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VIABILIDADE DO PARASITISMO POR Haemonchus placei EM CAPRINOS
(Capra hircus) EXPERIMENTALMENTE INFECTADOS

RESUMO - A caprinocultura € considerada um segmento de grande
importancia em agronegocios no pais, gerando importante fonte de carne e
leite, principalmente na regido Nordeste. Entretanto, este criatério sofre
grandes perdas econbmicas devido as parasitoses que acometem o trato
digestorio. Dentre estas, destaca-se, 0 género Haemonchus, cujas espécies H.
contortus e H. placei parasitam abomaso de caprinos e bovinos,
respectivamente, havendo possibilidade de infeccdo cruzada dessas duas
espécies helminticas. O objetivo do presente estudo foi avaliar a viabilidade do
parasitismo por H. placei em caprinos e compara-la a patogenicidade por H.
contortus. Foram utilizados 14 caprinos, recém-nascidos, mantidos em gaiolas
metdlicas de piso suspenso, assim distribuidos: Gl - quatro cabritos inoculados
com 5000 larvas infectantes (L3) de H. placei, Gll — quatro infectados com 5000
larvas infectantes (L3) de H. contortus, GlIl — quatro animais inoculados com
2500 larvas Lz de H. contortus + 2500 H. placei e GIV — dois cabritos que
receberam apenas agua (controle). Exames de contagem de ovos de
estrongilideos por grama de fezes (OPG) foram realizados diariamente, apds o
7° dia da inoculacdo. Os periodos pré-patentes foram de 24 dias para H
contortus e de 31 dias para H. placei. O grupo inoculado apenas com H. placei
apresentou médias de OPG inferiores quando comparado aos demais grupos.
Decorridos 42 dias poés-infeccdo, os 14 caprinos foram eutanasiados e
necropsiados, sendo coletados “in totum” os exemplares de Haemonchus. O
grupo | apresentou média de 25,5 espécimes H. placei, o grupo Il média de
619,5 de exemplares de H. contortus, o grupo Il média de 120 exemplares de
H. placei e 604,75 de H. contortus e no grupo IV nenhum helminto foi
diagnosticado. Nao foram constatadas quaisquer outras espécies e nem formas
imaturas de Haemonchus no trato gastrintestinais dos caprinos. Fragmentos do
abomaso foram coletados e armazenados em formol tamponado para andlise
histopatolégica. Foram observados no grupo | lesdes microscépicas leves
apenas com poucos focos inflamatérios. Nos grupos Il e Il foram
diagnosticadas lesdes extensas, como edemas, focos inflamatérios difusos,
infiltrado de eosindfilos, diminuicdo das células parietais. No grupo IV nenhuma
alteracdo histopatoldgica foi diagnosticada. Nas condi¢cdes desse estudo, a
espécie caprina foi razoavelmente susceptivel ao parasitismo por Haemonchus
placei, sendo esse parasitismo mais proeminente nos animais que receberam
infeccdo mista (H. placei + H. contortus)

Palavras-chave: caprinocultura, helmintos; pequenos ruminantes.



VIABILITY OF Haemonchus placei PARASITISM IN EXPERIMENTALLY
INFECTED GOATS (Capra hircus)

ABSTRACT - Goat breeding is considered a very important segment in
Brazilian agribusiness, generating a significant source of meat and milk.
However, this industry suffers great economic losses due to parasitic diseases
that affect the digestive tract, compromising their development. Among these,
the Haemonchus genus stands out, with H. contortus and H. placei parasitizing
goats and cattle, respectively, with the possiblity of cross infection between
these helminth species in abomasu of hosts. The objective of the present study
was to estimate the viability of H. placei parasitism in goats, and compare it with
H. contortus pathogenicity. Fourteen newborn goats were used, distributed in
the following way: GI - four goats inoculated with infective larvae (L3) of H.
placei; Gll — four animals infected with infective larvae (L3) of H. contortus; GllI
- four caprines inoculated with larvae L3 of H. contortus + H. placei; and GIV -
two goats that received only water (control). Each animal received 5000 L3 of
Haemonchus species, in a single dose, orally. Egg per Gram of Feces (EPG)
exams were performed daily after the 7th day of inoculation, establishing that
the pre-patent period of H. contortus was 24 days and H. placei was 31 days.
The group inoculated only with H. placei presented lower EPG means when
compared to the other groups. After 42 days post-infection, all 14 goats were
euthanized and necropsied, and Haemonchus specimens were collected “in
totum”. Group | presented an average of 25.5 specimens, while the mean of
group Il was 619.5, group lIl obtained an average of 120 specimens of H. placei
and 604.75 of H. contortus and group IV did not present any specimens. No
other species and no immature forms of Haemonchus were found in
gastrintestinal tracts of experimental animals. Fragments of abomasum were
collected and stored in buffered formalin for histopathological analysis, in which
Gl group showed mild microscopic lesions with only a few inflammatory foci,
while groups Il and Ill had extensive lesions, such as edema, diffuse
inflammatory foci, eosinophilic infiltrate and hyperplasia of parietal cells. Group
IV showed no changes. Under conditions of this study, the caprine species did
not present itself as susceptible to parasitism by Haemonchus placei, with such
parasitism being more prominent when in consortium with Haemonchus
contortus.

Keywords: helminth, caprine breeding, small ruminants.
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1. INTRODUCAO

A caprinocultura € uma atividade econémica importante, principalmente
na regido nordeste do Brasil, que possui 0 maior rebanho nacional,
representando uma valiosa fonte de renda em carne e leite para os produtores
da regido agreste (COSTA; SIMOES; RIET-CORREA, 2011). Neste contexto,
0Ss parasitos gastrintestinais sdo importantes, pelos entraves no criatorio, pelas
perdas, decorrentes da baixa produtividade dos animais adultos, elevada
mortalidade e atraso no desenvolvimento dos animais jovens. (AHID et al.,
2008).

Dentre os géneros de helmintos de importancia que parasitam o0s
caprinos, Haemonchus destaca-se pela elevada patogenicidade, e por serem
hemato6fagos, levam a um quadro anémico grave. Os individuos jovens sdo 0s
mais suscetiveis, caracterizando o quadro de caguexia, e nas fémeas em
periodo gestantes, pode promover o aborto. (VIERA, 2003).

Haemonchus é um helminto que habita 0 abomaso dos ruminantes e
apresenta um carater hemato6fago, provocando anemia e hipoproteinemia. No
Brasil as espécies mais prevalentes sdo H. contortus, H. placei e H. similis
(AMARANTE et al., 2007). H. contortus € o principal parasita de caprinos e
ovinos e o H. placei dos bovinos (GONZALES; SANTIAGO, 1969).

O controle dos helmintos gastrintestinais nos caprinos, normalmente
ocorre com a utilizacdo de farmacos, cuja aquisicdo onera custos para o
produtor rural (AMARANTE et al., 2004). Algumas medidas de manejo dos
animais podem ser utilizadas para minimizar esses gastos, como 0 manejo de
pastagem, utilizando forragens altas para consumo, a visualizacdo
hematologica utilizando o método da Famacha®, criado em 1992, que consiste
em uma tabela que de acordo com a coloracdo da conjuntiva ocular do
pequeno ruminante, pode-se estimar o grau de infeccdo por Haemonchus
contortus. No entanto € considerado um meétodo subjetivo e sujeito a erros
(ABRAO et al., 2010).

Embora H. placei apresente uma maior especificidade por bovinos e H.
contortus por caprinos e ovinos, quando essas duas espécies sdo coexistentes

em um mesmo ecossistema pode ocorrer infecgoes mistas (LE JAMBRE, 1983)



Roberts e Bremer (1955) em Queesland, Australia, observaram por meio
de estudos citogenéticos, que bezerros colocados junto com cabras se
infectavam com H. contortus, porém a infec¢do era menor que a aquela gerada
pelo H. placei. No Brasil, o pioneiro nestas pesquisas, Santiago (1968),
considerou que a infec¢do cruzada de H. contortus e H. placei foi inexpressiva.
Borba (1988) também relata a infec¢do cruzada em bovinos e ovinos.

Santos et al. (2014) e Reiniger et al. (2017), confirmaram o parasitismo
de Haemonchus placei em ovinos experimentalmente infectados e Favero et al.
(2016) constatou que bovinos experimentalmente infectados eram parasitados

pelo H. contortus.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Caprinocultura

De acordo com dados da FAO, a populacdo mundial de caprinos estava
em torno de 1 bilhdo de cabecas no ano de 2014, sendo superior a populacdo
suina e 15% menor que a ovina. Desse rebanho, 90% estao concentrados na
Asia e Africa e apenas 1,8% na Europa. No Brasil, em 2014 a populagdo
caprina estava contabilizada em 8.852.879 milhdes, concentrando-se na regido
nordeste, que representa 94% do rebanho nacional. A sua producdo vem
crescendo no comércio de carne, leite e de seus derivados. A producao leiteira
no ano de 2014 foi em torno de 18 milhdes de litros e a producdo de carne
global proxima de 5 milhdes de toneladas (FAO, 2014).

No Brasil, a producgédo leiteira das cabras ainda € inexpressiva quando
comparada com a mundial. No entanto no contexto socioeconémico brasileiro é
uma atividade de extrema importancia para geracdo de emprego e renda,
principalmente para a populacdo nordestina, onde a média de renda é muito
baixa (LOBO et al., 2010).

