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de ovinos experimentalmente infectados’

Francisco Silvestre B. Bezerra?, Herakles A. Garcia3, Heron M. Alves?, Isabelle
R.S. Oliveira?, Anderson E. Silva*, Marta M.G. Teixeira® e Jael S. Batista®”
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Four adult sheep (number 1, 2, 3 and 4), all males, were inoculated intravenously
with 1ml of blood containing 1.25x10° trypomastigotes of Trypanosoma vivax, and Sheep
5, 6, 7 and 8 were used as control. After infection, clinical exams considering rectal
temperature, respiratory and cardiac frequencies, and parasitaemia were recorded daily
for a 30-day experiment period. Blood samples were obtained for 5-day intervals to
hematocrit analysis. At the end of the experimental period, the sheep were orquiectomized.
Testes and epididymides from these animals were studied anatomopathologically.
Samples from these tissues of Sheep 1, 4 and 5 were taken to polymerase chain reaction
(PCR). Clinical parameters remained for the infected group above the values observed
in the control group during the experimental period. Parasitaemia was observed on day 3
post-infection, and the highest values occurred between day 6 and 10, and day 15 and
18 post-infection. Sheep 1 and 4 showed severe anemia on day 25 post-infection. All
sheep of the infected group showed flabby and palid testes. Histologically, moderate to
severe testicular degeneration, multifocal epididymitis and hyperplasia of epididymal
epithelium were observed. The result of T. vivax PCR analysis in the testes and epididymal
tissues was positive in 100% of the samples of the experimentally infected sheep.
Epididymal and testicular lesions associated with the presence of the parasite in these
tissues, shown by PCR, suggest the participation of T. vivax in the pathophysiological
mechanism of reproductive damage.

INDEX TERMS: Trypanosomosis, small ruminant, PCR, anatomopathology, testicular degene-
ration, epididymitis, extravascular foci.
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RESUMO.- Quatro ovinos machos, com cerca de 12 me-
ses de idade (Ovinos 1-4), foram infectados por via intra-
venosa com aproximadamente 1,25x10° tripomastigotas
de Trypanosoma vivax, outros quatro ovinos (Ovinos 5-8)
destinaram-se ao grupo controle. Apos a infecgéo, exa-
mes clinicos visando avaliar temperatura retal, frequiénci-
as cardiaca e respiratéria e parasitemia foram realizados
diariamente por 30 dias, tempo estabelecido para o térmi-
no do experimento. A avaliagdo do hematdcrito foi reali-
zada a cada cinco dias. Ao final do periodo experimental,
0s animais foram castrados e os testiculos e epididimos
submetidos ao exame anatomopatolégico. Amostras des-
tes 6rgéos dos Ovinos 1, 4 e 5 foram tomadas para a
realizacéo da reagdo em cadeia da polimerase (PCR).
Os parametros clinicos (hipertermia, aumento das frequién-
cias cardiaca e respiratéria, aumento de volume dos lin-
fonodos e palidez das mucosas) mantiveram-se para o
grupo infectado acima dos valores mostrados pelo grupo
controle durante todo o periodo experimental. A parasite-
mia foi observada a partir do 3° dia pds-infeccao (dpi) com
picos nos 6-10°° dpi e nos 15-18° dpi. Os Ovinos 1 e 4
apresentaram, a partir do 25° dpi, anemia acentuada.
Macroscopicamente, todos os testiculos dos animais do
grupo infectado apresentaram-se flacidos e com colora-
¢ao palida. Microscopicamente, observaram-se degene-
racdo testicular moderada a acentuada, epididimite
multifocal e hiperplasia do epitélio epididimario. A analise
por PCR de T. vivax nos tecidos testicular e epididimario
resultou em 100% de positividade para ovinos infectados
experimentalmente. As lesdes epididimarias e testicula-
res associadas a presenca do parasita nesses 6rgaos,
detectada por PCR, sugerem a participacao do parasita
no mecanismo etiopatogénico de danos reprodutivos.

