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RESUMO

O estudo dos teores protéicos oferecidos aos animais possuli
crucial importancia, pois estes exercem influéncia determinante no
desenvolvimento da infec¢cdo parasitaria. Investigou-se o efeito da utilizacéo
de dois diferentes teores protéicos (18,5% e 8,6% de PB na MS) sobre as
alteracdes fisiopatolégicas desenvolvidas por bezerros primo infectados
com o nematoide intestinal Cooperia punctata. Objetivando determinar se
a suplementacédo possibilitaria aos animais infectados responderem mais
prontamente ao desafio parasitario, realizaram-se estudos de composicao
corporal, retencdo de compostos nitrogenados, acompanhamento clinico
completo, avaliacdo de peso e carcaca, avaliacdo quantitativa e
qualitativa da carga parasitaria e exames histopatologicos. Os animais
que receberam suplementacdo apresentaram um quadro clinico menos
severo, perderam menos peso, tiveram um maior rendimento de carcaca,
apresentaram lesdes teciduais mais exuberantes, maiores taxas de excrecéo
urinéria de nitrogénio, expulsaram os parasitos para por¢des distais do trato
gastrointestinal e demonstraram uma eficiéncia de retencdo de nitrogénio 3,6
vezes maior que 0s animais mantidos na dieta basal. Demonstrou-se que a
suplementacdo protéica resultou em efeitos positivos para os animais

infectados.



ABSTRACT

The study of protein levels offered to cattle is very important
when one aims at nematode control, since they can effectively affect the
development of parasitic infection. The effect of two different levels - 18.5%
and 8.6% CP on DM basis — on the pathophysiology of Cooperia punctata
infection on naive calves was examined. Aiming at determine if protein
supplementation allow animals to better withstand parasitic challenge,
several parameters were evaluated: body composition, nitrogen retention,
clinical evolution, weight gain, carcass yeld, quantitative and qualitative
assessment of parasitic burden and histopathology. Supplemented animal
presented a milder clinical signs, lost less weight, had higher carcass yeld,
greater tecidual lesions, higher urinary nitrogen excretion, expelled
parasites to distal parts of gastrointestinal tract and showed a 3.6 greater
efficiency for nitrogen retention than animal kept on basal diet. It became

clear that protein supplementation resulted in benefits to infected animals.
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1. Introducéo

Dentre os fatores determinantes de prejuizos para a atividade pecuéria,
as infeccbes por nematdides gastrointestinais merecem uma posicdo de
destaque. Somente no Brasil, gasta-se com antiparasitarios US$ 180 milhdes

anuais.

Recentemente, devido a problemas como os da resisténcia aos
agentes anti-helminticos e a crescente preocupac¢ao com residuos quimicos
em produtos de origem animal e no ambiente, tem se procurado estratégias

de controle baseadas em métodos alternativos.

Tais métodos englobam vacinacao, selecéo de linhagens resistentes,
controle biol6gico, entre outros. Para o sucesso de diversas destas
abordagens, o tratamento nutricional fornecido aos animais apresenta-se
como um sério fator limitante. Dentro deste contexto, diversos esfor¢cos tem
sido dirigidos, no sentido de uma melhor compreenséo da interagdo nutricao
X parasitismo, objetivando em Ultima andlise, dar suporte a medidas

alternativas de controle.

Existe hoje na literatura um consenso quanto ao papel fundamental
gue os teores protéicos da dieta exercem sobre a capacidade do individuo
responder mais prontamente as alteracdes fisiopatoldégicas determinadas
pelo desafio parasitario. Foi demonstrado que teores proteicos elevados néao
previnem o estabelecimento de uma populacdo de nematdides, mas
possibilitam ao hospedeiro a manutencdo de um nivel de producéo
relativamente inalterado durante a infeccdo parasitaria. Desta constatagédo
surgiu a diferenciacdo entre os conceitos de resisténcia e tolerancia (do
inglés ‘“resilience”) - a primeira sendo a capacidade de evitar o

estabelecimento de uma dada infec¢do e a ultima sendo definida como a
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maior capacidade do hospedeiro em suportar os efeitos deletérios do
parasitismo (VAN HOUTERT & SYKES, 1996; COOP & HOLMES, 1996).

Se levarmos esta informacao para a realidade da grande maioria dos
rebanhos brasileiros, ou seja se a colocarmos no sistema de producdo do
Brasil Central, encontraremos uma situacao critica. Neste sistema de criacédo
extensiva, com animais criados em pastos de Brachiaria sp., ocorre uma
marcante diminuicdo dos teores protéicos disponiveis durante os meses de
maio a setembro, isto €, na estacdo seca. Enquanto o pasto durante a
estacdo chuvosa apresentaria idealmente cerca de 9-11% de proteina,
chegamos a encontrar menos de 5% no auge da seca. E justamente este
periodo que coincide com a época de desmama dos bezerros e o inicio do
pastejo destes animais, e também portanto, com o seu primeiro desafio

parasitario.

A questdo da utilizacdo de uma suplementacdo protéica merece
atencdo especial, quando das infec¢cbes por nematdides intestinais, umas
vez que estes parasitos danificam o local de absorcdo das proteinas
fornecidas pelo alimento. Efeitos sinérgicos tem sido descritos em infeccdes
concomitantes por nematodides abomasais e intestinais, onde as lesdes
produzidas por estes ultimos provocariam um aumento na severidade do
quadro parasitario ao dificultar a reabsorcdo das proteinas plasmaticas
extravasadas em porcdes anteriores do trato gastrointestinal (TGI)
(ARMOUR et al., 1987; PARKINS et al., 1990; VIEIRA-BRESSAN et al.,
1995).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi verificar se o fornecimento de
maiores teores nutricionais de proteina, € capaz de influenciar positivamente
o desenvolvimento das alteracdes fisiopatolégicas determinadas em uma
primo-infeccdo por Cooperia punctata, uma vez que este parasito determina
lesGes que, potencialmente, diminuem a absorcao e retencdo de compostos

nitrogenados.
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Foram enfocados a gravidade das alteragBes fisiopatoldgicas
determinadas pelo parasitismo, correlacionando-as com a carga parasitaria
encontrada e com seus efeitos sobre a ingestdo de alimentos, sobre o
metabolismo protéico e na composi¢cao corporal dos animais. Pretendeu-se
estabelecer a validade da utilizacdo ou ndo da suplementagéo protéica como

medida de auxilio no controle das infec¢Bes por helmintos.
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2. Revisao da Literatura

2.1. Cooperia punctata

Diversos autores apontam a Cooperia punctata como a espécie de
nematoide gastrointestinal de maior prevaléncia em todo o Brasil, estando
presente em 70 a 90% do rebanho nacional (GUIMARAES et al. 1975;
BIANCHINI et al., 1990; HONER & VIEIRA-BRESSAN, 1992; LIMA, 1998).
Esta posicéo de destaque deve-se sobretudo a alta resisténcia apresentada
por sua larva de terceiro estagio (Ls) as condigcbes ambientais adversas,

aliada ao curto ciclo evolutivo que esta espécie possui.