O leite de cabra apesar de apresentar uma composi¢cdo centesimal
semelhante ao leite bovino possui algumas peculiaridades caracteristicas. A
gordura presente no leite de cabra apresenta maior quantidade de &acidos
graxos de cadeia curta, e também apresenta em torno de 28% dos glébulos de

gordura com diametro inferior a 1,5 micrémetros, o que o torna mais digestivel.



O leite proveniente da espécie caprina também apresenta uma importancia
nutracéutica por conter uma maior quantidade de calcio e fésforo. O teor de
alfa-1-caseina do leite de cabra estd diretamente relacionado com a menor
incidéncia de reacdes alérgicas que o leite de vaca. A alfa-1-caseina também
apresenta trés sitios alostéricos de ligacdo, o que aumenta sua capacidade de
se adequar as enzimas degradadoras presente no organismo humano,
reduzindo consideravelmente sua capacidade de desencadear reacgles
alérgicas. O que torna esse produto mais valorizado que o leite bovino. (ALVES
et al., 2017)

2.2. Efeitos do parasitismo nos caprinos

A presenca de nematdédeos gastrintestinais em caprinos provoca
grandes prejuizos econdmicos e representa um dos maiores problemas
sanitarios na caprinocultura (BICHUETTE et al., 2015). As principais perdas
sdo decorrentes da diminuicdo do peso, reducdo na producdo leiteira e
aumento na taxa de mortalidade do rebanho (AKKARI et al., 2013).

Dentre os parasitas gastrintestinais encontrados, o género Haemonchus
€ um dos principais. As espécies H. placei, H. contortus e H. similis sdo as de
maior prevaléncia nos ruminantes no Brasil, sdo hematéfagos e provocam no
hospedeiro, anemia profunda e hipoproteinemia (FAVERO et al., 2016). Esse
parasita também provoca leses no abomaso, pois o helminto adulto mantem
parte anterior inserida na mucosa do hospedeiro e a parte posterior fica livre, o
que gera lesdo das células adjacentes, levando a edema, hemorragia e
alteracdes na liberagédo de &cido cloridrico (HCI), gerando uma deficiéncia na
digestdo alimentar, o que resulta em anorexia e caquexia nos animais. Em
infeccdo com elevada carga parasitaria pode ser observadas Ulceras na
mucosa abomasal com infiltrado de leucécitos polimorfonucleares e grande
perda celular (FONSECA, 2006)

O referido género desenvolve um ciclo evolutivo direto no hospedeiro,
caracterizado pela fase parasitaria, e outro que ocorre no ambiente (fase de
vida livre), caracterizado pela eliminacdo de ovos do nematodeo junto as fezes
do hospedeiro. Em contato com o ambiente, dependendo da temperatura e
umidade, se desenvolvem larvas do 1° estadio L; (rabditdide) no bolo fecal, que



sofrem mudas e passam para L, (filarioide) que alimenta-se de
microrganismos, e Lj (infectante) que permanecem em inércia alimentar,
aguardando junto &s gramineas sua ingestdo pelo hospedeiro. Enquanto isso
nao acontece, sua sobrevivéncia depende do ecossistema, ou seja, tipo de
vegetacao, temperatura ambiente, umidade relativa do ar e precipitacéo pluvial
(ENDO et al., 2014). As larvas L3 ficam nas gramineas e quando ingeridas pelo
hospedeiro perdem a bainha no ridmen e penetram na mucosa do abomaso,
realizando histiéfagia, onde sofrem duas mudas, L, (formas imaturas) e fase
adulta e assim reinicia a eliminacdo de ovos nas fezes do hospedeiro
(TAYLOR; LE STANG; KENNY; 2001).

As larvas L4 e os parasitas adultos provocam catalizac&o e hidrolise do
fibrinogénio, hemoglobina Imunoglobulina G e colageno (RHOADS,
FETTERER, 1995). A anemia causada no hospedeiro ocorre principalmente
devido a hidrélise de hemoglobina, que é a principal fonte proteica para o
parasito (GUEDES, 2008).

2.3. Caracteristicas filogénicas e relacdo hospedeiro-parasita

As espécies de Haemonchus sdo parasitas mais comumente
encontrados em hospedeiros camelideos e ruminantes que representam quatro
familias no geral. O nematdéide Haemonchus apresenta um carater
cosmopolita, sendo originado de hospedeiros oriundos do continente Africano
em diferentes espécies de antilopes. (HOBERG et al., 2002). Estudos
filogénicos acerca do género Haemonchus tém demonstrado que as suas
primeiras espécies tiveram origem na regido Afrotropical (GIBBONS, 1979). A
distribuicdo desse parasito nos ruminantes ocorreu com a migracdo destes
para regides com o nematoide ou a migracdao de hospedeiros infectados para
outros terrenos aos quais foi possivel a sobrevivéncia do parasito (HOBERG;
LICHTENFELS; GIBBONS, 2004).

A fauna americana é constituida de trés principais espécies H. contortus,
H. placei e H. similis. A espécie Haemonchus contortus é a mais basal quando
comprada com as outras duas e apresenta como hospedeiros centrais animais

oriundos da subfamilia Caprinae. O género Haemonchus possui dispersao e



adaptacao tardia a novos hospedeiros (HOBERG; LICHTENFELS; GIBBONS,
2004).

As espécies de Haemonchus séo classificadas como generalistas e 0s
seus hospedeiros sdo denominados satélites, iSso ocorre, pois essa espécie ja
foi relatada em outros hospedeiros que ndo os centrais, muitas vezes devido a
associacfes menos prevalentes e estaveis. Anteriormente a classificacdo
morfolégica das espécies de Haemonchus ndo era tdo eficiente o que
ocasionava erros na classificacao desses parasitos (HOBERG; LICHTENFELS;
GIBBONS, 2004)

Esse parasita € capaz de provocar supressao, desvio e conversao da
resposta imune do hospedeiro em seu préprio beneficio (MAIZELS et al., 2004).
O nematdide também apresenta alguns mecanismos de escape, como, por
exemplo, a modificacdo de seus antigenos da superficie durante as fases do
ciclo vital parasitario ou resisténcia aos mecanismos imunes dos hospedeiros,
como a acao de enzimas e proteases (RHOADS; FETTERER; ROMANOWSKI,
2000).Em infeccbes experimentais foi possivel visualizar o aumento de
eosinofilos no sangue periférico e da mucosa abomasal (BALIC, BOWLES,
MEEUSEN, 2002).

Embora H. contortus possua uma maior especificidade por pequenos
ruminantes e H. placei por bovinos, no Brasil estudos j& demostram o
parasitismo de H. contortus em bovinos (FAVERO et al., 2016) e o
estabelecimento do H. placei nos ovinos (SANTOS et al., 2014), no entanto ndo

h& muitos estudos relatando a infecgéo cruzada nos hospedeiros caprinos.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

O objetivo do presente estudo foi avaliar a viabilidade de uma infeccéo

experimental pelo H. placei na espécie caprina.

3.2. Objetivos especificos



A. Avaliacdo hematoldgica dos caprinos jovens (1 a 120 dias) inoculados
com larvas infectantes de H. placei e H. contortus.

B. Realizar analises anatomopatol6gicas da mucosa dos abomasos dos
caprinos parasitados por H. placei e H. contortus.

C. Avaliar as espécies H. contortus e H. placei em caprino
primoinfectado.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)

O estudo foi aprovado (Protocolo n° 06337/16) pela Comiss&o de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
Campus de Jaboticabal, UNESP, estando de acordo com os principios éticos
na experimentagdo animal adotado pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA).

4.2. Local do estudo

O experimento foi realizado no CPPAR - Centro de Pesquisas em
Sanidade Animal, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
FCAV/UNESP, campus de Jaboticabal e na propriedade rural Lagoa dos Patos,

localizada no municipio de Cajuru- Séo Paulo.

4.3. Selecao e alimentacdo dos caprinos

Foram utilizados 14 cabritos, machos, recém-nascidos, raca Saanen
mantidos em gaiolas metdlicas com pisos suspensos, objetivando evitar
possiveis infec¢cdes por helmintos gastrintestinais. Estes foram alimentados
com leite bovino, feno de Tifton (Cynodon sp.), e concentrado a base de 60%
de farelo de milho e 40% de farelo soja, seguindo orientagbes do setor de
Caprinocultura da FCAV/UNESP- campus de Jaboticabal.



O fornecimento do leite foi realizado duas vezes ao dia durante o
primeiro més de vida, e posteriormente oferecido uma vez ao dia. O
aleitamento foi interrompido quando os animais apresentaram um consumo
satisfatorio de outros alimentos sélidos, que ocorreu aos 60 dias de vida. Os
caprinos nao receberam, em nenhum momento, leito ou colostro oriundos de
cabras, apenas de origem bovina, esse procedimento é realizado em criatérios
de caprinos para evitar a transmissao da Artrite Encefalite Caprina (CAE) que
pode ser transmitida através do leite. O feno de Tifton (Cynodon sp.) e o
concentrado (60% Farelo de milho +40 % Farelo de soja) foram oferecidos aos
animais logo na primeira semana de vida, para incentivar o consumo.

Apo6s a administracdo do indéculo, animais com idade em torno de 75
dias, contendo as larvas infectantes L; dos Haemonchus diluidos em &gua, a
alimentacdo se restringiu a 150g de concentrado diario e feno de Tyfton

disponibilizados de acordo com a necessidade. Agua foi fornecida ad libitum.