TERMOS DE INDEXACAO: Tripanossomiase, pequeno rumi-
nante, PCR, anatomopatologia, degeneracgéao testicular, epidi-
dimite, sitio extravascular.

INTRODUCAO

As tripanossomiases possuem grande relevancia econé-
mica para a pecuaria por gerarem perdas na producéao de
leite, infertilidade, aborto, orquite, anemia e morte dos
animais afetados (Losos 1986, Anosa 1988). Dentre os
tripanossomas mais patogénicos para animais domeésti-
cos estdo Trypanosoma congolense, T. vivax e T. brucei
(Anosa 1988). A tripanossomiase por T. vivaxja foi repor-
tada em muitos paises da América Latina (Davila & Silva
2000), e, dentre estes esta o Brasil, onde foi registrada
em alguns estados. O primeiro relato ocorreu em bufalos
no estado do Para (Shaw & Lainson 1972), seguido por
outros descritos em bovinos nos estados do Mato Grosso
(Silva et al. 1996), Mato Grosso do Sul (Paiva et al. 2000),
Tocantins (Linhares et al. 2006) e Paraiba (Batista et al.
2007).

Em fémeas bovinas infectadas naturalmente por T.
vivax, varias desordens reprodutivas ja foram reportadas.
Aborto, repeticao de cio, natimortos ou nascimento de crias
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fracas e anestro temporario ou permanente sao as altera-
¢bes mais freqlientemente relatadas (Silva et al. 2004,
Bezerra et al. 2006, Batista et al. 2007, 2008).

Em machos, patologias reprodutivas ocasionadas por
T. vivax estdo especialmente ligadas a lesées do testicu-
lo e epididimo. Nos casos crénicos, infertilidade ou mes-
mo esterilidade estdo presentes (Sekoni et al. 1990,
Adamu et al. 2007). Sekoni et al. (2004) relataram altera-
¢bes como queda na qualidade do sémen de zebus infec-
tados por T. vivax, manifestada por uma drastica reducéo
da concentracdo espermatica (oligospermia ou mesmo
azoospermia), diminuicao do volume do sémen, bem como
aumento das anormalidades morfoldgicas espermaticas.
Adamu et al. (2007) realizaram infec¢do experimental em
zebuinos com T. vivax e constataram que os danos ao
testiculo e ao epididimo s&@o progressivos, agravando-se
com o decorrer da infecgdo. Os autores descreveram uma
drastica redugao do numero de células espermatogénicas,
destruicdo do tecido intersticial com tubulos seminiferos
hipoplasicos, desaparecimento das células de sertoli e
comprometimento do parénquima epididimario com are-
as de necrose e deplecdo da reserva espermatica.

Embora o sitio de multiplicagcéo de T. vivax seja exclu-
sivamente extracelular, na corrente circulatdria, ocasio-
nalmente, o periodo septicémico é seguido pela migra-
¢cao extravascular do parasita (Gardiner 1989). Tal fato
tem grande importancia na fisiopatogenia das lesoes in-
flamatdrias e degenerativas descritas no coracéo (Masake
1980) e sistema nervoso (Whitelaw et al. 1988) de capri-
nos infectados experimentalmente por T. vivax.

T. vivax ja foi identificado no sistema nervoso central,
humor vitreo (Whitelaw et al. 1988) e miocardio (Kimeto
et al. 1990) onde foi apontado como causador de patolo-
gias nessas regides. Entretanto, ainda néo se encontrou
relatos da presenca do parasita no parénquima de 6rgaos
reprodutivos.

Apesar da descricdo das lesdes histopatolégicas em
testiculos e epididimos de ruminantes infectados com T.
vivax, dados que elucidem a patogénese das lesdes sao
escassos. Desta forma, o objetivo deste trabalho consis-
tiu em descrever as lesdes anatomopatoldgicas em testi-
culos e epididimos de ovinos infectados experimentalmen-
te por T. vivax, bem como pesquisar através da reacéo
em cadeia da polimerase (PCR) a presenca do DNA do
parasita nesses tecidos, visando estabelecer uma asso-
ciacdo entre a presencga do parasita no tecido com a se-
veridade das lesoes.

