UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA JULIO DE MESQUITA FILHO
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS
CAMPUS DE JABOTICABAL

AVALIACAO FISIOPATOLOGICA DE COELHOS (Oryctolagus
cuniculus) INFECTADOS EXPERIMENTALMENTE COM
OOCISTOS ESPORULADOS DE Eimeria stiedae
(APICOMPLEXA: EIMERIIDAE)

Fagner Luiz da Costa Freitas
Médico Veterinario

JABOTICABAL - SAO PAULO - BRASIL
Fevereiro de 2009



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA JULIO DE MESQUITA FILHO
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS
CAMPUS DE JABOTICABAL

AVALIACAO FISIOPATOLOGICA DE COELHOS (Oryctolagus
cuniculus) INFECTADOS EXPERIMENTALMENTE COM
OOCISTOS ESPORULADOS DE Eimeria stiedae
(APICOMPLEXA: EIMERIIDAE)

Fagner Luiz da Costa Freitas

Orientador: Prof. Dr. Celio Raimundo Machado

Tese apresentada a Faculdade de Ciéncias
Agrérias e Veterinarias — Unesp, Campus de
Jaboticabal, como parte das exigéncias para
a obtencao do titulo de Doutor em Medicina
Veterinaria (Patologia Animal)

JABOTICABAL - SAO PAULO - BRASIL
Fevereiro de 2009



Freitas, Fagner Luiz da Costa
F866a Avaliagao fisiopatolégica de coelhos (Oryctolagus cuniculus)
infectados experimentalmente com oocistos esporulados de
Eimeria stiedae (APICOMPLEXA: EIMERIIDAE) / Fagner Luiz da
Costa Freitas. — — Jaboticabal, 2009
xvi, 67 f. ; 28 cm

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista, Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, 2009

Orientador: Celio Raimundo Machado

Banca examinadora: Antonio Carlos Paulillo, Luis Francisco
Prata, Carlos Wilson Gomes Lopes, Urara Kawazoe
Bibliografia

1. Eimeria stiedae. 2. Coccidiose hepatica. 3.Fisiopatologia. I.
Titulo. Il. Jaboticabal-Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinérias.

CDU 619:616.993:636.92

Ficha catalografica elaborada pela Secdo Técnica de Aquisicdo e Tratamento da
Informagdo —Servigo Técnico de Biblioteca e Documentagdo - UNESP, Campus de
Jaboticabal




DADOS CURRICULARES DO AUTOR

FAGNER LUIZ DA COSTA FREITAS, filho de Wellington Luiz de Freitas e Maria
de Fatima Costa Freitas, nasceu em 31 de agosto de 1980, na cidade de Natal, Estado
do Rio Grande do Norte. Formou-se em Medicina Veterinaria pela Escola Superior de
Agricultura de Mossor6 em 2003. No ano de 2006, foi aprovado em concurso publico
para o cargo de Professor Assistente de Parasitologia e Imunologia no Instituto de
Saude e Biotecnologia da Universidade Federal do Amazonas, campus Coari, onde
permaneceu por dois anos ministrando aulas nos cursos de Nutricdo, Enfermagem,
Fisioterapia e Biotecnologia, sendo Vice-Coordenador do Curso de Ciéncias em
Biologia e Quimica do referido Instituto. No ano de 2008, ingressou no corpo docente
da Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal do Tocantins
permanecendo até a presente data ministrando as disciplinas de Citologia, Histologia e
Embriologia Animal.



DEDICATORIA

Aos meus orientadores

Celio Raimundo Machado

Meu orientador e referencial de vida

Rosangela Zacarias Machado

Minha orientadora e conselheira

Adjair Antonio do Nascimento
Meu co-orientador e amigo

Alexandro Iris Leite

Meu orientador durante a graduagdo

Muito obrigado por tudo que fizeram por mim!!!



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por dar-me a oportunidade de ter uma boa familia e iluminar-
me durante os momentos bons e dificeis, mas principalmente pela oportunidade de ter
uma vida melhor ao lado de minha esposa e minha familia.

Ao meu pai Wellington que sempre me ensinou a crescer profissionalmente sem
prejudicar as pessoas préoximas e nao deixar de ajudar alguém sempre que for possivel;

A minha mae Maria de Fatima pelo apoio nos momentos em que mais precisei,
mas principalmente por abrir mao de tantas coisas para que seus filhos pudessem ter
um bom estudo e um futuro promissor;

Ao meu irmao Wagner sincero e fiel amigo em todos os momentos;

A minha esposa Katyane que sempre esteve ao meu lado nesses 10 anos de
convivio me apoiando com muita paciéncia e amor;

Ao professor Celio e a professora Rosangela, agradeco pelas orientagdes nesse
trabalho, mas principalmente pela participacdo em minha vida familiar. As
oportunidades concedidas me fizeram realizar grandes sonhos na minha vida pessoal e
profissional;

Ao professor Adjair e a Dona Carmen que incentivou todos os meus projetos e
por cuidar de minha esposa como uma filha;

Ao professor Antonio Carlos Paulillo pela participacdo nos momentos
importantes de minha vida académica, sempre contribuindo no meu mestrado e
doutorado; € uma honra ter sua amizade e consideracao;

Ao professor Prata pela valiosa colaboracdo na correcdo deste trabalho e
conselhos durante minha atividade académica;

A professora Urara Kawazoe por contribuir mais uma vez na minha formagao
académica. Eu a admiro por ser tdo “famosa” no meio académico e, a0 mesmo tempo,
tdo humilde, pois poucos tém essa virtude;

Ao professor Carlos Wilson pela disponibilidade em me atender a qualquer

momento e participar de minha defesa do doutorado.



Aos técnicos do Laboratério de Doencas Parasitarias dos Animais, agradeco pela
ajuda durante esses anos. A Hermes agradeco pela atencdo que a mim dispensa e a
José Tebaldi, agradeco simplesmente por ele existir, tenho a certeza que Deus o
colocou na minha vida como um presente cheio de paciéncia para me ouvir e conselhos
valiosos para dar, mas principalmente pela amizade verdadeira que tenho certeza que
permanecera.

Aos meus amigos: Amélia Lizziane, Diego, Frank, Aurélio e Gean pela forca
nordestina em todos os momentos vividos em Jaboticabal, pelas alegrias cantadas e
tristezas choradas junto a mim, mas em especial pela amizade na forma mais simples e
desinteressada que existe. Uma amizade assim é eterna! Também agradeco a Aurélio
pela consideracdo em participar da sua vida e também pela realizacdo da estatistica
deste trabalho com muita paciéncia em ouvir e explicar.

A Anice e Joao pela sincera amizade e consideracao durante todos esses anos
em que morei em Jaboticabal;

Aos amigos da pés-graduacao: Fabio, Thais e Viviane por fazerem parte dessa
fase importante da minha vida.

A Claudia Zetterman agradeco por esta presente naqueles dias mais dificeis
onde vocé foi uma das poucas que estava ao meu lado e também pela forca dada para
terminar esse trabalho que sé n6s sabemos como foi dificil e 0 quanto seus conselhos
foram importantes. Hoje me considero da familia junto com vocé, Artur e Fabio.

A todos os professores do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva,
mas em especial as professoras Angela, Adolorata, Samir e Mathias, pela atencéo e
amizade para comigo.

Aos funcionarios da Preventiva e Histologia: Marisa, Liliane (Lila), Andréia,
Adelina, Valdemar (Diba), Assis, Milton, Orandir e Damaris pela acolhida e amizade
que construimos. Tenho um carinho especial por cada um de vocés.

Aos funcionarios do Laboratério de Clinica de Grandes Animais: Paulo, Renata e
Claudia pelo auxilio no meu trabalho, por serem profissionais excelentes, mas
principalmente pela amizade conquistada.

A Univesidade Federal do Amazonas pela oportunidade de realizar um sonho

(ser professor). Nessa Instituicdo pude amadurecer profissionalmente e ainda fiz



amizades que devem ser lembradas aqui: Luciana, Suélida, Marcos Tavares, Lilian,
Giovanni, Fernando, Fabricio, Helder e Tania. Além das turmas de Biotecnologia,
Enfermagem, Nutricdo e Fisioterapia que lecionei pelas quais tenho muito carinho.
Posso dizer que vocés foram responsaveis pelo meu carater profissional.

A Escola Superior de Agricultura de Mossor6-ESAM (atual UFERSA), onde
me formei e aprendi a ser 0 que sou hoje devendo também agradecer aos professores
que contribuiram para esta formagao: Moacir Franco, Fernando Albuquerque, Valdir
e em especial a Alexandro iris Leite, meu eterno mestre, com quem aprendi a gostar
do que faco. Além desses, a Frederico Ozanan e a Marcelo Barbosa pelo convivio

como colegas ao nos reencontramos em Jaboticabal.

A todos, obrigado!



VI.

RESUMO .........
ABSTRACT .....

SUMARIO

INTRODUGAO E REVISAO DE LITERATURA .....c.ooeveeeveeecee e,

OBJETIVOS ....
2.1 Geral ..........
2.2 Especificos
MATERIALE M

ETODOS .o

3.1 Local do exXperimento ........occuviiiiiieiie e

3.2 Animais doadores de 00CISTOS . .cueeniee e

3.3 Animais exp

L 100021 01 2= UL TR

3.4 Colheita de material DIOIOGICO .......uvvveeieiiiiiei

3.5 ANAliSe EStatistica ...oeeeeeeeeee e

RESULTADOS
CONCLUSOES
REFERENCIAS

E DISCUSSAOQ ..o



Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

LISTA DE TABELAS

Média de peso vivo (kg) de coelhos experimentalmente
infectados com 1x10* oocistos esporulados de Eimeria
stiedae, Jaboticabal, 2008 ...........ccccceiiiiiiiiiii e

Média de carcaca (kg) de coelhos experimentalmente
infectados com 1x10* oocistos esporulados de Eimeria
stiedae, Jaboticabal, 2008.............ccccceeeieiieiiieecee e

Média de peso de figado (kg) de coelhos
experimentalmente infectados com 1x10*  oocistos
esporulados de Eimeria stiedae, Jaboticabal, 2008...............

Pagina

22

23

X1



Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

LISTA DE FIGURAS

Material obtido de animais doadores de oocistos no 12° dai.
a) Oocistos nao esporulados de Eimeria stiedae obtidos apo6s
a puncgao da vesicula biliar do figado dos animais doadores.
b) Oocisto esporulado de Eimeria stiedae utilizado na
infecg@o dos animais experimentais ........cccccceeeeeeeeeieeciiieeeeeenn.

