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INFECCAO EXPERIMENTAL DE Mazama gouazoubira (Fischer, 1814) (CERVIDAE:
ODOCOILEINAE) COM Haemonchus contortus (Rudolphi, 1803) (NEMATODA:
TRICHOSTRONGYLOIDEA).

RESUMO - A adequada compreensao dos mecanismos fisiopatoldgicos das doencgas que
afetam os animais silvestres contribui positivamente para a melhoria das condi¢des de
manutencao desses animais em cativeiro e fornece subsidios para a elaboragcédo de
planos de conservagdo de animais de vida livre. Diversos relatos de Haemonchus
contortus em cervideos de cativeiro e vida livre, bem como a importancia desse
nematdodeo para a ovinocultura, motivaram o presente estudo. Inicialmente, foram
determinados valores de normalidade para os pardmetros hematolégicos e bioquimicos,
bem como testada possivel influéncia do sexo sobre eles. Num segundo momento, os
animais foram separados em grupos e infectados experimentalmente. O processo
infeccioso foi monitorado por um periodo de 60 dias, ao final do qual os animais foram
submetidos a eutanasia e necropsiados. O processo infeccioso estabelecido, em
intensidade parasitaria similar a observada em animais de vida livre, ndo foi capaz de
suscitar alteragbes hematoldgicas, bioquimicas ou anatomo-patoldgicas relevantes,
tampouco interferir na ingestdo de alimentos, sugerindo que, apesar da possibilidade de
parasitismo, a infec¢cdo por H. contortus, nos niveis deste experimento, ndo provocam
doenca clinica nos animais. A luz dos dados morfométricos e parasitoldgicos, sugere-se
uma ma adaptacao do H. contortus aos veados-catingueiros, apesar da possibilidade de

manutencao do parasita nestes animais.

Palavras-chave: Haemonchus contortus, Mazama gouazoubira, Infeccdo experimental,
Hematologia, Patologia, Relagdo parasita-hospedeiro.
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EXPERIMENTAL INFECTION OF Mazama gouazoubira (Fischer, 1814) (CERVIDAE:
ODOCOILEINAE) WITH Haemonchus contortus (Rudolphi, 1803) (NEMATODA:
TRICHOSTRONGYLOIDEA).

ABSTRACT - The comprehension of the pathophysiological aspects concerning wild
animals’ diseases contributes favourably to the improvement of captive rearing of these
animals, and also to the elaboration of conservation action plans for free-ranging animals.
The diverse reports on deer parasitism by Haemonchus contortus and the importance of
this nematode for sheep production motivated this research. First, reference values for
haematological and biochemical parameters were determined for this species and the
gender influence on them was tested. Then, the animals were divided in groups and
infected. The infectious process was monitored over a 60 days period, and then the
animals were killed and necropsied. The established infection, similar to natural acquired
infections, was insufficient to lead to haematological, biochemical or pathological changes
or interfere with food uptake. Based on this, despite the possibility of infection, H. contortus
did not cause clinical disease in gray-brocket deer. Moreover, the morphometric and
parasitological data suggest a maladaptation of H. contortus in this host species.

Key-words: Haemonchus contortus, Mazama gouazoubira, Experimental infection,

Haematology, Pathology, Host-parasite relationship.



1. INTRODUCAO

Veados-catingueiros Mazama gouazoubira (Fischer, 1814) sdo cervideos de
médio porte que ocorrem em boa parte da regido neotropical, desde o sul do México até
o norte da Argentina, tendo sido registrados em todos os eco6topos brasileiros (PINDER
& LEEUENBERG, 1997; NOWAK, 1999).

Apesar de M. gouzoubira nao ter sido relacionado em listas de animais
ameacados de extincao (BRASIL, 2003), seu status ecolégico permanece desconhecido
devido a escassez de informagcdes acerca da real distribuicdo das subespécies.
Algumas dessas, inclusive, podem estar seriamente ameacgadas gragas a destruicao de
habitat, caca predatéria e competicio com ruminantes domésticos (PINDER &
LEEUENBERG, 1997).

CLOUT (2002) afirma que a introducao de espécies exéticas em um determinado
ecossistema pode afetar seriamente sua biodiversidade devido a, entre outros fatores,
disseminacdo de novos patdégenos. O nematddeo tricostrongilideo Haemonchus
contortus (Rudolphi, 1803) tem ocorréncia mundial, tendo sido disseminado junto com
animais domésticos provenientes da regido do Paleoartico (HOBERG et al., 2002).
Diversos trabalhos relatam a ocorréncia desse importante nematédeo abomasal de
ruminantes domésticos em cervideos do Paleartico (FERTE et al., 2000; MANFREDI et
al., 2007), Neoartico (FOREYT & TRAINER, 1970; PRESTWOOD & KELLOGG, 1971;
PRESTWOOD et al.,, 1973; EVE & KELLOGG, 1977; McGHEE et al., 1981) e
Neotropico (NASCIMENTO et al., 2000; LUX HOPPE et al. (no prelo)).

Apesar das evidéncias de infeccdo cruzada por H. contortus entre ruminantes
domésticos e cervideos, o impacto desse nematddeo sobre as espécies neotropicais €
desconhecido. A adequada compreensdo dos mecanismos fisiopatolégicos das
doencas que afetam os animais silvestres contribui positivamente para o diagnéstico
dessas enfermidades e, consequentemente, com a manutencdo desses animais em

cativeiro e a para a elaboracao de planos de conservacao para animais de vida livre.



2. REVISAO DE LITERATURA

Dos animais pertencentes a Ordem Artiodactyla Owen, 1848, os mais numerosos
e de distribuicdo mais ampla s&o os ruminantes, agrupados na Subordem Ruminantia
Scopoli, 1777. A familia Camelidae Gray, 1821, de camelos, alpacas e lhamas, evoluiu
paralelamente a esses animais, tendo derivado provavelmente de um ancestral comum.
Dentre os Ruminantia, dois grupos distintos podem ser observados, a Infraordem
Tragulina Flower, 1883, com poucos representantes modernos, e a Infraordem Pecora
Flower, 1883, representada pelos ruminantes verdadeiros (NOWAK, 1999).

A Infrardem Pecora é um grupo monofilético de artiodactilos que surgiu ha cerca
de 45 milhées de anos (Ma) na area hoje correspondente a Eurasia. As principais
familias modernas desse grupo surgiram na mesma regido, com registros fésseis
correspondentes ao Oligoceno superior (29 a 24 Ma) (GENTRY, 2000).

A dispersao de Pecora ancestrais para a regiao Afrotropical foi tardia a origem do
grupo, pois os registros fésseis sdo datados em um periodo que se estende desde o
Mioceno intermediario (22 a 15 Ma) até o Plioceno (16 a 3 Ma) (HASSANIN &
DOUZERY, 2003). Ao longo do processo de irradiagcao adaptativa nessa regiao, esses
grupos ancestrais deram origem a diversos grupos, com 0s representantes modernos
desses animais hoje pertencentes as subfamilias Aepycerotinae Gray, 1872, Antilopinae
Gray, 1821 e Reduncinae Meyer, 1907, pertencentes a familia Bovidae Gray, 1821.
Mais tardiamente, outros grupos derivados dos ancestrais Pecora Eurasianos também
migraram para a regiao Afrotropical (GENTRY, 2000; HASSANIN & DOUZERY, 2003).

Os primeiros registros fosseis de Cervidae Goldfuss, 1820 no Neartico datam do
Plioceno, e esses animais derivam de representantes europeus da mesma familia. Ao
final desse periodo (3 a 2,5 Ma), com o surgimento do Istmo do Panama,
representantes dessa familia iniciaram a dispersao para a regiao Neotropical (DUARTE
et al., 2008). O fato de ndo haver grandes herbivoros na regido Neotropical nesse
periodo permitiu a ocupacdo de nicho por esses animais sem a interferéncia de
competidores, permitindo um complexo processo de especiacdo que resultou em dois
grupos morfologicos distintos (GENTRY, 2000; DUARTE et al., 2008).



Um dos grupos morfoldgicos € representado por espécies de grande tamanho
corporal, cujos machos apresentam chifres bastante desenvolvidos e ramificados.
Esses animais sdo adaptados a areas de vegetagédo aberta, campos e pantanos e sao
representados tipicamente pelos géneros Odocoileus Rafinesque, 1832, Blastocerus
Wagner, 1844, Ozotocerus Ameghino, 1891, e pelo género de menor tamanho corporal
Hippocamelus Leuckart, 1816 (MERINO et al., 2005; DUARTE et al., 2008).

O outro grupo, representado pelos géneros Mazama Rafinesque, 1817 e Pudu
Gray, 1850, é caracterizado por menor tamanho corporal dos adultos e pelos chifres
simples e desprovidos de bifurcacdo nos machos, provaveis adaptagdes ao habitat
desses animais, que ocorrem em areas de vegetacdo densa e eco6tonos relacionados
(MERINO et al., 2005; DUARTE et al., 2008).

A taxonomia do género Mazama ainda ndo estd bem resolvida, em vista da
possibilidade de um grande numero de padrdes cariotipicos e, consequentemente, de
espécies cripticas (DUARTE et al., 2008). No Brasil, € reconhecida a ocorréncia de
cinco especies, M. gouazoubira, Mazama americana (Erxleben, 1777), Mazama nana
(Henslow, 1872), Mazama nemorivaga (Cuvier, 1817) e Mazama bororo Duarte, 1992
(DUARTE, 2007), apesar de alguns autores considerarem apenas as trés primeiras
como validas (NOWAK, 1999).

Os veados-catingueiros M. gouazoubira sao animais de porte médio, com peso
variavel entre 17 e 23 Kg na natureza. A coloracéo da pelagem varia de uma tonalidade
castanho-acinzentada a marrom-clara, com a pelagem da regido ventral geralmente
mais clara que o dorso (PINDER & LEEUENBERGER, 1997; NOWAK, 1999). Em
contraste com outras espécies de cervideos, os machos de veados-catingueiros nao
apresentam ciclo anual de troca de chifres bem caracterizado, podendo manté-los por
até 12 meses (PINDER & LEEUENBERGER, 1997).

O periodo de atividades de veados-catingueiros € bastante variavel, com relatos
de atividade diurna, crepuscular e noturna. Esses animais procuram ingerir itens
alimentares de alta digestibilidade, como folhas e brotos de dicotiled6neas, frutas e
sementes (NOWAK, 1999; OLIVEIRA & DUARTE, 2006), sendo, portanto, classificados

como “browsers” na tradicional classificagdo de Hoffmann (BODMER, 1989).



Num estudo da ecologia alimentar de Mazama amazénicos, BODMER (1989)
demonstrou que 80% do conteudo rumenal desses animais era composto por frutas,
sobretudo das palmeiras Euterpe spp € Iriartea spp.

Os primeiros estudos filogenéticos e biogeograficos acerca dos
Trichostrongyloidea Cram,1927 foram desenvolvidos por DURETTE-DESSET (1985),
grupo ao qual pertencem os Haemonchinae (Skrjabin & Schulz, 1937). Essa
classificacdo nunca foi contestada, apesar de haver conflito quanto ao relacionamento
flogenético entre os Haemonchinae e outros grupos taxondmicos pertencentes a
mesma superfamilia (GIBBONS & KHALIL, 1982; DURETTE-DESSET et al., 1994). O
conceito mais aceito atualmente é que os Haemonchinae formam um grupo monofilético
com os Ostertagiinae Sarwar, 1956 (HOBERG & LICHTENFELS, 1994), fato que levou
DURETTE-DESSET et al. (1999) a erigrem uma nova familia, denominada
Haemonchidae (Skrjabin & Schulz, 1937), para albergar esse grupo.