MATERIAL E METODOS

Composicao dos grupos experimentais

Oito ovinos machos sem raca definida, com cerca de 12
meses de idade, foram utilizados para a composicao dos grupos
experimentais e acomodados em baias do Hospital Veterinario
da Universidade Federal Rural do Semi-arido (UFERSA). Por
14 dias antes da inoculag@o do Trypanosoma vivax, 0s ovinos
foram avaliados através de exames clinicos e hematoldgicos e
dosificados com anti-helminticos. Os animais foram divididos
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aleatoriamente em dois grupos experimentais: o grupo infectado,
constituido por quatro ovinos infectados por T. vivax (Ovinos 1,
2, 3 e 4); grupo controle, composto quatro por ovinos nao
infectados por T. vivax (Ovinos 5, 6, 7 e 8).

Todos os animais correspondentes aos citados grupos foram
submetidos a condigbes de manejo idénticas, alimentados com
agua a vontade, feno de capim tifton e ainda suplementados
com racao comercial na quantidade de 1,5% de peso do animal
por dia.

Preparo do indculo e infeccdao experimental com Trypano-
soma vivax

A cepa de T. vivax utilizada no presente estudo foi coletada
de um bovino parasitémico durante surto relatado por Batista
et al. (2008) no municipio de Catolé do Rocha-PB. O sangue foi
acondicionado em tubos contendo EDTA a 10% e, em seguida,
misturado a 8% de glicerol para a criopreservagao em nitrogé-
nio liquido. Imediatamente antes da inoculagao foi realizado o
descongelamento da cepa de acordo com metodologia descri-
ta por Silva et al. (2002). Em cada animal do grupo infectado,
inoculou-se intravenosamente 1ml de sangue contendo aproxi-
madamente 1,25x10° tripomastigotas de T. vivax, estimados
de acordo com o método de Brener (1961).

Exames clinicos e determinacao da parasitemia

Nos ovinos dos grupos infectado e controle foram realizados
diariamente por 30 dias, ao final da tarde, a determinagao da
parasitemia de acordo com o método de Brener (1961), bem
como exames clinicos para avaliar a temperatura retal,
freqléncias cardiaca e respiratéria, aspecto das mucosas
aparentes e volume dos linfonodos externos a palpacao, assim
como o comportamento e o estado geral.

Avaliacao do hematdcrito

Através da puncgéo da veia jugular, coletou-se 2ml de sangue
de cada animal dos grupos experimental e controle, que foram
acondicionados em tubos contendo 1mg/ml de sangue para a
realizagcao do hematdcrito. As coletas ocorreram um dia antes
e a cada cinco dias ap0s a infecgao durante 30 dias. O volume
globular ou hematécrito foi obtido pela técnica do
microhematdcrito (Ferreira Neto et al. 1981).

Exame anatomo-histopatologico dos testiculos e epididimos

Trinta dias apds a infecgdo experimental com T. vivax, os
ovinos pertencentes a cada grupo foram orquiectomizados pelo
método cirurgico. Avaliacdo macroscopica dos testiculos e
epididimos foi realizada e estes foram fixados em solugéo de
Bouin por 48 horas. Em seguida, foram conservados em &lcool
etilico a 70%. Apds fixagdo, os testiculos foram seccionados
na por¢ao média, enquanto os epididimos foram seccionados
na regido da cauda. A seguir, os tecidos foram incluidos em
parafina, cortados a uma espessura de 5 microns e corados
pela Hematoxilina e Eosina. As laminas histolégicas foram ava-
liadas por microscopia Optica, onde as alteragdes histopatolo-
gicas testiculares foram classificadas em graus de degenera-
cao testicular, tal como descrito por Rio Tinto et al. (2004), en-
quanto no epididimo foi identificada a presenga ou auséncia de
alteracdes inflamatorias.

