109,57 £ 8,35 0 <0,001*
Gl 39,72 £ 0,07 38,74 £ 0,01 <0.001*
Temperatura
G2 40,14 £ 0,10 38,43 + 0,05 <0.0001*
o Gl 16,64 + 0,64 39,28 + 0,32 <0.0001*
Hematocrito
G2 19,26 + 1,18 35,0+ 0,511 <0.0001*

* Significa diferenca estatistica (P<0,05)

Os niveis séricos médios de glicose, colesterolr@eimas totais diminuiram
significativamente nos animais G1 (P <0,05) emcédaao G3. J& 0s niveis séricos de
albumina diminuiram significativamente (P <0,05) ambos os grupos infectados. Houve
um aumento gradual de uréia nos animais dos G1.eEGE@m G2 houve uma reducao
acentuada nos niveis de progesterona tendo umeerdjée significativa (P <0,05) em
comparagao ao grupo controle (Tabela 2).

Tabela 2 — Valores de média + erro padrao paraugmg infectados e controle de
acordo com as variaveis estudadas.

Variaveis Periodo Infectado Controle  Valor de p
71,42 + .
Glicose (mg/dl) Gl 38,0x7,71 150 0,008
G2 4925+962 70,5+2,10 0,14
Proteina total Gl 5,15 + 0,53 7,07 + 0,08 0,02*
(g/dl) G2 567+0,75 7,12+0,13 0,148
G1 230+0,19 3,51+0,03 0,0017*
Albumi /dl ’ ; ’ ; ’
umina (g/dl) G2 262+038 352+004  003*
G1 5428+526 72,42+1,08 0,015*
Colesterol (mg/dl
(mg/d)) G2 615+064 H20% 0.24
0,94
14,42 +
. G1 53,42 + 9,84 : 0,01*
Uréia (mg/dl) 0,94
G2 4425+133 13,5+1,55 0,02*
G1 12,99+1,97 17,4+0,69 0,10
Progesterona 1863 +
(ng/dl) G2 9,56 + 2,80 099 0,007*

* Significa diferenca estatistica ( P<0,05)
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2.4.4 Estudo anatomohistopatolégico

Achados de necropsia incluiram areas de hemorradjiasas nos cotilédones,
aspectos friaveis e areas focais de necrose nales@piteliais coribnicas da placenta das
ovelhas 5 e 6. Todos os fetos abortados e neonaides apds 0 nascimento apresentaram
uma quantidade moderada de liquido sero-sanguiimolem cavidade abdominal, toracica e
saco pericardico. Apresentou também edema subaytéorgestdo no figado, rins, pulmdes
e cérebro. No coracdo de um dos fetos abortadesgnaiu-se petéquias e sufusdes no
epicardio (Figura 6).

Figura 6: Feto abortado no terco final da gestacéo.

Histologicamente, observou-se o desaparecimentepit@lio placentario coridnico
das ovelhas 5 e 6 (Figura 7). No figado do fetatado, verificou-se hepatite caracterizada
por infiltrados inflamatdérios linfocitico multifocs@e necrose hepatocelular difusa (Figura 8).
Nos fetos abortados, notou-se pericardite caraeidgi por infiltrado inflamatério de
linfécitos e macrofagos ao longo do epicardio es@lite linfocitica multifocal localizada na
substancia branca do cérebro (Figura 9).
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Figura 7: Necrose e desaparecimento do epitélicdrioo da
placenta de ovelhas infectadas experimentalmenter po

Trypanosoma vivaxio terco final da gestacdo. Hematoxilina-
eosina, obj. 20x.

. TS Y S Al [ ML RAAEI Wk

ot R

Figura 8: Necrose hepatocelular difusa e hepatitdtifocal
mononuclear em feto abortado no ter¢o final daagést de
ovelhas infectadas experimentalmente goypanosoma vivax.
Hematoxilina-eosina, obj. 40x.
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Figura 9: Encefalite multifocal monoclear em febmdado

no terco final da gestacdo de ovelhas infectadas
experimentalmente pofrypanosoma vivaxHematoxilina-
eosina, obj. 20x.

2.4.5 Deteccao do DNA do parasita em tecidos fet@glacenta

A analise do PCR para. vivax (TviCatL-PCR) demonstrou a amplificacdo de um
fragmento de DNA de 177pb, especifico pdravivax e retirado do dominio do gene
Catepsina L, que foi visualizado em gel de agaso2&o, corado com brometo de etideo. As
amostras foram positivas nas placentas das ové|lias4, 5 e 6; liquido amnidtico da ovelha
4; encéfalo e coracao do feto da ovelha 1; sangueaém-nascido da ovelha 2 e figado, rim
e testiculo do feto da ovelha 5. O PCR foi negapiaa todas as amostras do grupo controle

(Figuras 10 e 11).

Figura 10: As amostras foram positivas nas plasedes
ovelhas 1, 2 e 3 (bandas 7, 13 e 23); liquido atcoid@a
ovelha 4 (banda 22), sistema nervoso central ec&ordo
feto da ovelha 1 (bandas 4 e 5).
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Figura 11: As amostras foram positivas nas plaseida ovelhas 5 e
6 (bandas 1 e 2); no sangue do recém-nascido dhao2e(banda
15); rim e testiculo do feto da ovelha 5 (banda95.