Os parasitos pertencentes a este género localizam-se no intestino
delgado de ruminantes, predominantemente no duodeno. A infecgdo por
Cooperia oncophora, a espécie de maior prevaléncia no continente europeu,
determina uma enterite catarral, com atrofia e fusdo das microvilosidades
intestinais, extravasamento de proteinas plasméticas e diminuicdo na
retencdo de nitrogénio pelo animal (ARMOUR et al., 1987). Os sintomas
descritos nas infeccdes por Cooperia sp. séo: fezes amolecidas e diarreicas,
anorexia (ALICATA & LIND, 1961 e BAILEY, 1949); perda de peso e apatia
(ALICATA & LIND, 1961); desidratacdo, inflamacdo catarral da parede
intestinal, emaciacédo e morte (BAILEY, 1949).

Pouco se sabe sobre a dindmica do desenvolvimento de C. punctata.
Cita-se na literatura apenas o local preferencial da infeccdo como sendo o
duodeno, e descrevem-se as lesOes caracteristicas: um exsudato fibrino-
necrotico, espessamento da parede intestinal e uma hemorragia petequial da
mucosa local (BAYLEY, 1949). VIEIRA-BRESSAN et al.(1996) observaram
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anorexia, alteragcbes na composicdo corporal, e reducdo na retencéo de

nitrogénio.

Trabalhos iniciais focaram sua atencdo em primeiro lugar, na
patogenicidade deste parasita, e depois no binbmio dose infectante -
severidade da sintomatologia clinica. Os sinais classicamente descritos séo
fezes amolecidas e diarreicas, anorexia (ALICATA & LIND, 1961 e BAILEY,
1949); perda de peso e apatia (ALICATA & LIND, 1961); desidratacao,
inflamacao catarral da parede intestinal, emaciacao e morte (BAILEY, 1949).

Seguiram-se entdo trabalhos com infeccdes experimentais com C.
pectinata e C. oncophora (KEITH, 1967;HERLICH,1967). Como concluséo
0S autores colocam que o potencial patogénico dos parasitos pertencentes
ao género Cooperia sp. esta diretamente relacionado ao grau de infeccéo e

ao esquema de inoculacao.

Estudos posteriores, realizados com a espécie mais prevalente em
climas temperado, a C. oncophora, comprovam que o estabelecimento, a
sintomatologia e distribuicdo dos parasitos ao longo do TGI séo influenciados
pelo nimero de larvas infectantes a que o animal é exposto (COOP et al.,
1979) Um numero elevado de larvas de uma sé vez pode induzir a migracéo
dos parasitos para partes mais distantes do intestino delgado, possivelmente
devido ao “efeito crowding” (SATRIJA & NANSEN, 1992).
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2.2. Fisiopatologia da infecc&o por Cooperia punctata

Os principais efeitos do parasitismo incluem reducdes no ganho de
peso, na deposicdo de tecidos, no desenvolvimento do esqueleto e na
producdo de um modo geral (SYKES et al. 1977; SYKES et al. 1979
HOLMES. 1987; PARKINS & HOLMES. 1989; POPPI et al. 1990).

Recentemente, o interesse pelos aspectos da fisiopatologia das
infeccbes por nematodides do género Cooperia sp. vem crescendo, pois até
entdo este era visto como um parasito pouco patogénico, sendo
constantemente subestimado em sua importancia, 0 mesmo ocorrendo com

as perdas econdmicas a ele atribuidas.

ARMOUR et al. (1987), em um estudo com bezerros infectados com
Cooperia oncophora, descreveram em detalhes as alteracdes patologicas
determinadas pela infeccdo, correlacionando-as com as mudangcas no
metabolismo do Nitrogénio, no metabolismo protéico, e na performance do
animal. Segundo estes autores, 0s animais parasitados apresentaram
perdas de produtividade, sendo que os niveis de infeccdo utilizados
procuraram simular aqueles encontrados naturalmente a campo. Uma
significativa reducdo no peso vivo foi constatada nos grupo infectado,
juntamente com reducbes na retencdo de nitrogénio, ainda que o0s

coeficientes de digestibilidade gerais ndo tenham sido afetados.

VIEIRA-BRESSAN et al. (1996) em estudo inicial, demonstraram
alteracdes no metabolismo da agua durante a infeccdo por C. punctata, com
significativas diminuicdes na &agua corpdrea total. Observou-se também
alteracdes no metabolismo do nitrogénio, representada por uma reducdo na
retencdo deste elemento pelos animais parasitados. Estes apresentaram
ainda um reducdo no consumo voluntario de alimentos na terceira semana

apos a infeccdo. Aqui novamente, a digestibilidade geral da matéria seca
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nao foi alterada, tendo havido no entanto a ja citada reducdo na retencdo de
compostos nitrogenados.

Especial atengcdo vem sendo dada ao papel da Cooperia sp. em
infeccbes mistas com nematdides abomasais (como Haemonchus sp. e
Ostertagia sp.), onde foi descrita a ocorréncia de um efeito sinérgico. A
presenca da infeccdo intestinal faz com que as perdas protéicas
determinadas pelas lesdes no abomaso sejam ainda mais severas, devido a
ineficiéncia nos mecanismos de reabsorcao das proteinas plasmaticas que

sofreram extravasamento para a luz do TGlI.

VIEIRA-BRESSAN et al. (1995) trabalhando com infecgdo mista por
H. placei e C. punctata, encontraram uma reducdo nas concentracfes de
albumina plasmética, que pdde ser classificada como hipoalbuminemia.
GENNARI et al. (1991) ndo foram capazes de encontrar semelhante
resultado em infecgcbes monoespecificas por H. placei, o0 que corrobora a
tese do efeito sinérgico encontrada em infeccBes concomitantes por

nematoides abomasais e intestinais.

PARKINS et al. (1990) trabalhando com infecgbes mistas por
Ostertagia ostertagi e C. oncophora, relatam que a presenca de deste ultimo
parasito ao longo do intestino delgado preveniu qualquer reabsorcao

compensatoria da proteinas plasmatica extravasadas no abomaso.

2.3. Ainteragdo Parasitismo X Nutri¢ao

COOP & HOLMES (1996) consideram a interacdo parasitismo-
nutricdo em dois aspectos interrelacionados: a influéncia do parasitismo

sobre o metabolismo do hospedeiro, e o efeito do “status” nutricional deste
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sobre sua capacidade de enfrentar as alteragBes fisiopatologicas
decorrentes da infeccdo, estando aqui incluidos os efeitos sobre a

elaboracdo de uma resposta imune competente.