Diagnodstico por PCR no testiculo e epididimo
Fragmentos de aproximadamente 1cm dos antimeros direito
e esquerdo de testiculos e epididimos dos Ovinos 1, 4 e 5,

escolhidos aleatoriamente, foram coletados e acondicionados
em microtubos Eppendorf contendo éalcool a 70% para a
pesquisa do parasita nos tecidos através da realizagdo do
exame de reacao em cadeia da polimerase (PCR).

As amostras foram processadas para a extracdo do DNA
através da digestdo dos tecidos testicular e epididimario.
Fragmentos internos dos tecidos foram cortados com bisturi
estéril, lavados exaustivamente em agua destilada e digeridos
em tampao de lise (1% SDS, 100mM de EDTA pH 8.0, 20mM de
Tris-HCI pH 8.0 e 350mg/ml de proteinase K) a 37°C por 18 horas.
As amostras foram centrifugadas a 17.530g durante 10 minutos.
Uma aliquota de 300ml do sobrenadante foi processada
utilizando-se colunas de purificacdo de DNA (Wizard® DNA
Clean-Up System, Promega) de acordo com as especificagoes
do fabricante. Oito ml de DNA foram usados como alvo nas PCRs.
Foram avaliadas reagdes preliminares de amplificacao
empregando como alvo quantidades crescentes de DNA (2, 4, 6,
8, 10 ml), as quais mostraram que entre 6 e 8ml do material alvo
geravam uma otima amplificagcdo do fragmento esperado.

A PCR foi usada para amplificar uma regiéo de 177 pb (pares
de bases) no dominio catalitico do gene da Catepsina L,
especifica para T. vivax e conservada entre diferentes amostras
do parasita, através dos primers Tvi2 (forward: 5' GCC ATC
GCC AAG TAC CTC GCC GA 3') e DTO156 (reverse: 5'
TTAGAATTCCCAGGAGTTCTTGATGATCCAGTA 3'). As PCRs
foram realizadas com um volume final de 50ml contendo 2.5 U
de Taq DNA polimerase, 0.2mM de cada dNTP, 100ng de cada
primer, 1,5mM MgCL,. Os parametros estabelecidos para os
ciclos foram: uma desnaturagéo a 94°C por 3 minutos segui-
dos de 39 ciclos de amplificagcdo com fases de: desnaturacao
(94° C por 1min.), anelamento (62°C por 1min.), e extensao
(72°C por 1min.), além de uma extensao final de 72°C por 10 mi-
nutos.

Uma aliquota de 25ul de cada amostra amplificada foi
examinada em gel de agarose a 2,0%, corado com Brometo de
Etidio e fotografado usando um sistema de documentacao de
gel sob luz ultra-violeta. Empregou-se como marcador do peso
molecular 100pb DNA-ladder.

Analise estatistica

Para a andlise das variagbes dos dados das frequéncias
cardiaca e respiratéria e temperatura retal foi utilizado o
delineamento inteiramente casualizado e realizada andlise de
variancia, utilizando-se o teste de Tukey do pacote estatistico
SAS (1999) para comparacao multiplas das médias ao nivel de
5% de probabilidade, considerando-se como parcelas os grupos
infectado e controle, e como subparcela o tempo de infecgao.
O mesmo teste foi utilizado para andlise das variagbes das
médias dos escores estabelecidos para as alteragdes
histopatoldgicas testiculares e epididimarias entre os grupos e
entre as gbnadas direita e esquerda.