4.4. Constituicdo dos grupos experimentais

A formacdo dos grupos experimentais ocorreu quando 0s animais
estavam com idade em torno de 75 dias, e adaptados a dieta de feno e
concentrado, quinze dias apés o desmame, sendo constituidos por sorteio,
conforme ilustrado na Tabela 1.

Tabela 1: Constituicdo dos grupos experimentais dos caprinos infectados com
Haemonchus sp. CPPAR, FCAV/ UNESP, Jaboticabal (SP). 2017.

GRUPO NUMERO DE CAPRINOS INOCULO (5000 L3)
Gl 4 Haemonchus placei
Gl 4 Haemonchus contortus
Glli 4 H. placei + H. contortus
GIV 2 Agua

Os caprinos foram alocados individualmente em gaiolas de metal com
piso suspenso (Figura 1), sem contato com o solo e nem entre caprinos de
grupos distintos, localizadas em um barracdo cimentado e ventilado. O

barracdo também era constituido de toldos que eram utilizados em caso de



chuvas e durante o periodo noturno, em que as temperaturas eram menores.
As fezes eram removidas diariamente e a urina lavada. Uma vez por semana o
barracdo era desinfetado com produto a base de amoénia quartendria e na
entrada que dava acesso aos caprinos era mantido um pédilivio. O feno e a
racdo eram mantidos suspensos, sem contato algum com o solo em local

coberto e ventilado.

LI
AT IS L ‘I il
|| v= ‘l::" |
Cid \‘,...u \‘ o

Figura 1: Gaiola metalica com pisos suspenso e com quatro divisbes para
alocacao individual dos caprinos. Sitio Lagoa dos Patos, Cajuru, Sao
Paulo, 2017.

4.5. Obtencdo de larvas infectantes (L3) de H. contortus e H. placei

As fémeas adultas de H. placei foram obtidas de abomaso de bovinos
oriundos de abates comerciais. Esses compartimentos gastricos foram
conduzidos para o CPPAR/UNESP, e em seguida seus conteudos foram
fitrados em tamises para lavagem e colheita de formas adultas de
Haemonchus placei. Amostragens de nematdédeos machos, procedentes dos
bovinos, foram analisadas morfologicamente para fins de diagnostico das
respectivas espécies, segundo a técnica proposta por Lichtenfels; Pilitt e
Hoberg (1994). As amostras de fémeas serviram para a extracdo de ovos de
Haemonchus, realizadas em solugéo fisiologica mantida em estufa a 37° C e
por dissecacdo de oviduto. A obtencéo de larvas infectantes (L3) foi efetuada



por meio de coproculturas (ROBERT; O’SULLIVAN, 1950) com vermiculita
devidamente esterilizada em estufa a 60°C por 24 horas. As larvas foram
extraidas ap0s permanecerem sete dias na B.O.D. a 27°C e mantidas em meio
hidrico e refrigeradas a 4 °C, por 24 horas.

As larvas de H. contortus foram fornecidas pela Dr2 Ana Carolina de
Souza Chagas do Laboratério de Sanidade Animal da EMBRAPA Pecudéria
Sudeste, situada em S&o Carlos (SP). Essas larvas eram oriundas de caprinos

experimentalmente infectados por H. contortus.

4.6. Administracdo do indéculo contendo L3 de H. contortus e de H.

placei nos caprinos

Constatando o estado de saude adequado dos animais através de
exames clinicos e hematologicos, apos o periodo de desmame, quando todos
0s caprinos apresentavam idade aproximada de 75 dias, foram realizados cinco
exames coproparasitolégico consecutivos para confirmar a negatividade
parasitologica.

Cada caprino recebeu um inéculo com 5000 larvas infectantes,
administrados via oral em dose Unica. A quantidade de larvas infectantes foi
definida de acordo com as normas internacionais da “World Association for the
Advancement of Veterinary Parasitology” que recomenda infeccao unica de
5000 larvas para pequenos ruminantes (WOOD et al., 1995).

A quantificacdo das larvas foi feito por meio de trés contagens
consecutivas, em triplicata (trés aliquotas contendo 10 pL cada). Em seguida
foi realizado o célculo da quantidade de larvas viaveis (viva) de terceiro estadio
(L3) para entédo realizar o célculo do volume que foi administrado em cada
animal.

Os caprinos foram inoculados em um Unico dia, por via oral, com a
utilizacdo de uma seringa de 10mL. Os grupo | e Il receberam primeiramente
uma seringa contendo apenas agua, em seguida o inéculo com 5000L3 de H.
placei e H. contortus, respectivamente, e em seguida novamente um seringa
contendo o agua. O grupo lll passou pelo mesmo processo, mais o inéculo
continha 2500 L3 de H. placei e 2500 L3 de H. contortus. Os caprinos do grupo
GIV receberam apenas seringas contendo agua.
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4.7. Exames coproparasitolégicos dos caprinos

A partir do 30° dia de idade dos caprinos, amostras fecais foram
coletadas, semanalmente, direto da ampola retal de cada caprino para
contagens de ovos de nematddeos por grama de fezes — OPG (GORDON;
WHITLOCK, 1939). As fezes eram coletadas no periodo da manha. O
procedimento também foi realizado cinco dias consecutivos antes da
inoculacao.

Ap6s o 7° dia da inoculagdo, os exames de OPG foram realizados
diariamente para determinacdo do periodo pré-patente, ou seja, avaliar o dia
em que o0s ovos de cada espécie de helminto passaram a ser diagnosticados
nas fezes. Quando o primeiro OPG apresentou-se positivo foram realizadas
coproculturas diariamente e perduraram durante todo o periodo experimental
de 42 dias (ROBERTS; O"SULLIVAN, 1950).

As coproculturas foram realizadas para averiguar a viabilidade dos ovos

de estrogilideos.

4.8. Exames clinicos e hematoldgicos dos caprinos

Exames clinicos foram realizados, em todos os caprinos, trés dias
consecutivos antes da inoculagéo das larvas infectantes e semanalmente, até a
eutanasia. Nesses exames, foram aferidas a frequéncia cardiaca, frequéncia
respiratéria, temperatura retal e tempo de perfusdo capilar (TPC). A avaliacédo
da coloragédo das mucosas foi realizada com o auxilio do cartdo Famacha®©, em
que a coloracdo da conjuntiva ocular é avaliada em 5 graus; grau 1 e 2 néo
necessitam de tratamento, grau 3 se deve cogitar o tratamento do animal e os
graus 4 e 5, que indicam tratamento imediato. Esse método era avaliado a
cada dois dias.

Amostras de sangue foram coletadas de cada cabrito por pung¢éo venosa
(veia jugular), um dia antes da inoculagéo, quando os animais estavam com 75
dias de idade, e semanalmente até a data das necropsias. Todas as amostras
foram colhidas por meio de sistema vacuo, frascos siliconizados (Vacutainer

BD) de 4 mL, contendo &cido etilenodiaminotetracetato dissddico (EDTA) e
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encaminhadas ao Laboratério Endomed, localizado em Jaboticabal — SP, para
processamento. Nessas amostras foram mensurados os valores de
hematdcrito, nimero total de hemacias, concentracdo de hemoglobina, indices
hematimétricos absolutos (volume corpuscular médio, hemoglobina corpuscular
média e concentracdo de hemoglobina corpuscular média), namero de

plaguetas e contagem total de leucdcitos.

4.9. Eutanéasia dos caprinos

A eutanasia dos 14 caprinos foi realizada no 42° dia apés a inoculacao,
pois de acordo com Fonseca (2006), o ciclo do género Haemonchus leva seis
semanas para se completar. De acordo com a Resolucdo N° 1000, de 11 de
maio de 2012, do Conselho Federal de Medicina Veterinaria, para este
procedimento, cada animal foi sedado, via intramuscular, com cloridrato de
xilazina 2g (0,22mg/kg). Em seguida, foi administrado via endovenosa, tiopental
sédico (1g) (15mg/kg). Somente apds ser constatada a inconsciéncia total
(auséncia de reflexo corneal) do caprino foi realizada a sangria, por meio da
seccdo dos grandes vasos da regido cervical (veia jugular e artéria carotida),

de modo que sua morte ocorreu por choque hipovolémico.

4.10. Necropsia parasitolégica: colheita dos helmintos

ApOs a eutanasia, a necropsia foi realizada com o animal em decubito
lateral direito, evitando ao maximo a movimentacdo da carcaca antes da
separacdo dos o6rgdos. O sistema digestério foi separado, por meio de
ligaduras duplas nos diferentes segmentos anatémicos (omaso, abomaso,
intestinos delgado e grosso), e seus conteudos foram coletados. O contetdo
obtido foi lavado em tamis (0,297mm e Tyler 48) e a parte sélida retida foi
fixada em solucao de formol 10% a uma temperatura de 75°C. Durante a
necropsia pode haver passagem do conteddo abomasal para outros
compartimentos do sistema digestério, o que justifica a pesquisa de
Haemonchus nos diferentes segmentos anatomicos (BORGES, 2007).

Apbs esse procedimento, o érgao foi submetido a digestdo em solugéo
péptica (COSTA, 2015) para recuperacdo de possiveis formas imaturas
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presentes na mucosa. Todos os helmintos colhidos foram identificados
genericamente e quantificados de acordo com o estagio de desenvolvimento
(UENO; GONCALVES, 1998). Os demais oOrgdos, também, foram
inspecionados para o diagndstico de eventuais helmintos presentes.