Estudos utilizando a técnica de “pair-fed controls” tem sido
particularmente Uteis para o entendimento da importancia de alteragbes na
reducdo da ingestédo de alimentos e na eficiéncia da utilizacdo dos mesmos,
bem como do papel de cada um destes fatores na patogenia desenvolvida.
Os animais “pair-fed” sdo aqueles que sdo mantidos livres de infecgéo
durante o periodo experimental, recebendo como alimentagdo apenas as
qguantidades ingeridas pelos seus pares infectados. Assim podemos
“‘descontar” os efeitos atribuiveis somente a redugdo no consumo de

alimentos que acompanha as infec¢des por nematdides gastrointestinais.

Tais estudos tém apontado a perda de proteina enddgena pelo TGl
como um fator determinante da severidade das alteracbes patologicas
apresentadas pelo hospedeiro. Estas perdas sao constituidas pelo
extravasamento de plasma nas areas lesadas pelos nematéides, pela
descamacdo do epitélio atingido e pelo aumento na producdo de muco
(POPPI et al. 1986; BOWN et al. 1991a). De todas estas fontes responsaveis
por perdas protéicas, a Unica até hoje quantificada foi a que envolve
extravasamento de proteinas plasmaticas, e somente para infecgcdes com 0s
parasitas abomasais Haemonchus e Ostertagia (ABBOTT et al., 1985b;
PARKINS & HOLMES, 1989; GENNARI et al., 1991).

Nestas infec¢cbes abomasais por nematoides do género Haemonchus
e Ostertagia, a maior parte destas perdas é reabsorvida a nivel de intestino
delgado (ROWE et al. 1988). Alguns autores, trabalhando com o nematoide
intestinal Trichostrongylus colubriformis, encontraram uma maior proporgéo
de proteina extravasada ao longo do trato gastrointestinal (POPPI et al.
1981; BOWN et al. 1984; KYRIAZAKIS et al. 1996b). Este achado traz a

necessidade de novos estudos, a fim de verificar se este aumento nas
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perdas protéicas também ocorre com outros nematdides intestinais, entre

eles a Cooperia punctata.

O principal sitio envolvido na reabsorcéao de proteinas por ruminantes
parasitados por nematoides gastrointestinais, € a regido do ileo (POPPI et al.
1986; KIMAMBO et al. 1988; ROWE et al. 1988). Contudo a eficiéncia
energética deste processo € baixa, envolvendo um alto custo energético
para o hospedeiro, como demostraram os estudos com animais “pair fed” de
SYKES & COOP (1976), SYKES et al. (1977) e SYKES & COOP (1979).

De um modo geral, pode se concluir que ocorre um deslocamento de
proteina das funcdes do processo produtivo (deposicdo de musculo,
producéo de leite e 1&) no sentido de reparar as injarias determinadas pela
infeccdo parasitéria, através do reparo da area lesada no TGl e secrec¢édo de
muco (STEEL et al. 1982; BOWN et al. 1984; SYMONS. 1985).

Ha um consenso, de que a redugcdo no consumo voluntario de
alimentos é um dos principais fatores a contribuir para a reducdo na
performance de ruminantes parasitados (SYKES & COOP. 1976; SYMONS
& HENESSY. 1981; COOP et al. 1982). Até hoje, os mecanismos envolvidos
em tal fenbmeno sdo ainda mal compreendidos. Diversas hipéteses tém sido
apresentadas na tentativa de lancar luz sobre o assunto, tais como uma
reducdo na disponibilidade de aminoacidos, alteracbes no fluxo do bolo
alimentar e em seu pH, alteragbes nos niveis de horménios e peptideos

intestinais, ou ainda efeitos diretos no sistema nervoso central (SNC).

Quanto a reducdo da ingestdo de alimentos em animais parasitados,
ABBOTT et al (1985a) em um estudo onde foram utilizadas ragbes que
diferiam em seu conteddo protéico, observaram que as ovelhas
apresentaram uma maior recusa de alimento quando submetidas a dieta

com baixos niveis de proteina.
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Diversos trabalhos investigaram o efeito dos niveis protéicos sobre o
estabelecimento das populacdes de parasitas (BAWDEN. 1969; DOBSON &
BAWDEN. 1974; ABBOTT, PARKINS & HOLMES. 1985a; ABBOTT,
PARKINS & HOLMES. 1985b ABBOTT, PARKINS & HOLMES. 1986a;
ABBOTT, PARKINS & HOLMES. 1986b, GENNARI et al. 1995) de diversas
espécies. Nestes estudos foram utilizada dietas com o mesmo nivel
energético, mas que diferiam no conteudo de proteina. O consenso geral
destes autores € o de que o nivel protéico ndo afetou a carga parasitaria
estabelecida e as contagens de ovos por gramas de fezes (opg). Contudo,
as observacoes destes autores nos levam a concluir que a suplementacéo
protéica apresentou efeitos benéficos sobre a capacidade do hospedeiro em
fazer frente as diferentes alteracfes fisiopatolégicas determinadas pela

infeccéo.

HOUTERT et al. (1995) relatam que, apesar dos niveis de proteina
ndo influenciarem o estabelecimento dos nematbides, os animais
suplementados foram mais eficientes no processo de expulsédo dos parasitas
estabelecidos. STEAR et al. (1995) observaram efeitos da suplementacéo
protéica sobre o tamanho dos parasitas estabelecidos e sobre a fecundidade
das fémeas. Estes parametros sdo indicadores da ocorréncia de uma

resposta imune.

Trabalhos realizados em area tropicais e subtropicais, mostraram que
as mudancas drasticas nas condi¢des nutricionais que normalmente ocorrem
durante a estacdo seca, sobretudo nos teores protéicos das pastagens, se
refletem em parasitismo severo, a despeito das baixas cargas de

contaminagao ambiental encontradas neste periodo.

ALLONBY (1974), em um trabalho realizado no Quénia, observou
casos de haemonchose cronica durante a estacdo seca e 0S associou a

baixa qualidade da alimentacao disponivel para os animais.
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Estudos preliminares nesta 4rea mostram que animais com infec¢cdes
estabelecidas quando transferidos para um plano de nutricdo superior
(especialmente com melhoras no teor protéico) demonstram uma melhora do
quadro clinico, uma reducdo nas contagens fecais e maior resisténcia a re-
infeccbes (LAURENCE et al. 1951; BRUNDSON. 1964).

Novos trabalhos sédo ainda necessarios para uma melhor
compreensao do papel dos teores protéicos sobre a capacidade do
hospedeiro lidar com o desafio da infec¢cdo parasitaria, sobretudo com
especial atencdo para os mecanismos pelos quais o maior aporte nutricional
de proteina se reflete em uma maior habilidade, por parte do hospedeiro, em

efetuar uma resposta de maior eficiéncia.