Estudos filogenéticos sugerem que as espécies basais do género Haemonchus
Cobbold, 1898 tém origem provavel na regiao Afrotropical (GIBBONS, 1979), tendo co-
evoluido com os ancestrais das subfamilias Antilopinae, Reduncinae e Aepycerotinae
(Artiodactyla: Bovidae) (HOBERG et al., 2004). A adaptacdo e a consequente
especiacdo desse nematddeo em outros grupos de Artiodactyla, inclusive os mais
basais como os Camelidae e os Bovinae, ocorreram a medida que esses grupos
migraram para essa regidao biogeografica ou com a dispersdo de hospedeiros de
Haemonchus spp para outras regides (HOBERG et al., 2004).

Do ponto de vista evolutivo, H. contortus é mais basal que as espécies
congenéricas, também registradas em animais domésticos, Haemonchus placei (Place,
1893) e Haemonchus similis Travassos, 1914 (HOBERG et al., 2004). Apesar disso,
essa espécie tem como hospedeiros centrais 0os animais da subfamilia Caprinae Gray,
1821 (HOBERG et al., 2004), considerados o grupo mais derivado dentre os
Artiodactyla do Paleoértico (GENTRY, 2000). Esse fato deve-se, provavelmente, a
dispersao e a adaptacdo tardia de espécies do género Haemonchus a novos
hospedeiros (HOBERG et al., 2004).



E comum as espécies de Haemonchus o fato de serem registradas em outras
espécies que nao as consideradas como hospedeiros centrais, seja em interacdes
estaveis, seja em associagdes efémeras, geralmente com abundéancia e prevaléncia
baixas (HOBERG et al., 2004). Esses animais sdo, portanto, denominados hospedeiros-
satélite, e as espécies de Haemonchus podem ser classificadas como generalistas
(NEE et al., 1991).

Dentre as espécies de Haemonchus, H. contortus é o parasita com maior numero
de registros em hospedeiros-satélite, tendo sido observado em 36 géneros de
artiodatilos, além dos quatro géneros de espécies tidas como centrais Ammotragus
Blyth, 1840, Capra Linnaeus, 1758, Ovis Linnaeus, 1758 e Rupicapra Blainville, 1816
(Bovidae: Caprinae) (HOBERG et al., 2004).

Na Europa, diversos estudos (ZAFFARONI et al, 2000; FERTE et al., 2000;
BOHM et al., 2007; MANFREDI et al., 2007) evidenciam infeccdes por esse nematédeo
em ruminantes silvestres, inclusive em Cervidae, geralmente em baixas abundancias.

Infecgbes por H. contortus em animais selvagens exibem indicadores de infecgdo
mais expressivos quando hd uma relagdo préxima entre eles e rebanhos de animais
domésticos, em especial dos pequenos ruminantes, evidenciando que os animais
domésticos sdo os responsaveis pela manutencdo de H. contortus em determinada
area (FERTE et al., 2000; ZAFFARONI et al., 2000; MANFREDI et al., 2007).

As grandes navegacdes promovidas por volta de 1500 disseminaram o0s
ruminantes domésticos e, consequentemente, seus parasitas para regioes
biogeograficas até entdo virtualmente isoladas, como o Neartico, o Neotrépico e a
Australia (HOBERG et al., 2004).

Os cervideos do Neartico e do Neotrépico mostraram-se bons hospedeiros de
captura para H. contortus, o qual foi diagnosticado nos géneros Alces Gray, 1821,
Blastocerus, Cervus Linnaeus, 1758, Mazama, Odocoileus e Ozotocerus
(NASCIMENTO et al., 2000; HOBERG et al., 2004; LUX HOPPE et al., no prelo).

No Brasil, o parasitismo por esse nematddeo foi observado em M. gouazoubira,
M. americana, Blastocerus dichotomus (llliger, 1815) e Ozotocerus bezoarticus

(Linnaeus, 1758), sempre com indicadores de infecgcdo pouco expressivos



(NASCIMENTO et al.,, 2000; LUX HOPPE et al.,, no prelo), mantendo o padrédo
observado para os cervideos europeus (FERTE et al., 2000; ZAFFARONI et al., 2000;
MANFREDI et al., 2007) e para espécies generalistas (NEE et al., 1991). No Pantanal
brasileiro, foi relatada grande similaridade entre a helmintofauna de M. gouazoubira e
de ruminantes domésticos simpatricos (LUX HOPPE et al., no prelo; CATTO &
FURLONG, 1983), evidenciando a importancia dos animais domésticos como
mantenedores e disseminadores do parasita.

Apesar de alguns autores afirmarem que os animais silvestres podem atuar como
reservatérios de parasitas e, consequentemente, representar um risco sanitario a
produgdo animal (McGHEE et al., 1981; BOHM et al., 2007), h4 mais evidéncias
justamente do contrario, ou seja, que a producao animal pode resultar em impacto a
vida silvestre (ZAFFARONI et al., 2000; MANFREDI et al., 2007).

CLOUT (2002) destaca que o impacto provocado por espécies introduzidas em
um determinado bioma é decorrente da introducdo de patbégenos, além de outros
fatores também relevantes. O fato é que esses patégenos introduzidos podem resultar
na reducao da populacao de espécies nativas, culminando em alteragdes consideraveis
no equilibrio desse bioma.

Os efeitos do parasitismo gastrintestinal sobre a dinamica populacional dos
hospedeiros foram demonstrados em elegantes modelos experimentais desenvolvidos
por ANDERSON & MAY (1978) e MAY & ANDERSON (1978), utilizando colénias de
camundongos infectados por Hymenolepis diminuta (Rudolphi, 1819) e Nippostrongylus
brasiliensis (Travassos, 1914).

ALBON et al. (2003), por outro lado, foram capazes de comprovar essa hipotese
em populagdes selvagens, demonstrando que o tricostrongilideo abomasal Ostertagia
gruehneri Skrjabin, 1929 regula negativamente a populacao de renas Rangifer tarandus
(Linnaeus, 1758) por reduzir a taxa de fertilidade dessa espécie, tanto por mau
aproveitamento nutricional quanto por aumento da taxa de mortalidade da populagao.

HUDSON et al. (1992) demonstraram em uma populacao de Lagopus scoticus
(Latham, 1787) de vida livre que o parasitismo gastrintestinal, além de impactos diretos

sobre o0 hospedeiro, ainda os torna mais predisponentes a predacao.



Haemonchus contortus é bastante comum em veados-de-cauda-branca
Odocoileus virginianus Zimmermann, 1780 nos Estados Unidos da América (EUA)
(FOREYT & TRAINER, 1970; PRESTWOOD et al., 1973), inclusive com relatos de
doenca clinica e morte de exemplares de vida livre (PRESTWOOD & KELLOGG, 1971;
EVE & KELLOGG, 1977).

EVE & KELLOGG (1977) sugerem que a intensidade parasitaria de
tricostrongilideos abomasais, entre eles H. contortus, pode ser usada para prever a
dindmica populacional de O. virginianus, ressaltando-se a relevancia da relacao
hospedeiro-parasita entre cervideos e helmintos para melhor compreensao da ecologia
desses animais.

Os efeitos de H. contortus sobre os indices hematimétricos de O. virginianus
foram avaliados experimentalmente por FOREYT & TRAINER (1970). Esses autores
relataram intenso decréscimo dos valores de hemoglobina e volume corpuscular médio
(VCM), assim como palidez de mucosas, emaciacao e apatia. Nao ha disponiveis na
literatura dados acerca de alteragdes hematolégicas resultantes de infeccoes
parasitarias em M. gouazoubira, tampouco de outras espécies de cervideos
neotropicais.

Anadlises hematoldgicas e bioquimicas sdo um método nao invasivo de avaliacao
das condicdes de saude de animais (JAIN, 1993). Para verificar possiveis alteragdes
provocadas por parasitas em animais, os exames de sangue representam, portanto,
uma das melhores formas de monitoramento do processo infeccioso in vivo. No entanto,
valores de referéncia para veados-catingueiros sao escassos e geralmente obtidos a
partir de amostras de sangue de animais anestesiados (DUARTE, 2007).

Foi demonstrado, para o cervo-do-pantanal B. dichotomus, que animais
anestesiados e contidos fisicamente apresentam diferencas significativas entre
parametros hematolégicos e bioquimicos, provavelmente decorrentes da maior
liberacdo de catecolaminas pelos animais ndo anestesiados (SZABO et al., 2005).

A hemoncose em pequenos ruminantes geralmente é associada a edema e
hiperplasia do epitélio abomasal, com presengca de focos hemorrdgicos e parasitas.

Infiltrado celular predominantemente polimorfonuclear e aumento dos linfonodos locais



também sao relatados. Em alguns animais, acumulo de liquidos em cavidades e
degeneracao dos depdsitos de gordura séo relatados (AMARANTE et al., 1999; BALIC
et al., 2000; PEREZ et al., 2001; HUNTLEY et al., 2004). Nado ha disponiveis na
literatura dados acerca de alteragcdes necroscopicas em cervideos afetados por esses
parasitas.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos gerais

O presente estudo visou avaliar experimentalmente a relagdo hospedeiro-

parasita estabelecida entre veados-catingueiros e H. contortus.

3.2. Objetivos especificos

Inicialmente, buscou-se determinar os valores normais dos parametros
hematoldgicos e bioquimicos para veados-catingueiros submetidos a contencéo fisica e
testar uma possivel influéncia do sexo sobre esses valores.

Num segundo momento, apos infeccao de um grupo experimental com larvas de
H. contortus obtidas de B. dichotomus de cativeiro naturalmente infectados, foi avaliada
a interferéncia do parasitismo sobre os parédmetros hematolégicos e bioquimicos ao
longo de 60 dias.

Ao final do periodo experimental, objetivou-se avaliar possiveis lesbes
resultantes da infeccdo, determinar a intensidade parasitaria e a taxa de fixacdo e
comparar os aspectos morfométricos dos parasitas de M. gouazoubira com espécimes
da mesma linhagem obtidos de B. dichotomus naturalmente infectados e de Ovis aries
infectados experimentalmente, como forma de compreender, em parte, a relacédo
parasita-hospedeiro estabelecida entre essa espécie de nematédeo e os veados-

catingueiros.
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4. METODOLOGIA

4.1. DETERMINACAO DE VALORES DE REFERENCIA PARA OS PARAMETROS
HEMATOLOGICOS E BIOQUIMICOS

4.1.1. Animais e instalacoes

Para determinacao dos valores hematol6gicos e bioquimicos de referéncia para
veados-catingueiros contidos fisicamente, foram utilizados 11 animais adultos, trés
machos e oito fémeas, com idades variando entre dois e oito anos. Os animais
pertenciam ao Nucleo de Pesquisa e Conservacdo de Cervideos (Nupecce) da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Unesp, em Jaboticabal, Estado de
Sao Paulo (Licenga Ibama 1/35/92/0882-5).

Esses animais eram alojados em baias individuais (Fig. 1A), todas localizadas no
mesmo galpdo, e recebiam dieta de aproximadamente 400g de racao comercial
peletizada para cavalos (TecHorse®), com 15% de proteina bruta, suplementada com
soja-perene Neotonia wightii, amora Morus alba, soja Glycine max e/ou ramy
Boehmeria nivea, dependendo da disponibilidade. Agua era fornecida ad libitum em
baldes suspensos.