A coleta dos parasitos do contetdo de cada 6rgao foi realizada in totum
e 0s exemplares de cada animal foram armazenados em &lcool 70%. Os
helmintos coletados foram identificados, apds separacdo de machos e de
fémeas, de acordo com os critérios estabelecidos por Ueno e Gongalves
(1998).

4.11. Identificacdo das espécies de Haemonchus

Do total de helmintos coletados e armazenados em alcool 70%,
analisou-se de forma aleatoria uma amostra de 10% dos parasitas por animal.
Os helmintos, de cada espécie, foram medidos quanto ao seu comprimento
total.

A técnica de identificacdo morfolégica mais confiavel € o método de
contagem das sinlofes (sulcos) dos helmintos, pois ndo apresentam alteracoes
no namero de sulcos de cada espécie. Através de cortes medianos e na juncao
esbfago-intestino do parasito séo realizadas as contagens das sinlofes de cada
exemplar. As espécies H. similis e H. placei apresentam 34 sulcos, tanto na
regido posterior como anterior ao es6fago, enquanto o H. contortus apresenta
30 sulcos. Na regido de corte mediano do parasito, as espécies H. contortus e
H. placei apresentam 22 sulcos (LICHTENFELD; PILITT; HOBERG, 1994).

Nos machos além das sinlofes foi realizada a avaliacdo morfolégica dos
ganchos e raio dorsal, presentes na bolsa copuladora desses parasitos, para
identificagcdo das duas espécies de Haemonchus avaliadas no estudo e
diferencia-las de Haemonchus similis. H. placei e H. contortus apresentam raio
dorsal em forma de Y (fechado) e os ganchos recontes presentes nos
espiculos aparecem em niveis diferentes. Ja H. similis apresenta o raio dorsal
em forma de taca (aberto) e os ganchos se encontram no mesmo nivel, de
forma simétrica (COSTA, 2015).
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Figura 2: Fotomicrografia de corte realizado na juncdo esb6fago- intestino do
parasito, seta indica a sinlofe, (Obj. 40x). CPPAR/ FCAV/ UNESP.
2017.

4.12. Exames anidtomopatolégicos

Apos coleta dos helmintos e exames macroscopicos, foram coletados
fragmentos da mucosa do abomaso para estudos anatomopatoldgicos em
todos os animais experimentais, objetivando detectar eventuais diferencas na
intensidade das lesdes resultantes do parasitismo por cada espécie de
Haemonchus.

Os fragmentos de abomaso foram coletados antes dos 6rgdos serem
submetido a solucéo péptica-cloridrica e foram fixados em solucéo de formol a
10%, tamponado em fosfatos (pH 7,4), por 24 horas, em seguida foram
armazenados em alcool 70% até a realizacdo do exame. As amostras
passaram por desidratacdo (alcool 80%, 90%, 95%, absolutol, absoluto2 e
absolut3), em seguida realizou-se a diafanizacdo com xilol e a inclusdo em
parafina. As amostras foram cortadas a 5um e coradas com Hematoxilina e

Eosina (HE) para posterior andlise em microscopia de luz.

4.13. Anédlise estatistica

O delineamento experimental utilizado nas contagens de OPG, nas

guantificacbes dos helmintos, nas avaliagbes hematoldgicas, parametros
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quimicos e valores do Famacha® foram inteiramente casualizado em esquema
de parcela subdividida no tempo, considerando-se como parcela principal os
tratamentos e como subparcelas as datas de observacdo. As confrontagoes
das médias dos dados propostos foram aferidas pelo teste t de Student
(P<0,05) (SAS, 2001)

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Exames coproparasitolégicos e periodo pré-patente

O exame de contagem de ovos de estrongilideos por grama de fezes
(OPG) passou a ser realizado diariamente apds o 7° dia da administracdo do
in6culo. Os primeiros ovos de estrongilideos foram identificados no 24° apés a
infeccdo, em dois caprinos pertencentes ao grupo Il (H. contortus) e em dois
caprinos do grupo lll, inoculado com as duas espécies. No grupo |, infectado
com H. placei, a contagem de OPG foi positiva no 31° apds a administracdo do
in6culo(Tabela 2 e Figura 3 e 4).

Os caprinos pertencentes ao grupo controle ndo apresentaram OPG

positivo durante todo o periodo de estudo.
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Tabela 2: Periodo pré-patente (dias pos-inoculacdo) de Haemonchus placei e
Haemonchus contortus em caprinos experimentalmente infectados
com 5.000 L3. CPPAR, FCAV/UNESP. 2017.

Periodo pré-patente

Grupo Caprino _ OPG’
(dias)
248 38 50
243 - -
Grupo |
431 31 50
114 31 50
Média 33 50
231 25 50
212 29 50
Grupo Il
213 24 100
214 24 150
Média 25 87,5
249 26 200
415 24 200
Grupo 1l
313 25 300
268 24 100
Média 25 200

*Quantificacao dos primeiros OPG positivos.
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placei) de caprinos infectados no decorrer dos dias experimentais.
CPPAR, FCAV/ UNESP. 2017.
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Os exames coproparasitolégicos representaram que o periodo pré-
patente em caprinos primoinfectados foi de 31 a 38 para H. placei e de 24 a 29
para H. contortus. A infeccdo mista, contendo as duas espécies, teve um
periodo pré-patente de 24 a 26 dias, sendo sua média semelhante a do grupo
infectado com H. contortus. O grupo inoculado apenas H. placei além de
apresentar um periodo pré-patente mais longo, um dos caprinos apresentou
resultados negativos até o dia da necropsia (Tabela 2).

As médias de contagem de OPG dos grupos Il e Il apresentaram-se
crescente durante o decorrer dos dias experimentais finalizando com médias
de 2500 e 3850, respectivamente. O grupo | apresentou OPG positivo mais
longo e contagens baixas durante todo periodo de estudo finalizando com
contagem média de 63 ovos por gramas de fezes.

As andlises estatisticas realizadas demostraram nao ocorrer diferenca
estatistica significativa (P= 0,05) entre os grupos GIl (H. contortus) e GlII (H.
placei + H. contortus). Quando a comparacdao foi entre os grupos Il e Il com os
grupos | (H. placei), houve diferenca estatistica significativa (P<0,05) durante
todo periodo do estudo (Tabela 3).

Tabela 3: Médias Aritméticas, desvios-padrao e resultados das comparacdes

das contagens de ovos de estrongilideos (Haemonchus) por grama
de fezes (OPG) dos caprinos experimentais. CPPAR, FCAV/

UNESP. 2017.
Dias Grupos experimentais/ Médias e Desvios- padrédo
experimentais Grupo | Grupo Il Grupo Il
0aZ23 0,0000+0,0000Ab 0,0000+0,0000Ac 0,0000+0,0000Ae
24 a 26 0,0000+0,0000Bb 1,9604+1,3247Ab 2,1875+0,2736Ad
27 a29 0,0000+0,0000Bb 2,4564+0,8563Aab 2,7682+0,2721Ac
30a32 0,6957+0,8119Bab 2,7861+0,3888Aab 3,0057+0,1643Abc
33a35 0,7933+0,9570Bab 2,8611+0,4903Aab 3,2607+0,2679Aab
36 a 38 1,1533+0,8049Ba 2,8362+0,2834Aab 3,1692+0,3029Aab
39a42 1,3891+0,9484Ba 3,1585+0,2973Aa 3,4390+0,2404Aa

*Valores seguidos pela mesma letra, mailsculas na linha e mindsculas na

coluna, nao diferem entre si pelo teste t (P=0,05).
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Esses resultados discordaram do trabalho de Chiejina et al. (2002) que
obtiveram um periodo variando de 18 a 20 dias para H. contortus, em caprinos
experimentalmente infectados na Nigéria. No grupo primoinfectado que foi
necropsiado com 56 dias de experimento, as contagens de OPG foram
crescentes até proximo ao 50° dia, mas com meédias menores (1000 ovos de
estrongilideo por grama de fezes) do que as descritas no presente trabalho.
Neste estudo os caprinos apresentavam idade entre 7 e 8 meses, sendo mais
velhos, e isso atrelado ao manejo e o tipo cepa utilizado desse experimento
podem ter contribuido para que os resultados fossem diferentes, tanto o
periodo pré patente precoce quanto as baixas contagens de OPG.

Riggs (2001) realizou infeccdo cruzada de H. placei em ovinos e
bovinos. Os bezerros com idade entre 6 a 11 semanas foram infectados com
larvas originaria de ovinos e bovinos, apresentando um periodo pré patente de
26 dias e de 29 a 32 dias, respectivamente. Nos ovinos, que apresentavam
idade em torno de 9 semanas, foi realizado o mesmo processo, e aqueles
infectados com larvas oriundas de bovinos apresentaram periodo pré patente
de 29 a 32 e as larvas provenientes de ovinos demostraram um periodo pré
patente de 25 a 29 dias. Este trabalho avaliou as médias de OPG encontradas
durante o estudo e observou que os animais infectados com fonte de origem
ovino apresentaram as maiores taxas de OPG, principalmente os bovinos, com
uma média de 1237,9, bem superior aos outros grupos Esses resultados
demostraram que o H. placei oriundo de bovinos apresenta um periodo pré
patente mais longo, o que € semelhante ao encontrado nos caprinos, que
também receberam larvas provenientes da espécies bovina. As idades dos
animais foram semelhantes, mas no caso as espécies de hospedeiros sdo
diferentes.