Alteragdes macroscoépicas observadas em coelhos infectados
experimentalmente com oocistos de E. stiedae, Jaboticabal,
2008. a) Distensao abdominal no 14° dai. b) Presenca de
liquido na cavidade abdominal no 14° dai. ¢) Liquido aspirado
da cavidade abdominal de um coelho infectado no 14° dai. d-
f) Diferentes graus de congestéo e fibrose hepética no 28° dai

Alterag6es macroscopicas observadas em coelhos infectados
experimentalmente com oocistos de E. stiedae, Jaboticabal,
2008. a-b) Congestao hepatica e retencao de liquido biliar no
14° dai. c) Fibrose e congestdao hepatica no 28° dai. d)
Fibrose da vesicula biliar no 28° dai. e) No&dulos no
parénquima hepatico no 28° dai. f) Acimulo de gases no
[Umen intestinal N0 28° dai ........cco.coovevoeieeee e .

Alteragdes microscopicas observadas no 28° dai em coelhos
infectados experimentalmente com oocistos de Eimeria
stiedae, Jaboticabal, 2008. a) Hiperplasia de ductos biliares
(seta). H. E., 100x. b) Intensa atividade mitética nos ductos
biliares (seta). H. E., 200x. ¢) Grande quantidade de zigotos
em células (seta fina) e oocistos no lumen (seta espessa) dos
ductos biliares (setas). H. E., 400x. d) Presenca de tecido
conjuntivo (seta fina) e infiltrado inflamatério mononuclear
(seta espessa) em torno de ductos biliares. H. E., 100x ..........

Alteragdes microscopicas observadas no 28° dai em coelhos
infectados experimentalmente com oocistos de Eimeria
stiedae, Jaboticabal, 2008. a-b) Congestdo hepatica (seta
fina) e degeneragéo vacuolar dos hepatécitos (seta espessa).
H. E., 400x. c) Hiperplasia folicular linfoide (seta espessa). H.
E., 400x. d) Infiltrado de células inflamatérias na polpa
vermelha esplénica (seta espessa). H. E., 400X ......ccccceeeeennne

Pagina

18

53

54

55

56

Xii



Prancha 1.

Prancha 2.

Prancha 3.

Prancha 4.

Prancha 5.

Prancha 6.

Prancha 7.

Prancha 8.

LISTA DE PRANCHAS

Média da contagem global de hemacias, teor de
hemoglobina e hematocrito em coelhos experimentalmente
infectados com oocistos esporulados de Eimeria stiedae,
Jaboticabal, 2008 ..........cooiii

Média do volume corpuscular e concentracdo de
hemoglobina corpuscular em coelhos experimentalmente
infectados com oocistos esporulados de Eimeria stiedae,
Jaboticabal, 2008 ...

Média da contagem global de leucdcitos, neutréfilos e
linfécitos em coelhos experimentalmente infectados com
ocistos esporulados de Eimeria stiedae, Jaboticabal, 2008 ...

Concentracdo média de proteina total, albumina e globulina
no soro de coelhos experimentalmente infectados com
oocistos esporulados de Eimeria stiedae, Jaboticabal, 2008.

Concentracao média de colesterol total, colesterol ligado ao
HDL e triglicerideo no soro de coelhos experimentalmente
infectados com oocistos esporulados de Eimeria stiedae,
Jaboticabal, 2008 ..........cooiiiii

Concentragcdo média de colesterol ligado ao LDL, lipidio
total hepatico e glicose em coelhos experimentalmente
infectados com oocistos esporulados de Eimeria stiedae,
Jaboticabal, 2008 ...

Concentracdo média de bilirrubina total, bilirrubina direta e
bilirrubina indireta no soro de coelhos experimentalmente
infectados com oocistos esporulados de Eimeria stiedae,
Jaboticabal, 2008 ..........coooiiii

Concentracdo média de gamaglutamiltransferase - GGT e
fosfatase alcalina no soro de coelhos experimentalmente
infectados com oocistos esporulados de Eimeria stiedae,
Jaboticabal, 2008 .......c.oiiiiie e

Pagina

25

26

27

29

31

32

34

35

Xiii



Prancha 9.

Prancha 10.

Prancha 11.

Prancha 12.

Prancha 13.

Prancha 14.

Prancha 15.

Prancha 16.

Prancha 17.

Concentracdo média de aspartato aminotransferase — AST
e alanino aminotransferase — ALT no soro de coelhos
experimentalmente infectados com oocistos esporulados de
Eimeria stiedae, Jaboticabal, 2008 ...........cccooeevveiiiiiiieeeeeennn.

Concentracdo média de creatinina e uréia no soro de
coelhos experimentalmente infectados com oocistos
esporulados de Eimeria stiedae, Jaboticabal, 2008 ..............

Concentracdo média de proteinas de peso molecular 238
kD, 206 kD e 175 kD no soro de coelhos experimentalmente
infectados com oocistos esporulados de Eimeria stiedae,
Jaboticabal, 2008 ...,

Concentracao média de IgA, ceruloplasmina e proteina de
peso molecular 115 kD no soro de coelhos
experimentalmente infectados com oocistos esporulados de
Eimeria stiedae, Jaboticabal, 2008 ...........cccoeveeiiiiiieeeeeenn.

Concentracao média de proteina de peso molecular 101 kD,
transferrina e albumina no soro de coelhos
experimentalmente infectados com oocistos esporulados de
Eimeria stiedae, Jaboticabal, 2008 ........cccooovveviiiiiiieiieiiee,

Concentracao média de antitripsina, IgG de cadeia pesada
e glicoproteina acida no soro de coelhos experimentalmente
infectados com oocistos esporulados de Eimeria stiedae,
Jaboticabal, 2008 ...

Concentracao média de haptoglobina e proteinas de peso
molecular 32 kD e 30 kD no soro coelhos
experimentalmente infectados com oocistos esporulados de
Eimeria stiedae, Jaboticabal, 2008 ............ccveeeiiiiiiieeeiennnn.

Concentracao média de proteinas de peso molecular 27 kD,
26 kD e IgG de cadeia leve no soro de coelhos
experimentalmente infectados com oocistos esporulados de
Eimeria stiedae, Jaboticabal, 2008 ..............ccoooiooeeeeee

Concentracao média de proteinas de peso molecular 27 kD,
26 KD e IgG de cadeia leve no soro de coelhos
experimentalmente infectados com oocistos esporulados de
Eimeria stiedae, Jaboticabal, 2008 ..........cccoooveveiiiiiiieeeeeennn.

36

37

41

42

43

44

45

46

47

Xiv



XV

AVALIACAO FISIOPATOLOGICA DE COELHOS (Oryctolagus cuniculus)
INFECTADOS EXPERIMENTALMENTE COM OOCISTOS ESPORULADOS DE
Eimeria stiedae (APICOMPLEXA: EIMERIIDAE)

RESUMO - A infecgao experimental por Eimeria stiedae em coelhos foi realizada
com o objetivo de avaliar os sinais clinicos, altera¢cdes hematoldgicas, metabdlicas e
anatomopatologicas. Foram utilizados 50 coelhos, raca Nova Zelandia, brancos, com
idade entre 40 - 60 dias e de pesos semelhantes. Os animais foram randomizados com
relacdo ao peso e distribuidos em 2 grupos experimentais: grupo infectado, inoculado
com 1ml de solugdo contendo 1x10* oocistos esporulados de E. stiedae; grupo controle,
inoculado 1 ml de agua destilada. Os animais foram avaliados semanalmente, durante
28 dias, a partir da data de inoculagdo. Os dados foram avaliados utilizando-se método
estatistico ndo paramétrico pelo teste de Wilcoxon ao nivel de 5% de significancia.
Coelhos infectados com oocistos esporulados de Eimeria stiedae tiveram cirrose
hepatica que afetou o funcionamento normal do referido érgdo repercutindo em
producdo de proteinas de fase aguda e ocasionando consideraveis alteracoes

metabdlicas.

Palavras-Chave: Eimeria stiedae, Coccidiose hepatica e Fisiopatologia.



XVi

PATHOPHYSIOLOGY EVALUATION OF RABBITS (Oryctolagus cuniculus)
EXPERIMENTALLY INFECTED WITH Eimeria stiedae (APICOMPLEXA:
EIMERIIDAE) SPORULATED OOCYSTS.

ABSTRACT- The experimental infection by Eimeria stiedae in rabbits was
performed to evaluate the clinical signs, hematological, metabolic and pathological
changes. Fifty rabbits were used, New Zealand race, white, aged 40 to 60 days and of
similar weight. The animals were randomized to the weight and distributed into 2
experimental groups: infected group, inoculated with 1 ml of solution containing 1x10*
sporulated oocysts of Eimeria stiedae; control group, inoculated 1 ml of distilled water.
The animals were evaluated weekly, for 28 days from the date of inoculation. A statistical
was used non-parametric Wilcoxon test method at 5% level of significance. Rabbits
infected with sporulated oocysts of Eimeria stiedae had liver cirrhosis that affected the
normal functioning of the body resulting in production of acute phase proteins and cause

considerable metabolic changes.

Palavras-Chave: Eimeria stiedae, Hepatic coccidiosis and pathophysiology.



I. INTRODUGAO E REVISAO DE LITERATURA

Eimeria spp. € um protozoario pertencente ao filo Apicomplexa, ordem Coccidia e
familia Eimeriidae (FORTES, 1997), caracterizada por ser um oocisto contendo 4
esporocistos e cada um possui 2 esporozoitos (REY, 2005). Este parasito causa a
eimeriose, uma enfermidade que representa sério problema de saude animal, tendo em
vista as multiplas alteragdes organicas que sao provocadas em diversas espécies
domeésticas e silvestres.

Ao analisar a sua incidéncia em criagdes de coelhos no estado de Sao Paulo
durante 5 anos, GIORGI (1968) concluiu que, dentre as doencas infecciosas e
parasitarias, a coccidiose pode ser considerada como a principal e a de maior
importancia para os criadores de coelhos. ARNONI (1978) observou que 48% da
mortalidade em coelhos em Pelotas, Rio Grande do Sul, era causada pela eimeriose
hepatica. CARDOSO e GUIMARAES (1993) em estudos realizados no Parana
mostraram que 72,48% dos animais estavam infectados por Eimeria sp. Em coelhos séo
descritas onze espécies do género Eimeria, sendo dez delas - E. exigua, E. perforans,
E. piriformis, E. flavescens, E. irresidua, E. intestinalis, E.media, E. vejdovskyi, E.
coecicola e E. magna — parasitas de intestino e somente a E. stiedae encontra-se
parasitando o figado e ductos biliares (HOBBS e TWIGG, 1998), tendo oocistos aferindo
32,75 — 40,7um de diametro maior x 17,10 — 21,7 um de didmetro menor (SINGLA,
JUYAL e SANDHU, 2000).