2.5 DISCUSSAO

Nossos resultados indicaram que a peenmeidou 0s aspectos clinicos da
tripanossomiase, ja que houve uma exacerbacaofetzxdn, manifestada por parasitemia
elevada e persistente seguido de hipertermia. &stadaliando os aspectos clinicos e
patologicos da infeccdo experimental em caprinawiros, com isolados dé. vivax de
surtos em bovinos no Nordeste do Brasil, mostraatimparasitemia e hipertermia somente
na fase aguda, enquanto que na fase cronica, sitpara encontrava-se ausente ou de baixa
intensidade (BATISTA et al., 2006; BEZERRA et aD08).

Os valores médios de hematdcrito mastnaa evolucao tipica da infeccdo por
trypanosomascom uma reduc¢do progressiva dos valores duradted periodo de infecgéo.
A avaliacdo do grau de anemia por determinacdoetoatocrito tem sido frequentemente
utilizado na monitorizacao da evolucao da doer&gqui este parametro hematolégico € mais
freqientemente alterado em animais naturalmentexparimentalmente infectados por
vivax (PELLIN et al., 2003; VALERA et al., 2005; BATISTAt al., 2006). O hematocrito
diminuiu drasticamente nos grupos de animais iatkxg, atingindo 8% nas ovelhas 1 e 3.
Hematdcrito baixo estd associado com os estagiagsgraves de tripanossomiase e pode ter
contribuido para o curso fatal da doenca nas oselha 3, bem como na reducdo do peso

corporal de cordeiros recém-nascidos e fetos atmstdas ovelhas infectadas.
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As consequéncias patologicas da @dfecem fémeas prenhas parecem estar
diretamente relacionadas ao periodo gestacionafj@nocorre. No presente estudo, duas
ovelhas infectadas no primeiro terco da gestac&esaptaram uma infeccdo grave e
morreram dentro de 35 dias. No entanto, a mor@didias ovelhas infectadas no terco final
da gestacédo ndo ocorreu, duas dessas ovelhasratmreaa outra pariu um cordeiro vivo,
fraco que morreu logo apés o nascimento.

A infeccdo experimental co vivaxem ovelhas prenhas mostrou que de trés ovelhas
infectadas no terco inicial da gestacdo, duas manresem abortar, e uma morreu apés o
aborto, sendo que todas essas ovelhas apreseritdesgao uterina. No caso das ovelhas
infectadas no terco final da gestacéo, duas alaontaruma teve parto prematuro, os cordeiros
foram afetados provavelmente por uma infeccéo-ugana, e nenhum deles foram viaveis
(ELHASSAN et al., 1995).

O efeito negativo da tripanossomiase em fémeasrgest é provavelmente uma
consequéncia da depressdo imunoldgica provenieategestacdo, que aumenta as
necessidades metabdlicas da mée, o que tambémsssidado ao fato dos trypanosomas
promover no hospedeiro anorexia, alteracdes heégatals, bioquimicas e imunoldgicas
(STEPHEN, 1986; ADEIZA et al., 2008;. OHAERI; ELUW2011).

Além disso, em ovelhas, a placenta passa a sepregasterona por volta do dia 55, a
qual é suficiente para manter a gestacdo, na raalas ovelhas quando o corpo Iuteo regride.
Portanto, o dano para a placenta, que é causad@ubzoario podem promover a secrecao
insuficiente de progesterona placentaria e consggueterrupcdo da gestacdo (WEEMS et
al., 2007).

A avaliagdo da concentragédo de gliaosesangue foi utilizado como indicador da
atividade metabolica de energia. Portanto, o métabo das ovelhas é caracterizado por
elevada demanda de glicose (ROOK, 2000). O efe@itd.d/ivaxno metabolismo energético
em ovelhas promoveu um aumento de 25% das nec#ssidaergéticas de manutengédo. A
hipoglicemia é um achado comum na tripanossomigadaa que € atribuido ao gasto de
energia causado por hipertermia e consumo de glicos sangue por trypanosomas
(KADIMA et al., 2000).

Neste estudo, a hipoglicemia € uma modificacdo Uiniga importante que foi
observada nos grupos de ovelhas infectadas. Asstcombinacdo de exigéncias de energia

aumentada na gestacdo associados com um balanativaede energia promovida pela
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infeccdo é incompativel com a manutencdo das fungitais e da saude das ovelhas
infectadas e desenvolvimento fetal. Além dissoruto$e fetal é produzida pela placenta a
partir de glicose, e compreende cerca de 70-80%cdoar no sangue fetal. Os valores de
frutose fetal sdo correlacionados com os niveiglidese maternos, e para a manutencao de
concentracdes elevadas podem ser vistos como uocadiwd da funcéo fetal ideal placentaria
(JAINUDEEN; HAFEZ, 2000).

Outra importante alteracdo metabodlica observadainfeccdo € o aumento no
catabolismo das proteinas, 0 que € evidenciadodielmuicdo da proteina total no soro e
aumentado de uréia (VAN DAM et al., 1996). Uma &rada semelhante foi observada no
presente estudo, em que 0s niveis plasmaticos odix@roteina total e elevados niveis de
uréia foram observados nos grupos infectados.

Nossos estudos confirmam a importancial dgivaxcomo agente causador de abortos
e mortalidade perinatal, como j& demonstrado na®sule infeccdo em bovinos, ovinos e
caprinos na regido semiarida brasileira (BATISTAaket 2008; 2009; GALIZA et al., 2011;
PIMENTEL et al., 2012). Os nossos dados sugerenoduevivaxé capaz de causar abortos
ou mortalidade perinatal de diferentes maneirasfale os disturbios reprodutivos causados
pelo parasita pode ser multifatorial, com efeiiggmicos maternos e leséo na placenta e nos
fetos. Ambos os eventos séo capazes de promontereupcéo da gestacao.