Ainda em experimentos utilizando carneiros, Santos et al. (2014)
utilizando animais primoinfectados com idade de 2 a 3 meses descreve um
periodo pré patente para H. placei de 26 a 32 dias e H. contortus de 18 a 29
dias. Observou-se também que as médias de OPG dos grupos infectados com
H. placei foram menores quando comparadas aos H. contortus, mas mesmo
assim com meédias bem mais elevadas, se aproximando de 6000 ovos por
gramas de fezes. As condi¢bes do estudo foram semelhantes ao do presente
trabalho, exceto o tempo de duracdo do experimento que foi de 185 dias, e foi
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possivel observar uma compatibilidade entre os resultados para o periodo pré
patente, mesmo que o H. placei para hospedeiros caprinos foi um pouco mais
longo. No entanto, com relacdo &s contagens de OPG, as relatadas para os
ovinos foram muito superiores aquelas descritas nos caprinos.

Reiniger et al. (2017) também em trabalho utilizando ovinos, obteve
como periodo pré patente média de 22 dias para H. contortus e 26 para H.
placei. Quando reinfectados a média de periodo pré patente foi superior, sendo
de 26 para H. contortus e de 29 para H. placei, o que ja demostrou ser mais
préximos do obtido nesse estudo. As contagens de OPG foram duas vezes
maiores nos ovinos infectados com H. contortus, com contagens proximas a
4500, e nos animais que receberam o indculo de H. placei o OPG se aproximou
de 2000. Esses resultados demostraram que o H. placei apresentou um
parasitismo mais efetivos nos ovinos, com uma grande quantidade de liberacao
de ovos nos ambiente, ao contrario do que foi observado nos caprinos. A idade
dos ovinos, o manejo, as condi¢des climaticas e as caracteristicas fisiologicas
do hospedeiro em questao provavelmente influenciaram nesses resultados.

Favero et al. (2016), utlizando como hospedeiro o0s bovinos
primoinfectados e com idade dos hospedeiros e condicbes de manejo
semelhantes a desse estudo, obtiveram um periodo pré patente de 27 a 28
dias para H. placei e de 20 a 29 dias para H. contortus. Foi possivel constatar
que H. placei parasitando espécie bovina apresentou periodo pré patentes
mais precoces do que o0s apresentados para 0s caprinos nesse estudo, no
entanto quando em ovinos ou quando as larvas sédo originarias do proprio
bovinos o periodo pré patente foi mais demorado e parecido com o desse
experimento. As médias de OPG descritas foram de 428,41 e 350, 83 para H.
contortus e H. placei, respectivamente. As médias de OPG comparativamente
as encontradas nos caprinos foram diferentes, os animais dos grupos
infectados H. contortus apresentaram médias menores, mas nesse caso eles
nao parasitavam seu hospedeiro principal, e o grupo com H. placei
apresentaram meédias mais elevadas. Isso possivelmente se deve as relagbes
hospedeiro-parasita, que entre os caprinos e o H. placei estdo menos

estabelecidas.
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5.2. Carga parasitaria e fertilidade das fémeas de Haemonchus nos

caprinos infectados experimentalmente

A quantificagdo dos Haemonchus adultos encontrados no conteudo total
dos abomasos dos caprinos esta representada na Tabela 4. O grupo controle,
nao possuiu nenhum helminto. Nenhum animal inoculado apresentou formas
imaturas do Haemonchus. Foi possivel observar que a espécie caprina €
menos susceptivel ao parasitismo por H. placei, isso quando o abomaso se
encontra habitado apenas por esse parasita.

Quando em infeccdo mista das duas espécies de Haemonchus foi
possivel observar que ocorreu um sinergismo, 0 que provocou aumento de
cinco vezes na quantidade de H. placei recuperados a necropsia. A prevaléncia
encontrada naqueles infectados com as duas espécies foi de 83, 44% de H.
contortus e de 16,56% de H. placei. A quantidade de H. contortus encontrada
foi bem superior apresentando médias de 619,5 para o indculo contendo
apenas H. contortus e de 604,75 para o in6culo contendo as duas espécies
(Figura 6).



21

Tabela 4: Quantificacdo dos exemplares das duas espécies de Haemonchus
nos caprinos experimentalmente infectados. CPPAR,
FCAV/UNESP. 2017.

Haemonchus placei Haemonchus contortus
Caprino Grupo
Fémeas Machos Total Fémeas Machos Total
248 11 10 21 0 0 0
243 5 8 13 0 0 0
Grupo |
431 20 17 37 0 0 0
114 17 14 31 0 0 0
Total 53 49 102 0 0 0
Média 13,25 12,25 25,5 0 0 0
231 0 0 0 76 128 204
212 0 0 420 331 751
Grupo Il
213 0 0 0 303 364 667
214 0 0 0 488 368 856
Total 0 0 0 1287 1191 2478
Média 0 0 0 321,75 297,75  619,5
249 31 39 70 391 241 632
415 62 96 158 329 288 617
Grupo Il
313 56 64 120 224 257 481
268 65 67 132 355 334 689
Total 214 266 480 1299 1120 2419

Média 53,3 66,5 120 324,75 280 604,75
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Figura 5: Representacdo grafica da quantidade total de exemplares
Haemonchus identificadas nos caprinos experimentalmente
infectados. CPPAR, FCAV/UNESP. 2017.

A analise estatistica, representada na Tabela 5 demostrou que para a
espécie H. placei, houve diferenca estatistica significativa (P<0,05) entre o
grupo |, inoculado apenas com esta espécie e o Glll, inoculado com as duas
espécies de Haemonchus. Dessa maneira, observa-se que o H. placei
provocou parasitismos com intensidades diferentes nesses grupos. Quando a
espécie analisada foi o H. contortus, constatou-se que ndo houve diferenca
estatistica significativa (P=0,05) entre a carga parasitaria do grupo Il, inoculado
apenas com essa espécie e o grupo lll infectados juntamente com o H. placei.
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Tabela 5: Médias, desvios padrdo e resultados estatisticos obtidos da
quantidade de Haemonchus coletados nos caprinos experimentais
necropsiados. CPPAR, FCAV/ UNESP. 2017.

Grupos experimentais/ Médias e desvio padrao

Helmintos
Grupo | Grupo I Grupo llI
Fémea 1,11+0,24B 0,00+0,00C 1,72+0,15 A
Haemonchus
placei
Macho 1,11+0,13B 0,00+0,00C 1,81+0,16 A
Fémea 0,00+0,00B 2,42+0,372 2,50+0,11 A
Haemonchus
tort
contortus Macho 0,00+0,00B 2 44+0,222 2.45+0,06 A

Valores seguidos pela mesma letra, mailsculas na linha e mindsculas na
coluna, nao diferem entre si pelo teste t (P=0,05).

A quantificagdo dos helmintos recuperados & necropsia demonstram a
ocorréncia de sinergismo entre as espécies. O numero de exemplares de H.
placei identificados no grupo Il foi mais elevado do que no grupo I. A presenca
do H. contortus possivelmente provocou alteracbes no ambiente do abomaso
como lesdes na mucosa alterando a secrecao de HCIl e o pH, promovendo uma
melhor adaptacao do H. placei ao caprino.

O sinergismo entra essas espécies de Haemonchus no hospedeiro
caprino foi também exposta por Achi e colaboradores (2003), que realizaram
estudo na Costa do Marfim, com abomasos de caprinos, ovinos e bovinos,
classificando os Haemonchus encontrados nas espécies H. placei, H. contortus
e H. similis. Observaram que nenhum caprino apresentou abomaso constituido
apenas de H. placei, no entanto com relagcdo aos abomasos constituidos por H.
placei e H. contortus, o hospedeiro caprino foi 0 que apresentou maior
prevaléncia, apresentando uma porcentagem de 51,2%, quando comparado
aos outros hospedeiros.

Akkari et al. (2013) em experimento conduzido na Tunisia avaliou
abomasos oriundos de frigorifico e realizou a classificacdo apenas de
Haemonchus machos. Constataram a presenca de H. placei e H. contortus nos
trés hospedeiros avaliados (bovino, ovino e caprino). Nesse estudo 0s caprinos

eram a espécie mais parasitada e também demostraram sinergismos entre
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espécies de Haemonchus com um percentual médio de 63,97% de H. contortus
e 36,03% de H. placei, uma quantidade superior a encontrada neste
experimento, que pode ser explicado por alteragbes de manejo, regides
climaticas, racas dos caprinos, idade dos animais, e o fato de ser infeccdo
natural. No entanto sdo dados que compravam o sinergismo entre H. placei e
H. contortus quando presentes nos abomasos de caprinos.