Além dos aspectos morfoldégicos € necessario o conhecimento sobre o ciclo
bioldégico, para que medidas de prevengdo e controle sejam realizadas na época

adequada e de maneira eficaz e rapida. No ambiente, o animal infectado elimina



oocistos ndo esporulados nas fezes e, em condi¢des climéticas favoraveis (umidade,
temperatura e oxigenagao), estes sofrem esporulagdo tornando-se assim infectantes
podendo suportar, durante meses, condicoes adversas até que seja ingerido por um
hospedeiro. Um dos principais fatores contribuintes para a resisténcia no meio ambiente
€ a espessura da parede do oocisto. De maneira geral, os oocistos com paredes mais
espessas sao mais resistentes as condi¢cdes adversas favorecendo a manutencédo dos
oocistos no pasto ou recinto, onde o0s animais sao criados. Entretanto, essa mesma
parede espessa que protege o oocisto contra condicbes adversas aumenta o periodo de
esporulacao, por exemplo: os oocistos de E. escomeli, parasito de tamanduas-bandeira,
em condicdes de oxigenagdo e temperatura controlada apresentam um periodo de
esporulacao de semanas devido a sua parede espessa (GARDNER et al., 1991); ja os
oocistos de E. acervulina, parasitos de frangos, apresentam um tempo de esporulagédo
de no maximo 2 dias (MICHAEL e HODGES, 1971) quando submetidos as mesmas
condicbes ambientais citadas anteriormente, e tais diferencas sao devidas as
respectivas espessuras de parede.

Apoés a ingestao, os oocistos chegam ao duodeno, onde sofrem acao da tripsina
(dano quimico) digerindo assim a parede do oocisto e, em parte, do esporocisto
ocorrendo liberacdo dos esporozoitos (KAWAZOE, 2000). E importante ressaltar que o
animal sé adquire a infeccdo apds a ingestdo de oocistos completamente esporulados
(BHAT, JITHENDRAN e KURADE, 1996). Os esporozoitos, depois de liberados, se
aderem aos enterécitos no intuito de penetra-los, sendo este processo dividido em 4

etapas:



a) 1%etapa: os esporozoitos aderem ao enterdcito e fazem o reconhecimento da
célula, mediante estruturas chamadas micronemas. Desta forma, pode-se
explicar o porque de algumas espécies possuirem preferéncia por
determinadas éareas do intestino do hospedeiro. Neste sentido, também
explica-se o fato que espécies do género Eimeria que parasitam bovinos nao
tenham condic¢des de realizar seu ciclo num suino, por exemplo.

b) 2% etapa: a regido apical do esporozoito se fixa na célula do hospedeiro.
Nessa fase, ha participacdo essencial do complexo apical do esporozoito,
principalmente do condide e microtubulos. O complexo condidal, assim
chamado o conjunto de estruturas que sdo responsaveis pela fixacdo do
esporozoito na célula, possui funcdo semelhante a de um parafuso em que, a
medida que gira, penetra na superficie plana, neste caso, a célula.

c) 3%etapa: associada a agdo mecanica do conodide ocorre liberagdo de enzimas
oriundas das roptrias cuja funcdo é facilitar e contribuir para a entrada do
esporozoito na célula.

d) 4%etapa: ocorre entrada do esporozoito na célula com a formagéo do vacutolo
parasitéforo.

Na verdade, o esporozoito penetra na célula com dois objetivos: a primeira € a de
prosseguir o ciclo evolutivo; e a segunda é a de fugir dos mecanismos de defesa do
organismo, tratando-se de um mecanismo de evasao contra a agao da resposta imune.
Uma vez vacuolizado, os esporozoitos adquirem forma arredondada e se transformam
em meronte uninucleado ou trofozoito, sofrendo varias mitoses pelo processo de

merogonia e, a seguir, cada nucleo se individualizard numa célula alongada chamada



merozoito, dando origem aos merontes de 12 geracdo. Posteriormente, os merozoitos
rompem a célula do epitélio intestinal e invadem novas células, sofrendo um 2° processo
de merogonia, tornando-se merontes de 2° geracao, sendo desta vez maiores que 0s
merontes de 1° geracao. Esses merontes terdo 3 destinos: a) serdo eliminados pelas
células do sistema imunoldgico; b) em algumas espécies, romperao as células em que
se desenvolveram e sofrem o outros processos de merogonia (3%, 4° geracbes de
merontes, por exemplo), podendo ser na mesma regido parasitada ou regides diferentes
do organismo; c) invadirdo novas células e desenvolverdo a fase sexuada da infecgéo
por meio da gametogonia, quando os microgametas (masculinos) fecundam os
macrogametas (femininos) formando o zigoto que evoluira formando o oocisto nao
esporulado, sendo eliminado nas fezes dando continuidade, no meio ambiente, ao ciclo
evolutivo do parasito (FORTES, 1997; KAWAZOE, 2000; REY, 2005). No caso da E.
stiedae, as geracbes esquizdnicas e formagdo dos oocistos ocorrem nas células dos
ductos biliares do figado (OWEN, 1970; CAM et al., 2008), onde os oocistos sao
eliminados no intestino, via colédoco, saindo junto as fezes do animal e contaminando o
meio ambiente.

Diversos fatores relacionados ao parasito, hospedeiro e meio ambiente podem
interferir na biologia parasitaria, tais como: patogenicidade do oocisto, especificidade
parasitaria por determinado local de parasitismo, numero de geragdes esquizbnicas,
potencial biético do parasito, periodo pré-patente e patente de eliminacao de oocistos,
idade e imunidade do hospedeiro, dieta, tempo de gestacdo, uso errbneo e
indiscriminado de medicamentos anti-parasitarios e, principalmente, infeccdes

associadas (FAYER, 1980).



De maneira geral, as espécies intestinais do género Eimeria sao responsaveis
por enterites severas que repercutem negativamente na absor¢cdo de nutrientes e no
desempenho zootécnico do hospedeiro, podendo ocasionar morte dependendo do
estado de saude do animal e da dose infectante (FREITAS et al., 2008). A inapeténcia,
diarréia, constipacao, hepatomegalia, ascite, ictericia e a distensdao abdominal e morte
s8o os principais sinais clinicos observados em coelhos infectados com E. stiedae
(POLOZOWSKI, 1993; SINGLA, JUYAL e SANDHU, 2000; CAM et al., 2008). Segundo
JONES, HUNT e KING (2000), na coccidiose hepatica ha destruicao do epitélio biliar na
fase aguda e na fase crénica ha proliferacdo deste epitélio que se dispde em pregas
papilares e desloca o parénquima hepatico adjacente.

Ao estudar a fisiopatologia da coccidiose hepatica em coelhos infectados
experimentalmente com E. stiedae em diferentes doses infectantes, BARRIGA e
ARNONI (1981) observaram altos niveis de bilirrubina, aspartato aminotransferase
(AST) e alanino aminotransferase (ALT) no soro dos animais infectados, caracterizando
um quadro clinico de colestase e dano hepatico decorrentes do parasitismo. Este
resultado foi também obtido por POTTER e DICK (1979) ao estudarem a atividade das
enzimas do soro, AST e fosfatase alcalina em coelhos infectados. Além disso, BARRIGA
e ARNONI (1981) observaram hipoglicemia e hipoproteinemia associadas com alta
concentracdo de lipidios no figado, indicando disfungdo no metabolismo de lipidios e
proteinas decorrentes da lesdo hepatica. Na coccidiose hepatica, as atividades das
enzimas ALT, AST (SAN MARTIN-NUNEZ, ORDONEZ-ESCUDERO e ALUNDA, 1988),
GGT (JOYNER, CATCHPOLE e BERRETT, 1983; HEIN e LAMMLER, 1978) e as

concentragdes das proteinas totais e globulinas encontram-se elevadas enquanto que



as concentragdes de albumina apresentam-se reduzidas (GOMEZ-BAUTISTA, GARCIA
e ROJO-VAZQUEZ, 1986). Na pesquisa desenvolvida por CAM et al. (2008), observou-
se aumento nas atividades das enzimas AST, ALT e gama glutamiltransferase (GGT),
permanecendo inalteradas as concentracbes de globulina, proteinas totais, uréia e
atividade da fosfatase alcalina. Houve, porém, houve um decréscimo nas concentracoes
de albumina no 24° apés infeccao (dai), sendo associada a degeneracao hepatica.

Nessa mesma pesquisa, BARRIGA e ARNONI (1981) observaram que quando ha
aumento da dose infectante, hd aumento da massa hepética, comprometendo o ganho
de peso corporal e peso da carcaga, sendo a letalidade proporcional a dose infectante.
As mortes ocorrem, na maioria das vezes, no periodo de maxima alteracdo protéica e
glicémica, coincidindo também com o periodo de pico de eliminacdo de oocistos pelos
animais infectados. De acordo com GOMEZ-BAUTISTA, ROJO-VAZQUEZ e ALUNDA
(1987) os coelhos jovens sdao mais susceptiveis a infecgao, apresentando quadro clinico
de anorexia, queda no peso vivo e de carcacga, causados principalmente pela reducéo
da ingestdo de alimento que ocorre nas primeiras 4 semanas, e morte - atribuida as
lesbes hepaticas também decorrentes da infeccdo. COUDERT (1975) cita que o
emagrecimento causado por E. stiedae € irreversivel, acarretando, grandes prejuizos
econdmicos.

De acordo com BARRIGA e ARNONI (1981), o periodo pré - patente da E.
stiedae é de aproximadamente 15 dias e o seu periodo patente de 35 dias, tempo
considerado relativamente longo, tendo em vista o periodo de abate que é realizado

entre o 70° e 80° dia de vida do coelho. Assim, os animais parasitados por E. stiedae



nao desenvolvem todo potencial zootécnico, sendo eutanasiados com peso inferior aos

sadios, gerando grandes perdas econémicas.

1.1 Fisiologia hepatica

O figado desempenha muitas funcbes vitais, sendo essencial na regulacao
metabdlica, na sintese de proteinas e de outras moléculas, no armazenamento de
vitaminas e ferro, na degradacao de horménios e na inativacdo e excrecao de drogas e
toxinas. O 6rgao tem a capacidade de armazenar glicogénio que é degradado em
glicose conforme a necessidade do corpo no intuito de manter suas concentragdes
normais no sangue.

Além disso, o tecido hepatico estd envolvido de forma central no metabolismo
lipidico. As lipoproteinas, compostas por lipideos e proteinas, denominadas
apoproteinas (apo), sao divididas em classes, que se diferenciam pelo tamanho, pela
densidade e pela composicao tanto lipidica como apoprotéica: quilomicrons (Qm),
lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL), lipoproteinas de densidade
intermediéria (IDL), lipoproteinas de baixa densidade (LDL), e lipoproteinas de alta
densidade (HDL) (FORTI e DIAMENT, 2006).