Todos os animais apresentavam-se clinicamente sadios, livres de parasitas, e
testes soroldgicos para leptospirose nao revelaram infeccdo ativa tampouco contato
recente com o agente. Sobretudo, esses animais eram bastante tolerantes a presenca

humana e a contencéo fisica.
4.1.2. Coleta e processamento de amostras
Previamente as coletas, os animais foram submetidos a jejum alimentar de 12

horas. As amostras de sangue foram colhidas por venipungéo da jugular (Fig. 1B), com

o animal sob contencgéo fisica, em tubos de coleta a vacuo.
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Figura 1. Instalac6es e procedimentos de coleta de sangue. A. Fémea adulta de
veado-catingueiro alojada em baia individual. B. Procedimento adotado para coleta de
sangue por venipungao de jugular, apenas com contencao fisica do animal.
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De cada animal foram colhidas trés amostras de sangue, sendo a primeira com
volume de 2 a 3 mL em tubos com K,-EDTA, a segunda com 1 mL em tubos com
Na,EDTA-NaF e a ultima com 4 a 5 mL em tubos com fator de ativagdo de coagulacao
(Clot-ativator®), num volume total maximo de 9 mL por coleta.

A coleta foi realizada ao entardecer, da forma mais breve possivel, para
minimizar os efeitos do stress agudo. As amostras de sangue com anticoagulante foram
mantidas em caixa isotérmica com gelo, enquanto as amostras sem anticoagulante
permaneceram a temperatura ambiente. Todas as amostras foram levadas para o
Laboratério de Pesquisa do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinarias num
periodo inferior a 30 minutos.

Para obtengdo de plasma ou soro, os tubos foram centrifugados a 3.000xg
durante 5 minutos. Apds centrifugacao, aliquotas das amostras foram pipetadas para
microtubos de 1,5 mL, sendo prontamente processadas ou congeladas a -18°C em

freezer doméstico para andlises posteriores.

4.1.3. Hematologia

No laboratorio, os esfregacos sanguineos foram prontamente preparados
buscando evitar possiveis alteragdes na estrutura celular decorrentes de contato com o
anticoagulante. As contagens totais de hemacias (RBC) e leucécitos (WBC) foram feitas
manualmente em camara de Neubauer. Para contagem de RBC, uma aliquota de 20uL
de sangue foi diluida em 8mL de solugcdo de NaCl a 0,9%, enquanto para a contagem
de WBC, a quantidade de sangue supracitada foi diluida em 0,4mL de solug¢édo de &cido
acético a 4%, numa adaptacao da técnica descrita por JAIN (1993).

A hemoglobina (Hb) foi quantificada pelo método colorimétrico da cianometa-
hemoglobina, utilizando-se kit comercial Hemoglobina® Labtest, com leitura em
espectrofotbmetro  LabQuest® previamente calibrado. Para determinacdo do
hematocrito (Ht), tubos capilares foram preenchidos com sangue com K:;EDTA e
centrifugados a 12.000xg por 5 minutos (JAIN, 1993).
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Os parametros volume corpuscular médio (VCM) e concentragdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM) foram estimados de acordo com formula proposta por
WINTROBE (1932).

4.1.4. Parametros bioquimicos

A quantidade de proteinas plasmaticas totais (PPT) foi determinada por anélise
refratométrica, utilizando-se um refratdmetro de bancada tipo Atago, sem compensacao
de temperatura. A concentragcao de fibrinogénio (Fib), por sua vez, foi determinada pelo
método da precipitacao pelo calor (ECKERSAL, 2008).

As proteinas séricas totais (PST) foram avaliadas pelo método do Biureto,
considerado mais preciso (ECKERSAL, 2008), e por refratometria, pela simplicidade e
pelo baixo custo. Os valores obtidos por cada método foram comparados para
avaliacao da confiabilidade do uso de refratometria para determinacédo desse parametro
para essa espécie, seguindo recomendacdes de GEORGE (2001).

A concentracao de albumina (Alb) também foi determinada por colorimetria,
utilizando dois reagentes diferentes, o verde de bromocresol, com uso ja consagrado
em Medicina Veterinaria, € o purpura de bromocresol, considerado mais preciso que o
anterior por CLASE et al. (2001) e DULY et al. (2003). A concentracdo de globulinas foi
determinada apenas pela diferenca entre os valores obtidos para as proteinas séricas
totais pelo método do biureto e para a albumina pelo método do verde de bromocresol
(ECKERSAL, 2008).

A glicose foi dosada por método colorimétrico cinético a partir de amostras de
plasma obtido de sangue adicionado de NaF-K;EDTA, com kit comercial enzimatico
PAP-Liquiform®. Todas as leituras colorimétricas, de ponto final ou cinéticas, foram
realizadas em espectrofotdmetro semiautomatico LabQuest® previamente calibrado
para cada kit.
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4.1.5. Analise estatistica

Os valores obtidos para cada parametro foram expressos como média aritmética
(xdesvio padrao). As andlises estatisticas foram feitas utilizando o software GraphPad
Prism® (versdao 5.0). Para todas, diferencas significativas estatisticamente foram
consideradas quando o valor obtido para P era inferior a 0,05.

A possivel influéncia do sexo sobre cada parametro foi testada pelo teste ndo
paramétrico U de Mann-Whitney, devido a impossibilidade de determinacédo de
distribuicdo gaussiana em decorréncia da amostra reduzida de animais do sexo
masculino (n=3).

A comparacdo de diferentes métodos para determinagdo de um mesmo
parametro foi feita por teste t e pela analise de Bland-Altman, ap6s confirmagcédo da

normalidade de distribuicdo dos valores amostrais pelo teste de D"Agostino & Pearson.
4.2. INFECCAO EXPERIMENTAL COM Haemonchus contortus
4.2.1. Animais

Foram utilizados seis veados-catingueiros adultos, trés machos e trés fémeas,
livres de parasitas e soronegativos para leptospirose, mantidos no mesmo galpéo e sob
as mesmas condicdes citadas anteriormente.

Esses animais eram mantidos em baias individuais e foram divididos em dois
grupos experimentais:

l. Controle, com dois animais.
Il. Infectados, com quatro animais inoculados com 7.500 larvas
La.

O tamanho do inéculo utilizado neste experimento esta de acordo com o

proposto por WOOD et al. (1995) para infec¢do experimental de animais domésticos. O

piso de concreto das baias era coberto parcialmente com uma camada de 5 cm de feno,
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formando uma cama para os animais. As baias eram higienizadas semanalmente, como
forma de evitar possiveis reinfecgées durante o periodo experimental.

Durante todo o periodo experimental, os animais receberam dieta de 400g de
concentrado comercial para equinos (Omolene®), com 15% de proteina bruta, fornecida
em cochos suspensos por uma base de concreto, além de volumoso (soja, soja-perene,

amora e/ou ramy) e agua ad libitum.

4.2.2. Obtencao da linhagem de Haemonchus contortus

A linhagem utilizada no experimento provém de uma populagdo de cervos-do-
pantanal Blastocerus dichotomus naturalmente infectados, mantidos em cativeiro no
NUPECCE, FCAV/Unesp. Amostras de fezes desses animais foram submetidas a
coprocultura pelo método de Roberts & O Sullivan (UENO & GONCALVES, 1998) até o
desenvolvimento de larvas infectantes.

As larvas obtidas foram identificadas morfologicamente, de acordo com chave
proposta por SANTIAGO (1968) e administradas por via oral a um carneiro, numa dose
infectante de cerca de 8.000 larvas. Ap6s determinado o periodo de paténcia, o animal
foi abatido e os vermes adultos recolhidos do abomaso, para identificacao especifica e
oviposi¢ao in vitro. Os ovos obtidos foram cultivados em frascos com vermiculita

mantidos em temperatura ambiente, até obtengéo de cultura pura de H. contortus.

4.2.3. Infeccao dos animais

Os animais do grupo teste receberam iscas de banana contendo in6culos de
7.500 L3 por via oral. Iscas livres de larvas foram fornecidas aos animais-controle.
Todos os animais ingeriram prontamente as iscas assim que oferecidas. O dia da
infeccao € correspondente ao dia 0 do periodo experimental.
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4.2.4. Monitoramento da infeccao

4.2.4.1. Determinacao da ingestao de alimento

Desde o 15° dia anterior a infecgdo (dai) até o 60° dia pos-infecgao (dpi), a
ingestdo de racdo e volumoso foi determinada pela diferenca entre o peso da

quantidade oferecida e das sobras.

4.2.4.2. Avaliacao parasitologica durante o periodo experimental

Diariamente, a partir do 12 dia pés-infecgdo, amostras foram colhidas da parte
superior dos monticulos de fezes, como forma de evitar a contaminagdo por
nematodeos de vida livre presentes junto ao piso ou a cama de feno. Essas amostras
foram processadas inicialmente pelo método de Willis-Mollay (UENO & GONGALVES,
1998), para determinagdo da presenca de ovos de H. contortus e determinacdo do
periodo pré-patente. Sempre que ovos eram observados por esse método, as amostras
eram entdo submetidas a analise pelo método quantitativo de Gordon & Whitlock
modificado (UENO & GONCALVES, 1998), para avaliacdo da oviposicao diaria do
parasita nesse hospedeiro.

4.2.4.3. Hematologia e exames bioquimicos

Amostras de sangue foram colhidas por venipung¢do da jugular em tubos de
coleta a vacuo no 24°, 14% e 72 dai e 19, 22, 49, 6°, 10%, 17°, 24°, 319, 38%, 44°, 51 ¢ 58°
dpi do periodo experimental.

Foram colhidas trés amostras de sangue de cada animal dos grupos
experimentais, sendo uma amostra de TmL em NaF-K3EDTA, uma de 2 a 3 mL em
tubos contendo K3-EDTA e uma de 4 a 5 mL em tubos secos com ativador de codgulo,

totalizando um maximo de 9mL por coleta. Os procedimentos adotados foram
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semelhantes aos do experimento para determinagdo de parametros hematolégicos

descritos anteriormente.
4.2.4.4. Analise estatistica

Como forma de minimizar a interferéncia de variacbes individuais, os dados
referentes a ingestdo de alimento e hematologia foram agrupados em infectados e
controle para analise estatistica.

Devido a impossibilidade da verificagdo de normalidade de distribuicdo das
amostras, os dados foram submetidos a transformacao logaritmica apos verificagcdo da
constancia do coeficiente de variacdo da amostra, buscando a reducao da variacédo e
tornando a avaliagao estatistica mais confiavel. Apds a transformacéao, os dados foram
analisados pelo teste de Kruskall-Wallis complementado com comparagao posterior
multipla de Dunn. Diferenca estatistica entre valores foi considerada quanto o valor

obtido para P era inferior a 0,05.
4.2.5. Necropsia dos animais

Ao 60° dia do periodo experimental, os animais foram submetidos a eutanasia
por administracdo de 100mg/Kg de tiopental sédico por via intravenosa, seguido da
administracdo de solucdo aquosa de KCl a 19,1% até constatacdo de parada
cardiorrespiratoria por auscultacdo cuidadosa, de acordo com normas estabelecidas
pela AVMA (2007). Apbés o abate, os animais foram prontamente transportados ao
Laboratério de Anatomia Patolégica do Departamento de Patologia Veterinaria da
FCAV/Unesp, onde foram necropsiados segundo técnicas de rotina. Todos os
procedimentos adotados neste experimento tém autorizacdo do IBAMA, conforma
citado anteriormente, e foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa em Bem-
Estar Animal da FCAV/Unesp (019661-07).