Em estudos realizados com espécie ovina, no Egito, o H. contortus
sempre foi duas vezes mais prevalente do que o H. placei (KHALAFALLA;
ELSEIFY, ELBAHY, 2011). Reiniger et al. (2017), em experimento também
utilizando ovinos como hospedeiro, realizou infeccdo e reinfeccdo com H.
placei e H. contortus. Observaram maior prevaléncia de espécimes coletados a
necropsia no grupo em que a primoinfeccdo foi de H. placei, os animais
tratados e a reinfecgdo com H. contortus. Esse trabalho sugere que o H. placei
provoca uma baixa liberacdo nas imunoglobulinas 1gG, responséaveis pela
defesa dos animais a infeccdo por parasitas. No entanto neste trabalho as
quantidades de Haemonchus recuperadas nao se diferenciaram muito, de
acordo com o grupo, ndo sendo possivel uma comparacdo muito fidedigna. Ja
no presente estudo ndo foi 0 que ocorreu. pois 0 grupo primoinfectado com H.
placei apresentou carga parasitaria baixa (média de 25,5), possivelmente por
faltar adaptacéo.

Para a espécie bovina, Favero et al. (2016), obtiveram médias de
espécimes coletadas de 742, 75 de H. contortus e 786,5 de H. placei para
in6culos de 10.000 larvas infectantes; além de comprovar o parasitismo por H.
contortus em bovinos, observaram que a quantidade de parasitas encontrados
foi semelhante para os dois grupos experimentais. A quantidade de H.
contortus encontrada pelos autores foi parecida com a quantidade encontrado
no grupo Il (inoculado com as duas espécies de Haemonchus) e proximo ao
encontrado no grupo Il (H. contortus), no entanto o indculo administrado nesses
bezerros foi maior. O parasitismo de H. placei foi diferente, mas isso deve
também pelo fato de se tratar de hospedeiros diferentes. Os bezerros utilizados
nao receberam colostro e foram mantidos em gaiola com piso suspenso
durante todo periodo de estudo.

Considerando a fertilidade e comprimento total das fémeas foi possivel
constatar que as duas espécies foram semelhantes e que a taxa de fertilidade
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das fémeas foi inversamente proporcional ao tamanho, quando comparamos 0s
grupos | e Il. As fémeas do grupo Ill apresentaram comprimento total maior nas
duas espécies de Haemonchus, quando comparadas aos grupos | e Il (Tabelas
6e7).

Tabela 6:Coeficiente de fertilidade das fémeas de Haemonchus e comprimento
das fémeas dos grupos | e I, colhidas nos caprinos
experimentalmente infectados. CPPAR, FCAV/UNESP. 2017.

Fertilidade das Comprimento Total

Caprino Grupo R )
Fémeas* das fémeas (mm)

248 4,54 19,5

243 0 19,7
Grupo |

431 4,6 20,9

114 3,41 18,3
Média 3,14 19,6

231 4,42 215

212 2,05 18,2
Grupo Il

213 5,06 20

214 2,39 20,1
Média 3,03 19,95

*Relacdo entre a quantidade de ovos por grama de fezes e a quantidade de
fémeas.

Tabela 7: Comprimento total das fémeas de H. placei e H. contortus do grupo
lll, retiradas dos caprinos experimentalmente infectados. CPPAR,
FCAV/UNESP. 2017.

_ Comprimento total das Comprimento total das
Caprino Grupo R , ~
fémeas de H. placei fémeas de H. contortus
249 19,5 18,9
415 21 22,2
Grupo Il
313 20,5 20,5
268 19 20,2
Médias 20 20,4

Os valores obtidos nesse estudo para o comprimento total das fémeas
se encontra dentro dos valores propostos por Lichtenfels, Pilitt e Hoberg
(1994), que consideram o comprimento das fémeas de H. placei variando entre
12,5mm e 25,5mm e os exemplares de H. contortus variando 14,8mm a
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27,2mm, demostrando que as fémeas de H. contortus apresentam maior
tamanho corporal, 0 que ndo ocorreu no presente estudo quando as espécies
estavam em infeccao separada, mais ocorreu na infecgéo mista.

Favero et al. (2016) utilizando bezerros experimentalmente infectados,
obteve como média de comprimento total das fémeas de H. contortus e H.
placei, 19,8mm e 21,4mm, respectivamente. Os dados para H. contortus séo
semelhantes aos do presente estudo, mas a média de comprimento total das
fémeas de H. placei € maior, isso possivelmente se deve pelo fato delas
estarem parasitando seu hospedeiro habitual.

Nas Tabelas 8 e 9 estao representados as taxa de fixacdo das espécies
de helmintos. As taxas de fixacdoda espécie H. placei foram muito inferiores
gquando em inoculo isolado, no entanto quando inoculadas no animal
juntamente com a espécie H. contortus a taxa foi bem superior, mas assim

mesmo se manteve inferior ao H. contortus.

Tabela 8: Taxa de fixacdo dos helmintos no abomaso de caprinos
experimentalmente infectados com H. placei e H. contortus,
grupos | e Ill. CPPAR, FCAV/UNESP, 2017.

Caprino Grupo Taxa de fixagcao (%)
248 0, 42
243 0,26

Grupo |
431 0,74
114 0,62
Média 0,51
231 4,08
212 15,02
Grupo Il
213 13,34
214 17,12

Média 12,39
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Tabela 9: Taxa de fixagdo dos helmintos no abomaso de caprinos
experimentalmente infectados com H. placei e H. contortus, do
grupo lll, CPPAR, FCAV/UNESP. 2017.

Caprinos Taxa de fixacdo do H. Taxa de fixacdo H. contortus
placei (%) (%)
249 2,80 25,28
415 6,32 24,68
313 4,80 19,24
268 5,28 27,56
Média 4,8 24,19

A quantidade de larvas infectantes administradas aos animais foi a
quantidade proposta por Wood et al. (1995), para pequenos ruminantes. Os
autores citam taxas de fixagéo variando de 15% e 20%. No presente estudo, H.
placei apresentou taxa entre 0,26% e 0,74%, quando inoculado sozinho, e de
2,8% a 6,32% no grupo lll. H. contortus variou de 4,08% a 17,12% quando
inoculado sozinho e de 19,24% a 27,56% na infec¢cdo mista.

Hoppe (2010) em estudo realizado com veado obteve taxas de
recuperacdo de H. contortus variando entre 0,2% e 9,01% apds inoculagao
com 7500 L3 desse helminto. A variacdo das taxas de fixacdo foi ampla assim
COMO NnOos caprinos, apresentando percentuais baixos como na taxa de fixacéo
do H. placei e percentuais que coincidiram com as taxas de fixacdo do H.
contortus, no entanto, neste caso, a espécie de hospedeiro era diferente.

Favero et al. (2016) teve uma taxa de recuperacgédo variando de 3,61% a
10,82% para H. contortus, e de 2,48 a 13,43% para H. placei, em bovinos
infectados com 10.000 larvas infectantes. Nesse estudo, as variagdes de taxa
de fixacdo foram semelhantes as representadas pelo H. contortus do grupo I,
mas foram bem superiores as descritas no grupo | e inferiores a taxa de
recuperacdo da espécie H. contortus do grupo lll, o0 que demonstra que o

sinergismo entre as duas espécie alterou a taxa de fixacao.

5.3. Exames clinicos dos caprinos
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Durante o periodo de estudo ndo houve alteracdes clinicas significativas
nos animais de nenhum grupo. A temperatura retal dos animais se manteve
dentro da normalidade (38,8 a 40°C) em todas as datas experimentais.

Frequéncias cardiacas, respiratoria e o tempo de perfusdo capilar (TPC)
estavam dentro da normalidade para espécie caprina jovem, sendo os valores
normais 70 a 90 batimentos por minuto, 15 a 30 batimentos por minuto e 1 a 2
segundos, respectivamente. Alteragbes na coloragdo da mucosa dos animais
serdo discutidas juntamente com o uso do método Famacha®©. Nao houve
diferencas estatisticas significativas (P=0,05), entre 0s grupos experimentais,
para nenhum dos parametros aferido.

Durante todo o periodo de experimento ndo foi constatado a presenca
de edema em nenhum dos animais, No entanto, todos os animais pertencentes
ao grupo infectado com H. contortus e todos do grupo inoculado com as duas
espécies, apresentaram apatia e anorexia.

Machado et al. (2014) em experimento realizado com ovinos, observou a
presenca de diarreia, edema e mucosa ocular palida, indicando anemia.
Amarante (2005), também em estudo com a mesma espécie de hospedeiro,
nao relatou qualquer alteracao, relata a presenca de mucosas palidas o que
sugere a anemia, 0 que € comum em animais com haemoncose, por ser um

parasita hematofago.

5.4. Andlises Hematoldgicas dos caprinos

As contagens de hemacias nao apresentaram diferenca entre 0s grupos
experimentais e permaneceram dentro da normalidade de 8 a 18 milhdes/mms3,
durante todas as datas, mas sempre proximo ao limite superior. A
concentracdo de hemoglobina também néo variou de acordo com 0S grupos.
No inicio do estudo todos 0s grupos apresentavam meédia superior aos valores
considerados normais que séo 8 a 12 g/dL (WEISS; WARDROP, 2011). Nos
outros dias experimentais 0os animais parasitados tiveram um leve decréscimo
desses valores e 0 controle permaneceu ou superior ou no limite superior da

variacao considerada normal.
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Os valores para hematécrito estavam elevados durante todo o periodo
do estudo, o que é comum em animais jovens. Apenas um caprino do grupo Il
(infectado com H. contortus) apresentou valores inferiores, mas nesse caso se
devia ao fato de o animal ingerir grande quantidade de agua. As médias dos
hematdcritos foram de 39,54% para o Gl; 33, 57% para o Gll; 36,26% para o
GllIl e 38,60% para o GIV. De acordo com Weiss. Wardrop (2011), os valores
normais para Hematocrito variam entre 22 a 38%. Os valores de Hematocrito
nao se correlacionaram aos valores do Famacha®.