O figado secreta as apolipoproteinas Al e All, ao passo que o intestino secreta
somente a Al (FORTI e DIAMENT, 2006). As apo Al participam da formagéo de HDL por
trés vias (CHAPMAN, 2004): 1) por meio da captacao de colesterol livre e fosfolipides
das células periféricas, formando a pré-B-HDL. Sob influéncia da lecitina colesterol
aciltransferase (LCAT), o colesterol livre é esterificado, formando a HDL madura,

esférica, rica em colesterol esterificado. Ainda sob a acdo da LCAT, a HDL madura



transforma-se em HDL3; (mais densa e ainda mais rica em colesterol esterificado);
posteriormente, também sob acdo da PLTP, adquirindo fosfolipides, forma-se a HDL,
(menos densa). E conveniente lembrar que, na parede arterial e no plasma, existe
interconversao entre HDL, e HDL3; de HDL3 para HDL, participam a PLTP e a LCAT, e
de HDL, para HDL; participam a lipase hepatica (LH) e a proteina de transferéncia do
colesterol esterificado (CETP, glicoproteina produzida no figado) (LINSEL-NITSCHKE e
TALL, 2005; FORRESTER, MAKKAR e SHAH, 2005); 2) por meio da secrecao, pelo
figado e pelo intestino, de particulas discéides contendo apo Al, fosfolipides e colesterol
livre, que sdo transformadas, sob acdo da LCAT, em HDL maduras; 3) por meio da acao
da lipase lipoprotéica (LLP) sobre as lipoproteinas ricas em TG (Qm, IDL, VLDL),
liberando fragmentos contendo fosfolipides, colesterol livre e pequenas apoproteinas,
fragmentos esses que vao para o “pool” de HDL.

Os Qm surgem no plasma contendo alto teor de triglicerideos, colesterol,
fosfolipidios e apoproteinas do estado nascente, podendo esta ultima ser trocada com
outras lipoproteinas do plasma, principalmente com a HDL (RIEGEL, 2004). A lipase
lipoproteica (LPL), presente na superficie da célula endotelial dos vasos sanguineos,
hidrolisa alguns triglicerideos nos Qm e libera glicerol e acidos graxos, sendo captados
pelos adipdcitos. O que permanece deste processamento sdo os Qm remanescentes
ricos em colesterol, sendo captados e degradados nos hepatécitos (BERNE et al.,
2004).

As VLDL séao produzidas no figado tendo a apo B1oy como principal apoproteina e
um menor teor de triglicerideos quando comparado com os Qm, porém possui um maior

teor de fosfolipidios (RIEGEL, 2004). A acéao das enzimas lipoliticas lipase lipoproteica



(LPL) e lipase hepatica (LH) e lecitina colesterol acetiltransferase (LCAT) sobre as VLDL
resulta na formacado de LDL (LIMA e COUTO, 2006). O conteudo das LDL chama a
atengao pelo alto teor de ésteres de colesterol e apo Big, fixando-se a receptores
existentes em varios tecidos. Os ésteres de colesterol que fazem parte dessa molécula
sao hidrolisados para formar acidos graxos e colesterol, sendo este ultimo utilizado na
composicao e fungcdo celular. Cerca de 50% de LDL é captada pelo figado, onde o
colesterol é transformado em sais biliares para excre¢ao (RIEGEL, 2004).

As HDL sao constituidas por 50% de apoproteinas (Al em maior quantidade, All,
Cl, CllI, Clll, E e J), 20% de colesterol livre (CL) e de colesterol esterificado (CE), 15% de
fosfolipides e 5% de triglicérides (TG) (LIMA e COUTO, 2006), sendo formado no
plasma e no compartimento extravascular (PASSARELI e QUINTAO, 2000). Varias
acoes sao atribuidas as HDL, embora sua acdo fundamental seja o transporte reverso
do colesterol, anteriormente relatado, outros efeitos foram descritos in vitro e em animais
de experimentacgao, tais como: antioxidante, antiinflamatério, antiagregante plaquetario,
anticoagulante, proé-fibrinolitico e de protecdo endotelial (FORTI e DIAMENT, 2006;
LIMA e COUTO, 2006). Apés a formacao, as HDL sao captadas pelo figado pelos
receptores SRB1 (scavenger receptors B, class 1) e pelos receptores de apo E
(CURTISS e BOISVERT, 2000) que removem seletivamente o colesterol esterificado no
figado; o colesterol hepatico é entdo excretado pela bile (PASSARELI e QUINTAO,
2000). Ocorre, também, a troca de colesterol de HDL com TG das VLDL, IDL e LDL,
troca essa mediada pela proteina de transferéncia de ésteres de colesterol (CETP).
Com isso, a HDL fica mais rica em TG e o colesterol ligado a VLDL, a IDL e a LDL é

captado pelos receptores hepaticos. O transporte reverso do colesterol compreende,
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portanto, duas vias: pela captura do colesterol livre de HDL e envolvendo a CETP
(KWITEROVICH, 2000; LIMA e COUTO, 2006).

O figado também atua no metabolismo de proteinas, pois quando essas sao
catabolizadas, os aminoacidos formardo amoénia (NHs3) que é dissipada pela sua
conversao em uréia no tecido hepatico, sendo excretado do organismo pelos rins. Além
disso, 0 6rgao sintetiza aminoacidos nao-essenciais e proteinas plasmaticas como
albumina, globulina, fibrinogénios e outras proteinas envolvida na coagulacao
sanguinea. Depois da hemoglobina das hemacias, o figado é o local de armazenamento
de ferro mais importante de nosso corpo, sendo também responsavel pelo
armazenamento de vitaminas lipossolluveis protegendo o corpo de deficiéncias
transitorias destas vitaminas; o 6rgao também transforma e excreta muitos horménios,
drogas e toxinas, sendo convertidas nas formas inativas por reagcdes que ocorrem nos

hepatocitos (BERNE et al. 2004).

1.2 Aspectos clinicos

Ha poucos estudos disponiveis elucidando os danos causados pelo parasitismo
de E. stiedae em coelhos. Os animais infectados apresentaram ductos biliares dilatados
tendo nédulos com coloragéo variando entre amarelo a branco na superficie do figado,
sendo observado dilatagao e hiperplasia contendo varios estagios de desenvolvimento
do parasito e infiltragdo de células linféides até a periferia dos ductos, com formagéo de
tecido fibroso e degeneracao hidrépica dos hepatocitos. Ha necrose focal com formacgao
de tecido fibroso no parénquima hepatico e na regido portal, com infiltracdo de células

linféides (SINGLA, JUYAL e SANDHU, 2000; CAM et al., 2008; AL-MATHAL, 2008). Em
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frangos, sabe-se que as lesdes causadas pela eimeriose intestinal ocasionam distarbios
na absorg¢édo de nutrientes, desencadeando alteragbes no metabolismo de carboidratos,
proteinas, lipidios € macro e micro-nutrientes (TURK, GUNJI e MOLITORIS, 1982).
Todavia, os mecanismos envolvidos nessas alteracbes nao estdo totalmente
esclarecidos quanto a época pos - infeccdo em que ocorrem e a repercussao desta
infeccdo no ganho de peso do hospedeiro. A enterite sanguinolenta provocada pelas
espécies intestinais de Eimeria em frangos também prejudica na absorcao de eletrélitos
(TURK, 1973), de calcio, ferro (TURK, 1981) e magnésio (TURK, GUNJI e MOLITORIS,
1982). Esta reducéao dos eletrélitos plasmaticos, associada a perda de sangue, afeta a
hematopoiese compensatéria (NATT e HERRICK, 1955), sendo observado baixo
hematécrito e menor concentracdo de hemoglobina (TURK,1986).

No estudo desenvolvido por CAM et al. (2008) observou-se linfopenia no 24° dai
e leucocitose no 16° e 24° dai devido ao aumento do numero de granuldcitos. Nesse
mesmo estudo, houve reducdo do hematécrito, hemoglobina e VCM no 24° dai nos
animais infectados, caracterizando uma anemia microcitica normocrémica. Sao pouco
numerosos os estudos que mostram as alteragcdes hematolégicas em coelhos infectados
por E. stiedae, sendo de grande importancia a realizagdo destes estudos, pois o fato
desta espécie parasitar o figado provavelmente resulte em prejuizos ainda mais
relevantes.

A pequena abrangéncia de estudos do metabolismo lipidico em coelhos
infectados experimentalmente com E. stiedae esta restrita apenas as investigacoes
sobre variagdes no glicogénio hepatico e colesterol total. FREITAS et al. (2008b) ao

pesquisar as alteracdes no metabolismo em frangos infectados experimentalmente com
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E. acervulina, parasita entérico, observou que todas as classes de lipidios no soro e as
lipoproteinas apresentaram-se reduzidas nos animais infectados, enquanto a gordura
hepatica depositada teve significativo aumento quando comparadas as aves do grupo
controle. No parasitismo pela E. stiedae, o principal 6érgdo afetado é o figado, desta
forma é provavel que as alteragcdes dos niveis de lipidios no soro e das proteinas
plasmaticas sejam ainda mais significativos, ja que este érgao € responsavel pelo
armazenamento de glicogénio, gliconeogénese, sintese de gordura, oxidacao de &cidos
graxos e formacdo de proteinas plasmaticas (GUYTON, 2002). A infeccado pelo
protozoario ocasiona peroxidagao de lipidios decorrente da presenca de radicais livres
oriundos do processo inflamatério, ocorrendo em animais e seres humanos infectados
por Fasciola hepatica (KOLODZIEJCZYK, SIEMIENIUK e SKRZYDLEWSKA, 2006;

KAYA et al., 2007).