Um melhor entendimento da interacdo nutricAo x parasitismo nas
infeccdes por Cooperia punctata se faz necessério, principalmente se
consideramos que o sitio da infeccdo é o mesmo local onde ocorre a
absorcdo protéica, ou seja, o0 intestino delgado. Seria de extrema
importancia analisar se niveis maiores de proteina efetivamente auxiliam o
animal infectado em compensar as perdas sofridas por extravasamento no

TGlI, e compreender melhor os mecanismos envolvidos neste processo.

Assim, foi nosso objetivo estudar os efeitos da suplementacao
protéica sobre as alteracdes fisiopatologicas em bezerros infectados com

Cooperia punctata.
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3. Material e Métodos

3.1. Animais

Foram utilizados 20 bezerros machos da raca Holandesa Preta e
Branca, com aproximadamente 8 meses de idade, ndo castrados, e peso
vivo médio de 100 kg, criados livres de ecto e endoparasitas desde o

nascimento.

Todos o0s animais eram procedentes da mesma propriedade,
situada na municipio de Cacapava, SP, e submetidos ao mesmo manejo
até o inicio do experimento. Os animais foram mantidos desde a
desmama com uma dieta de manutencdo constituida de 500 g de racao
comercial completa (Terneirina®), 1 kg de feno de capim Coast-cross
(Cynodon dactylon) e 4gua ad libitum. A alimentacdo era fornecida duas

vezes ao dia, as 9:00 e 16:00 horas.

3.2. Delineamento Experimental

Foram constituidos quatro grupos divididos em blocos
casualizados, de acordo com dois tratamentos: o nivel protéico e a

infeccéo.

Os animais foram divididos em dois tratamentos nutricionais. Um
primeiro grupo recebeu uma suplementacéo protéica, sendo denominado

grupo Suplementado, com 18,5% de proteina bruta na matéria seca. O
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outro grupo foi mantido com uma dieta contendo os niveis protéicos
suficientes para um ganho de peso modesto (National Research Council,
1988) considerando animais desta idade e categoria, tendo sido

denominado grupo Basal, com 8,6% de proteina bruta na matéria seca.

Os animais foram ranqueados por peso, sendo entdo sorteados
entre os diferentes tratamentos: infectado ou ndo infectado com 150.000

L; de C. punctata.
A distribuicdo dos animais nos grupos experimentais foi feita

conforme indicado na Tabela 1:

TABELA 1 — Distribuicdo dos animais nos diferentes grupos experimentais e

resumo das atividades desenvolvidas no decorrer do experimento.

Infeccao

o}
Grupo n de_ Tipo de Dieta com Balango N Sacrificio
Animais e de H,O
C.punctata
Suplementacéo DAI -5 a DAI 0
Suipnl %T; r;ltgdo 5 protéica 150.000 L3 e DAI 50
(18,5% de PB) DAI 35 a DAI 40
Basal Nivel protéico DAl -5 a DAI 0
infectado 5 normal 150.000 L3 e DAI 50
(8,6% de PB) DAI 35 a DAI 40
Suplementacao DAl -5 a DAI 0
i:%l?r:?:;?;g 5 protéica - e DAI 50
(18,5% de PB) DAI 35 a DAI 40
Nivel protéico DAl -5 a DAI 0
Nao?r?fsé?:lta o 5 normal . e DAI 50
(8,6% de PB) DAI 35 a DAI 40

DAI = Dias Apo6s a Infeccdo. O sinal de negativo (-) indica dias anteriores a infeccdo

experimental.
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Amostras de sangue foram colhidas semanalmente de todos os
animais para a realizacdo de hemograma completo. O soro foi separado por
centrifugacéo para a realizacdo posterior de analises bioquimicas. Também
semanalmente, foi realizada colheita de fezes para contagem de ovos por

grama de fezes (opg) e cultura de larvas das amostras positivas.

Todos os animais eram pesados semanalmente, sempre no mesmo
dia e horario, e sempre respeitando um jejum prévio de no minimo 16 horas.
Nos DAI 0, 30 e 41 colheu-se saliva para a dosagem das concentragdes de

sédio e potéssio.

Conforme observa-se na Tabela 1, foram realizadas duas semanas de
estudos dos balancos hidrico e de nitrogénio: uma anterior a infeccao do DAI
-5 ao DAI 0, e outra apos a paténcia do DAI 35 ao DAI 40. O objetivo deste
procedimento foi o de utilizar cada animal como seu proprio controle, pois
obtivemos valores de diversos parametros para os animais livres de
parasitas, e posteriormente, novas medi¢cdes foram realizadas nos mesmos
animais, s6 que agora infectados. Durante estes periodos de estudo, 0s
animais eram transferidos para as gaiolas metabdlicas localizadas no

mesmo galpdo experimental, numa parte reservada para este fim.

Todos os animais foram pesados e abatidos no DAI 50. Necrépsias
parasitoldgicas foram realizadas para o recolhimento da carga parasitaria
existente na ocasido. Amostras das carcacas foram retiradas de todos os
animais da regido compreendida entre a 72 e 102 costelas, e posteriormente
submetidas a analises bromatoldgicas para determinacdo da constituicdo
corporal dos animais. Fragmentos das diferentes porcdes do intestino

delgado (ID) foram colhidos, fixados para posterior analise histopatoldgica.
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3.3. Galpé&o Experimental

O experimento foi realizado em um galpdo com 4 divisdes
especialmente preparadas para este fim. Os animais foram mantidos em
piso cimentado lavado duas vezes ao dia, sendo realizada a desinfecgéo
diaria com hipoclorito de sédio a 1%. Os animais eram mantidos presos aos
cochos no momento da alimentagdo (sistema “tie-stall’) de modo a
possibilitar o fornecimento individual de alimento, bem como controlar os

niveis de consumo.

Durante os periodos de balanco hidrico e de nitrogénio, os animais
foram transferidos para gaiolas metabdlicas individuais adequadas para
estudos metabdlicos, que permitiam o controle diario do fornecimento e
consumo de alimentos e agua, e possibilitavam a medi¢do da excrecao total

de fezes e urina, bem como a colheita de amostras.

3.4. Infeccao

A cepa de C. punctata utilizada foi isolada em 1987 pelo Laboratério
de Helmintologia Veterinaria do Departamento de Parasitologia do ICB-USP,

a partir de animais naturalmente infectados.

Neste experimento, as larvas infectantes de terceiro estagio (L3) foram
obtidas a partir das fezes de um animal doador com infeccéo
monoespecifica de C. punctata. Estas foram estocadas a temperatura
ambiente e utilizadas, no maximo, ao décimo dia apdés sua retirada das
coproculturas. Os inoculos foram preparados no dia anterior a infecgao.