Uma alteragéo sistémica importante observada ethasefectadas foi a diminuigéo
do escore corporal, 0 qual apresentou condicaamrcarpaixa com o limite inferior de 1,5 nas
ovelhas 1 e 3. Seja qual for a causa, pequenosiantes com uma condicdo corporal de 1,5
Sao nove vezes mais propensas a abortar em copa@m aqueles com uma boa condigcéo
corporal (MELLADO et al., 2004).

Outras manifestacfes sistémicas importantes, aacast na literatura como capazes
de promover o aborto, sdo hipertermia e anemia E@NBON, 2009). A reducdo na
concentracdo plasmatica de progesterona € outsa ckuorigem sistémica materna que pode
provocar aborto.

Neste estudo, foi observado que os niveis sériesprdgesterona de ovelhas
infectadas foram significativamente menores do gsieobservadas no grupo de controle.
Sabe-se que a diminuicdo nos resultados de progest@ode interromper a gestacao e
promover a expulsdo do feto morto. Distlrbios harai® na tripanossomiase causadalpor

vivax ocorre devido a degeneracdo do hipotalamo, hpdisggdnadas, o que resulta em
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interrupgdo das secrecgdes e as concentracdes fitamrde hormonios que sdo necessarios
para os processos reprodutivos (SEKONI, 1994).

Outra hipGtese para os abortos consiste na ocaarélec hipoglicemia materna e,
consequentemente, hipoglicemia fetal. Este evensegilido por sucessivos aumentos de
corticosterdides, estrégeno e prostaglandina, ocdosa lutedlise e aborto (WENTZEL,
1982).

A deteccdo de DNA do parasito por PGRplacenta, sangue e tecidos de fetos
abortados e neonatos mortos nos permite sugeriog|ygotozodarios atravessam a corrente
sanguinea da mée. Assim, a infec¢do invade o gtaxédico, causando danos placentérios, e
se espalham para os tecidos e sangue fetal. Ossnassultados histopatolégicos
demostraram necrose hepatocelular difusa, hepatitencefalite nos fetos, portanto,
classificado como um aborto infeccioso, tal consdés foram encontradas em alguns tecidos
fetais, consistindo de células mononucleares efulas polimorfonucleares visualizadas
pelo método de hematoxilina e eosina (CABRAL ¢et2409).

O aborto ou nascimento de crias fracas também gedexplicado pela insuficiéncia
placentéria, as falhas reprodutivas devido ao @gitelial corionico podem ocorrer devido a
uma nutricdo inadequada ou mé oxigenacao fetaltaisrcasos, o feto sofre anoxia, libera o
hormdnio adrenocorticotrofico com a liberacdo sgheate de cortisol fetal, que estimula a
producdo de estrégeno e da prostaglandingdia placenta. Este evento resulta em lutedlise,
com uma consequente diminuicdo da progesterona EYUR al., 2006).

A presenca do DNA dd. vivaxna placenta, diagnosticada por PCR, associadaacom
presenca de necrose do epitélio coribnico em osgdh@nhas infectadas experimentalmente
sugere que o parasita tem um papel importante togérzese da disfuncdo placentaria e do
aborto.

A deteccdo do DNA dd. vivaxpor PCR na placenta, liquido amniético, sangua fet
e tecidos € um evento sem precedentes, e confirprameiro diagndstico de transmisséo
transplacentéaria do parasita em ovelhas no Bégsdsar de pouco investigado, a transmisséo
transplacentaria foi confirmada pela primeira vea 972 pela descoberta de grandes
nameros de tripanossomos no sangue 4 horas apasconento de cordeiros de ovelhas
experimentalmente inoculados com vivax no terco final da gestacédo (IKEDE; LOSOS,
1972).
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Mais tarde, houve a confirmacdo da transmissdcsptacentaria del. vivax em
bovinos através da deteccdo de alta parasitemianetezerro nascido de uma vaca infectada
no mesmo periodo de gestacdo (OGWU et al., 1986\ dhezuela, a transmissado congénita
também foi observada em um bezerro, em que a p@Eraaie anticorpos anfi- vivaxfoi
detectado por imunofluorescéncia indireta (MELENDEZal., 1993). Recentemente, no
Brasil, a transmissao transplacentaria provavetdoonhecida em quatro bezerros com trés
dias de idade, apresentou parasitemia alta e m&scd vacas cronicamente infectadas
(BATISTA et al., 2012). Estes autores atribuemta pfevaléncia da tripanossomiase por
vivax no Nordeste do Brasil devido a transmisséo traespitaria, em funcdo do clima
regional (quente e seco) nao favorecer o desemehto de vetores durante a maior parte do
ano.

Em rebanhos ovinos naturalmente infectados, a rgséo transplacentaria do
parasita ndo € conhecida ou é subestimada peliosltares e profissionais. Este fato néo foi
suficientemente estudado na infeccdo experime®®licasos ja publicados de transmisséo
transplacentéaria por. vivaxnao descrevem lesdes e parasitismo da placeném mostram
nenhuma evidéncia morfoldgica da infeccéo no feto.

Neste estudo, a ocorréncia de transmisséo traespéa@ em ovelhas baseou-se na
identificacdo de lesBes patologicas, sugerindocg#fe por protozoarios, e também pela
deteccdo de DNA do parasita na placenta, liquidoi@io, sangue e tecidos de fetos

abortados e recém-nascidos mortos.