RESULTADOS

Exames clinicos e determinacao da parasitemia

Durante o periodo pré-experimental, ndo se observa-
ram alteracdes clinicas ou hematoldgicas. Os ovinos in-
fectados experimentalmente por Trypanosoma vivax apre-
sentaram hipertermia no 4° dia pds-infeccao (dpi), com
valor maximo 41,3°C. Os valores médios deste parametro
apresentaram-se acima dos valores médios do grupo con-
trole até o final do periodo experimental (Fig.1).
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Fig.1. Valores médios das temperaturas retais (TR) em °C em
ovinos do grupo experimentalmente infectado por
Trypanosoma vivax e do grupo controle durante o periodo
experimental.
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Fig.2. Valores médios das frequéncias cardiacas (FC) em
batimentos por minuto (bpm) de ovinos do grupo experi-
mentalmente infectados por T. vivax e do grupo controle
durante o periodo experimental.
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Fig.3. Valores médios das freqliéncias respiratérias (FR) em
movimentos por minuto (mpm) de ovinos do grupo experi-
mentalmente infectados por T. vivax e do grupo controle
durante o periodo experimental.

Os maiores valores médios da freqiiéncia cardiaca e di-
ferenca significativa em relagao ao grupo controle (P<0,05)
foram verificados nos seguintes periodos: entre 0 2° e 3°
dpi; entre 0 92 e 112 dpi e entre 0 15° e 0 20° dpi (Fig.2).
Quanto a freqiiéncia respiratéria, os maiores valores médi-
os e diferenca significativa em relagdo ao grupo controle
(P<0,05) foram observados entre 0 14° e 0 20° dpi (Fig.3).

Todos os ovinos do grupo infectado apresentaram, do
20° dpi até o final do periodo experimental, mucosas pali-
das e aumento de volume de todos os linfonodos palpa-
veis. O Ovino 3 apresentou ainda apatia, opacidade de
cornea e secrecao ocular bilateral purulenta.

A presenca de tripanossomos no sangue periférico foi
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Fig.4. Valores médios das parasitemias (x10° tripanossomas/
ml de sangue) de ovinos do grupo experimentalmente in-
fectados por T. vivax durante o periodo experimental.

constatada em todos os animais do grupo infectado a partir
do 32 dpi. Os maiores picos parasitémicos foram obser-
vados entre 0 62 e 0 102 dpi (maximo de 93x10° tripanos-
somos/ml de sangue). A partir desse periodo a parasite-
mia apresentou valores decrescentes com novo pico en-
tre 15° e 182 dpi, seguindo-se a uma nova queda entre o
192 e 202 dpi. Do 212 dpi até o final do periodo experimen-
tal todos os animais apresentaram-se aparasitémicos
(Fig.4).

Avaliacao do hematocrito

Os valores do hematdécrito nos animais do grupo con-
trole permaneceram dentro da normalidade para a espé-
cie durante o periodo experimental. No grupo infectado
experimentalmente, apenas os Ovinos 1 e 4 apresenta-
ram no 25° dpi quadro de anemia com valores do
hematdcrito avaliados em 22% e 13%, respectivamente.

Exame anatomo-histopatologico dos testiculos e epididimos

Os testiculos direito e esquerdo de todos os ovinos do
grupo infectado apresentaram, macroscopicamente, con-
sisténcia flacida e coloracao pélida. Quanto as alteracdes
histopatolégicas, os Ovinos 1, 2 e 3 apresentaram, nos
testiculos direito e esquerdo, degeneracdao moderada ca-
racterizada pela redugdo de células da linhagem
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Fig. 5 Degeneragao testlcular acentuada em ovino infectado
experimentalmente por T. vivax. HE, obj.40.
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Fig.6. Epididimite perivascular intersticial em ovino infectado
experimentalmente por T. vivax. HE, obj.40x.

germinativa e diminui¢do da altura do epitélio seminifero.
As espermatogdnias remanescentes apresentaram-se
vacuolizadas, com citoplasma granuloso e nucleos em
picnose ou em cariorrexe. Em alguns tubulos foi observa-
da a presenca de células gigantes multinucleadas. O Ovi-
no 4 apresentou degeneracao testicular acentuada com