Ap6s abertura do abomaso pela curvatura maior, o o6rgdo foi lavado

cuidadosamente sob agua corrente e todo o conteudo foi recolhido em bandeja,



18

tamisado e fixado em solucdo de Railliet & Henry, segundo técnicas rotineiras.
Fragmentos das regiées fundica e pilérica do abomaso, bem como do linfonodo
correspondente ao érgao, foram colhidos para exame histopatologico.

Os fragmentos colhidos para avaliagao histopatologica foram fixados em formol a
10%, tamponado com fosfatos, com pH ajustado em 7,6, por cerca de 12 horas.
Posteriormente, os cortes foram clivados, desidratados em série alcodlica, diafanizados
e incluidos em parafina para sec¢ao seriada em micrétomo, em cortes de 5um de
espessura. Esses cortes foram entdo corados por hematoxilina e eosina para analise
das alteracdes morfoldgicas do tecido. Coloracdes pelo acido periddico de Schiff (PAS)
e azul de toluidina foram realizadas para contagem de células mucosas e de
mastocitos, respectivamente.

O conteudo abomasal foi avaliado sob microscopio estereoscépico para
recuperacao dos parasitas, que foram sexados, contados e conservados na mesma

solucéo utilizada para fixagao.

4.2.6. Determinacao da taxa de recuperacao e estudos morfométricos

A taxa de fixacdo dessa linhagem de H. contortus foi determinada apenas para
0s quatro animais infectados, pela relacdo entre o0 niumero de larvas infectantes do
in6culo oferecido e o numero de adultos obtidos. Nao foi calculada a taxa de fixagéo
para o ovino doador pelo fato de o tempo de infeccdo e a dose infectante serem
diferentes, impossibilitando comparagdes fidedignas.

Estudos morfométricos basearam-se na andlise das medidas de parametros com
relevancia taxon6mica de dez espécimes de H. contortus de cada sexo obtidos do
carneiro doador, de um filhote de B. dichotomus da populagdo original e dos animais
infectados.

Os parametros avaliados foram comprimento total (Ct), comprimento do es6fago
(Eso), distancia do anel nervoso (AN) e poro excretor (PExc) relativa a extremidade

anterior, largura do corpo (L) a altura da juncéo eséfago-intestinal, comprimento do
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espiculo esquerdo (Esp) e gubernaculo (Gub) para os machos e distancia da vulva e do
anus a extremidade posterior para as fémeas.

Os dados biométricos dos espécimes de cada espécie de hospedeiro foram
previamente testados pelo teste de D’Agostino e Pearson. Apds confirmagdo da
normalidade da distribuicdo dos dados, estes foram submetidos ao teste de ANOVA
simples seguido por teste t multiplo para comparagéo aos pares. Diferenga significativa
entre as médias foi considerada quando o valor obtido para P foi inferior a 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Obtencdo de parametros hematolédgicos e bioquimicos'

Os valores obtidos para as séries vermelha e branca estéo listados na tabela 1, e
os resultados da andlise estatistica desses dados estdo resumidos na tabela 2. Nao

foram observadas diferencas entre os parametros hematolégicos de machos e fémeas.

Tabela1. Parametros hematol6égicos obtidos para veados-catingueiros Mazama
gouazoubira de cativeiro contidos fisicamente, mantidos no Nupecce,

FCAV/Unesp.
Machos (n=3) Fémeas (n=8)
Amplitude Média £ DP* Amplitude Média + DP*
RBC (x1 06) 17,98 — 20,84 19,8 + 1,6204 16,36 — 24,24 18,75 + 2,8985
Ht (%) 41 — 45 43,29 + 2,0816 38 - 50 44,47 + 3,9256
Hb (g/dL) 12,9 - 15,45 14,42 +1,3419 12,8-17,6 15,14 £ 1,9597
MCV (fL) 19,67 — 25,03 21,98 + 2,757 20,21 — 28,11 23,70 £ 2,7500
MCHC (%) 28,67 — 37,68 33,40 + 4,522 31,16 — 37,6 34,04 +1,9800
WBC (/mm°) 4100 - 6900 5033,3 £ 1616,5 2800 — 9600 5900 + 1982,7
Neutréfilos (/mm®) 2665 — 4209 3330 + 793,93 1736 — 4800 3575,8 +1061,2
Eosinofilos (/mms) 82 — 621 289 + 290,43 116 — 1943 712,14 + 686,67
Basofilos (/mm?® 0-82 27,33 +47,34 0-61 17,00 £ 29,05
Linfécitos (/mm g 779 — 2001 1350,3 £ 614,8 868 — 3264 1750,4 + 803,8
Mondcitos (/mm>) 0-69 36,67 + 34,70 28 -192 101,71 + 55,56
Relagao L:N** 0,25:1 - 0,47:1 0,4 + 0,1305:1 0,28:1 — 0,74:1 0,5+ 0,1807:1

* Desvio Padrao; ** Relagao Linfécitos:Neutrofilos

Em todos os animais foi verificada a presenca de poiquilocitose moderada a
intensa. Alteracbes morfologicas em hemacias de cervideos foram descritas
inicialmente por Gulliver em 1840 (DUNN, 1964) e sdo determinadas pelo tipo de
hemoglobina (THORN, 2000; HARVEY, 2008; SZABO et al., 2005).

Drepanocitose, semelhante a descrita em esfregacos sanguineos de Odocoileus
hemionus (THORN, 2000) e em eritrécitos de M. gouazoubira submetidos a condi¢cao de
hipéxia (CHAMUT & BLACK-DECIMA, 2002), nao foi observada neste estudo. Estudos
em outras espécies de cervideos como renas Rangifer tarandus e muntiacos Muntiacus

' LUX HOPPE, E.G.; SCHMIDT, E.M.S.; ZANUZZO, F.S.; DUARTE, J.M.B.; NASCIMENTO, A.A.
Haematology of captive grey-brocket deer Mazama gouazoubira (Fischer, 1814) (Cervidae:
Odocoileinae). Comparative Clinical Pathology. V. 19, p. 29 — 32, 2010.
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muntjac também nao revelaram a presenca de drepandcitos (THORN, 2000). Por outro
lado, outras altera¢des da morfologia eritrocitica como policromasia e anisocitose foram
registradas em R. tarandus (HENKEL, 2000), demonstrando que o padrao de alteracéao

morfologica das hemacias das diversas espécies de cervideos é bastante variavel.

Tabela2. Andlise estatistica, pelo método ndo paramétrico de Mann-Whitney, dos
parametros hematoldgicos obtidos para veados-catingueiros Mazama
gouazoubira de cativeiro contidos fisicamente, mantidos no Nupecce

FCAV/Unesp.

Machos (n=3) Fémeas (n=8) U de Mann- P

Média + DP* Média + DP* Whitney
RBC (x106) 19,8 £ 1,6204 18,75 £ 2,8985 9,000 0,6303
Ht (%) 43,29 +2,0816 44,47 + 3,9256 9,000 0,6303
Hb (g/dL) 14,42 + 1,3419 15,14 £ 1,9597 10,00 0,7758
MCV (fL) 21,98 + 2,757 23,70 £ 2,7500 7,000 0,3758
MCHC (%) 33,40 + 4,522 34,04 +1,9800 11,00 0,9212
WBC (/mm®) 5033,3 £ 1616,5 5900 + 1982,7 10,00 0,7573
Neutréfilos (/mm°) 3330 £ 793,93 3575,8 £ 1061,24 9,000 0,8333
Eosindfilos (/mm3) 289 + 290,43 712,14 + 686,67 6,000 0,3833
Basofilos (/mmi) 27,33 +47,34 17,00 £ 29,05 9,000 0,7729
Linfécitos (/mm 2 1350,3 + 614,85 1750,43 + 803,8 7,000 0,5167
Monocitos (/mm®) 36,67 + 34,70 101,71 + 55,56 4,000 0,1833

*Desvio padrao

O processo de contencgéao fisica frequentemente resulta em resposta aguda a
estresse, podendo ocasionar alteracées nos parametros da série vermelha, como Ht e
RBC, decorrentes de contracdo esplénica por estimulo de catecolaminas (MARCO &
LAVIN, 1999; SZABO et al., 2005). Apesar dos esforcos direcionados para minimizagéo
da influéncia do estresse sobre 0s animais, como a coleta no final da tarde e no menor
tempo o possivel, os parametros obtidos para as amostras foram pouco superiores a
dados disponiveis na literatura (SZABO et al., no prelo), talvez por efeito do estresse.

Por outro lado, niveis elevados de hemoglobina aliados a baixos valores de VCM
tipicamente encontrados em cervideos (SEAL & ERICKSON, 1969; THORN, 2000)
podem ocasionar valores imprecisos quando avaliados por contadores automaticos de
células baseados no principio de Coulter. Nesses casos, ha uma superestimacao do
valor de VCM, resultando em valores erroneamente baixos para Ht e CHCM, ja que
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esses valores sdo estimados a partir do VCM, além de uma contagem baixa de
eritrécitos, devido ao fato de a impedancia de células pequenas muitas vezes ser
desconsiderada pelo equipamento (MOHANDAS et al., 1986).

Portanto, os valores discretamente maiores dos parametros da série vermelha
deste estudo podem ser devidos & metodologia empregada, ja que os dados de SZABO
et al. (2009) foram obtidos em contador automatico. Sugere-se que o uso de contadores
automaticos baseados no principio de Coulter sejam previamente validados com
métodos de contagem manual, buscando minimizar erros e aumentar a confiabilidade
dos dados obtidos.

Embora a influéncia do sexo sobre numero total de hemécias, hematdcrito e
hemoglobina tenha sido relacionada por THORN (2000), diferencas estatisticamente
significativas entre os parametros hematolégicos de cada sexo nao foram observadas
nos animais do presente estudo. A utilizagdo de animais adultos excluiu a possibilidade
de interferéncia da idade, uma vez que mesmo animais jovens com mais de seis meses
ja apresentam valores de hemograma similares aos dos adultos (THORN, 2000).

Os valores de leucograma obtidos foram semelhantes aos de outros trabalhos
disponiveis na literatura (SZABO et al., 2009) e ndo apresentaram diferenca entre as
populacdes de cada sexo, apesar de uma contagem discretamente maior de leucécitos
para as fémeas.

A contagem diferencial de leucécitos também foi semelhante para ambos os
sexos e proxima de valores previamente publicados para a espécie, apesar de 0s
valores de linfécitos das fémeas ser discretamente menor que os descritos por SZABO
et al. (2009) e da contagem de eosinéfilos nos machos e mondécitos nas fémeas
levemente superior aos descritos pelos mesmos autores citados anteriormente. THORN
(2000) menciona que estimulos estressantes, tais como manejo e contencao fisica, tém
influéncia sobre os parametros hematolégicos de veados, especialmente nas fémeas,
que respondem com leucocitose de forma mais intensa que os machos. Notavelmente,
neste estudo a contagem total de leucécitos foi maior para as fémeas que para os
machos, sem que houvesse, no entanto, a demonstracao de diferenca pelo método de
Mann-Whitney.
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Ruminantes domésticos (JONES & ALLISON, 1997) e algumas espécies de
cervideos, tais como O. virginianus (THORN, 2000), Axis axis (CHAPPLE et al., 1991) e
R. tarandus (HENKEL, 2000), tém linfécitos como leucdcitos predominantes, seguidos
por neutréfilos e demais células brancas. Animais saudaveis exibem uma relacao
linfécitos:neutrofilos (L:N) préxima a 2:1 ou 3:1. Estimulos estressantes interferem
nessa relagdo por determinarem linfopenia e neutrofilia sem desvio regenerativo,
resultantes de aumento dos niveis circulantes de cortisol. A relagdo L:N observada nos
animais deste experimento foi de 1:2 nas fémeas e 1:2,6 nos machos, semelhante a
valores observados por outros pesquisadores (SZABO et al., 2009). A concordancia
desta relagdo em estudos independentes pode ser decorrente do fato de esses valores
para a relacao L:N serem normais para a espécie, mas a influéncia do estresse nao
deve ser descartada.