Doses individuais de 150.000 L3 foram preparadas e acondicionadas em
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tubos com 20 ml de agua destilada. Os animais receberam o inGculo por via
oral, tendo-se o cuidado de instilar pequenos volumes de 4gua destilada na
cavidade bucal apés a aplicacdo da dose para assegurar a degluticdo da

mesma.

3.5. Dietas Experimentais

Um més antes do inicio do experimento, a dieta de manutencéo foi
substituida pelas dietas experimentais. A composicdo dos alimentos
oferecidos foi determinada em andlises realizadas no Laboratorio de
Nutricdo Animal do CENA, USP, e no Laboratério de Doencgas Nutricionais
do Departamento de Clinica Médica da FMVZ, USP. Os animais do grupos
Suplementado receberam uma dieta com alto contetdo protéico (18,5% de
proteina bruta na matéria seca), proporcionado pela adicédo de farelo de soja
a racdo. Os animais do grupo Basal receberam uma racdo sem
suplementacao protéica (8,6% de proteina bruta na matéria seca). Melaco
de cana em p6 foi adicionado a racdo deste grupo a fim de proporcionar a
igualdade em termos energéticos com 0s animais do grupo Suplementado.

As Tabelas 2, 3 e 4 descrevem em detalhes as dietas utilizadas.

TABELA 2 — Formulagao das dietas oferecidas aos animais experimentais.

Alimento (animal/ dia) Grupo Suplementado Grupo Basal
Farelo de soja 600 g 100 g
Melago de cana - 500 g

Feno Coast-cross 2.000 g 2.000g
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TABELA 3 - Composicdo dos alimentos oferecidos aos animais

experimentais.

Feno Coast- Farelo de Melaco de cana
Cross soja
Matéria seca (%) 88,13 90 97,86
Matéria mineral (%) 6,34 6,20 13,98
Proteina bruta (%) 6,3 58,87 6,3
Extrato etéreo (%) 1,80 1,48 0,48
Energia Metabolizavel 2.1 33 267
(Mcal/ Kg MS)
Célcio (%) 0,35 nao disponivel N&o disponivel
Fosforo (%) 0,23 0,68 0,12

TABELA 4 - Composigcdo final das dietas oferecidas diariamente aos

animais.
Grupo Suplementado Grupo Basal
Matéria seca (g) 2294,54 2338,3
Energia metabolizavel 531 518

(Mcal/ Kg MS)
Proteina Bruta (Q) 424,66 (18,5% na MS) 200,56 (8,6% na MS)
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3.6. Técnicas Parasitoldgicas

O acompanhamento das contagens de ovos por grama de fezes
(0.p.g.) foi realizado semanalmente em todos os animais. Todos 0s exames
de o.p.g. foram realizados de acordo com o Método McMaster modificado
(WHITLOCK , 1948).

As necropsias foram realizadas de acordo com a técnica de RITCHIE
et al (1966), porém com algumas modificacdes usualmente utilizadas no
Laboratério de Helmintologia Veterinaria do Departamento de Parasitologia
do ICB-USP. O intestino delgado foi ligado no piloro e na valvula ileo-cecal,
e posteriormente dividido em duas por¢des: um segmento inicial constituido
dos trés primeiros metros do ID e todo o restante do 6érgdo como segunda
porcdo. Os conteludos obtidos na abertura e na lavagem da mucosa
intestinal foram homogeneizados, retirando-se duas amostras de 10% do
volume total, destinadas a contagem, classificacdo segundo sexo e estagio
evolutivo, e mensuracdo dos nematéides. Fixou-se as amostras com formol
a 10%. Destas aliquotas, realizou-se a contagem dos nematdides
encontrados em 10% da amostra, perfazendo assim a contagem de 1% do
contetdo total. Cada segmento do ID teve entdo a mucosa raspada e

colocada em banho-maria a 42°C, para a obtencdo das formas imaturas.

3.7. Técnicas Histopatologicas

Seccdes circulares de cerca de 1 cm de comprimento foram retiradas
antes da abertura do intestino. Amostraram-se tecidos do duodeno (a cerca
de 15 cm do piloro) e por¢cdo média do jejuno. Os segmentos foram abertos,
lavados com PBS e fixados em formalina a 10% para posterior preparo dos

cortes histologicos. Foi feita a inclusdo do material em parafina, e
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posteriormente preparacdo de laminas com cortes de 5 um de espessura,
que foram coradas pelo método da hematoxilina — eosina.

3.8. Hematologia

Semanalmente, foi realizada colheita de 2 amostras de sangue - com
e sem EDTA (sal disédico a 10%) - através de puncao da veia jugular

utilizando-se o sistema Vacutainer.

Com a amostra de sangue com EDTA realizou-se hemograma
completo: contagem de hemacias e leucécitos, dosagem da concentracdo de
hemoglobina pelo método de cianometahemoglobina, determinacdo do
volume globular pelo método do microhematécrito, dosagem de proteinas
plasméticas através do uso de um refratbmetro e contagem diferencial de
leucécitos pelo método do esfregaco sanglineo corado segundo
metodologia usualmente empregada.

A partir das amostras de sangue colhidas sem EDTA, o soro foi
recuperado por centrifugacdo e estocado a —20°C em duas aliquotas, para
as posteriores dosagens das proteinas totais, albumina e globulinas, calcio

sérico total e fésforo inorganico.
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3.9. Balanco de Nitrogénio e Estudos com Agua Tritiada

O balanco hidrico e de nitrogénio foi realizado em duas diferentes
ocasides: antes e ap0s a infeccdo experimental. Os periodos de estudo
foram de DAI -5 a DAI 0 e de DAI 35 a DAI 40. Os animais foram
transferidos para as gaiolas metabdlicas apds um jejum de 16 horas, quando
entdo recebiam a injecdo intravenosa contendo agua tritiada. O alimento e a

adgua foram restaurados 6 horas apos a injecéao.

3.9.1. Colheita e amostragens de fezes e urina

A colheita destes materiais foi realizada duas vezes ao dia, sempre
antes do fornecimento da alimentacdo. Durante os periodos de estudo,
sacolas coletoras foram colocadas nos animais experimentais para a
colheita das fezes totais. A massa fecal total foi anotada, e uma amostra
correspondente  a 10% do peso total foi colhida apés devida

homogeneizacéo.

A urina foi recolhida das bandejas das gaiolas metabdlicas e uma
aliquota correspondente a 5% do volume total foi depositada numa garrafa
plastica identificada, perfazendo uma amostra Unica da urina de cada
bezerro durante todos os dias de observacdes. Acido sulfirico 0,2 M, em um
volume de cerca de 10% do total esperado de producdo de urina, era
adicionado as bandejas a fim de prevenir perdas de nitrogénio por

volatilizacdo da amonia.