Fig.7. PCR para detecgao de T. vivax nos tecidos testicular e
epididimario, ultilizando-se 8ul de DNA. Fragmento de 177pb
do gene Catepsina L, especifico para T. vivax esta eviden-
ciado pela seta. M = marcador molecular; 1 = testiculo es-
querdo Ovino 5; 2 = epididimo direito Ovino 5; 3 = testiculo
direito Ovino 5; 4 = epididimo esquerdo Ovino 5; 5 = testicu-
lo esquerdo Ovino 1; 6 = epididimo direito Ovino 1; 7 = tes-
ticulo direito Ovino 1; 8 = epididimo esquerdo Ovino 1; 9 =
testiculo esquerdo Ovino 4; 10 = epididimo direito Ovino 4;
11 =testiculo direito Ovino 4; 12 = epididimo esquerdo Ovi-
no 4; C+ = Controle positivo; C- = Controle negativo

Quadro 1. Avaliacao histopatoldgica testicular e epididimaria em ovinos
infectados e nao-infectados experimentalmente por Trypanosoma vivax

Ovino Alteracdes Histopatoldgicas
no. Degeneracéo testicular Epididimite Hiperplasia epididimaria
Testiculo  Testiculo Epididimo Epididimo Epididimo  Epididimo
Esquerdo Direito Esquerdo  Direito Esquerdo Direito
1a Moderada Moderada Ausente  Ausente Ausente Ausente
2a Moderada Moderada Ausente  Ausente Ausente Ausente
3a Moderada Moderada Ausente  Ausente Ausente Ausente
4a Severa Severa Presente Presente Presente Presente
5b SDc SD Ausente  Ausente Ausente Ausente
6b SD SD Ausente  Ausente Ausente Ausente
7b SD SD Ausente  Ausente Ausente Ausente
8b SD SD Ausente  Ausente Ausente Ausente

a = Grupo infectado, b = Grupo Controle, ¢ = Sem degeneragao.

areas de auséncia do epitélio seminifero e membrana
basal espessada (Fig.5). Nesse animal observou-se ain-
da epididimite multifocal caracterizada por infiltrado de
linfécitos e plasmdécitos ao redor dos vasos do intersticio
(Fig.6), bem como uma hiperplasia epitelial. Para todas
as alteragdes histopatoldgicas avaliadas, nao houve dife-
renca significativa (P>0,05) entre as génadas direita e
esquerda. Os animais do grupo controle apresentaram
achados histologicos dentro dos parametros de normali-
dade (Quadro 1).

Diagnostico por PCR no testiculo e epididimo

Todas as amostras de testiculo e epididimo dos Ovinos
1 e 4, pertencentes ao grupo infectado, revelaram-se posi-
tivas para T. vivax, enquanto as amostras do Ovino 5 do
grupo controle evidenciaram-se negativas na reagdo em

cadeia da polimerase, PCR (Fig.7). Fragmentos compati-
veis em numero de pares de base (pb) com a seqiiéncia a
ser amplificada (fragmento de 177 pb do gene Catepsina
L, especifico para T. vivax), foram visualizados em gel de
agarose a 2%. Deste modo, a analise por PCR do T. vivax
nos tecidos testicular e epididimario resultou em 100% de
positividade para ovinos infectados experimentalmente.

DISCUSSAO
Para conhecimento do efeito da infeccéo por Trypanosoma
vivax na reproducdo, de machos e fémeas, € necessario,
além da avaliagdo da enfermidade em animais portado-
res da infecgdo natural, estudo mediante a infeccao ex-
perimental. Assim, devido a susceptibilidade de ovinos a
tripanossomiase por T. vivax, essa espécie é freqliente-
mente utilizada para a obtencao de conhecimentos dos
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aspectos fundamentais das manifestagcdes clinicas e pa-
tolégicas da infecgao (Anosa 1983).

As alteracdes clinicas observadas no presente estudo
caracterizadas por altas parasitemias e temperaturas
retais, aumentos das freqliéncias cardiaca e respiratéria
e alteragdes oculares confirmam a patogenicidade da cepa
de T. vivaxisolada do sangue de bovinos durante um sur-
to de infecg¢do natural no municipio de Catolé do Rocha,
PB.