A tabela 3 refere-se aos parametros bioquimicos aferidos para esses animais. A
analise estatistica desses parametros, para verificagdo da influéncia do sexo sobre
esses valores, esta resumida na tabela 4. Foi constatada diferenca entre os valores de
fibrinogénio obtidos para os machos e para as fémeas, assim como para as proteinas
séricas totais. Apesar disso, esses parametros nao interferiram significativamente nos
valores obtidos para proteinas plasmaticas totais, muito provavelmente por
compensacado da diferenca pela albumina, pardmetro discretamente superior nas
fémeas, sem diferenga detectavel pelo teste estatistico empregado.

A dosagem de proteinas séricas, além de ser Util para avaliagdo do status
sanitario e/ou nutricional do animal, também ¢é fundamental para a avaliacdo do
proteinograma por eletroforese em gel de agarose ou SDS-PAGE (ECKERSAL, 2008).
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Tabela3. Parametros bioquimicos obtidos para veados-catingueiros Mazama
gouazoubira de cativeiro contidos fisicamente, mantidos no Nupecce,

FCAV/Unesp.
Machos (n=3) Fémeas (n=8)

Amplitude Média + DP* Amplitude Média + DP*
PPT (g/dL) 8,8—-9,4 9,2 + 0,3464 8,2—-9/4 8,45 + 0,6481
Fibrinogénio (g/dL) 0,4-0,8 0,5333 + 0,2309 0,0-04 0,1750 £ 0,1282
PSTyiureto (g/dL) 7,52 — 8,85 8,23+0,6696 6,94 — 7,89 7,4025+0,28
PST efratometria (9/dL) 7,8-8,8 8,3333+0,5033 7,0-7,8 7,320,3024
Albumina VB 2,58 — 3,21 2,8333 + 0,3326 2,25 -3,37 2,72 £0,3692
Albumina PB 2,56 — 2,77 2,6433 +0,1115 2,23 -2,98 2,6025 + 0,2466
Globulinas 4,31 -6,27 5,3967 + 00,9973 4,08 - 5,37 4,6827 +0,4199
Relacao A:G 0,4114 - 0,7447 0,5464 + 0,1754 0,4692 — 0,8259 0,5899+ 0,1304
Glicose 94,61 — 138,64 123,963 + 25,4207 72,59 -157,68 108,481 + 26,2367

* Desvio Padrao; ** Relagao Albumina:Globulina

Tabela4. Analise estatistica, pelo método ndo paramétrico de Mann-Whitney, dos
parametros bioquimicos obtidos para veados-catingueiros Mazama
gouazoubira de cativeiro contidos fisicamente, mantidos no Nupecce,

FCAV/Unesp.
Machos (n=3) Fémeas (n=8) U de Mann- =
Média + DP* Média + DP* Whitney
PPT (g/dL) 9,2 £ 0,3464 8,45 + 0,6481 4,000 0,1171
Fibrinogénio (g/dL) 0,5333 + 0,2309 0,1750 + 0,1282 1,000 0,0228
PSTgiureto (9/dL) 8,23+0,6696 7,4025%0,28 2,000 0,0485
PSTrefratometria (9/dL) 8,3333+0,5033 7,310,3024 0,500 0,0228
Albumina VB 2,8333 + 0,3326 2,72 + 0,3692 8,500 0,5394
Albumina PB 2,6433 +£0,1115 2,6025 + 0,2466 8,500 0,5394
Globulinas 5,3967 + 0,9973 4,6827 +0,4199 6,000 0,2788
Relagao A:G** 0,5464 +0,1754 0,5899 + 0,1304 9,000 0,6303
Glicose plasmatica 123,963 + 25,420 108,481 + 26,236 9,000 0,6303

* Desvio Padrao; ** Relagao Albumina:Globulina

As duas principais fragcdes das proteinas séricas sdo a albumina, sintetizada no
figado e responsavel pela manutencao da pressdo oncética, e as globulinas. Em
relacdo a essas, a maior parte das globulinas corresponde as imunoglobulinas,
produzidas por células da linhagem linféide, enquanto a outra porcdo, a qual pertencem
as proteinas de fase aguda, é sintetizada pelo figado, além de outros tecidos (RUSSEL
& ROUSSEL, 2007).

GEORGE (2001) sugere que as proteinas séricas totais sejam determinadas por

refratometria, um método fisico bastante simples e barato, como forma de permitir a
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rapida avaliacdo desse parametro no campo. Como existem relatos de discordancia
entre valores de proteinas séricas obtidos por refratometria e pelo método do biureto
para varias espécies domésticas (THOMAS & BROWN, 1992), o uso da refratometria
para esse fim deve ser validado para cada espécie animal, comparando-o com métodos
de determinagdo de concentragdo de proteinas ja consagrados, como o método do
biureto (GEORGE, 2001).

Neste estudo, a concentracao de proteina sérica total foi determinada por ambas
as técnicas. Nao foi observada diferenca estatistica pelo teste t entre as médias obtidas
pelas diferentes metodologias empregadas (t=0,8696; P=0,4049) e, ainda, a anadlise
pela correlacao de Pearson revelou um coeficiente elevado (r=0,9546; P<0,0001),
demonstrando uma forte relagdo entre os dados obtidos seguindo essas duas
metodologias. Ainda, sob o teste de Bland-Altman, as médias obtidas pelos dois
métodos apresentaram diferenca pequena, de 0,0463 + 0,1768, com intervalo de
concordancia com 95% de confianca entre -0,3002 e 0,3929, conforme representado na
Figura 3. Portanto, pode-se considerar a refratometria um método valido para

determinacdo das proteinas séricas totais, dispensando o uso de reagentes e

espectrofotébmetro.
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Figura 2. Intervalo de confianca obtido pelo teste de Bland-Altman para os métodos

de refratometria e do biureto para determinacao da albumina dos veados-
catingueiros do Nupecce, FCAV/Unesp.
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O fibrinogénio, uma das proteinas de fase aguda positivas, € um parametro (til
na avaliagdo clinica de ruminantes por indicar a presenca de processo inflamatorio
(RUSSEL & ROUSSEL, 2007; ECKERSAL, 2008). Nos animais deste estudo,
constatou-se diferenca significativamente estatistica entre os valores de fibrinogénio de
machos e fémeas. Apesar de nao haver valores de referéncia para a espécie, 0s
parametros obtidos, tanto para machos quanto para fémeas, estdo dentro do intervalo
considerado normal para bovinos adultos (JONES & ALLISON, 2007).

Pode-se estabelecer uma relagdo entre os valores de PPT e fibrinogénio para
avaliacdo do segundo parametro, como forma de compensar alteragdes decorrentes da
hidratacao do animal. Valores inferiores a 10:1 sdo indicativos de hiperfibrinogenemia
verdadeira (JONES & ALLISON, 2007). Todas as relacbes PPT:Fib obtidas neste
experimento foram claramente superiores a essa relagédo, evidenciando a normalidade
desse parametro em todos os animais avaliados.

Alguns estudos sugerem que a dosagem de albumina pelo método do verde de
bromocresol (VBC) pode resultar em valores incorretamente superestimados
(FREDRICHSEN & KIERULF, 1979; DULY et al., 2003) para essa proteina. Buscando
corrigir possiveis erros, 0 método do purpura de bromocresol (PBC) foi sugerido como
uma alternativa de maior precisdo para determinagao da albumina a partir do soro ou do
plasma (FREDRICHSEN & KIERULF, 1979; CLASE et al., 2001; DULY et al., 2003;
ECKERSAL, 2008). Os valores obtidos pelo PBC foram discretamente inferiores aos
obtidos pelo método do VBC, porém, sem constatacdo de diferenca estatisticamente
significativa entre as médias (1=2,012; P=0,0719). A correlacdo de Bland-Altman
demonstrou uma boa similaridade entre os métodos, com diferenca entre as médias (+
desvio padrao) de 0,1372 (+ 0,2262) e intervalo de concordancia entre -0,3062 e 0,5807
(Figura 4), evidenciando que ambos podem ser utilizados com seguranga para a
determinacéo da albumina.

A relagado albumina:globulinas (A:G) pode ser utilizada para avaliacdo desses
parametros com maior confiabilidade, excluindo-se a interferéncia do grau de hidratacao

do animal, e é bastante constante em bovinos saudaveis (RUSSELL & ROUSSEL,
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2007; ECKERSAL, 2008). Os valores obtidos sao inferiores ao padrao determinado

para bovinos, certamente por diferenga entre as espécies.
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Figura3. |Intervalo de confianca obtido pelo teste de Bland-Altman para os métodos

do verde de bromocresol e do purpura de bromocresol para determinacao

da albumina em veados-catingueiros do Nupecce, FCAV/Unesp.

A concentracdo plasmatica de glicose nos ruminantes € relativamente constante,
dado o metabolismo Unico desse nutriente nesse grupo de animais (RUSSEL &
ROUSSEL, 2007). Os niveis de glicose obtidos sao relativamente altos quando
comparados ao padrao de ruminantes domésticos (KANEKO, 2008) e possivelmente
sao devidos ao estresse (RUSSELL & ROUSSEL, 2007) proporcionado pela contengao.
Por outro lado, o comportamento alimentar desses animais e a fermentagdo ruminal
inferior a realizada pelos ruminantes domésticos (BARBOSA, 2003) podem estar

relacionados a esse parametro.
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5.2. Monitoramento da Infeccao
5.2.1. Ingestao de alimento

Nao foi notada interferéncia da infec¢do sobre a ingestao de alimento ou agua
(P=0,7589 e P= 0,6888, respectivamente), conforme relacionado nas figuras 5 e 6,
tampouco alteracdo na preferéncia por concentrado ou volumoso ao longo do periodo

experimental.
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Figura4. Média geométrica da quantidade de concentrado ingerido pelos M.
gouazoubira dos grupos controle e infectados por H. contortus, ao longo do

periodo experimental, mantidos no Nupecce, FCAV/Unesp.

(* dia ndo avaliado).
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Figura5. Meédia geométrica da quantidade de volumoso ingerido pelos M.
gouazoubira dos grupos controle e infectados por H. contortus, ao longo do
periodo experimental, mantidos no Nupecce, FCAV/Unesp.

(* dia ndo avaliado).

Os parasitas gastrintestinais de animais domésticos, em especial os abomasais,
sdo reconhecidos por provocar reducdo no apetite do hospedeiro resultando em
reducdo da producdo e da resisténcia a doencgas por desequilibrio no aporte protéico
(FOX, 1997; SIMPSON, 2000). Esse impacto dos parasitas abomasais também foi
demonstrado em renas de cativeiro naturalmente infectadas, que consumiram 20%
menos alimento que renas livres de doenca (ARNEBERG et al., 1996).

Apesar de diversas evidéncias de que os nematédeos gastrintestinais provocam
anorexia em seus hospedeiros ao alterarem a fisiologia abomasal ou pela liberagdao de
antigenos de excregao/secrecao (FOX, 1997; SIMPSON, 2000), KIRYAZAKIS et al.
(1998) sugerem que a anorexia exibida pelo hospedeiro possa ser decorrente de
alteracdo comportamental que prioriza a ingestdao de determinados itens alimentares
importantes para a auto-regulagdo da doenga, em detrimento de outros alimentos
ingeridos em maior quantidade em situagées normais. Por outro lado, van der WAL et

al. (2000) demonstram que a anorexia decorrente de parasitismo gastrintestinal em
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renas de vida livre naturalmente infectadas poderia estar relacionada a repugnancia por
areas de pasto contaminadas por suas proprias fezes, num provavel mecanismo de
auto-regulacao da intensidade parasitéria.