1.3 Proteinas de fase aguda

Como conseqiiéncia a uma injuria, trauma ou infeccao de um tecido, desenvolve-
se no hospedeiro uma série complexa de reacbes que tem como finalidade inibir a
continuidade do dano tecidual, isolando e destruindo o organismo agressor e ativando o
processo de reparagdo necessaria para o retorno do organismo as fungées normais
(BAUMANN e GAUDIE, 1994). Ha liberacado de amplo espectro de mediadores por parte
dos macrofagos teciduais e mondcitos sanglineos, dos quais as citocinas,
principalmente o fator de necrose tumoral (FNT) e as interleucinas IL-1 e IL-6, s&o as
principais mediadoras da sintese das proteinas séricas de fase aguda (GRUYS et al.,

1994). A maioria dessas proteinas € formada por glicoproteinas sintetizadas pelos
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hepatocitos, como resposta a injuria tecidual, e s&o encontradas na circulacao
sanguinea (JAIN, 1989). Na dependéncia da espécie animal, as proteinas de fase
aguda (PFA) sao consideradas indicadores mais fiéis da resposta sistémica frente aos
processos inflamatérios e infecciosos, quando comparadas a outras variaveis, tais como
febre, aumento da taxa de hemossedimentacdo e/ou presenca de leucocitose
associados a neutrofilia (JAIN,1989). De modo geral, o estimulo a sintese de proteina de
fase aguda ocorre no periodo de 6 a 8 horas apos a injuria, sendo que a concentragao
maxima é alcancada em 2 a 5 dias. Entretanto, o pico e a persisténcia das
concentragbes plasmaticas destas proteinas dependem do metabolismo,
extravasamento vascular e deposicao tecidual (JAIN,1993). Ressalta-se a importancia
do proteinograma sérico em humanos para o diagndstico e monitoramento de varias
enfermidades e para identificacdo de focos infecciosos decorrentes de procedimentos
cirurgico (WHICHER e DIEPPE, 1985).

A haptoglobina é uma alfa-2-proteina responsavel pelo transporte de
hemoglobina nas células do sistema mononuclear fagocitario para que haja a
recuperacdo do ion ferro durante o processo de hemocaterese e na defesa contra
microorganismos. Outros efeitos propostos da série complexa de reagdes incluem a
modulacédo da funcéo de linfécitos e macrofagos e a inibicdo da atividade da catepsina
(HARVEY e WEST, 1987). A concentracao da haptoglobina aumenta em processos
inflamatdrios agudos, estresse e, as vezes, durante processos neoplasicos recentes
(CORAZZA, 1997). O fibrinogénio € a proteina plasmatica mais frequentemente
analisada, porém néo é a principal proteina de fase aguda nos animais (GODSON et al.,

1996). A a-glicoproteina acida € uma proteina que participa fundamentalmente ligando-
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se a maioria das drogas basicas, tais como agentes bloqueadores e antiarritmicos
(DELLO et al., 1988). A ceruloplasmina (cobre mono amino oxidase, Cu-MAQO) esta
presente no soro também sob a forma de alfa-1-globulina (SCHOSINSKY et al. 1974)
alterando-se significantemente apds a indugcdo de processo inflamatério em caes, ao
contrario do que se observa em humanos (CONNER et al., 1988). Os niveis plasmaticos
desta proteina aumentam nos processos inflamatorios, infecciosos, virais e parasitarios,
enquanto o decréscimo é observado ao nascimento, desnutricdo, deficiéncia na
absorcdo de nutrientes, nefrose e moléstias hepéticas associadas a intoxicacao de
cobre (JAIN, 1993). O cobre é transportado do figado para os 6rgaos periféricos pela
ceruloplasmina, que atua como armazenadora e transportadora para manter a
homeostase desse elemento (GONZALEZ e SILVA, 2003). Aproximadamente 90% do
cobre no plasma de mamiferos estd na forma de metaloproteinas como a
ceruloplasmina que carreia-o para tecidos especificos (MCDOWELL, 1992). A
ceruloplasmina € uma fracao do sangue, em que cerca de 95% do cobre sérico
encontra-se ligado. A ceruloplasmina contém trés oligosacarideos ligados por
asparagina e oito sitios que ligam o Cu* ou Cu®". Ajuda também na manutencdo da
homeostase e no transporte do Cu?* (SMITH et al., 1988). Para se detectar estados
carenciais, Gonzéalez e Silva (2003) comentam que a determinagdo de ceruloplasmina
plasmdtica possui alta correlagdo com os niveis sanglineos de cobre. Todas as
alteragcOes acima descritas podem acontecer nos coelhos infectados experimentalmente
com E. stiedae. O padrao exato de sua ocorréncia e o significado fisiopatolégico das

mesmas estdo ainda na dependéncia de investigacdes mais aprofundadas.
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No Brasil, ha poucos estudos relacionados as alteragbes metabdlicas em coelhos
infectados por E. stiedae, sendo realizadas, principalmente, em décadas anteriores. O
proteinograma associado aos estudos hematolégicos e bioquimicos pode auxiliar no
diagnéstico e progndstico da coccidiose hepatica. Por ser uma enfermidade que
ocasiona grandes perdas econdmicas e como existe uma insuficiéncia de dados sobre
sua fisiopatologia, sdo necessarios estudos especificos que esclarecam suas

caracteristicas e que possam contribuir para o seu controle e redugao das perdas.
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OBJETIVOS

2.1 Geral

» Avaliar aspectos fisiopatolégicos em coelhos infectados por Eimeria stiedae.

2.2 Especificos

Avaliar os sinais clinicos em coelhos infectados experimentalmente;

Verificar os efeitos do parasitismo sobre o desempenho zootécnico do grupo
infectado;

Determinar as alteracbes hematolégicas em diferentes periodos apds a
infeccao;

Estabelecer as alteracdes bioquimicas em diferentes periodos de tempo da
infeccao;

Identificar as proteinas de fase aguda indicadoras do processo inflamatério
que permitam o monitoramento da resolugao tecidual em coelhos infectados
experimentalmente com E. stiedae;

Avaliar as alteragbes macro e microscédpicas em coelhos infectados

experimentalmente com E. stiedae.
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lll. MATERIAL E METODOS

3.1 Local do Experimento
A pesquisa foi desenvolvida no Departamento de Patologia Animal da Faculdade
de Ciéncias Agrérias e Veterinarias (FCAV), Universidade Estadual Paulista (UNESP),

Jaboticabal, Sdo Paulo.

3.2 Animais doadores de oocistos

Foram utilizados cinco coelhos da raca Nova Zelandia, brancos, machos, adultos,
para a multiplicagdo dos oocistos. Os animais foram imunossuprimidos com o uso de
dexametasona e inoculados com 1x10° oocistos esporulados de Eimeria stiedae, sendo
a amostra do parasito cedida pelo Laboratério de Coccidiose do Departamento de
Parasitologia Animal do Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro. No 12°dia ap6s a inoculacdo dos oocistos (dai), foi realizada a eutanasia dos
animais conforme COBEA (2008) e, por meio da puncdo vesical, foram obtidos os
oocistos necessarios para a realizagao do experimento. Estes foram submetidos por 48
horas a esporulacdo em bicromato de potassio a 2,5% em temperatura e umidade

ambiente, sendo utilizado constantemente uma bomba de aquario para sua oxigenagao.
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a b

Figura 1-  Material obtido de animais doadores de oocistos no 12° dai. a) Oocistos nao
esporulados de Eimeria stiedae obtidos apds a puncao da vesicula biliar do
figado dos animais doadores. b) Oocisto esporulado de Eimeria stiedae

utilizado na infecgéo dos animais experimentais.

3.3 Animais Experimentais

Foram utilizados 50 coelhos, raga Nova Zelandia, brancos, com idade entre 40 -
60 dias e de pesos semelhantes. Os animais foram aleatoriamente distribuidos em 2
grupos experimentais: grupo infectado, inoculado com 1ml de solucdo contendo 1x10*
oocistos esporulados de E. stiedae; grupo controle, inoculado 1 ml de agua destilada.
Para inoculagdo, todos os animais foram contidos manualmente e inoculados, por via
oral, com o auxilio de pipeta automatica. Cada grupo foi instalado em gaiolas de ferro
com dimensdes de 1m de comprimento x 2m de largura x 1,5m de altura e piso tipo tela;
0 grupo controle ficou em local separado do grupo inoculado, porém sob as mesmas
condicbes ambientais. Os comedouros e bebedouros utilizados contendo,
respectivamente, agua limpa e racao balanceada sem anticoccidianos, foram lavados

com agua e detergente neutro e flambados a cada 12 horas para que o risco de
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reinfeccdo fosse evitado. Os coelhos receberam racdo formulada para fase de

crescimento com base nas exigéncias nutricionais da AEC (1987).

3.4 Colheita de material bioldgico

Os animais foram avaliados semanalmente, durante 28 dias, a partir da data de
inoculagcao, sendo eutanasiados, por concussao cerebral, 5 animais por colheita; ndo
houve sangria ap0s a eutandsia dos animais experimentais no intuito de nao alterar as
lesbes apresentadas pelo grupo infectados. A avaliacdo zootécnica, hematoldgica,
bioquimica e patoldgica foi realizada no 0° a 72, 142, 21° e 28° dia pds-infecgao (dai).

O peso vivo, peso de carcaca (sem cabeca e visceras comestiveis) e peso do
figado foram determinados por meio de uma balanga eletrénica com resolucéo de 0,01
grama marca Filizola; ndo houve sangria apés o abate dos animais experimentais. O
sangue foi colhido, sem jejum, via intra-cardiaca, utilizando-se seringas e agulhas
descartaveis, sendo depositados 2 ml em tubos de ensaios estéreis contendo &cido-
etilenodiaminotetracético sédico (EDTA sédico) para realizagdo do hemograma; 1 ml em
tubos de ensaios estéreis contendo &cido-etilenodiaminotetracético fluoreto de sédio
(EDTA - fluoreto) e 4 ml em tubos de ensaio estéreis sem anticoagulantes para
obtencado do plasma e soro, respectivamente, apds centrifugagdo. Os tubos de ensaios
foram encaminhados ao Laboratério de Pesquisa do Departamento de Clinica e Cirurgia
Veterinaria da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinaria da FCAV/UNESP -
Jaboticabal para realizagdao dos exames hematoldgicos e bioquimicos.

Foram determinadas as contagens globais de hemécias e leucdcitos com

contador automético de células (CC-Celm®, Barueri-SP), teor de hemoglobina pelo
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método colorimétrico com “kit” comercial (Labtest® Diagnéstica, Belo Horizonte, MG) e
lido em aparelho espectofotdmetro (LabQuest® Diagnéstica, Belo Horizonte, MG) e o
hematécrito foi obtido por centrifugacdo em capilares. O volume corpuscular médio
(VCM) e a concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) foram calculados
conforme descritos por WINTROBE (1942). A contagem diferencial dos leucécitos foi
realizada em estiracbes sangilineas corados usando-se o corante de Rosenfeld,
contando 100 campos no microscépio e os resultados dados em valores absolutos;
posteriormente, foram transformados para valores relativos.