Todos os pesos e volumes foram registrados em todas as colheitas, e

as amostras colhidas foram mantidas a — 20 °C até o momento das analises.
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3.9.2. Colheita e amostragem do alimento

Colheu-se amostras de feno e concentrado (50g de cada) a cada oferta de
alimento aos animais, as quais, foram reunidas formando um “pool” representativo
dos alimentos oferecidos aos bezerros durante os 5 dias de cada fase de estudos

de metabolismo.

3.9.3. Andlises bromatoldgicas

Estas andlises foram realizadas com os alimentos, fezes e urina para
o estudo do balanco de nitrogénio. Consistiram na determinacdo da matéria
seca a 60 e a 100 °C, da matéria mineral, calcio, fésforo e na determinagdo
da porcentagem de nitrogénio feita diretamente através da dosagem total
pelo método de Kjeldahl (A.O.A.C., 1970).

3.10. Determinagdo do “turnover” da Agua e da Composicdo Corporal

através do uso de agua tritiada

A quantidade de agua tritiada utilizada foi calculada a partir da média
do peso dos animais (110 Kg), levando em consideragéo as recomendacdes
da Agéncia Internacional de Energia Atbmica para estudos de dosagem da
agua corporea total em ruminantes, ou seja, 1 Mbq por quilograma de peso
vivo (IAEA, 1982).

A solugdo de agua tritiada foi injetada na veia jugular esquerda de
cada animal. Apds as injecdes de tritio foram feitas colheitas de sangue apos
15, 30, 45,60, 75e 90 min e 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12, 16, 20, 24, 36, 48, 72 e 96

horas, através de pun¢cdo na veia jugular direita utilizando-se sistema a
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vacuo contendo anticoagulante EDTA. Duas amostras de 1 ml de plasma
foram transferidas para tubos identificados, aos quais foram adicionados 8
ml de solucdo cintiladora (PATTERSON & GREENE, 1965). A leitura da

atividade das amostras foi realizada em espectrometro de cintilacéo.

3.11. Dosagem de calcio e fosforo séricos

Dosagens de Ca total e do P inorganico foram realizadas nas
amostras de soro colhidas, no Laboratorio de Patologia Clinica da FMVZ —
UNESP, Botucatu.

Para a dosagem do calcio total utilizou-se o kit produzido pela
ANALISA Diagnostica, baseado na metodologia da cresolftaleina
complexona (purpura de ftaleina). As leituras foram realizadas no Sistema
Bioquimico SB-180 (CELM), que opera por fotometria monocromatica, no
comprimento de onda de 570 nm.

Para as dosagens de Fosforo inorganico também foi utilizado um kit
produzido pela ANALISA Diagndéstica, baseado na reacéo do ion fosfato com
0 molibidato de aménio, formando um complexo que é reduzido em meio
alcalino a azul de molibidénio, que pode ser lido no comprimento de onda de
650 nm. Novamente, as leituras foram realizadas no Sistema Bioquimico SB-
180 (CELM).
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3.12. Dosagem de sddio e potassio na saliva

As dosagens de Na e K na saliva foram feitas em amostras colhidas
nos DAI 0, 30 e 41. Para a coleta utilizou-se uma bomba a vacuo, succionando
a saliva diretamente da boca do animal, localizando sempre a sonda utilizada
em duas regides: embaixo da lingua (buscando a glandula sublingual) e atras
do dltimo molar inferior (regido da parétida). Este cuidado deveu-se a pequenas
diferencas encontradas na concentracdo da saliva produzida por estas duas
glandulas. Metade do material foi coletado em cada um dos pontos citados.

Teve-se o cuidado de manter os animais em jejum prévio de 12 horas
para evitar a contaminagdo das amostras por alimento. N&o era realizada a
colheita de animais em ruminacéo. O material colhido foi centrifugado para a
remocao de impurezas, e estocado a 4 °C até o momento das analises. As
dosagens foram realizadas em um espectrofotdmetro de chama (CELM FC-
130), calibrado nos seguintes padrées: Na 140 mMol/ | e K 5 mMol/ I. Os

resultados apresentados sédo as médias de trés leituras consecutivas.

3.13. Determinacao da Composicao da Carcaca dos Animais

O meétodo utilizado foi baseado naquele proposto por WALLACE et al.
(1995) e realizado no Laboratério de Nutrichio Animal do CENA, USP.
Amostras constituidas da 7% até a 112 costela inclusive foram retiradas,
sempre da meia carcaga esquerda. As amostras foram envolvidas em sacos
de polietileno, identificadas e congeladas para posterior determinagdo da
composicdo da carcaga, uma vez que esta regido € um indicador confiavel
da composicédo da carcaca como um todo (KEMPSTER et al. 1976). Antes

de ser descongelado, separou-se a 92 costela. Esta foi entdo moida em sua
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totalidade (gordura, musculo e o0ssos), homogeneizada e liofilizada para
determinacdo da matéria seca. Foram entdo realizadas ainda as analises de

matéria seca a 100 °C, matéria mineral, proteina bruta e extrato etéreo.

Por ocasido da andlise da composicdo corporal realizada nas
amostras de carcaca colhidas, determinou-se as concentracbes deste

minerais Nos 0SsoS.

Amostras da 92 costela foram retiradas da amostra originalmente
colhida, e picadas em pequenos quadrados de cerca de 1 cm de lado.
Removeu-se todo o tecido aderido ao 0sso, lavou-se 0 material e pesou-se
as amostras em balanca analitica. O volume foi entdo determinado por

deslocamento de 4gua em uma proveta de 25 ml com 0,2 ml de preciséo.

As amostras foram levadas em cadinho de porcelana para a estufa a
100°C para secagem. Procedeu-se entdo a extracao de gordura por 8 horas
para a determinacdo da porcentagem de extrato etéreo. O material que
sobrou foi moido com o auxilio de um pistilo e posteriormente levado a mufla
a 600°C para a determinacdo do teor de matéria mineral. As cinzas foram

entdo digeridas com HCI.

A solucdo resultante da digestdo foi entdo usada para as
determinacdes de calcio e fésforo 6sseos.

Para a dosagem do fosforo, utilizou-se reagdo com solugdo mista de

molibdato de amonio a 5% e vanadato de amoénio em meio acido.

O célcio foi dosado em espectrometro de absor¢cdo e emisséo

atomicas Parkin-Elmer 306.
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3.14. Pesagens

Os animais eram pesados semanalmente, sempre no mesmo dia e
horario, respeitando-se um jejum prévio de agua e alimentos de 16 horas.
Medidas de ganho de peso semanal e total foram realizadas, sendo depois
do abate correlacionadas com o peso vivo final e rendimento de carcaca de

cada animal.