2.6 CONSIDERACOES FINAIS

A parasitemia foi alta e persistente durante todpedodo experimental, sendo a
infeccdo caracterizada por mortalidade das ovethamrtalidade perinatal no terco inicial,
aborto e mortalidade perinatal no terco final dsstagho. Os fatores possivelmente
relacionados com as falhas reprodutivas matermamfbaixos escore corporal, hematdcrito,
niveis séricos de glicose, proteina total, coleseprogesterona.

A presenca de lesdes histoldégicas nos orgaos fetgiacenta, como necrose e
desaparecimento do epitélio coribnico da placestaefalite multifocal monoclear, necrose
hepatocelular difusa e hepatite multifocal monoearcl em feto abortado sugerem a

participacdo do parasita no mecanismo etiopatogé&ealanos reprodutivos.
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A transmissao transplacentaria por T. vivax fompoovada, bem como os seus
efeitos sobre os fetos e recém-nascidos, que paEmer no terco inicial ou final da
gestacdo. E provavel que este tipo de transmisséidlua para a sobrevivéncia do parasita e
propagacao da infeccdo em rebanhos, e esta tandséciaala a casos de aborto, nascimentos

prematuros, baixo peso e mortalidade perinata¢g@o do semiarido brasileiro.
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Abstract

The present study aimed to investigate the effectthe experimental infection by
Trypanosoma vivaxn different stages of pregnancy, to determine pla¢hogenesis of
reproductive failure, and to confirm transplacentahsmission by PCR. We used 12 adult
female sheep distributed into three experimentaligs: G1 formed by three ewes infected
during initial third of pregnancy; G2 composed hyee ewes infected during the last third of
pregnancy; and G3 with six non-infected ewes (@brgroup). Each ewe of G1 and G2 was
inoculated with 1,25x105 tripomastigotas. Infectdetep developed high parasitemia, fever
and low PCV. Clinical examination, parasitemiausetbiochemistry (albumin, total protein,
glucose, cholesterol, and urea), and hematocri¢ @ssessed daily; while serum progesterone
was dosed weekly. Pathological examination wasiezhrout in fetuses, placenta, and
umbilical cords. Placenta, amniotic fluid, bloodidissues from the fetuses were submitted to
PCR. Parasitemia was high and persistent duringxgérimental period. G1 and G2 were
characterized by mortality of ewes, and abortiod perinatal mortality, respectively. The
risk factors possibly involved with the materngbn@ductive failure included low hematocrit,
body score, serum glucose, protein, cholesteral, progesterone. Histologically, loss of
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placental chorionic epithelium of was observedtHa aborted fetuses, it was evident the
presence of hepatitis, pericarditis and encephbalithe presence of. vivax DNA in the
placenta, amniotic fluid, blood, and tissues theéudes confirms the transplacental
transmission of the parasite. Histological lesionhe fetuses organs and placenta suggest the
involvement of the parasite in the etiopathogenekieproductive failure in sheep.

Key words abortion, PCR, sheep, transplacental transmisigpanosomiasis.

*Corresponding author
E-mail addresgaelsoares@hotmail.com

1. Introduction

Trypanosomiasis is a disease that is caused bpdtiegenic protozoa of the genus
Trypanosoma, which has a wide distribution and eooo importance in African countries,
mainly in regions occupied by their biological wagtthe tsetse fly [1]. In West Africa,
Trypanosoma vivaxs considered the most important and pathogenimoparasite of
livestock promoting reproductive disorders. Adaptatto the mechanical transmission by
diptera asStomoxyspp andTabanusspp has been responsible for the spread. afivaxin
South America [2, 3]. Thus, the presencd ofiivaxin cattle was already reported in French
Guiana [4], the Atlantic Coast of Colombia [5, &hd Bolivia [7, 2].

Several studies have shown that trypanosomiasik. byaxis in wide expansion in
Brazil, having been diagnosed from north to sodtthe country [8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18]. Batista et al. [19] reported the plenee of infection byl. vivaxin the Brazilian
semiarid region to be 46.6% and 80% in dairy cond ealves, respectively. However, in
extensively raised goats and sheep in the samenetfie prevalence achieved 29.7% and
25.4%, respectively [14]. In the semiarid regiorNafrtheastern Brazil, infection bl. vivax
was characterized by the high parasitemia ratesceded with clinical signs of the disease
with concomitant high mortality and economic lossEse parasite has also been implicated
as an important agent of reproductive disease iry dattle, sheep, and goats, promoting
abortion, estrus repetition, anestrus, stillbirdrs] weak offspring [20, 13, 21, 17, 18].

In a high-mortality outbreak of trypanosomiasis extensively raised ewes that
occurred in a non-endemic region in NortheastemaziBrperinatal mortality due to abortions
and neonatal deaths reached nearly 75% [17]. Rafineortality was also one of the main
manifestations during outbreaks that occurred amgalocated in the Brazilian semiarid
region, particularly the state of Paraiba. The aengtlsuggest that transplacental transmission
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has epidemiological significance for the maintemaand spread of disease in infected herds
of ruminants [19].

Although there is evidence of the negative effeicttrgpanosomiasis caused by
vivaxon the reproduction of ruminants, there are géjys that need to be informed about the
pathogenesis of reproductive failure during pregyaifhus, the objective of this study was
to investigate the effect of the experimental ititec withT. vivax in pregnant ewes at
different stages of pregnancy, to determine thbqmmnesis of abortion, and to confirm the
transplacental transmission by the polymerase chaieaction (PCR) through the

presence of the parasite’s DNA in the placentatmsdes from aborted fetuses.