A dosagem da glicose plasmatica foi realizada pelo método enzimatico com “kit”
comercial (Labtest® Diagnéstica, Belo Horizonte, MG) e lido em aparelho
espectofotémetro (LabQuest® Diagnéstica, Belo Horizonte, MG), sendo realizada
imediatamente apo6s a coleta. Os lipidios séricos medidos no soro foram: triacilgliceréis
das lipoproteinas quantificados pelo método proposto por NAGELE et al. (1984);
colesterol total quantificado pelo método proposto por ALAIN et al. (1974), modificado
por GOOD et al. (1966); e colesterol em HDL, onde todos foram dosados por meio de
“kit” comercial (Labtest® Diagnéstica, Belo Horizonte, MG) e lido em aparelho
espectofotémetro (LabQuest® Diagnéstica, Belo Horizonte, MG). O colesterol em LDL foi
calculado utilizando-se a seguinte férmula: LDL = colesterol total - HDL — VLDL. O lipidio
total hepatico foi determinado gravimetricamente ap6s extracdo com cloroférmio —
metanol (2:1, v/v) conforme descrito por BLIGH e DYER (1959).

Para o fracionamento das proteinas da fase aguda foi realizada a eletroforese em
gel de acrilamida, contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). As concentracoes

das proteinas foram determinadas em densitémetro computadorizado (SHIMADZU CS
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9301, Japao), utilizando como referéncia uma solucdo marcadora (SIGMA, EUA) com
pesos moleculares 29 kD, 45 kD, 66 kD, 97,4 kD, 116 kD e 205 kD, além de proteinas

purificadas (SIGMA, EUA).

Os valores de referéncia utilizados no presente estudo foram baseados no valor
minimo e maximo encontrado nos animais no dia zero do periodo experimental. Foram
realizados exames clinicos nos animais e analises parasitolégicas em suas fezes para
deteccao do periodo de pré-paténcia, sendo utilizada as técnicas de Willis (1921) e
centrifugo-flutuacdao em solugcédo hipersaturada de NaCl. Para realizacdo dos exames
histopatologicos, foram retirados fragmentos de figado e bago, sendo esses tecidos
conservados em solucdo de formalina tamponada a 10% e, posteriormente, embebidos
e incluidos em parafina, cortados no micrétomo, colocados em laminas e corados com

hematoxilina-eosina (HE).

3.5 Anadlise Estatistica
Os dados foram avaliados utilizando-se método estatistico ndo paramétrico pelo

teste de Wilcoxon ao nivel de 5% de significancia.



IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

O periodo pré-patente de eliminacdo de oocistos observado nos animais
infectados foi de 14 dias. Durante o periodo experimental, o grupo infectado apresentou
inapeténcia, diarréia, ascite e distensdo abdominal, ndo sendo encontrada ictericia e
mortalidade conforme observados em outros trabalhos (POLOZOWSKI, 1993; SINGLA,
JUYAL e SANDHU, 2000; CAM et al., 2008). Os dados relacionados ao ganho de peso
vivo demonstraram que nao houve diferenca estatistica entre os grupos experimentais
(Tabela 1). Entretanto, o grupo infectado obteve um menor peso de carcaca no 21° e

28° dai (Tabela 2). Nesse mesmo periodo, os grupos infectados tiveram aumento do

peso do figado, principalmente, no 28° dai (Tabela 3).

Tabela 1- Média de peso vivo (kg) de coelhos experimentalmente infectados com

1x10* oocistos esporulados de Eimeria stiedae, Jaboticabal, 2008.

Grupos Experimentais

Dias apos infeccao

0 7 14 21 28
Infectado 1 1,10 1,53 1,48 1,42 1,74
Infectado 2 1,04 0,89 1,15 1,44 1,57
Infectado 3 1,30 1,07 1,12 1,30 1,58
Infectado 4 1,31 1,34 1,16 1,39 1,76
Infectado 5 1,01 1,03 1,18 1,25 1,29
Média  desvio padrao  1,15™%0,14 1,17°%0,26 1,23°%0,14 1,36°£0,08 1,59™%0,19
Controle 1 1,10 1,30 1,43 1,45 1,70
Controle 2 1,04 1,31 1,37 1,39 1,36
Controle 3 1,08 1,01 1,45 1,37 1,72
Controle 4 1,29 1,38 1,57 1,76 1,31
Controle 5 1,08 1,34 1,47 1,38 1,53
Média + desvio padrao 1,12 +0,10 1,27"°+0,15 1,46°+0,07 1,472+0,16 1,53™%0,19

n.s: nao significativo pelo teste de Wilcoxon a 5% de probabilidade.

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente.



Tabela 2- Média de rendimento de carcaga (kg) de coelhos experimentalmente
infectados com 1x10* oocistos esporulados de Eimeria stiedae,
Jaboticabal, 2008.

i i Dias ap0ds infeccao
Grupos Experimentais

7 14 21 28
Infectado 1 0,47 0,47 0,46 0,49 0,48
Infectado 2 0,62 0,46 0,44 0,45 0,46
Infectado 3 0,38 0,44 0,49 0,52 0,50
Infectado 4 0,46 0,45 0,47 0,39 0,46
Infectado 5 0,40 0,35 0,49 0,47 0,39
Média + desvio padrdo  0,47™°+0,10 0,44™+0,05 047"°+0,02 0,47°+0,05 0,46°%0,04
Controle 1 0,47 0,47 0,50 0,47 0,50
Controle 2 0,51 0,46 0,45 0,49 0,58
Controle 3 0,49 0,40 0,54 0,51 0,51
Controle 4 0,50 0,47 0,52 0,54 0,58
Controle 5 0,45 0,46 0,45 0,47 0,52

Média + desvio padrao  0,48™+0,02 0,45°+0,03 0,49°+0,02 0,50°+0,03 0,54°+0,04

n.s: ndo significativo pelo teste de Wilcoxon a 5% de probabilidade.
Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente.

Tabela 3- Média de peso de figado (kg) de coelhos experimentalmente
infectados com 1x10* oocistos esporulados de Eimeria stiedae,
Jaboticabal, 2008.

Dias ap0s infeccao
Grupos Experimentais

0 7 14 21 28
Infectado 1 0,06 0,06 0,06 0,09 0,16
Infectado 2 0,05 0,03 0,07 0,10 0,15
Infectado 3 0,04 0,04 0,07 0,08 0,13
Infectado 4 0,05 0,05 0,05 0,07 0,19
Infectado 5 0,04 0,04 0,06 0,08 0,24
Média * desvio padrdo  0,05™+0,01 0,04™+0,01 0,07"+0,01 0,09 +0,01 0,182 +0,01
Controle 1 0,06 0,06 0,08 0,52 0,05
Controle 2 0,05 0,05 0,07 0,06 0,04
Controle 3 0,04 0,04 0,05 0,05 0,06
Controle 4 0,06 0,05 0,06 0,05 0,04
Controle 5 0,06 0,07 0,05 0,04 0,04

Média * desvio padrdo  0,05™+0,01 0,05°%0,01 0,07°%0,01 0,05°%+0,01 0,05°+0,01

n.s: ndo significativo pelo teste de Wilcoxon a 5% de probabilidade.
Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente.
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No 7° dai, os animais apresentaram anemia microcitica normocrémica retornando
no 14°dai aos seus valores normais. Entretanto, o quadro anémico retornou no 21° dai
sendo caracterizado por um quadro macrocitico normocrémico. (Prancha 1 e 2). Os
coelhos infectados apresentaram leucocitose no 21° e 28° dai decorrente de neutrofilia,
tendo ainda uma discreta monocitose neste Ultimo dia; os valores dos linfocitos,
eosindfilos e basoéfilos permaneceram dentro da normalidade durante todo o periodo
experimental (Prancha 3). No estudo desenvolvido por CAM et al. (2008) observou-se
linfopenia no 24° dai e leucocitose no 16° e 24° dai devido ao aumento do numero de
granulécitos. Nesse mesmo estudo, foi encontrada redugédo do hematécrito,
hemoglobina e VCM no 24° dai nos animais infectados caracterizando uma anemia

microcitica normocrémica.
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Prancha 1- Média global de hemécias, teor de hemoglobina e hematécrito em coelhos
experimentalmente infectados com oocistos esporulados de Eimeria stiedae,
Jaboticabal, 2008.
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Prancha 2- Média do volume corpuscular e concentracdo de hemoglobina corpuscular em

coelhos experimentalmente infectados com oocistos esporulados de Eimeria
stiedae, Jaboticabal, 2008.
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Média da contagem global de leucécitos, neutréfilos e linfécitos em coelhos
experimentalmente infectados com ocistos esporulados de Eimeria stiedae,
Jaboticabal, 2008.
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As concentragdes de proteinas totais e globulinas aumentaram significativamente
no 28° dai enquanto a albumina no soro dos animais infectados permaneceram dentro
da normalidade até o término do periodo experimental (Prancha 4). A diminuicao dos
teores séricos de albumina pode estar relacionada com lesdes hepaticas, pois a
albumina é produzida exclusivamente neste érgao (MEYER et al., 1995). Entretanto,
proteinas totais e albumina podem ser encontradas em teores normais mesmo na
presenca de lesdes hepaticas, a menos que a hepatite envolva grande parte do figado e
seja severa 0 bastante para causar insuficiéncia (PINCUS e SCHAFFNER, 1999)
conforme resultados obtidos no presente trabalho, observando-se concentracoes
normais de albumina diante de um processo inflamatério hepéatico ocasionado pela

reproducado parasitaria.
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Concentracdo média de proteina total, albumina e globulina no soro de coelhos
experimentalmente infectados com oocistos esporulados de Eimeria stiedae,
Jaboticabal, 2008.
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O colesterol total, triacilglicerdis e colesterol ligado as lipoproteinas de baixa
densidade (LDL-c) elevaram-se significativamente nos animais infectados apés o 14°
permanecendo até o 28° dai acima das concentragcdes normais. O lipidio total hepatico
e o colesterol ligado as lipoproteinas de alta densidade (HDL-c) obtiveram
concentragdes abaixo dos valores normais a partir do 21° dai, porém o HDL apresentou
uma reducao significativa em relacdo ao grupo controle desde o 7° dai (Pranchas 5 e 6).
Na presente pesquisa, a reproducdo parasitaria ocasionou redugdo na expressao de
receptores de LDL-c nos hepatdcitos contribuindo para que as concentracées dessa
lipoproteina aumentassem no soro dos animais infectados. O aumento do colesterol
total no soro ocorreu, possivelmente, devido a deficiéncia do organismo em produzir apo
Al utilizada na composicao da molécula de HDL, tendo em vista que essa apoproteina é
sintetizada principalmente no figado e, neste caso, o 0rgao encontrava-se
comprometido. Baixos niveis de HDL comprometem o transporte reverso de colesterol e
sao encontrados em seres humanos com deficiéncia completa ou mutagées da apo Al,
deficiéncia completa ou parcial de LCAT, deficiéncias relacionadas ao transportador
ABCAI, sendo todos de origem genética. Esses valores baixos de HDL sdo comumente
encontrados em seres humanos associados a tabagismo (por diminuicdo de LCAT),
obesidade visceral (por diminuicdo de LCAT e LLP), dieta muito pobre em gordura,
hipertrigliceridemia e uso de alguns farmacos (ASHEN e BLUMENTHAL, 2005).
Infecgbes parasitarias induzidas por Dicrocoelium dentricum (SANCHES-CAMPOS et
al., 1999), Fasciola hepatica (KAYA et al., 2007) e E. stiedae (CAM et al., 2008)
ocasionam destruicdo do parénquima hepatico e ductos biliares resultando em