Por um lado, a intensidade parasitaria empregada neste experimento pode ter
sido insuficiente para ocasionar alteragées perceptiveis no apetite ou seletividade dos
animais infectados. Por outro lado, veados-catingueiros apresentam comportamento de
forrageio bastante diferente dos ruminantes domésticos e das renas por serem
altamente seletivos, procurando ingerir itens alimentares de alta digestibilidade
(NOWAK, 1999; OLIVEIRA & DUARTE, 2006).

Ainda, independentemente de parasitismo, veados-catingueiros evitam contato
com as proéprias fezes, assim como outros herbivoros (WEMMER & MORTALI, 1988;
LAMOOT et al., 2004), buscando defecar e urinar em determinadas areas,
denominadas latrinas. O fato de os alimentos serem fornecidos em comedores pode ter,
portanto, mascarado possiveis alteracbes comportamentais exibidas pelos animais
infectados. Como esses animais tém habitos solitarios e ndao sdo pastadores, a
repeticao do experimento de van der WAL et al. (2000) fica impossibilitada para essa

espécie.

5.2.2. Hematologia

As contagens totais de eritrécitos realizadas ao longo do periodo experimental
mantiveram-se préximas aos padrdes obtidos para a espécie, com excegao dos dias 10,
17 e 24, nos quais as contagens demonstraram valores pouco abaixo do limiar inferior
(Figura 7). Nao foi observada diferenga significativa entre os dias de coleta ou entre os
grupos (P=0,1472). Apesar de relatos de anemia em cervideos experimentalmente
(FOREYT & TRAINER, 1970) ou naturalmente infectados por H. contortus (EVE &
KELLOGG, 1971; McGHEE et al., 1981), ndo ha descricdo de alteragcées na contagem

total de heméacias ou na morfologia eritrocitaria.
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Figura6. Meédia geométrica da contagem total de eritrécitos dos M. gouazoubira dos
grupos controle e infectados por H. contortus, ao longo do periodo

experimental, mantidos no Nupecce, FCAV/Unesp.

Hemoncose é relativamente comum nos ibex Capra pyrenaica de uma reserva
na costa leste espanhola, afetando 64% desses animais (ROSSI et al., 1994). Ha na
literatura relatos de animais de vida livre, naturalmente infectados, que foram
encontrados em mas condi¢cdes sanitarias, com pronunciada palidez de mucosas e
intensa anemia, com contagem total de hemécias e hematdcrito intensamente
reduzidos, caracterizada por macrocitose e hipocromia (LAVIN et al., 1997).

As contagens de leucdcitos totais (Figs. 8 e 9), eosindfilos (Fig. 9) e linfécitos (Fig. 9) do
grupo infectado mostraram-se compativeis com os valores de normalidade
estabelecidos previamente para a espécie.

Eosinofilia periférica, classicamente relacionada com helmintoses, foi
descrita em carneiros experimentalmente infectados por nematédeos gastrintestinais
(MEEUSEN & BALIC, 2000). DAWKINS et al. (1989) descrevem que carneiros
selecionados para resisténcia a T. colubriformis apresentavam eosinofilia periférica

maior que animais sensiveis a esse parasita. A contagem de eosinéfilos nos veados-
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catingueiros mostrou-se constante ao longo do experimento, sem diferenca estatistica

entre os dias avaliados, pré ou pés-infec¢ao (P=0,2122).
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Figura 8. Média geométrica da contagem total de leucdcitos, linfécitos e eosindfilos

dos M. gouazoubira infectados por H. contortus, ao longo do periodo

experimental, mantidos no Nupecce, FCAV/Unesp.
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O mesmo foi observado para leucécitos totais (P=0,3473) e linfocitos (P=0,3128).
Apesar de ndo haver relacdo estabelecida entre leucocitose e parasitismo
gastrintestinal, ROWE et al. (2008) estabeleceram uma relagdo inversamente
proporcional entre linfocitose e fecundidade de H. contortus em ovelhas. Conforme sera
detalhado adiante, a taxa de oviposicdo observada neste experimento foi baixa se
comparada com carneiros, mesmo no animal com a maior intensidade parasitaria
dentre os animais infectados. Todavia, a contagem de linfécitos manteve-se constante
e, portanto, ndo pbde ser estabelecida relacao entre esses dados.

O hematdcrito dos animais (Figura 10) mostrou-se levemente reduzido durante a
fase de menor intervalo entre coletas. A partir 24° dpi, os animais do grupo-controle
demonstraram leve aumento desse parametro, enquanto os animais infectados
permaneceram com valores numericamente inferiores aos valores iniciais. Apesar da
pequena diferenca numérica entre os valores dos animais infectados versus grupo-
controle, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos, tampouco entre os dias de

amostragem (P=0,9994).
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Figura9. Média geométrica do hematocrito dos M. gouazoubira dos grupos controle
e infectados por H. contortus, ao longo do periodo experimental, mantidos
no Nupecce, FCAV/Unesp.
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Figura 10. Média geométrica da concentracdo de hemoglobina dos M. gouazoubira
dos grupos controle e infectados por H. contortus, ao longo do periodo

experimental, mantidos no Nupecce, FCAV/Unesp.

A concentracao de hemoglobina (Figura 11), assim como o hematécrito, também
decaiu no periodo de menor periodicidade entre coletas. No entanto foi notavel o
aumento dos valores de hemoglobina no grupo controle, diferentemente do observado
no grupo dos animais infectados. De qualquer forma, ndo foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos nem entre os dias de coleta (P=0,4294).

FOREYT & TRAINER (1970) descrevem alteragcbes consideraveis nos
pardmetros  hematologicos e bioquimicos de O. virginianus infectados
experimentalmente com H. contortus. Os valores de hematdcrito e hemoglobina
reduziram 30% e 25%, respectivamente, 11 semanas apds a inoculagdo dos animais
com 100.000 larvas L3. Por outro lado, o grupo que recebeu in6culo de 25.000 larvas
apresentou relativa constancia desses parametros. A intensidade parasitaria média
obtida por FOREYT & TRAINER (1970) foi de 1.329 helmintos no grupo inoculado por
25.000 larvas e de 3.005 helmintos no grupo infectado por 100.000 larvas, mais de duas

vezes maior que a maior intensidade parasitéria observada no presente experimento.
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Figura11. Média geométrica do volume globular médio (VGM) dos M. gouazoubira
dos grupos controle e infectados por H. contortus, ao longo do periodo

experimental, mantidos no Nupecce, FCAV/Unesp.

O volume globular médio (VGM) (Figura 12) manteve-se dentro do padréao para a
espécie durante a maior parte do periodo experimental. Discreta microcitose foi
observada no dia -14 do periodo experimental, porém sem repercussao clinica. O
aumento do VGM entre os dias 6 e 24 poés-infeccdo pode ser resultantes de resposta
medular, em consequéncia das coletas. Por outro lado, os valores de concentragdo de
hemoglobina globular média (CHGM) (Figura 13) mostraram-se discretamente
superiores aos parametros obtidos para a espécie, porém sem significancia clinica.

Tanto os valores de VGM quanto de CHGM mostraram diferenca
estatisticamente significativa no teste de Kruskall-Wallis (valores de P iguais a 0,0159 e
0,0061, respectivamente). Porém o teste multiplo de Dunn nao foi capaz de identificar
quais grupos diferiram entre si em ambos 0s casos, apesar de a diferenca entre médias
dos dias amostrais -14 e 10 ser numericamente elevada para os valores de VGM de
ambos 0s grupos e para os valores de CHGM do grupo infectado. Um teste paramétrico
aplicado aos dados transformados poderia demonstrar diferenca estatistica. Apesar

disso, a impossibilidade de testar os dados quanto a normalidade da distribuicéo
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tornaria tal abordagem incorreta e pouco confiavel. A discreta redugdo da contagem
total de hemacias observada nos dias 10, 17 e 24 do periodo experimental pode ser
caracterizada, portanto, como anemia normocitica normocrémica. Possivelmente, os
curtos intervalos entre as coletas no inicio do periodo experimental podem ser a

explicacdo desse achado, apesar do pequeno volume de sangue coletado.
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Figura 12. Média geométrica da concentracdo de hemoglobina globular média

(CHGM) dos M. gouazoubira dos grupos controle e infectados, ao longo

do periodo experimental, mantidos no Nupecce, FCAV/Unesp.

5.2.3. Parametros bioquimicos

Ao longo do periodo experimental, a concentragcdo de proteinas plasmaticas
totais (PPT) (Figura 14) ficou proxima aos valores considerados normais para a
espécie, apesar dos valores discretamente inferiores, de apenas 0,1 g/dL abaixo do
limiar inferior, observados para o grupo-controle. Nao foi observada diferenca
significativa entre os dias de coleta ou entre os grupos (P=0,9276), apesar da reducao

numérica dos valores desse parametro no grupo infectado, que mostrou reducéo dos
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valores. Por outro lado, o grupo-controle manteve a concentragdo de PPT dentro de um
limiar menor de variacao.

Como foi verificada possivel interferéncia do sexo sobre a concentragdo de
proteinas séricas totais, esse parametro nao foi considerado para o monitoramento do

processo infeccioso.
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Figura13. Média geométrica das proteinas plasmaticas totais (PPT) dos M.
gouazoubira dos grupos controle e infectados por H. contortus, ao longo

do periodo experimental, mantidos no Nupecce, FCAV/Unesp.

A concentracao de albumina sérica foi dosada com dois reagentes diferentes, o
verde de bromocresol (Figura 15) e o purpura de bromocresol (Figura 16). DULY et al.
(2003) demonstraram que o segundo reagente tem maior especificidade pela albumina,
evitando superestimagao ocasional de valores. Nao foi observada diferenca estatistica
entre 0s grupos experimentais ou dias de coleta nas amostras processadas pelo
método do verde de bromocresol (P=0,9049), tampouco pelo purpura de bromocresol
(P=0,9828). A albumina é a proteina mais abundante do soro, representando cerca de
35 a 50% da fragéo protéica total (ECKERSAL, 2008). O baixo peso molecular de sua
molécula, aliado a sua sensibilidade ao fluxo de fluidos, faz com que a albumina seja
perdida em diversas situagdes patologicas (ECKERSAL, 2008), dentre as quais o
parasitismo gastrintestinal (MURRAY, 1969; FOX, 1997; SIMPSON, 2000).
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Figura 14. Média geométrica da albumina (Alb), dosada pelo método do verde de
bromocresol, dos M. gouazoubira dos grupos controle e infectados por H.
contortus, ao longo do periodo experimental, mantidos no Nupecce,

FCAV/Unesp.
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Figura 15. Média geométrica da albumina (Alb), dosada pelo método do purpura de
bromocresol, dos M. gouazoubira dos grupos controle e infectados por H.
contortus, ao longo do periodo experimental, mantidos no Nupecce,

FCAV/Unesp.
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A concentracao de fibrinogénio (Figura 17) do grupo-controle apresentou menor
amplitude de variacdo que o grupo infectado, que exibiu um pico no 6° dpi. Apesar
disso, nao foi observada diferenga estatistica entre os grupos ou dias de coleta
(P=0,4407). O fibrinogénio, proteina que corresponde a 5% da fragao protéica total do
plasma (ECKERSAL, 2008), é uma das proteinas de fase aguda positivas, ou seja, que
aumentam em resposta a determinado processo inflamatério (JONES & ALLISON,
2007). Conforme citado anteriormente, a determinacdo da relacdo proteinas
plasmaticas totais: fibrinogénio (PPT:Fib) contribui favoravelmente para a interpretacao
desse parametro, descartando possivel interferéncia do status hidrico do animal
(JONES & ALLISON, 2007). Durante todo o periodo de monitoramento da infecg¢éo, a
relacdo manteve-se préxima a 20:1 em ambos 0s grupos experimentais, inclusive para
o grupo infectado no 6° dpi, que, apesar da aparente hiperfibrinogenemia, apresentou
relacdo PPT:Fib dentro da normalidade (12:1).
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Figura 16. Média geométrica de fibrinogénio dos M. gouazoubira dos grupos controle
e infectados por H. contortus, ao longo do periodo experimental, mantidos
no Nupecce, FCAV/Unesp.
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Figura 17. Média geométrica da relagdo albumina:globulinas (A:G), determinada para
0os M. gouazoubira dos grupos controle e infectados por H. contortus, ao

longo do periodo experimental, mantidos no Nupecce, FCAV/Unesp.