Os valores de hemacia, hemoglobina e hematdcrito tendem a ser mais
elevados no inicio da vida dos animais, conforme os animais vao crescendo 0s
valores hematolégicos tendem a se normalizar. (JAIN, 1993; DIAS JUNIOR,
2006).

Em estudo com caprinos adultos realizado por Chiejina e colaboradores
(2010), constataram que o hematdcrito dos animais permanece dentro da
normalidade durante um periodo de parasitismo mais longo do que
apresentado no presente estudo, sé os caprinos com OPG mais elevado que
apresentaram menores valores de hematdcritos mesmo assim, estava dentro
da normalidade.

Forety e Trainer (1970) em experimento conduzido com a espécie ovina
com inéculos de 100.000 larvas infectantes de H. contortus observou uma
queda de 30% do hematdcrito e de 25% de hemoglobina, mas nos animais
infectados com 25.000 larvas n&do observou quedas nos parametros em
questao, concluindo que inoculos menores nao provocavam alteracbes nos
valores de hematdcrito e hemoglobina.

Os valores de Volume corpuscular médio (VCM) durante todo o estudo,
para todos 0s grupos, permaneceram dentro da variacdo de normalidade
adotada que foi de 16 a 25 fL. Os valores de Hemoglobina Corpuscular Médio
(HCM), em todos os grupos e em todas as datas se mantiveram dentro da
normalidade, porém proximo ao limite superior (5,2pg a 8pg). As concentracdes
de hemoglobina corpuscular média (CHCM) também nao diferiram entre os
grupos e nao sofreram alteracbes (30% a 36%). (WEISS; WARDROP, 2011).
De acordo com Jain (1993) e Borges (2008), os numeros totais de hemacias,
hemoglobina e hematdcrito atingem valores méaximos ao nascimento. Os

eritrocitos fetais sdo maiores que os dos adultos, razdo pela qual o VCM e a
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HCM tendem a ser mais baixos durante os primeiros meses de vida. Dias
Junior (2006) afirma que o CHCM, néo sofre alteragdes fisiologicas de acordo
com a idade, 0 que ocorreu no presente estudo.

As Figuras de 6 a 11 sado representacfes graficas do eritrograma dos

caprinos durante o experimento.
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Figura 6: Representacdo grafica das meédias de contagens de hemécias
(milhdées/mm3) dos caprinos experimentalmente infectados. CPPAR,
FCAV/UNESP. 2017.
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Figura 9: Representacdo grafica das médias de HCM(pg) dos caprinos

experimentalmente infectados. CPPAR, FCAV/UNESP. 2017.
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Figura 10: Representacdo grafica das médias de VCM (fL) dos caprinos
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Figura 11: Representacdo grafica das médias de CHCM (%) dos caprinos
experimentalmente infectados. CPPAR, FCAV/UNESP. 2017.

Os valores de Leucdcitos (4000-13000 /mms3) apresentaram-se acima
dos parametros para todos os caprinos utilizados no experimento (WEISS E
WARDROP, 2011) A leucocitose apresentada nos caprinos € considerada
fisiolégica, devido ao fato de os animais serem muito jovem apresentando
apenas 75 a 117 dias de vida durante as coletas de sangue. A leucocitose
ocorreu na maioria dos exames por um linfécitose, o que confirma essa
alteracéo devido a idade dos animais. Os outros valores dos leucogramas e 0s
o valores de plaquetas permaneceram na normalidade (LOPES, BIONDO E
SANTOS, 2007). As alteragdes fisiologicas do Leucograma estdo de acordo
com o encontrado por Borges (2008), que relatam a leucocitose fisiologica
decorrente da idade.

Os resultados estatisticos para os parametros hematoldgicos néao
apresentaram diferenga estatistica significativa (P=0,05) para nenhum
elemento sanguineo entre 0os grupos de caprinos e as datas experimentais.

O fato de ndo haver alteracfes sanguineas possivelmente se deve pelo
curto periodo de infec¢do desses animais e desta forma ndo houve tempo para
0 parasita provocar reacdes hematoldgicas e clinicas nos caprinos. A contagem

de eosindfilos apresentou correlacdo negativa com a contagem de OPG.
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Em estudo realizado por Reiniger et al. (2017), constataram, assim como
no presente trabalho, que em ovinos primoinfectados e com infecgdo de 5000
larvas de H. contortus e H. placei em dose Unica, o parasitismo néo foi
suficiente para acionar citocinas que modificam a cinética dos leucocitos entre
a medula 0ssea e o consumo tecidual. Assim como nos caprinos, esse
experimento com ovinos ndo expressou alteragdo na contagem de eosindfilos e

nenhuma correlacdo com a contagem de OPG.

5.5. Anélise do Famacha®© nos caprinos

Famacha®© consiste em um método alternativo para auxiliar o controle de
Haemonchus contortus nas espécies caprina e ovina. Esse método facilita a
identificacdo clinica de anemia causada pelo parasita, avaliando a mucosa da
conjuntiva dos pequenos ruminantes e classificando essa coloragdo em graus
de acordo com cartdo Famacha®©. (PEREIRA et al.,, 2016). Desta maneira,
através de estudo e analises da conjuntiva de varios animais foi possivel criar o
cartdo Famacha®©. Os graus séo classificados em: 1- vermelho robusto, animal
ndo necessita de tratamento; 2- Vermelho réseo, animal ndo necessita de
tratamento; 3- rosa, aconselha o tratamento, no entanto ndo é urgente; 4- Rosa
palido, animal deve ser tratado e 5 — branco, o caprino deve ser tratado com
urgéncia(MALAN; VAN WYK; WESSELS, 2001).

O cartdo Famacha®© foi utilizado sete dias antes da infeccéo, no dia da
administrac@o do indculo e cada dois dias até a data da necropsia. No inicio do
experimento todos os caprinos apresentavam grau Famacha®© variando de 1 a
2, predominando o grau 1. O grupo | (H. placei) apresentou grau 3 no 16° dia
apos inoculacdo em apenas um animal, do 20° até a necropsia a maioria dos
animais se manteve com grau 3 e nenhum animal apresentou grau 4 e 5
durante todo o estudo. O primeiro animal do grupo Il (H. contortus) com grau 3
ocorreu do 14° dia apds a inoculacédo, com grau 4 no 20° dia e somente um
animal desse grupo apresentou o grau 5 no 42° dia (dia da necropsia). O grupo
Il (H. placei + H. contortus), foi o grupo que primeiro manifestou-se no metodo
Famacha®©, com trés animais grau 3 no 12° dia apés a inocula¢cdo, um animal

com grau 4 no 22° dia e um animal apresentou grau 5 no dia da necropsia. O
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grupo controle ndo apresentou Famacha®© graus 3,4 e 5 em nenhum momento
do estudo.

Os graus de Famacha®© e os valores de hematdcrito ndo apresentaram
correlacdo no presente estudo. Isso possivelmente ocorreu, pois 0 cartdo
Famacha© € destinado para utilizacdo em animais adultos. Os valores
encontrados no Famacha®© coincidiram com a carga parasitaria encontrada nos
animais dos grupos Il e lll, o que possibilita afirmar que o método Famacha®© é
uma forma coerente para o controle de verminose no rebanho.

N&o ocorreu diferenca estatistica significativa (P=0,05) entre os grupos Il
(H. contortus) e Ill (H. placei + H. contortus) durante todo o periodo de
experimento. O grupo | (H. placei) se apresentou estatisticamente diferente
(P<0,05) tanto dos grupos Il e lll, quanto do grupo IV (controle) durante a
maioria dos dias de estudo, apenas entre os dias 28 e 30 que o grupo | ndo
apresentou diferenga estatisticamente dos grupos Il e Illl. O grupo IV (controle)
foi estatisticamente diferente (P<0,05) dos outros grupos durante todo o

periodo experimental. (Tabela 10).

Tabela 10: Médias aritméticas, Desvios-padrao e resultados estatisticos
obtidos através do Famacha© realizados nos caprinos
experimentalmente infectados. CPPAR,FCAV/UNESP.2017.

Periodo Grupos experimentais/ Médias e Desvios-padréo?
experimental _ Gll: H. GllI: H. placei
_ Gl: H placei GIV: Controle
(dias) contortus + H. contortus
0az22 2 +0Ab 2 +0Ac 2 +0Aba 2 +t0Aa
24 a 26 3 z0Ba 4 +0Aa 4 +0Aa 2 +1Cab
28 a 30 3 +0Aa 3 +0ADb 4 +1Aa 2 +1Bab
32a34 3 z0Ba 4 +1ABab 4 +0Aa 2 +1Cab
36 a 38 3 +0Ba 4 +0Aa 4 +1Aba 2 +1Cab
40 a 42 3 +0Ba 4 +1Abab 4 +0Aa 1+0Cb

De acordo com Vatta et al. (2001), em estudo realizado na Africa do Sul,
a utilizacdo do Famacha®© é uma forma eficaz para reduzir o uso indiscriminado
de farmacos anti-helminticos e os custos na criagdo de caprinos.