3.15. Analise Estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e
posteriormente ao teste de Tuckey ao nivel de significancia de 5%, para

comparacdes multiplas entre as médias.
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4. Resultados

4.1 Sinais Clinicos

Os animais pertencentes aos grupos infectados apresentaram sinais
clinicos evidentes de cooperiose, com diarréia, inapeténcia, apatia e perda

de peso no decorrer do periodo experimental.

No 7° DAI, os animais do grupo Basal infectado comecaram a
apresentar fezes levemente pastosas, ao passo que as dos animais
pertencentes ao grupo Suplementado infectado e grupos controles estavam

com consisténcia normal.

Constatou-se a paténcia no 12° DAI. Os animais do grupo Basal
infectado apresentavam fezes amolecidas, de consisténcia menos firme do
que no 72 DAI, e os animais 36 e 38 observou-se diarréia aquosa e fétida. As
fezes da maioria dos animais do grupo Suplementado infectado
apresentavam consisténcia amolecida sem serem pastosas, excecao feita
ao animal 31, que chegou a apresentar um leve quadro diarreico. As fezes

dos animais dos grupos controles estavam com consisténcia normal.

No 17° DAl os animais do grupo Basal infectado continuavam a
apresentar diarréia. Nos animais 20 e 38 observou-se diarréia aquosa, sendo
gue o 38 apresentava prostracdo e mucosas palidas. O animal 36 recuperou-se
da diarréia severa. As fezes dos animais do grupo Suplementado infectado
apresentavam consisténcia amolecida sem serem pastosas. As fezes dos

animais dos grupos controles estavam com consisténcia normal.
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No periodo imediatamente apds a paténcia, a diferenca entre os dois
grupos infectados (Suplementado e Basal) era visivel. Os animais do grupo
Basal infectado apresentavam um vazio do flanco mais pronunciado, menor
elasticidade da pele ao exame clinico (demonstrando assim um quadro de
desidratagéo), e o0 aspecto do pelo era quebradico, menos brilhante e ericado,

guando comparados com 0s animais do grupo Suplementado.
A evolucéo da consisténcia fecal dos animais infectados durante a fase

aguda da cooperiose, isto &, do 12° ao 24° DAI, esta representada na Tabela 5.

TABELA 5 — Consisténcia fecal dos animais infectados com C. punctata, no

periodo compreendido entre o 7° e 29° DAI.

Dias Apds a Infeccédo (DAI)

Grupo | Animais 7 12 13 14 17 19 24 26 29
25 normal | normal | normal | normal | normal |diarreica| normal |pastosa |pastosa
o
o 29 normal | pastosa |pastosa |pastosa | pastosa | pastosa| normal | normal |pastosa
IS _ - — . -
g 31 normal | diarreica |diarreicaldiarreica| pastosa | pastosa | pastosa |pastosa | normal
[}
= 34 normal | normal | normal | normal | normal | pastosa| pastosa | normal | pastosa
=]
n —
40 normal | normal | normal | normal | normal | pastosa | diarreica | pastosa | normal
20 normal | pastosa | pastosa |pastosa |diarreica|pastosa| pastosa |pastosa | normal

24 normal | pastosa |pastosa |pastosa | pastosa | pastosa | pastosa | normal | normal

27 normal | pastosa |pastosa |pastosa | pastosa |pastosa| normal |pastosa | normal

Basal

36 normal | diarreica |diarreica|diarreica| pastosa |diarreica| diarreica | pastosa | pastosa

38 normal | diarreica |diarreica|diarreica|diarreica|diarreica| pastosa |pastosa | pastosa

As Figuras de 1 a 4 demonstram a diferenga no aspecto geral dos

animais pertencentes aos dois grupos infectados.
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FIGURA 1 — Bezerro pertencente ao grupo Basal infectado. Fotografia feita no
20° DAI. (animal 27)

FIGURA 2 — Bezerro pertencente ao grupo Basal infectado. Fotografia feita no
20° DA (animal 36)
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FIGURA 3 — Bezerro pertencente ao grupo Suplementado infectado. Fotografia
feita no 20° DAI. (animal 31)

FIGURA 4 — Bezerro pertencente ao grupo Suplementado controle. Fotografia
feita no 20° DAI. (animal 45)



Resultados 34

No 33° DAI, o animal 38, pertencente ao grupo Basal infectado veio a 6bito
em decorréncia do parasitismo. Este animal j& vinha apresentando apatia e
inapeténcia desde o 17° DAI, e morreu apo6s dois dias de intensa prostracéo e

anorexia.

Durante a segunda fase de estudos metabdlicos (35° ao 40° DAI) alguns
animais pertencentes ao grupo Basal infectado apresentaram inapeténcia e
prostracdo, ao passo que os integrantes do grupo Suplementado infectado
mantiveram um apetite normal. J& na fase de estudos pré-infeccdo, esta

tendéncia ja havia sido observada, porém em intensidade muito menor.

Ao exame antemortem, notou-se uma tendéncia de igualdade entre os
grupos, sendo que a maioria dos animais apresentava pelo sem brilho
qguebradico, e em animais de ambos 0s grupos notava-se um edema sub-

mandibular discreto.

4.2. Pesagens

Das pesagens semanais e das realizadas por ocasido do abate,

extrairam-se dados referentes ao ganho de peso e rendimento de carcaca.

4.2.1. Peso Vivo

A Figura 5 demonstra a evolugcdo do peso vivo dos animais durante
todo o periodo experimental. Ainda que nao tenham sido detectadas
diferencas significativas entre 0s grupos no que se refere ao peso vivo final,
constatou-se na analise de variancia, efeitos de interagdo entre tempo e
infeccéo (p=0,0123), entre tempo e tratamento nutricional (p=0,005) e entre

esses trés fatores (p=0,0035).
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Pode-se observar uma queda de peso nos animais infectados, por
ocasido do 7° DAI, sendo que o grupo Basal infectado apresentou uma

gueda mais expressiva.

Dentro dos animais infectados, houve diferenca entre 0s grupos
Suplementado e Basal (p<0,05), sendo os animais suplementados os que
apresentaram um maior peso vivo. Do mesmo modo, dentro dos animais
mantidos na dieta basal, infectados apresentaram um peso

significativamente menor que os controles (p<0,05).

No 28° DAl voltou a ocorrer uma diferenca detectavel entre os grupos
Suplementado e Basal (p<0,05) na comparacdo dentro do grupo infectado,
novamente com 0s animais suplementados apresentando pesos maiores

gue o0s seus pares mantidos na dieta basal.

O ganho de peso foi analisado, considerando tanto o ganho total
ocorrido durante o periodo experimental, como as diferencas obtidas entre
as pesagens semanais. No entanto, ndo foi possivel detectar diferencas
estatisticamente significativas atribuiveis a efeitos do nivel protéico

oferecido.