2. Materials and methods

2.1 Design of the experimental groups

Twelve pregnant ewes with an approximate age ah@dths were used. The animals
were housed in properly screened individual stallsthe premises of the Center for
Studies and Research in Small Ruminants of therBe&aral University of the Semi-Arid
(UFERSA), Mossoro, Rio Grande do Norte, Brazil.

The study was approved by Ethics Committee of tb@eFal Rural University of the
Semiarid. Ethical procedures were based on theilBrazaw 6638 (May 8, 1979) “Normas
para Pratica Didatico-Cientifica da VivisseccadAtémais” and “Ethical Principles for Use of
Experimental Animals” from Colégio Brasileiro degetimentacdo Animal (COBEA), Brazil,
which are in accordance with the “European Conwenfor the Protection of Vertebrate
Animals used for Experimental and Other Scien#fizposes” (Strasbourg, March 18, 1986).

Ultrasonographic exams were performed to identifg gestation period using a
3.5MHz abdominal transducer connected to a Logm F}0 GE ultrasound. Fourteen days
before the inoculation off. vivax the ewes were clinically evaluated; dewormed, and
hematological exams were performed. Then, the deimeere allocated into three
experimental groups by random selection: Group 1(@ds formed by four sheep infected
with T. vivaxin the first third of pregnancy (Ewes 1, 2, and@joup 2 (G2) consisted of four
infected sheep evaluated in the final third of peegcy (Ewes 4, 5, and 6); and the control

group (G3) was composed by six non-infected ewdlsafimals were submitted to identical
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management conditions, fed with water and Tift@yr{odonsp.) hayad libitum, and
supplemented with commercial concentrate (1.5% BW/&lve).

2.2 Inoculum preparation and experimental infectiattn T. vivax

The strain ofT. vivaxused for experimental infection of the ewes irs thiudy was derived
from a natural outbreak in sheep from the city &b 3080 do Rio do Peixe, Paraiba, Northeastern
Brazil. Blood samples were collected from sheefn \p#rasitemia in 10% ethylenediaminetetraacetic
acid disodium (EDTA) mixed with 8% glycerol, andZen in liquid nitrogen (-196 °C). Immediately
before inoculation, the strain sample was defrosiédroom temperature. Each ewe from the
experimental group was inoculated intravenouslyhwit mL of blood containing 1.25 x 10

trypomastigotes of . vivax which had been estimated according to Batissh ¢13].

2.3 Determination of parasitemia

Parasitemia was determined daily by research oftr{fpanosome in the blood collected
from small blood vessels located in the ear, usingood smear between the slide and coverslip,

according to the technique described by Batistd. ¢13].

2.4 Clinical examination of the ewes, weight of tlevborns and aborted fetuses

Experimental ewes were examined daily to assedslreamperature, status of the
mucous membrane, and external lymph nodes, andahkerked for signs of labor or abortion.
Body score was determined weekly using a scale @biOvery thin animals) to 5 (for fat
animals) [22]. At the beginning of the experimealt,sheep were classified with the help of
body condition scoresranging from 3.5to 4. Imraggly after delivery or abortion,

newborns and fetuses were measured and weighe@miltectronic digital scale.

2.5 Packed cell volume, serum biochemistry and ysislof progesterone

Concomitant to the clinical examination and deteation of parasitemia, 3 mL of
blood was obtained by jugular vein puncture, anace@d in sterile tubes containing 10%

EDTA for the determination of packed cell volum&iB. Serum biochemistry (albumin, total
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protein, glucose, cholesterol, and urea) was detexdnusing commercial kits (Katal, Belo
Horizonte, MG) and an automatic analyzer SBA-200@li(h, Barueri, SP). Blood samples
were collected at weekly intervals though jugulainv puncture, and placed in sterile
Vacutainer tubes. Plasma progesterone was detetrhynmicroparticle enzyme immunoassay

(Immulite 2000, PRG, Progesterona, Siemens Hea#Hamgnostics Products Limited).

2.6 Pathological and histopathological studies

Pathological examination of the aborted fetuse#ib@ins, placenta, and umbilical
cords was performed. Fragments from thoracic arbmimal organs, and central nervous
system from the fetuses and stillborns were catkeind fixed using 10% buffered formalin
and then embedded in paraffin. Sections ofuOwere cut using a microtome, and the tissue

samples were stained using the classical hematexdisin method (HE).

2.7 Diagnose of . vivaxby PCR

Fragments of approximately 1 &of placentas, umbilical cords, stillborns, and &bdr
fetuses organs (heatrt, liver, kidneys, lungs, dkstspleen, and cerebral cortex) were collected,
preserved in 99% ethanol, and used for the DNA grawn [23]. A volume of 1 mL of
amniotic fluid and blood from the heart of fetus@sl newborn lambs was collected with the
aid of sterile syringes, and added to a 99% ethsolation. The DNA samples obtained from
approximately 200 pL of blood or 0.3 &mf tissue were subjected to a highly sensitive PCR
assay (TviCatL-PCR) specific foF. vivax which targets the repeated gene sequences that
encode cysteine proteases (Cathepsin L-like enzy#8)19]. A DNA sample off. vivax
(from Catolé do Rocha, Paraiba, Northeastern Bramk used as a positive control for PCR
reactions; whereas DNA samples from amniotic flllbod, and tissues of the non-infected

ewes (G3) were used as negative controls.