Em trabalho realizado no Kenya, utilizando cabras naturalmente

infectadas oriundas de duas propriedades rurais distintas, constatou- se que o
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grau do Famacha®© e os valores do hematocrito também nao coincidiram, mais
que o Famacha®©, foi uma ferramenta importante para o controle dos
nematoides gastrointestinais (EJLERTSEN et al., 2006).

Em experimento, realizado na Europa, no qual foram avaliados caprinos
de seis propriedades rurais por um periodo de seis meses, foi constatada
correlacdo entre o grau Famacha© e os valores de hematdcrito. Os valores
encontrados no cartdo Famacha®© somente se correlacionaram com os valores
de OPG quando este foi elevado (SCHEUERLE et al, 2010).

5.6. Exame anatomopatoldégico dos abomasos dos caprinos

Os animais pertentes ao grupo IV (controle) ndo apresentaram nenhuma
lesdo macroscopica no abomaso. O grupo | (H. placei) ndo teve alteracdes
macroscopicas evidentes, apenas algumas petégqueas ha mucosa abomasal.
Ja os grupos Il (H. contortus) e Il (duas espécies de Haemonchus),
apresentaram lesbes na mucosa abomasal, tais como, vermelhiddo, edema,
presenca de muco e o conteuddo abomasal sem alteracdes. Um animal do

grupo Il (H. contortus) apresentou erosdes na mucosa (Figura 12).
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Figura 12: Aspectos macroscopicos dos abomasos dos caprinos. A. sem
alteracdes (grupo controle); B. animal do grupo inoculado com H.
placei notar a mucosa mais avermelhada e a prega abomasal
mais tumefeita; C. animal pertencente ao grupo inoculado com H.
contortus, observar erosdes na mucosa (setas); D. animal
inoculado com as duas espécies de Haemonchus, notar as pregas
abomasais mais espessadas, mucosa discretamente avermelhada
e area de erosdo da mucosa (seta). CPPAR, FCAV/UNESP.
2017.

Na microscopia € possivel observar as camadas que constituem o
abomaso. A camada em contato com a luz do abomaso é denominada fosseta,
constituida das células superficiais que sdo responsaveis pelo revestimento e
secrecdo de muco. Abaixo dessa ha a camada glandular, dividida em istimo,
colo e base. A camada glandular possui as células parietais, responsaveis pela
producdo de HCI; células da mucosa do colo, responsaveis pela producdo de
muco e as células principais produtoras de pepsinogénio.

Nos animais nao infectados com Haemonchus (grupo IV) ndo foram
identificadas alterac6es na microscopia (Figura 13A). As lesBes microscopicas
encontradas nos abomasos parasitados com H. placei (grupo 1) foram pouco
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evidentes, quando comparadas com os grupos Il (H. contortus) e Il (H. placei +
H. contortus). Todos os animais do grupo | apresentaram a camada glandular
diminuida, focos discretos a moderados de infiltrado inflamatério multifocal com
predominancia de linfécito (Figura 13B).

No grupo Il (H. contortus) e Ill (H. contortus + H. placei) as alteragbes
observadas foram mais proeminentes, ocorrendo inflamagdo multifocal
moderada a acentuada com presenca de infiltrado de eosindfilos, linfocitos e
macrofagos, presenca de anisocitose de eritrocitos intravasculares e de edema
na camada mucosa, submucosa e serosa de forma moderada. Nas camadas
da base e do colo da mucosa abomasal ocorreram alteracdes no nimero das
células, caracterizado por hiperplasia das células principais e reducdo das
células parietais(Figura 13C e 13D).
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Figura 13:Fotomicrografia dos abomasos dos caprinos experimentais. A-
Grupo IV (Controle), identificagdo das regides: basal (B), colo (C),
istmo () e fosseta (F); Animal sem nenhuma alteragédo
histopatolégica (Obj. 40X). B — Grupo | (H. placei), presenca de
foco inflamatorio discreto composto por linfocitos (*) . C- - grupo Il
(H. contortus) presenca de infiltrado inflamatério moderado em
todas as camadas (*)(Obj. 10x); no detalhe nota-se hiperplasia de
células principais em todas as camadas da mucosa abomasal (#) e
infiltrado eosinofilico (seta)(Obj. 40x). D- Grupo Il (H. placei + H.
contortus), presenca de infiltrado inflamatério (*) e presenca de
edema na submucosa (traco) (Obj. 10x); no detalhe hiperplasia de
células principais (#) (Obj. 40x). HE.

As lesbes encontradas foram classificadas, de acordo com o grau de
leséo visualizado nos exames, em escores de 0 a 4, em que 0-ndo houve
alteracdo, 1-houve alteracdes discretas, 2-alteracbes moderadas, 3- lesbes
acentuadas e 4- lesdes muito graves. A Figura 14, representa graficamente os
escores da inflamacao e a Figura 15, os escores de hiperplasia das células

principais de cada grupo experimental.
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Figura 14: Representacao grafica dos escores de inflamacao identificados nos
caprinos experimentalmente infectados por Haemonchus sp.
CPPAR, FCAV/UNESP. 2017.
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Figura 15: Representacdo grafica dos escores de hiperplasia de células
principais identificados nos caprinos experimentalmente infectados
por Haemonchus sp. CPPAR, FCAV/UNESP. 2017.

O grupo IV (controle) se manteve no escore O para todas as alteracoes.
Os resultados histopatoldgicos demostraram que o parasitismo provocado pelo
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o H. placei (grupo 1) causou alteracdo patologicas discretas quando
comparados ao grupo Il (inoculado apenas com H. contortus) e o grupo lli
(infectado com o as duas espécies). O grupo | apresentou baixas contagens de
OPG, poucos helmintos e baixa taxa de fixacdo, o que se correlaciona com as
alteracdes descritas.

Os grupos Il e Il apresentaram contagens de OPG e de helmintos
elevadas, desta maneira suas lesdes foram bem mais evidenciadas. A
presenca de muco descrita na macroscopica desses dois grupos se deve a
hiperplasia de células principais descritas na microscopia. Comparando as
taxas de fixacdo de H. placei, nos grupos | e lll, o grupo com as duas espécies
apresentou uma taxa bem mais elevada, isso pode ter ocorrido devido ao
sinergismo que houve entre essas espécies, e pode ser explicado pela reducéo
de células parietais que diminuiu a secre¢do de HCI e alterou pH do meio e a
hiperplasia da células principais, que aumento a produ¢cdo do muco provocando
mudanc¢as na luz do abomaso. Essas alteracbes podem ter promovido um
ambiente favoravel ao H. placei.

Com relacao aos escores do FAMACHA®, a correlacao foi positiva, pois
0 grupo | apresentou escore na maioria dos animais de grau 3, escore que
indica presenca branda do parasito ao final do experimento e os grupo Il e lll
apresentaram animais com graus de 4 a 5, que sao graus que descrevem a
presenca de parasitos de maneira mais acentuada.

H. contortus provou lesdes mais evidentes nos caprinos, mas nessa
situacdo esse parasito é adaptado a este hospedeiro. Essas alteracdes
também foram observadas no trabalho de Perez e colaboradores (2003)
analisando achados histopatolégicos em caprinos experimentalmente
infectados apenas com H. contortus, observaram a presenca de infiltrado
inflamatorio de linfocito de forma acentuada, hiperplasia da mucosa abomasal,
presenca de plamadcitos produtores de imunoglobulinas 1gG e eosinodfilos. Os
caprinos eram jovens e permaneceram infectados por um longo periodo. Na
analise macroscopica apresentou edema, petequias e congestdao da mucosa.

Em outro experimento utilizando caprinos e H. contortus, por um periodo
de tempo mais longo (147 dias infectados), foi constatando a presenca de

alteracOes teciduais no abomaso bastante discretas e presenca de infiltrados



42

inflamatorio de linfocitos e eosinofilos acentuados (PEREZ et al., 2001), nesse
estudo também temos a situacéo de parasito adaptado ao hospedeiro

Machado et al. (2014) utilizou ovinos de 5 meses, infectados
experimentalmente (15.000 larvas de H. contortus, dividido em trés indculos
administrado em dias separados) para avaliar as lesdes microscopicas
encontradas no abomaso, observando infiltrados inflamatorios moderado de
linfécitos na necropsia, como 0 que ocorreu com 0s caprinos. H. contortus é
adaptado ao parasitismo em ovinos.

Analisando as lesGes provocadas pela H. placei, Favero et al. (2016)
encontrou alteragdes evidentes tanto na macroscopia quanto na microscopia.
Nessa situacdo o H. placei € adaptado ao bovino o que leva ao parasitismo
mais efetivo provocando maiores lesGes, sendo observadas alteracdes
microscopicas como a hipertrofia de células parietais e hiperplasia de células
principais, anisocitose de eritrdcitos, infiltrado inflamatério, apoptose, presenca
de glébulos de leucdcito e edema. Esse estudo também provocou a infecgdo
experimento H. contortus em bezerros, provocando as mesmas lesdes, mesmo

esta espécie de Haemonchus ndo sendo adaptada aos bovinos.

6. CONCLUSAO

Os caprinos foram susceptiveis a espécie Haemonchus placei,
entretanto apresentaram uma carga parasitaria inferior. Quando em infeccéo
mista, ocorre sinergismo e o H. placei se adaptou melhor ao caprino. As taxas
de fixagdo das duas espécies de Haemonchus foram superiores na infecg¢ao

mista.
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