peroxidagao de lipidios. Os animais infectados apresentaram hipoglicemia no final da
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infecgcdo (Prancha 6), possivelmente, associada a mobilizacdo de reservas organicas

com diminuicdo dos glicogénios hepético e muscular na tentativa de suprir as

necessidades decorrentes do parasitismo.
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Concentracdo média de colesterol ligado ao LDL, lipidio total hepatico e glicose em
coelhos experimentalmente infectados com oocistos esporulados de Eimeria
stiedae, Jaboticabal, 2008.
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A bilirrubinemia observada no grupo infectado ocorreu pelo aumento da bilirrubina
direta (Prancha 7) decorrente da lise de eritrocitos no 21° dai mostrando a capacidade
do figado em conjugar &cido glicurénico a bilirrubina evidenciando a permanéncia de
algumas funcbes hepaticas mesmo quando o 6rgao encontra-se lesionado. Na pesquisa
desenvolvida por CAM et al. (2008), os animais infectados ndo apresentaram alteracoes
nos niveis de glicose, proteinas totais e globulinas, tendo reducéo nas concentracdes de

albumina no 24° dai ocasionada pela degeneracao hepética decorrente da infeccao.
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Concentracdo média de bilirrubina total, bilirrubina direta e bilirrubina indireta no
soro de coelhos experimentalmente infectados com oocistos esporulados de
Eimeria stiedae, Jaboticabal, 2008.
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Os valores de gama-glutamiltransferase (GGT) aumentaram significativamente a
partir do 21° dai, permanecendo elevados até o 28° dai acima dos valores normais para
a espécie ocorrendo, possivelmente, devido a um quadro de colestase (HEIN e
LAMMLER, 1978; JOYNER et al., 1983). Nesse periodo, as concentragdes de fosfatase
alcalina (FA) elevaram-se significativamente em relagdo ao grupo controle apds o 142

dai, porém permaneceram dentro dos valores normais (Prancha 8).
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Prancha 8- Concentragdo média de gamaglutamiltransferase (GGT) e fosfatase alcalina no
soro de coelhos experimentalmente infectados com oocistos esporulados de
Eimeria stiedae, Jaboticabal, 2008.
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As concentragbes de alanino aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST) que, inicialmente encontraram-se reduzidas, possivelmente,
devido a algum efeito inibitério exercido pelo parasito sobre as células hepaticas,
tiveram seus valores elevados a partir do 14° dai permanecendo até o final do periodo
experimental (Prancha 9), sendo decorrente do dano hepatocelular (SAN MARTIN

NUNEZ et al., 1988).
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Prancha 9- Concentragcdo média de aspartato aminotransferase (AST) e alanino
aminotransferase (ALT) no soro de coelhos experimentalmente infectados com
oocistos esporulados de Eimeria stiedae, Jaboticabal, 2008.



37

A creatinina e uréia aumentaram seus valores somente no ultimo dia
experimental (Prancha 10). As concentragbes de uréia aumentaram no soro
significativamente no 28° dai devido ao aumento do catabolismo protéico e uma
deficiéncia renal em excretar uréia; nos soro dos animais infectados, os niveis de
fosfatase alcalina elevaram-se em relacao ao grupo controle, porém permaneceram em
valores considerados normais. Na pesquisa desenvolvida por CAM et al. (2008),
observaram-se elevagdes nas concentragdes de GGT, ALT e AST no 16° dai

permanecendo até o 24° dai que corresponde ao término do periodo experimental.
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Prancha 10-  Concentragdo média de creatinina e uréia no soro de coelhos experimentalmente
infectados com oocistos esporulados de Eimeria stiedae, Jaboticabal, 2008.
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O proteinograma evidenciou 19 proteinas de fase aguda, porém 10 foram
identificadas apenas pelo peso molecular. Nao houve elevagdes nas concentragdes de
proteinas com peso molecular de 101 kD e 238 kD e na glicoproteina IgG no grupo
infectado, sendo este Ultimo resultado ja esperado, pois a resposta por anticorpo ndo é
eficiente contra parasitos do género Eimeria. As proteinas com peso molecular 115 kD,
175 kD e 30 kD, a imunoglobulina A e a albumina ndo apresentaram alteracoes
significativas. As proteinas com peso molecular de 24 kD, 26 kD, 27 kD, 30 kD, 32 kD e
206 kD elevaram-se significativamente em relagdo ao grupo controle, porém essa
aumento nao ocorreu de forma progressiva conforme observado na ceruloplasmina e
transferrina (Prancha 11 a 17).

No grupo infectado, a ceruloplasmina elevou-se a partir do 7° dai,
permanecendo com concentracdes aumentadas até o 28° dai. A ceruloplasmina é
liberada na circulacdo sanglinea imediatamente apds a instalagdo do processo
inflamatorio (CONNER et al.,, 1988) decorrente de agentes infecciosos e
parasitarios (JAIN, 1993), sendo encontrada em niveis 1,4 vezes maior do que no
momento anterior ao dano tecidual (GANROT, 1973). A transferrina elevou-se a
partir do 7° dai e assim permaneceu até o final do periodo experimental, sugerindo uma
caréncia de ferro quando associada com anemia microcicita normocrénica observada
nos animais do presente experimento. Os sinais de insuficiéncia de ferro aparecem em
etapas: primeiro se esgotam os depdésitos (deficiéncia latente), caracterizado por uma
diminuicdo da ferritina sérica; se o aporte continuar insuficiente, ocorre o
comprometimento do aporte de ferro tissular (eritropoese deficiente em ferro), que se

caracteriza, precocemente, por um aumento nos receptores da transferrina e, mais
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tarde, por uma diminuicdo na saturacdo dessa transferrina. Finalmente, se persistir 0
balangco negativo, observa-se a etapa mais severa, caracterizada por uma anemia
microcitica hipocromica (OLIVARES e WALTER, 2004). Logo, o aumento da trasferrina
observado nos coelhos, ao final deste estudo, sugere que os animais encontram-se na
segunda fase e que, posteriormente, pode ocorrer uma anemia ferropriva com
microcitose e hipocromia.

A glicoproteina acida e haptoglobina apresentou-se elevada no 142 e 28° dai. A
haptoglobina é uma alfa-2-proteina, responséavel pelo transporte de hemoglobina nas
células do sistema mononuclear fagocitario para que haja a recuperagcao do ion ferro
durante o processo de hemocaterese e na defesa contra microorganismos. Outros
efeitos propostos incluem a modulacao da fungao de linfocitos e macréfagos e a inibicao
da atividade da catepsina (HARVEY e WEST, 1987). A concentragdo da haptoglobina
aumenta em processos inflamatérios agudos, estresse e, as vezes, durante processos
neoplasicos recentes (CORAZZA, 1997).

Em relacao as proteinas da fase aguda é importante reconhecer que se elevam
nos animais em diferentes patologias, tendo pouca especificidade diagnéstica para
determinar a causa, portanto, ndo é usada como diagnéstico primario (CERON et al.,
2005). Entretanto, tem alta sensibilidade na determinacao de inflamacdes ou infec¢des
subclinicas. No trabalho realizado por OHWADA e TAMURA (1995), foi possivel
identificar cades com parvovirose duas semanas antes do surgimento dos sinais clinicos,
por meio do aumento da glicoproteina acida. Estudos como esse tém permitido sugerir,
de acordo com a proteina da fase aguda que se altera, o tipo de infeccdo que esta

ocorrendo. Em caes, esses trabalhos ja sdo abundantes, conhecendo-se as proteinas
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que elevam-se babesiose, leishmaniose, parvovirose e nas infecgbes por Bordetella
bronchiseptica, Ehrlichia canis e Escherichia coli, podendo entrar com o tratamento
antes do agravamento do quadro clinico (CERON et al., 2005). Também FAGLIARI et al.
(2003) observaram o aumento de ceruloplasmina, ol-antitripsina, haptoglobina e
glicoproteina &cida apdés duas horas da infecgdo em bezerros com Mannheimia
(Pasteurella) haemolytica, sugerindo o uso das dosagens dessas proteinas para

deteccao da doenca pré-clinica.
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Prancha 11-  Concentragcdo média de proteinas de peso molecular 238 kD, 206 kD e 175 kD
no soro de coelhos experimentalmente infectados com oocistos esporulados de
Eimeria stiedae, Jaboticabal, 2008.
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Prancha 12-  Concentracdo média de IgA, ceruloplasmina e proteina de peso molecular 115
kD no soro de coelhos experimentalmente infectados com oocistos esporulados
de Eimeria stiedae, Jaboticabal, 2008.
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Prancha 13- Concentracdo média de proteina de peso molecular 101 kD, transferrina e

albumina no soro de coelhos experimentalmente infectados com oocistos
esporulados de Eimeria stiedae, Jaboticabal, 2008.
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Prancha 14-

Concentragdo média de antitripsina, IgG de cadeia pesada e glicoproteina acida

no soro de coelhos experimentalmente infectados com oocistos esporulados de

Eimeria stiedae, Jaboticabal, 2008.
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Prancha 15- Concentragcdo média de haptoglobina e proteinas de peso molecular 32 kD e 30
kD no soro coelhos experimentalmente infectados com oocistos esporulados
de Eimeria stiedae, Jaboticabal, 2008.
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Concentracdo média de proteinas de peso molecular 27 kD, 26 kD e IgG de
cadeia leve no soro de coelhos experimentalmente infectados com oocistos
esporulados de Eimeria stiedae, Jaboticabal, 2008.