2.8 Statistical analysis

Data were expressed as mean * standard error, nahgdrad by SAS statistical
software (SAS Institute Inc., Cary, North CarolitkgA) version 9.0 and Minitab
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(Minitab Inc. LEAD Technologies) version 16.1.1irRarily, the data were assessed
for normality by Lilliefors and homogeneity by Lewe Statistical difference between the
values of theinfected groups G1, G2, and theirpeesve controls were calculated
when normal by the independent t test, and whennoomal by Mann-Whitney test. The
relationship between the variables during the day wquantified using the analysis of

regression. P values minor of 0.05 were considsigrdficant.

3. Results

3.1 Mean parasitemia

T. vivaxwas first detected in peripheral blood in the thdegs post-infection (dpi) in
G1 and G2 (Figure 1). Parasitemia increased preiyedy, achieving the peak parasitemia in
the 13 and 15 dpi in the ewes from G1 and G2, atyaty. After this period, a discrete
decrease was observed in the mean values for fgaméesi while remaining high during all the

experiments in both groups.
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Figure 1: Mean values of parasitemia (xfif§panosomes
/ mL blood) in sheep experimentally infected with vivaxin
the first trimester of pregnancy (G1), and the [fitrtamester of
gestation (G2).
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3.2 Clinical signs and reproductive changes

The ewes from G1 and G2 showed the highest reatgberature between 6 and 24 dpi
with an average maximum of 41.5°C (Figure 2). TWwesfrom G1 presented increased mean
values for rectal temperature at 45, 51, and 54Idghe other periods, the rectal temperature
remained within the normal parameters for the gseand did not differ significantly when
compared with G3 (P > 0.05).
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Figure 2: Mean values ofrectal temperature (°C) i
sheep experimentally infected withr. vivaxin the first
trimester of pregnancy (G1), the final trimester of
gestation (G2), and the control group (G3).

Clinical signs were evident since 7 dpi, and ineldicapathy, tachypnea, tachycardia,
hyporexia, pale mucosae, and enlarged lymph ndfless 2 and 3 presented severe diarrhea
between 7 and 18 dpi. From this period, the digcremtus disappeared and reinitiated in the
50 dpi, persisting to the end of the experimenggiqa. Ewes from the infected groups showed
a progressive reduction in body score. Ewes 13astlowed a body score of 1.5, whereas
ewes 4, 5, and 6 showed a body score of 2. The éwes G3 maintained the body score
observed at the beginning of the experiment.

Ewes 1 and 3 presented a worsening of symptomslanwled prostration, weakness,

lethargy, severe anemia (PCV minimum of 8.0%), exia; recumbence, a reluctance to
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move, and after the clinical course of two daysidiEwes 2 and 4 delivered two weak
offspring weighing 1.5 and 1.1 kg, respectively. eS&6 ewes hada poorly
developed udder, agalactia; the lambs that werefetbtolostrum died five days after birth.
Approximately, on the 13bday of pregnancy, Ewe 5 aborted two lambs thaewerarly
25cm in length. Ewe 6 also aborted a 23cm in lemfgtils with 130 days of gestation. After
parturition, this ewe presented mucopurulent vdgiisecharge.

3.3 Packed cell volume, serum biochemistry andyaigbf progesterone

From the 7 dpi to the end of the experiment, ewesnfG1l and G2 showed a
significant reduction in the mean PCV compared W@ (P < 0.05). The average PCV in the
G3 remained within the normality parameters for #pecies during the all experimental
period. The average value of serum glucose wasbitle normal parameters for the species
from the 30 dpi in G1 and G2. Our data showed thatin values of serum glucose, total
protein and cholesterol decreased significantlgincompared with G3 (P<0.05). The serum
levels of total protein, albumin, and globulin webelow the threshold of normality for
the species from 45 dpi. But just the serum albueiels decreased significantly in
both infected groups (P <0.05). There was a grasheakase in serum urea and a significant
difference in mean values of Gland G2. In G2 theas a marked reduction in progesterone

levels and a significant difference compared to(530.05) (Table 1).

Table 1 — Mean values * standard error for thechefand control groups
according to the variables studied.

Variables Period Infected Control P value
G1 38,0+7,71 115’32 * 0,008*
Glucose (mg/dl) '
G2 49,25 + 9,62 705+2,10 0,14
G1 5,15+0,53 7,07 +0,08 0,02*
Total protein (g/dl)
G2 5,67 +0,75 7,12 +0,13 0,148

Albumin (g/dl) Gl 2,30+£0,19 3,51+0,03 0,0017*
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G2 2,62 +0,38 3,52+0,04 0,03*
G1 54,28 + 5,26 12421 0,015*
Cholesterol 1,08
(mg/dl) 74,25 +
+ U
G2 61,5+ 9,64 0.94 0,24
G1 53,42 +9,84 14,42+ 0,01*
Urea (mg-dl) 0,94
G2 44,25 + 13,3 13,5+1,55 0,02*
Gl 12,99 £ 1,97 17,4+0,69 0,10
Progesterone 18.63 +
(ng/dl) G2 9,56 + 2,80 0 2’9 B 0,007*

* Meaningful statistical difference (P<0,05)

3.4 Pathological and histological studies

Gross findings included enlarged, hemorrhagic bfeacotyledons and focal areas of
chorionic epithelial cells necrosis in the placeviteEwe 5 and 6. All aborted fetuses and
neonates dead after birth showed a moderate ambsato-bloody fluid in the abdominal and
thoracic cavity, and pericardial sac. Subcutanesdmsma, congestion of the liver, kidneys,
lungs, and brain were also noted. At the heart o¢ @f the aborted fetuses, petechial
hemorrhages and suffusions in the epicardium weserved.