Assim como para os demais parametros, nao houve diferenga estatistica entre a
relacdo Albumina:Globulinas (A:G) (Fig. 18) entre os grupos tampouco durante o
periodo experimental. Ruminantes domeésticos saudaveis apresentam valores
constantes dessa relacao (ECKERSAL, 2008), que representa um valioso indicativo de
alteragdes nos valores de albumina e globulinas. Valores elevados da proporgéo A:G
sao indicativos de desidratacdo, enquanto valores baixos podem ser resultantes de
hipoalbuminemia ou hiperglobulinemia (RUSSEL & ROUSSEL, 2007). Considerando-se
que os valores de albumina mantiveram-se constantes ao longo de todo o experimento,
assim como a relagédo A:G, o processo infeccioso ndo foi capaz de suscitar aumento de
globulinas circulantes. A baixa relagdo A:G observada por LAVIN et al. (1997) em
espécimes de ibex naturalmente infectados mostrou-se diretamente relacionada a

hipoalbuminemia.
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5.3. Avaliacao anatomo-patologica

Nos animais do grupo controle ndo foram observadas altera¢des significativas
(Fig. 18), apesar da presenga de erosées em quantidade discreta na mucosa abomasal
de um dos animais. O exame histopatoldégico ndo revelou a presenca de infiltrado
inflamatoério associado as lesdes, tampouco quaisquer outros sinais sugestivos de
processo inflamatério, com manutencdo da propor¢cdo normal entre as porcdes das
glandulas abomasais nos dois animais do grupo (Fig. 19). A coloracao pelo PAS revelou
poucas células marcadas, confinadas a porcdo mais distal da mucosa (Fig. 20). A
estrutura histolégica do linfonodo regional ndo apresentou alteragdes significativas,
mesmo no animal com erosdes da mucosa.

Macroscopicamente, todos o0s animais infectados demonstraram maior
quantidade de muco recobrindo a superficie do 6rgao quando comparados ao grupo-
controle, independentemente da intensidade parasitaria. Além disso, foi claramente
notada a presenga de parasitas, juntamente com avermelhamento discreto a moderado
da mucosa. Nitido espessamento das pregas abomasais, em graus variados, pode ser
observado (Fig. 18).

Ao exame histopatolégico pela coloragado de hematoxilina e eosina (HE), pode-se
observar em todos os animais parasitados por H. contortus a presenca de congestao e
edema discretos a moderados da mucosa abomasal, aliados a hiperplasia moderada,
principalmente das regides de fosseta e istmo das glandulas, com figuras mitéticas em
quantidade discreta na regido do istmo e consequente espessamento da mucosa (Fig.
19). Ainda no istmo e no colo glandulares, foi notada a presenca de raras células com
citoplasma eosinofilico e nucleo picnético, sugestivo de apoptose (Fig. 21). Focos
aleatérios e discretos de infiltrado inflamatério predominantemente mononuclear, com
presenca de poucos eosinodfilos, foram observados préximos a muscular da mucosa e
entre as glandulas, principalmente associados a por¢ao referente ao colo e a base (Fig.
21).

A coloragao pelo &cido periédico de Schiff evidenciou uma hiperplasia discreta

das células componentes das fossetas glandulares em todos os animais do grupo
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infectado, pela presenga de maior nimero de células PAS positivas nas por¢des mais
proximas ao lumen abomasal (Fig. 20). J& a coloragdo pelo Azul de Toluidina nao
revelou a presenga de mastocitos no tecido, confirmando a suspeita de reacao
inflamatoria pouco expressiva sugerida.

Pequenos ruminantes domésticos experimentalmente infectados por H. contortus
exibem edema e congestdo da mucosa abomasal associados a presencga de petéquias,
especialmente na regido fundica do 6rgao. Histologicamente, edema e congestao
moderados sao observados principalmente nas camadas préximas a lamina propria,
juntamente com infiltrado inflamatério intenso composto principalmente por linfécitos,
eosindfilos e plasmadcitos, além de hiperplasia da mucosa em grau variado (HUNTER &
MACKENZIE, 1982; SALMAN & DUNCAN, 1984; AMARANTE et al., 1999; BALIC et al.,
2000; OLIVEIRA-SEQUEIRA et al., 2000; PEREZ et al., 2001), numa tentativa de
eliminacao do parasita (SALMAN & DUNCAN, 1984).

Em caprinos, a coloracéo pelo PAS evidenciou hiperplasia da mucosa abomasal
a partir do 10° dia pés-infeccao, perdurando até o 70° dia, acompanhada de infiltrado de
numerosos linfécitos, plasmaécitos produtores de IgG e eosindfilos (PEREZ et al., 2003).

Tanto em ovinos quanto em caprinos, a presenca de mastécitos e leucdcitos
globulares em contagens moderadas a elevadas sado frequentemente relatados
(AMARANTE et al., 1999; HUNTLEY et al., 1992; BALIC et al., 2000; PEREZ et al.,
2001; PEREZ et al., 2003) e estdo provavelmente relacionados ao desenvolvimento de
resisténcia ao parasita (HUNTLEY et al., 1992).

Os animais infectados deste estudo apresentaram hiperplasia de mucosa em
grau leve a moderado, conforme citado anteriormente, porém a resposta inflamatoéria foi
muito discreta, a ponto de mastocitos ou leucdcitos globulares ndo serem visualizados
em nenhum dos cortes histolégicos.

Raros nédulos hiperplasicos de proliferacdo da mucosa foram observados em
dois animais do grupo infectado. Ao exame do linfonodo regional, foi notada a presenca
de infiltrado inflamatério mononuclear associado a gordura capsular, abaixo da qual
também pbde ser observado material hialino condizente com exsudacao de fluido rico

em proteinas.
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Um dos animais apresentou o linfonodo regional atipico, caracterizado pela perda
do espaco subcapsular, com presenca de poucos mononucleares nesta area, porém
sem relagcdo com o parasitismo. Nesse mesmo linfonodo, também foi notada a perda da
arquitetura tecidual normal decorrente de fibrose entre a cdpsula e a medula, fato que
comprometeu a visualizagdo adequada dos sinuséides.

Nos demais animais, proliferacdo celular pode ser observada na regido do
manto, enquanto a morfologia da regido medular era condizente com discreta
reatividade, com destaque para a presenca de eosindfilos, linfécitos e plasmacitos (Fig.
22). Ainda, grande populagdo de macréfagos e eosindfilos pdde ser observada nos
sinusoides, com evidenciacdo dos corddes medulares. Em caprinos infectados por H.
contortus, a hiperplasia folicular é bastante intensa, com elevado nimero de linfocitos e
plasmocitos nos corddées medulares, além de grande numero de eosindfilos nos
sinuséides (PEREZ et al., 2001). Com excecdo do animal com linfonodo anormal, as
alteracbes observadas sdo muito discretas quando comparadas a dados obtidos de
animais domésticos experimentalmente infectados. E interessante notar que caprinos
infectados por longos periodos de tempo (147 dias) apresentaram alteragdes teciduais
no abomaso e linfonodo regional bastante discretas, pouco diferentes de animais livres
de infeccdo (PEREZ et al., 2001). Apesar de o abate dos animais neste experimento
nao ter sido tdo tardio, a doenca pode ter entrado em fase de resolucédo e, devido a
isso, a resposta inflamatéria pode nao ter sido tdo pronunciada quanto seria e 0s

animais fossem avaliados mais precocemente.
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Figura 18. Analise macroscopica dos abomasos dos veados-catingueiros. A.
Abomaso, animal livre de infecgdo; B. Abomaso, animal infectado por H. contortus.
Notar o espessamento da mucosa e das pregas abomasais (*). Detalhe: Espécimes
adultos de H. contortus entre pregas abomasais (seta). Escalas especificadas nas

figuras.
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Figura 19. Avaliacdo histopatolégica dos abomasos dos veados-catingueiros. A.
Animal livre de infeccdo, regiao fundica do abomaso (HE). Sem alteracbes
microscopicas. B. Animal infectado por H. contortus, regidao fundica do abomaso (HE).
Notar a hiperplasia das regides de fosseta e istmo glandulares, além de discreta
hiperemia (*). Barra: 200um. Legenda: F — Fosseta; | — Istmo; C — Colo; B — Base.



46

Figura 20. Avaliacao histopatolégica, com coloragéo pelo &cido periédico de Schiff, dos
abomasos dos veados-catingueiros. A. Animal livre de infecgdo, regidao fundica do
abomaso. Coloracao pelo PAS limitada a por¢gdo mais distal da mucosa (*). B. Animal
infectado por H. contortus, regidao fundica do abomaso. Notar a maior coloracao pelo
PAS nas células da fosseta (*). Barra: 200um.
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Figura 21. Alteragbes teciduais observadas na mucosa abomasal de veados-
catingueiros infectados por H. contortus. A. Abomaso, regido fundica (HE). Notar o
edema e hiperemia discretos, além de infiltrado inflamatério (seta aberta). B. Abomaso,
regiao fundica (HE). Infiltrado inflamat6rio em destaque, com presenga de linfocitos e
eosinofilos (setas). Barras: 100 um (A); 50um (B).
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Figura 22. AlteragcGes histolégicas observadas em linfonodo abomasal de veado-
catingueiro infectado por H. contortus. Notar a presenca de eosinéfilos e macréfagos
nos sinuséides (setas). Barra: 50um.
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5.4. Avaliacao parasitoldgica e relacao parasita-hospedeiro

O periodo pré-patente observado foi de 26 dias, semelhante ao periodo
observado para o animal doador, que foi de 28 dias. Apenas ao 29° dpi foram
observados ovos tipo Strongylida nas fezes de todos os animais do grupo infectado. A
taxa de oviposicdo manteve-se variavel ao longo de todo o periodo experimental, com
médias de oviposicao entre 125 e 3.850 opg de fezes. Apesar de alguns animais
apresentarem resultados negativos no método de Gordon & Whitlock, ovos foram
observados pelo método de Willis-Mollay, de maior sensibilidade, indicando que esses
animais apresentaram contagens inferiores a 100 opg de fezes.