24 kD

47

— Controle — Infectado

0,05 -
0,04 -
0,03 -
0,02 /
R — —
e
0 . . . .
0 7 14 21 28

Dias ap0s infecgao

Prancha 17-  Concentragdo média de proteina de peso molecular 24 kD no soro de coelhos
experimentalmente infectados com oocistos esporulados de Eimeria stiedae,
Jaboticabal, 2008.
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Os animais eutanasiados no 28° dai apresentaram marcante distensao abdominal
que ocorreu devido a presenca de liquido na cavidade, sendo confirmado apés a incisao
na parede abdominal. Os animais infectados apresentaram consideravel hepatomegalia
associada com congestéo e fibrose em diferentes graus de evolugdo (Figura 1), tendo
ainda espessamento da parede da vesicula biliar e grande quantidade de liquido biliar
de coloragao verde-clara. Ao realizar um corte transversal no lobo hepatico verificou-se
consideravel rigidez e nodulos no parénquima hepatico. Houve ainda meteorismo
intestinal e presenca de conteudo intestinal de coloragcdo esverdeada (Figura 2). A
infecg@o por Eimeria stiedae, possivelmente, ocasionou um aumento nas concentragdes
de TNF-a contribuindo para reducdo da acdo da lipase lipoproteica endotelial
responsavel pela quebra de lipoproteinas no soro e auxiliando no processo de
regeneracao hepatica, sendo um possivel fator contribuinte para formagcdo dos nédulos
hepaticos nos animais infectados. As citocinas estao envolvidas, entre varias fungdes, e
de forma diversa, na resposta inflamatéria de pacientes que recebem carga adicional de
toxinas por diversos microorganismos. A citocina fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)
esta envolvida na regeneragdao hepatica quando o hospedeiro entra em contato com
agentes que possam danificar o figado estimulando a regeneracdo hepatica, que em
ultima analise pode participar no mecanismo de defesa desse hospedeiro contra
toxicinas e/ou infeccbes (CALLERY, KAMEI e FLYE, 1991; KIMURA, 1997). Essa
citocina desempenha papel crucial na formagédo do granuloma esquistossomotico e seus
altos niveis estdo associados a um aumento de risco na fibrose porta esquistossomética

(HASEEB, SHIRAZIAN e PREIS, 2001; JESUS et al., 2002).
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Nos animais eutanasiados no 28° dai, observou-se hiperplasia de ductos biliares
com dilatacdo da luz. As projecbes intra-luminais dos ductos eram papiliferas com
intensa presenca de mitose, havendo presenca marcante de estruturas parasitarias do
protozoario dentro das células e na luz do ducto. Ao redor dos ductos e no espaco-porta
foram encontrados proliferagdes de tecido conjuntivo (em torno de seis camadas) e
infiltrado celular inflamatério mononuclear (Figura 3). Houve ainda congestdo hepatica e
degeneracdo vacuolar moderada dos hepatécitos. O bago apresentou hiperplasia
linféide folicular e infiltrado de células inflamatérias na polpa vermelha em moderada
quantidade (Figura 4); os rins ndao apresentaram alteragbes macroscépicas, mas
acredita-se que a reproducgao parasitaria interferiu em sua capacidade de excretar uréia
no ultimo dia experimental, porém nao foi realizado exame histopatolégico do referido
orgao. Diversos autores ja relataram efeitos patolégicos e fisioldgicos ocasionados por
coccidios em varios hospedeiros, sendo encontradas lesées em diferentes 6rgaos do
corpo de acordo com a espécie do género Eimeria envolvida na infeccdo (GOMEZ-
BAUTISTA, ROJO-VAZQUEZ e ALUNDA, 1987; CARDOSO e GUIMARAES, 1993;
HOBBS e TWIGG, 1998). As lesbes hepaticas observadas no presente trabalho sao
semelhantes as encontradas por outros autores (KHALIFA, EL-ELYANI e TOULAH,
1998; AL-MATHAL, 2008; CAM et al., 2008), ressaltando-se que no parasitismo por E.
stiedae essas lesdes afetam o metabolismo hepatico e, conseqiientemente, provocam
um atraso no crescimento e, ocasionalmente, a morte do animal infectado. Ao utilizar a
mesma dose infectante, MARTINE e YVORE (1974) observaram bilirrubinemia somente
no 20° e 22° dai, enquanto que BARRIGA e ARNONI (1979 e 1981) observaram

bilirrubinemia a partir do 22° dai permanecendo até o 50°dai. No 14° dai, as
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concentragdes séricas de AST e ALT aumentaram significativamente permanecendo até
0 28° dai, sendo semelhantes aos resultados obtidos por BARRIGA e ARNONI (1979 e
1981). Na pesquisa desenvolvida por MARTINE e YVORE (1974) observou-se que a
AST aumentou consideravelmente no 11° dai diferindo dos dados obtidos na presente
pesquisa. Este resultado foi também obtido por POTTER e DICK (1979) ao estudarem a
atividade das enzimas do soro, aspartato-amino-transferase e fosfatase alcalina, em
coelhos infectados por este mesmo parasito. GOMES-BAUTISTA et al. (1987),
observaram aumento transitério nas concentragdes de ALT no soro de coelhos
infectados com E. stiedae entre 10 e 28 dai atribuindo essa alteracdo ao processo
inflamatério nos ductos biliares. ABDEL-GHAFFAR et al. (1990) também observaram
elevados niveis de AST e ALT no soro de coelhos no 23° dai, porém os niveis de
fosfatase alcalina permaneceram normais.

Na presente pesquisa, é importante ressaltar que o aumento das transaminases
esta relacionado com a extensdo e gravidade da lesdo, caracterizando a coccidiose
hepatica como uma doenca de carater cronico devido ao tempo que essas enzimas
permaneceram elevadas no organismo. A bilirrubinemia, associada ao aumento das
enzimas séricas, sugere que o parasita ocasionou lesdo hepatica e colestase, sendo
esta ultima resultante de disfungcdo hepatocelular ou obstrugéo biliar associada com
elevagdes séricas de fosfatase alcalina, pois essa enzima esta presente no epitélio dos
ductos biliares e na membrana canicular dos hepatdcitos ocasionando acumulo de
pigmento biliar dentro do parénquima hepatico causando dilatacdo dos canaliculos

biliares e degeneracao dos hepatécitos. A obstrucdo prolongada da arvore biliar induziu
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a distensdo e proliferagdo dos ductos biliares nos tratos portais, com edema e
neutréfilos periductulares ocasionando fibrose do trato portal.

O citoplasma do hepatécito € rico em ALT e a lesdo hepatocelular causada pelo
parasito resulta na liberagdo dessa enzima em maior quantidade para o sangue. De
acordo com HANADA et al. (2003), o aumento na atividade de ALT esta associado com
o dano decorrente da citlise dos hepatocitos e aumento da GGT que, em niveis
elevados, caracteriza obstrugdo dos ductos biliares. ABDEL-GHAFFAR et al. (1990)
relata que elevagdes nas atividades enzimaticas, particularmente nas enzimas
hepaticas, € um importante parametro no diagnéstico de doencgas hepaticas, ressaltando
que um aumento dessas enzimas do soro pode indicar ndo somente lesdes patologicas
como também degenerativas dos tecidos envolvidos. De acordo com HANADA et al.
(2003), o parasito penetra nas células hepatobiliares de coelhos causando intensiva
colestase e cirrose hepatica. Segundo GUTIERREZ (2003), os parasitos ao penetrarem
no epitélio biliar provocam destruicdo das células parasitadas ocasionando uma forte
reacao inflamatéria e proliferacdo celular, sendo observado anteriormente por BARRIGA
e ARNONI (1981) aumento da massa hepética de acordo com a dose infectante. Na
pesquisa desenvolvida por HANADA et al. (2003), observaram-se merozoitos nas
células dos ductos biliares e neutréfilos na submucosa dos ductos biliares no 8 dai.
GUTIERRES (2003), também relata que animais infectados por E. stiedae apresentam
espessamento dos ductos biliares, hepatomegalia, cirrose hepatica, aumento da
vesicula biliar, presenca de bile de coloragao amarelada e meteorismo intestinal.

A cirrose hepatica e ascite ocasionam hipertensdo intra-hepatica (resisténcia

aumentada ao fluxo de sangue portal) contribuindo para o processo de congestao
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observado macro e microscopicamente. Nos seres humanos, alteracées semelhantes
sdo observadas em pacientes com doencas hepaticas cronicas, tais como cirrose,
fibrose hepatica congénita, colangite esclerosante e cirrose biliar primaria (GREENWEL
et al., 1994; GARCIA-TSAO 1995; JASKIEWICZ e HALL, 1995; KIRSCH, BARS e

ARIAS, 1995).
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a b
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e f

Figura 2- Alteracdes macroscdpicas observadas em coelhos infectados experimentalmente com oocistos de E. stiedae,
Jaboticabal, 2008. a) Distensdo abdominal no 14° dai. b) Presenca de liquido na cavidade abdominal no 14
dai. ¢) Liquido aspirado da cavidade abdominal de um coelho infectado no 14° dai. d-f) Diferentes graus de

congestao e fibrose hepatica no 28° dai.
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Figura 3- Alteracdes macroscopicas observadas em coelhos infectados experimentalmente com oocistos de E. stiedae,
Jaboticabal, 2008. a-b) Congestdo hepitica e retencdo de liquido biliar no 14° dai. c) Fibrose e congestao
hepatica no 28° dai. d) Fibrose da vesicula biliar no 28° dai. e) Nédulos no parénquima hepatico no 28° dai. f)
Actmulo de gases no limen intestinal no 28° dai.



Figura 4- Alteracdes microscopicas observadas no 28 dai em coelhos infectados experimentalmente com
oocistos de Eimeria stiedae, Jaboticabal, 2008. a) Hiperplasia de ductos biliares (seta). H. E.,
100x. b) Intensa atividade mitdtica nos ductos biliares (seta). H. E., 200x. ¢) Grande quantidade
de zigotos em células (seta fina) e oocistos no limen (seta espessa) dos ductos biliares (setas).
H. E., 400x. d) Presenca de tecido conjuntivo (seta fina) e infiltrado inflamatério mononuclear
(seta espessa) em torno de ductos biliares. H. E., 100x.
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c d

Figura 5- Alteragdes microscépicas observadas no 28° dai em coelhos infectados
experimentalmente com oocistos de Eimeria stiedae, Jaboticabal, 2008. a-b) Congestao
hepdtica (seta fina) e degeneracdo vacuolar dos hepatécitos (seta espessa). H. E., 400x.
¢) Hiperplasia folicular linféide (seta espessa). H. E., 400x. d) Infiltrado de células
inflamatérias na polpa vermelha esplénica (seta espessa). H. E., 400x.
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V. CONCLUSOES

Coelhos infectados experimentalmente com 1x10* oocistos esporulados de
Eimeria stiedae tiveram cirrose hepatica que afetou o funcionamento normal do referido
6rgdo alterando o metabolismo de proteinas e lipidios e possibilitando detectar
elevacbes na sintese de proteinas de fase aguda sinalizadoras do processo

inflamatoério.
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