Histologically, the disappearance (or loss) of thiacental chorionic epithelium of
Ewe 5 and 6 was observed (Figure 3).In the livetle aborted fetus (these sheep
offspring), hepatitis was characterized by mult#fidgmphocytic inflammatory infiltrates,
and diffuse hepatocellular necrosis (Figure 4)tHa aborted fetuses (from Ewe 5 and 6),
pericarditis was characterized by the inflammatorfjitration of lymphocytes and plasma
cells along the epicardium, and multifocal lymphocencephalitis located in the white
matter of the brain (Figure 5).



Figure 4: Hepatocellula
mononuclear hepatitis in an aborted fetus in thealfi

Figure 3: Necrosis and disappearance of
the chorionic epithelium of the placenta of
sheep experimentally infected wifh, vivaxin

the final trimester of pregnancyiematoxilin-
eosin, obj. 10xgcale bar 15am.
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Figure 5: Mononuclear multifocal encephalitis in alaorted
fetus in the final trimester of gestation in
sheep experimentally infected with. vivax. Hematoxilin-
eosin, obj. 10xscale bar 14am

3.5 Detection of parasite’s DNA in fetal tissue alatenta

PCR analysis fof . vivax(TviCatL-PCR) showed the amplification of a DNAdraent
of approximately 177pb, specific df vivax,and retrieved from the cathalitic domain of the
Catepsina L gene (visualized in 2% agarose geB.sEmples resulted positive in the placentas
of ewes 1, 2, 4, 5, and 6; amniotic fluid from edyecentral nervous system and heart of the
fetus from ewe 1; blood from the newborn of ewar®] kidney, liver, and testicle of the fetus

from ewe 5. However, PCR was negative for all sa&spf the control group (figure 6 and 7).



Figure 6: The samples resulted positive in theepitas of ewes
1, 2 and 3 (bands 7, 13 and 23); amniotic fluidnfrewe 4
(bands 22); central nervous system and heart ofetus from
ewe 1 (bands 4 and 5).

Figure 7: The samples resulted positive in the gitas of
ewes 5 and 6 (bands 1 and 2); blood from the newbbewe
2 (bands 15); and kidney and testicle of the fétos ewe 5
(bands 5 and 9).

102



103

4. Discussion

Our results indicate that pregnancy changed timecali aspects of trypanosomiasis, as
there was an exacerbation of the infection, matdtedy high and persistent parasitemia
followed by hyperthermia. Studies evaluating thénichl and pathological features of
experimental infection in goats and sheep, with &ivaxsample from outbreaks in cattle in
Northeastern Brazil, showed high parasitemia anpeftiiermia in the acute phase only,
whereas in the chronic phase, parasitemia is egi@ent or of low intensity [24, 20].

The mean values of hematocrit showed the typicalution of the infection by
trypanosomes, with a progressive reduction in #ileas throughout the infection period. The
evaluation of the degree of anemia by hematoctirdenation has been frequently used in
monitoring the evolution of the disease, as thisn&elogical parameter is most often
frequently changed in animals experimentally owurdty infected byT. vivax[25, 26, 24].
The hematocrit showed a dramatic decrease in thepgof infected animals, reaching 8%
(Ewe 1 and 3). Low hematocrit is associated witlhrergevere stages of trypanosomiasis and
may have contributed to the fatal course of diséasgheep 1 and 3; as well as the reduced
body weight of newborn lambs and aborted fetuses.

The pathological consequences of infection in paegnfemales appear to be
directly related to the gestational period in whicih occurs. In the present study,
two sheep infected in the first third of pregnapegsented serious infection and died within
35 days. However, the mortality of the sheep iféan the final third of pregnancy did not
occur. Two of those ewes aborted, and another efeliva live lamb; but the weak offspring
died shortly after birth. Experimental infectiontivi'. vivaxin pregnant ewes showed that of
the three infected animals in the first third oégmancy, two died without aborting, and one
died after an abortion. All of those ewes also stwba uterine infection of the fetuses. In the
case of the other three sheep infected in the tmed of gestation, two died before aborting,
one delivered prematurely. However, the lambs \affiexcted by an intrauterine infection, and
none of them wereviable [27]. The negative eftdct trypanosomiasis in pregnant
females is probably a consequence of the trangmemiLnity depression that is promoted by
the gestation, and it increases the metabolic nefetlee mother, which is associated with the
fact that trypanosomes in the host promote anorexiamatological, biochemical, and

immunological changes [28, 29, 30]. In additionwewer, in ewes, the placenta starts
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secreting progesterone around day 55, which iscgrit to maintain pregnancy in most ewes
when the corpus luteum is removed [31]. Therefthre,damage to the placenta that is caused
by the protozoa may promote the insufficient plaaeisecretion of progesterone and the
consequent interruption of the pregnancy.

The evaluation of blood glucose concentration hasnbapplied as an indicator of
energy metabolic activity. Therefore, metabolism pfegnant ewesis characterized
by high glucose requirements [32]. The effecTofivaxon the energetic metabolism in goats
promoted an increase of 25% in the energy requinésrfer maintenance. Hypoglycemia is a
common finding in acute trypanosomiasis diseasectwis attributed to energy expenditure
caused by hyperthermia and blood glucose consumpgiio trypanosomes [33]. In this
study, hypoglycemia is an important biochemical ngeathat is observed in the groups
of infected sheep. Thus, the combination of inadanergy demands in pregnancy associated
with a negative energy balance promoted by theiiie is incompatible with
the maintenance of vital functions andthe healthnfected pregnant ewes and fetal
development. In addition, fetal fructose is prodliceby the placenta from glucose,
and comprises about 70—-80% of fetal blood sugae. Wdlues of fetal fructose are correlated
with the maternal glucose levels, and the maintemah high concentrations can be viewed as
an indicator of ideal fetal placental function [3Ahother important metabolic alteration in the
infection is the increase in protein catabolismjowhs evidenced by the decrease of serum
total protein and increased urea [35]. A similantt was observed in this study, in which low
plasma levels of total protein and high levels ifaunwere observed in the infected groups.