Surtos de infeccao natural por T. vivax foram relata-
dos recentemente em bovinos leiteiros no sertdo da
Paraiba caracterizados por altas parasitemias, febre, ano-
rexia, aumento das freqiéncias cardiacas e respiratdria,
cegueira transitoria, acentuada redugéo da producao lei-
teira e alteracdes reprodutivas como abortamento, repeti-
cao de cio e anestro (Bezerra et al. 2006, Batista et al.
2007, 2008).

Os eritrogramas dos Ovinos 1 e 4 revelaram acentua-
da queda no valor do hematdcrito, indicando que os ani-
mais desenvolveram intensa anemia. A ocorréncia da
anemia confirma os resultados de trabalhos que relatam
essa alteracao hematoldgica como a mais freqiientemen-
te observada em animais infectados naturalmente ou ex-
perimentalmente por T. vivax (Pellin et al. 2003, Valera et
al. 2005, Batista et al. 2006). A anemia provocada por T.
vivax é considerada multifatorial, sendo atribuida a
hemdlise intra e extravascular, diminuigao ou inibicao da
eritropoiese e hemorragias (Holmes 1987).

Nascimento & Santos (2003) afirmam que as causas
de degeneracéo testicular estdo relacionadas a proces-
sos patoldgicos generalizados, e assim, T. vivax pode ser
causador de degeneracao testicular moderada a acentu-
ada como verificado no presente estudo. Muitos agentes
infecciosos podem causar lesbes escrotais, epididimarias
e/ou testiculares em carneiros, como Actinobacillus se-
minis, A. actinomycetemcomitans, Haemophilus somnus,
Corynebacterium pseudotuberculosis, C. pyogenes, Pas-
teurella spp., Streptococcus spp., Staphylococcus spp. e
Brucella ovis (Walker et al. 1986, Robles et al. 1990,
Manterola et al. 2003, Clementino et al. 2007), o0 que pode
causar confusao no diagnéstico clinico de alteracdes tes-
ticulares e epididimarias desta espécie. T. vivax, portan-
to, demonstrou-se ser mais uma opg¢éao para diagndstico
diferencial em areas endémicas para a doenca.

Em touros, T. vivax produz lesdes de varios graus no
sistema reprodutor, especialmente no testiculo e epididimo
(Sekoni et al. 1990, Adamu et al. 2007). As lesbes obser-
vadas no presente trabalho, em ovinos ao 30° dia pos-
infeccdo (dpi), demonstram o potencial do patogénico
sobre testiculo e epididimo da cepa de T. vivaxisolada de
bovinos naturalmente infectados em Catolé do Rocha, PB.
Adamu et al. (2007), ao estudarem alteracdes histopato-
I6gicas testiculares e epididimarias em bovinos infecta-
dos experimentalmente por T. vivax, também verificaram
lesdes testiculares e epididimarias caracterizadas por
deplecéo das células espermatogénicas e destruicdo do
tecido intersticial (tubulos seminiferos hipoplasicos além
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do desaparecimento das células de Sertoli). No epididimo,
os danos chegaram a 60% de comprometimento do pa-
rénquima. Areas focais de necrose e metaplasia escamosa
do epitélio epididimario, com reserva espermatica avalia-
da em 0% aos 56° dpi também foram observadas.

A ocorréncia de epididimite observada no presente
estudo pode constituir mais um indicador histopatoldgico
de danos nos 6rgaos reprodutivos provocados por T. vivax.
O quadro histopatoldgico de epididimite e hiperplasia do
epitélio epididimario foi semelhante ao descrito por Dibarrat
et al. (2006) em ovinos infectados experimentalmente por
Actinobacillus seminis. De acordo com Gomes (1991) os
prejuizos econdmicos da epididimite em carneiros sdo
causados principalmente por interferirem sobre a fertili-
dade de machos infectados, especialmente os animais
geneticamente superiores e sobre a fertilidade de reba-
nhos ovinos servidos por esses machos. Entretanto es-
ses efeitos nao sao perceptiveis € nem mensurados es-
pecialmente em criacdes extensivas.