A intensidade parasitaria observada para todos os animais infectados foi
considerada baixa. Um dos animais infectados apresentou intensidade parasitaria de
676 helmintos adultos, sendo 339 machos e 337 fémeas. As intensidades parasitarias
dos demais animais infectados foram: 62 adultos, com 39 machos e duas fémeas, 52
adultos, sendo 34 machos e 18 fémeas, e apenas 15 helmintos adultos, 11 machos e 4
fémeas. Os animais do grupo-controle permaneceram livres de infecgdo durante todo o
periodo experimental. Com base nesses dados, conclui-se que as taxas de recuperagao
em M. gouazoubira variaram entre 0,2% e 9,01%. A taxa de recuperagdo nao foi
determinada para o animal doador, pois, além de se tratar de apenas um animal, o
periodo de abate foi muito superior aos 60 dias do periodo de infeccdo dos veados-
catingueiros, impossibilitando qualquer comparacgéao fidedigna.

Os valores morfométricos de espécimes da mesma linhagem de H. contortus
obtidos de diferentes hospedeiros, juntamente com o resumo da anadlise estatistica,
estdo listados nas tabelas 5 e 6.

E possivel observar que, dentre os varios parametros avaliados, o comprimento
total tanto dos machos quanto das fémeas, o comprimento do espiculo esquerdo € a
distdncia da vulva a extremidade caudal foram significativamente maiores nos
exemplares obtidos de carneiros, enquanto os valores obtidos para espécimes oriundos

do cervo-do-pantanal e dos veados-catingueiros ndo apresentaram diferenca relevante.
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Tabela 5. Valores morfométricos (expressos como média geomeétrica + desvio padrao)

e resumo da analise estatistica dos espécimes fémeas de H. contortus da

mesma linhagem obtidos de diferentes espécies de hospedeiros.

O. aries B. dichotomus M. gouazoubira F P
Ct 23,90+1,438% 18,28+1,465° 15,51+2,857° 29,46 <0,0001
Eséfago 1,389+0,04972 1,384+0,0109? 1,350+0,0993% 1,072 0,3566
AN~ 0,2413+0,013% 0,197210,0179b 0,179710,0395b 14,69 <0,0001
PExc* 0,2645+0,0178* 0,2281 10,0227b 0,206310,0393b 10,88 0,0003
Pc* 0,3209+0,0194% 0,2823+0,031 1P 0,261 610,0424b 8,624 0,0013
Largura™* 0,2028+0,027% 0,1935+0,0357*° 0,1655+0,01 48°° 5,065 0,0137
Vulva*** 4,556+0,25012 3,59810,2429b 3,271+0,5931 b 28,26 <0,0001
Anus*** 0,4581+0,0203? 0,405310,0399b 0,3851 10,0626b 7,171 0,0032

Ct — Comprimento total; AN — Anel nervoso; PExc — Poro Excretor; PC — Papilas cervicais
* Distancia relativa a anterior; ** Medido a altura da jungéo eséfago-intestinal; *** Distancia relativa a extremidade caudal

Valores seguidos pela mesma letra ndo apresentaram diferenga estatistica pelo teste de ANOVA simples

Tabela 6. Valores morfométricos (expressos como média geométrica + desvio padrao)

e resumo da analise estatistica dos espécimes machos de H. contortus da

mesma linhagem obtidos de diferentes espécies de hospedeiros.

0. aries B. dichotomus M. gouazoubira F P
Ct 16,12+1,21112  13,97+0,7299° 13,87+1,383° 12,43 0,001
Esdfago 1,37040,0469%  1,304+0,0539%  1,280+0,1178° 3,379 0,490
AN* 0,2623+0,0185% 0,2235+0,0193% 0,2369+0,0581% 2,842 0,0758
PExc* 0,2886+0,0156% 0,2551+0,0222% 0,2655+0,0663* 1,716 0,1989
Pc* 0,3562+0,023% 0,3078+0,0238 0,3306+0,0601% 3,731 0,0371
Largura** 0,1639+0,0174% 0,1567+0,0102%° 0,1353+0,0119°¢ 12,03 0,0002
Espiculo*** 0,4509+0,0174% 0,4108+0,0246° 0,3944+0,0259° 16,00 <0,0001
Gubernaculo  0,198+0,0478% 0,1768+0,0177% 0,1666+0,0254%® 2375 0,1122

Ct — Comprimento total; AN — Anel nervoso; PExc — Poro Excretor; PC — Papilas cervicais
* Distancia relativa a anterior; ** Medido a altura da jungdo esé6fago-intestinal; *** Distancia relativa a extremidade caudal

Valores seguidos pela mesma letra ndo apresentaram diferenga estatistica pelo teste de ANOVA simples

FOREYT & TRAINER (1970) obtiveram taxas de fixagao entre 0,5 a 10%, pouco
superiores as obtidas neste estudo, além de também relatarem baixa oviposicdo. Esses
autores sugeriram que o inéculo empregado no experimento em questdo (25.000 e
100.000 larvas) pode ter sido a causa das baixas taxas de fixacao e oviposicao, pois 0
desafio antigénico pode ter suscitado uma resposta inflamatéria intensa, impedindo o
estabelecimento dos helmintos. Estes autores ainda sugerem baixa adaptacdo do
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parasita ao hospedeiro como explicagcdo para as intensidades parasitarias obtidas
pouco expressivas.

FLEMING (1988) demonstra que o tamanho do inéculo interfere mais que a
carga parasitaria na fecundidade e no tamanho dos helmintos adultos, relacionando os
seus resultados a um possivel fator de sinalizacdo de superpopulacéo liberado pelas
larvas durante seus estagios iniciais, inibindo o desenvolvimento adequado dos adultos.
Como ha relacao direta entre o tamanho dos adultos e a producédo de ovos (ROWE et
al., 2008), essa poderia ser uma explicagao plausivel para esse achado.

De fato, nematédeos de vida livre como Caenorhabditis elegans liberam
sinalizadores que, em situacbes de superpopulagédo, atingem concentragdes elevadas
no substrato e impedem o desenvolvimento de larvas em estagio intermediario de
desenvolvimento. Esse comportamento seria benéfico a espécie, como uma forma de
equilibrar o consumo dos escassos recursos disponiveis (Riddle et al. 1986, citado por
FLEMING, 1988). Por outro lado, helmintos parasitas tém recursos mais abundantes
que nematddeos de vida livre, além de que suas larvas nao se desenvolvem no mesmo
nicho. Portanto, um mecanismo de regulacdo de populacdo nesses moldes néo seria
tdo interessante para esses organismos. Além disso, o inéculo utilizado neste
experimento foi intermediario ao recomendado por WOOD et al. (1995) em infeccbes
experimentais por Haemonchus spp em ruminantes domésticos, que resultam em taxas
de fixacdo em torno de 15 a 20%, bastante superiores as observadas.

Curiosamente, apesar da capacidade das espécies de Haemonchus estabelecer
infeccdo em diversas espécies de hospedeiro diferentes da espécie a qual estdo
adaptadas (HOBERG et al, 2005), fato que permite classifica-las como generalistas
(NEE et al., 1991), espécimes de Haemonchus longistipes obtidas de hospedeiros-
satélite apresentam parametros morfométricos e taxa de oviposi¢cao inferiores ao
considerado normal para metapopulacées oriundas dos camelos, seus hospedeiros
naturais (ELBIHARI et al., 1984). E valido ressaltar que esse dado foi obtido
acidentalmente por esses autores, que visavam apenas ao estabelecimento de infecgdo
por essa espécie de nematédeo em carneiros, como forma de facilitar estudos acerca

da patogénese determinada pelo mesmo.
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Apesar de o presente estudo ndo ter realizado uma comparacédo da taxa de
oviposicao dessa linhagem nas trés diferentes espécies de hospedeiros, nota-se uma
clara distingdo dos aspectos morfologicos, que se situaram préximos aos valores
normais da espécie apenas na metapopulagdo obtida dos carneiros, considerados
hospedeiros centrais (HOBERG et al., 2005) desse nematddeo.

Dessa forma, o tamanho do inéculo aparentemente ndo € fator determinante
para que os espécimes de H. contortus obtidos neste experimento ndo tenham atingido
0 mesmo tamanho que aqueles obtidos de infecgdo experimental de carneiros.

Organismos de uma mesma espécie mantidos em ambientes diferentes podem
exibir fendtipos distintos, apesar de manutencao hipotética da frequéncia alélica
original, como forma de adaptacao ao meio (VIA et al.,, 1995). Este fenbmeno é
denominado plasticidade fenotipica adaptativa e ja foi descrito em nematédeos sob
condi¢cdes de superpopulacido ou resposta imunolégica do hospedeiro (POULIN, 1998),
trematédeos frente a resposta imunolégica do hospedeiro (NEVES et al., 2004) e
metapopulacbes de cestddeos generalistas obtidas de diferentes hospedeiros
(HAUKISALMI et al., 1995).

Nos nematdédeos, 0 mecanismo mais comum é o desenvolvimento de maturidade
sexual precoce, em detrimento do tamanho corporal dos adultos (POULIN, 1998;
POULIN, 1999) e consequente fecundidade, j4 que o segundo é diretamente
relacionado ao primeiro (ROWE et al., 2008). BUSH & LOTZ (2000) sugerem que a
competicao intraespecifica por espaco ou recursos esteja diretamente relacionada ao
menor tamanho corporal. Em contraste, as intensidades parasitarias observadas nos
veados-catingueiros sao bastante inferiores as observadas no carneiro doador (874
adultos, 442 machos e 432 fémeas). Em adicao a isto, as alteracbes sistémicas pouco
expressivas, em especial a contagem constante de linfocitos e manuteng@o dos niveis
normais dos parametros do eritrograma e proteinograma, e a resposta tecidual discreta
observadas nos animais deste experimento sugerem que houve pequena ou nenhuma
interferéncia do sistema imunolégico do hospedeiro frente ao desenvolvimento dos
parasitas. O efeito massa, aboradado por POULIN (1999) e BUSH & LOTZ (2000)

tampouco aparentou interferir nos dados biométricos dos nematodeos.
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Um estudo em roedores no Alaska, EUA, demonstrou que um cestédeo
anoplocefalideo generalista, Paranoplocephala omphlodes, exibiu valores maiores de
prevaléncia e abundancia como também estrébilo mais longo nas metapopulagdes
obtidos do hospedeiro central, Microtus oeconomus, em contraste com aquelas obtidas
do hospedeiro-satélite Microtus miurus (HAUKISALMI et al., 1995).

Os dados do presente experimento, comparados com os dados da literatura
consultada, sugerem que a adaptagao ao hospedeiro seja outro fator determinante para
a expressao plena das caracteristicas fenotipicas, em adicao ao ja consagrado efeito-
massa e a resposta imunoldgica do hospedeiro. E valido reiterar que a linhagem
utilizada neste experimento provém de cervos-do-pantanal naturalmente infectados e,
mesmo apos estabelecimento de infeccao neste hospedeiro, foi capaz de atingir valores
biométricos compativeis com a normalidade da espécie, sugerindo uma provavel

manutengao da freqiiéncia génica original.
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6. CONCLUSOES

Foram determinados valores normais para os parametros hematolégicos e
bioquimicos da espécie, permitindo a avaliagdo dos valores obtidos ao longo do periodo
experimental.

O processo infeccioso, em intensidade parasitaria similar a observada em
animais de vida livre, ndo foi capaz de suscitar alteragées hematologicas, bioquimicas
ou anatomo-patoldgicas relevantes, tampouco interferir na ingestdao de alimentos,
sugerindo que, apesar da possibilidade de parasitismo, a infecgdo por H. contortus nos
niveis deste experimento nao provocam doencga clinica nos animais.

Por dltimo, a luz dos dados morfométricos e parasitolégicos, sugere-se ma
adaptacdo de H. contortus aos veados-catingueiros, apesar da possibilidade de

manutencao do parasita nestes animais.
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