Our experiment confirms the importanceTofvivaxas a causative agent of abortion
and perinatal mortality, as previously demonstraténthe outbreaks of infection in
cattle, sheep, and goats in the Brazilian semieggion [21, 14, 17, 18]. Our data suggest
thatT. vivaxis able to cause abortions or perinatal mortalitydifferent ways. In fact,
the reproductive disturbances caused by the panmasiy be multifactorial, as maternal
systemic effects and injury of the placenta anddetere observed. Both events are capable of
promoting the disruption of pregnancy.

An important systemic alteration observed in indegbregnant ewes was the
progressive loss of body condition, which was nestéd by low body scores achieving the
lower limitof 1.5 (Ewel and 3). Whatever the aausmall ruminants with a body

condition of 1.5 are nine times more prone to abompared with those with a good body
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condition [36]. Other systemic manifestations ofeedrin this group, found in the literature as
capable of promoting abortion, are hyperthermia amémia [37, 38]. The reduction in

serum progesterone is another cause of materrtahsigsorigin that can trigger abortion. In

this study, it was observed thatthe serum levelprmgesterone of infected sheep were
significantly lower than those observed in the oangroup. It is known that the decrease in
progesterone results can disrupt pregnancy and qieorthe expulsion of the dead fetus.
Hormonal disorders in trypanosomiasis caused .byivaxoccur due to degeneration of the
hypothalamus, pituitary, and gonads; which resaltdisruption in the secretions and plasma
concentrations of hormones that are necessarhéordaproductive processes [39]. Another
hypothesis for the abortions consists of the oernge of maternal hypoglycemia and,
consequently, fetal hypoglycemia. This event idofeéd by the successive events of an
increase of corticosteroids, estrogen, and proatagh, causing luteolysis and abortion [40].

The demonstration of parasite DNA by PCR in thecgtda, blood, and tissue from
aborted fetuses and dead neonates allows us toesugipatthe protozoan traverses
the maternal bloodstream. Thus, the infection iegathe pregnant uterus, causes placental
damage, and spreadsinto the blood andfetal 8ssu®ur histopathological
results showed hepatitis and encephalitis, aritieésefore, classified as an infectious abortion,
as lesions were foundin some tissue or fetal lath@nt, consisting of mononuclear
inflammatory cells and/or polymorphonuclear ceisualized by the method of hematoxylin
and eosin [41].

The abortionor birth  of weak offspring may also beexplained by placental
insufficiency. Reproductive failure due to chorioepithelial damage may occur due to
inadequate nutrition or fetal oxygenation. In sgeles, the fetus suffers anoxia, releasing the
adrenocorticotrophic hormone with the subsequdease of fetal cortisol, which
stimulates estrogen and prostaglandin péduction by the placenta. This event results
in luteolysis, with a consequent decrease in pitegese [42]. The presence of the DNATof
vivaxin the placenta, diagnosed by PCR, associated hinpresence of necrosis of
the chorionic epithelium in experimentally infecteslves suggests that the parasite has an
important role in the pathogenesis of placentafudygion and abortion.

The detection of the DNA of. vivaxby PCR in the placenta, amniotic fluid, fetal
blood, and tissues is an unprecedented event, anfirms the first diagnosis of the

transplacental transmission of the parasite in iBrAlthough little investigated, transplacental
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transmission was confirmed for the first time in72%y the finding of large numbers
of trypanosomes in the blood four hours after the irthb  of lambs from
experimentally inoculated sheep with. vivaxin the final trimester of gestation [43].
Later, there was the confirmation of the transpitaletransmission of. vivaxin cattle by the
detection of high parasitemia in acalf born from @fected cowin the same period
of pregnancy [44]. In Venezuela, congenital trarssmin was also observed in a calf, in which
parasitemia and anfi: vivaxantibodies were detected by indirect immunoflsoemce [45].
Recently, in Brazil, the probable transplacent@hsmission was recognized in four three-day-
old calves with high parasitemia and born from afgally infected cows [19]. These authors
attribute the high prevalence of trypanosomiasisT byivaxin Northeastern Brazil to the
transplacental transmission, as the regional cérffadt and dry) does not favor the
development of host insects during most of the.year

In naturally infected flocks and herds, the traasphtal transmission of the parasite is
not well known or underestimated by farmers and ctgraners. This fact has not
been adequately studied in experimental infecfldve published cases of placental
transmission byT. vivaxdo not describe lesions and parasitism of the epla; and show
no morphological evidence of the infectionin thetuk. In this study, the occurrence of
transplacental transmission in sheep was based on he t
identification of pathological lesions, suggestprgtozoan infection, and also by the detection
of the parasite’s DNA in the placenta, amniotic idJblood, and tissues from aborted
fetuses and recently dead neonates. The transphcdransmission of T. vivaxis
unquestionable, as well as its effects on fetusdsrewborns, which may occur in the initial
or final third of gestation. It is likely that thigpe of transmission contributes to the survival o
the parasite and the spread of infection in headd, is also associated with cases of abortion,
premature births, low birth weight, and perinatabrtality. These facts are often reported

during the outbreaks @f. vivaxinfection in the Brazilian semi-arid region.
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