Outras tripanossomiases também sao responsaveis
por acarretarem lesdes no testiculo e epididimo. Cabrine-
Santos et al. (2003) relataram orquite, retardo da
maturacdo de células germinativas, oligozoospermia e
azoospermia no testiculo de hamsters infectados experi-
mentalmente por T. cruzi. No epididimo observou-se
epididimite, contragao tubular, auséncia de espermatozdi-
des, e células de descamacgao. Na fase cronica, formas
amastigotas de T. cruzi foram encontradas no sistema
genital de hamsters, principalmente no testiculo (Cabrine-
Santos 2000). Ngeranwa et al. (1991) estudaram os efei-
tos da infecgé@o experimental com T. evansi sobre a ferti-
lidade de carneiros que apresentaram orquite, deteriora-
céo da qualidade e quantidade espermatica e ainda, na
fase cronica, atrofia dos testiculos. Histologicamente, de-
tectou-se a presencga de microtrombos nos vasos testicu-
lares e infiltrag@o de células inflamatdrias. Outro achado
relatado pelos autores foi a presenca de depdsitos de
calcio nos ductos seminiferos e epididimarios. T. brucei
(Anosa & Kaneko 1984) e T. congolense (Sekoni et al.
1990, 2004) também foram descritos como causadores
de lesdes no sistema genital masculino de animais.

A técnica de reacdo em cadeia da polimerase, PCR, é
uma técnica sensivel e especifica na deteccao de ani-
mais infectados por T. vivax, utilizando-se como material
de andlise o sangue (Ventura et al. 2001). Entretanto, a
técnica de extracdo de DNA de T. vivax de tecidos para
posterior realizacdo da PCR consiste em um fato inédito.
O parasita ainda nao havia sido identificado no parénqui-
ma de orgaos reprodutivos. Desta forma, tais dados as-
sumem importancia valiosa para explicar a patogénese
das lesoes testiculares e epididimarias ocasionadas pelo
parasita. No presente estudo, destaca-se a associacéo
entre o parasita em localizacao testicular e epididimaria e
a presenca de lesdes histopatolégicas e macroscopicas.

Os mecanismos etiopatogénicos envolvidos na inducao
de lesOes reprodutivas nao estao ainda bem entendidos.
A possibilidade de que danos na hipéfise causados pela
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tripanossomiase podem resultar em disfungéao testicular
devido a uma interrupgdo na secregao de LH ou FSH
(Apted 1970, Ikede & Losos 1975) foi refutada por Boly et
al. (1994) e Mutayoba et al. (1994) que comprovaram que
a funcao da hipdfise ndo é afetada na enfermidade. En-
tretanto, muitos mecanismos podem estar envolvidos no
desenvolvimento de danos testiculares e epididimarios em
ovinos experimentalmente infectados como hipertermia,
anemia e anorexia (McEntee 1990, Setchell 1998). O tes-
ticulo é extremamente sensivel a aumentos de tempera-
tura e de acordo com Friedman et al. (1991), periodos de
insulacao testicular de apenas 48h produzem degenera-
céao testicular. Assim, a hipertermia observada em todos
0s ovinos do grupo infectado pode ter favorecido a ocor-
réncia do processo degenerativo no testiculo. Além dis-
so, ha a possibilidade de o proéprio parasita, detectado
por PCR nos 6rgaos reprodutivos, poder ser causador
direto da lesao sobre os tecidos, tal como observado na
doenca de Chagas humana, através do T. cruzi.
Destarte, a identificacao de Trypanosoma vivax atra-
vés da reacédo em cadeia da polimerase (PCR) em 100%
das amostras testadas de testiculos e epididimos de ani-
mais experimentalmente infectados, associada a lesdes
como degeneracao testicular acentuada a moderada,
epididimite e hiperplasia epitelial epididimaria nos mes-
mos animais, permitem concluir que o parasita pode es-
tar envolvido no mecanismo etiopatogénico das lesodes.
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