Na andlise dos intervalos semanais, houve indicagéo de significancia
(p=0,0775) para a interagdo entre tratamento nutricional e infeccdo. Um
efeito de interacdo entre o fator tempo e a infec¢éo (p=0,01) foi constatado,
bem como entre os trés fatores envolvidos - tempo, infec¢do e tratamento
nutricional (p=0,0061).

J4 no ganho de peso acumulado durante o periodo experimental,
também foi possivel constatar indicacdo de significAncia entre os fatores

infeccéo e tratamento nutricional (p=0,0775).



Resultados 36

160 -

150 =

140 = = - = =

Peso vivo (kg)
= =
N w
o o

110 -

100

90 - = = = =

80

-47 -16 0 7 14 21 28 35 46
DAI

=—&— Suplementado infectado —#— Basal infectado
—8— Suplementado controle —%— Basal controle

FIGURA 5 - Evolucdo do peso médio dos animais durante o decorrer do
experimento. Os valores apresentados sdo as médias (em kg) dos grupos
experimentais. Os tracos representam os desvios — padréo para as sequéncias
de mesma cor.
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4.2.2. Rendimento de Carcaca

Observou-se diferencas significativas no rendimento de carcaca, tanto
entre 0s grupos infectados x controles como entre 0s niveis nutricionais

utilizados (p<0,05). Os resultados estao apresentados na Figura 6
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48,00 -
46,00 -
44,00 -
42,00 -

40,00 - 45,274 43,29
38,00 +
36,00 -

Rendimento de carcaca (%)

%

® Suplementado infectado B Basal infetado
B Suplementado controle B Basal controle

FIGURA 6 - Rendimento de carcaca médio (em %) para os diferentes grupos
experimentais. Os tracos sobre as barras representam os desvios — padrédo
para as respectivas sequéncias.

4.3. Dosagens bioquimicas

4.3.1. Proteinas Séricas Totais

Os valores médios da concentracdo de proteinas séricas totais estdo
representados na Figura 7. Os animais infectados apresentaram valores

significativamente menores que os controles (p=0,01), independente do
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tratamento nutricional oferecido. Ocorreu um efeito de interagéo (p=0,0000)
entre os fatores tempo e infecgéo.

Observou-se uma expressiva queda dos niveis apresentados pelos

animais pertencentes aos grupos infectados por volta do 21° DAI.

Na andlise dos dados do 142 e do 21° DAI, encontraram-se diferencas
entre controles e infectados em ambos os tratamentos nutricionais. Por
ocasido do 28° DA, esta diferenca entre controle e infectados s6 pode ser
constatada nos animais pertencentes ao grupo que recebeu suplementacgéo

protéica.

0 7 14 21 28 35 42 50
DAl

=—&— Suplementado infectado =8 Basal infectado
—8— Suplementado controle —%— Basal controle

FIGURA 7 — Médias das concentracdes de proteinas plasmaticas totais (g/ dl)
para os diferentes grupos experimentais. Os tracos representam os desvios —
padrdo para as sequiéncias de mesma cor.
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4.3.2. Albumina

Na figura 8 estdo representadas as concentracbes meédias de
albumina plasmatica para os animais dos diferentes grupos experimentais.
Chama atencao, novamente a queda apresentada pelos animais infectados
por volta do 21° DAI, sendo que os animais pertencentes ao grupo Basal
infectado mostraram os menores valores. E interessante notar também a

diferente dinamica de evolugéo nos dois grupos infectados.

A diferenca observada na concentracdo plasmatica de albumina, na
comparacdo entre controles e infectados foi altamente significativa
(p=0,0000) na analise de variancia, novamente sem influéncia do tratamento
nutricional oferecido. Contatou-se efeito de interacdo entre os 3 fatores

analisados, isto €, infec¢do, tratamento nutricional e tempo.

No teste de comparacdes mdultiplas, descobriu-se que esta diferenca
ocorreu nos animais do grupo Suplementado, onde diferencas foram
encontradas entre controles e infectados nos 28°, 35°, 42° e 50° DAI. Ja
entre os animais mantidos na dieta basal, somente existiu diferenca entre

controles e infectados no 502 DAI.
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FIGURA 8 — Médias das concentracdes de albumina plasmatica (g/ dl) para os
diferentes grupos experimentais. Os tragos representam os desvios — padrao
para as sequéncias de mesma cor.

4.3.3. Globulinas séricas

Os valores médios da concentragdo de globulinas séricas no decorrer
do experimento estdo representados na Figura 9. Novamente é reproduzida

a queda expressiva no 21° DAI.

Na analise de variancia, constatou-se interacdo entre os fatores
tempo e infeccdo (p=0,0000), e entre tempo e tratamento nutricional
(p=0,0053).

A comparacdo das médias revelou diferencas entre controles e

infectados para ambos os tratamentos nutricionais nos 142 e 212 DAI.
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FIGURA 9 — Médias das concentra¢cfes de globulina plasmatica (g/ dl) para os
diferentes grupos experimentais. Os tragos representam os desvios — padrdo
para as sequéncias de mesma cor.

4.3.4. Relacdo Albumina/ Globulina

Os valores médios da relagdo entre as concentracdes de albumina e

globulina séricas estao representados na Figura 10.

Na andlise de variancia, constatou-se efeito do fator tempo, efeito de
interacado entre tempo e tratamento nutricional e entre tempo e infec¢cado. Nao
foram constatadas diferencas entre tratamentos nutricionais ou entre

controles e infectados.
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No teste de compara¢gBes multiplas, descobriu-se diferenca entre
controles e infectados nos animais de ambos os tratamentos nutricionais no
14° e 21° DAI. Também no 21° DAI, encontrou-se diferencas entre os

tratamentos nutricionais para ambos 0s grupos controle e infectado.
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FIGURA 10 — Médias da relacdo entre as concentracbes de albumina e
globulina séricas para os diferentes grupos experimentais. Os tracos
representam os desvios — padréo para as sequéncias de mesma cor.
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4.4. Célcio Sérico Total

A Figura 11 contém os valores médios da concentracdo plasmaticas
de célcio sérico total. Os grupos infectados sé comecam a demonstrar
comportamento diverso do dos animais controles a partir do 35° DAI.

Os niveis de célcio sérico diferiram significativamente na comparacao
entre controles e infectados (p<0,00001), sem contudo apresentar influéncia
dos teores de proteina oferecidos.

Constatou-se efeito do fator tempo (p=0,0000), e efeito de interacao
entre tempo e infeccdo (p=0,14) e entre tempo, infeccdo e tratamento
nutricional (p<0,05).

Foram identificadas diferencas entre controles e infectados para ambos
os tratamentos nutricionais nos 35° e 42° DAI. No 50° DAl somente foi possivel
detectar essa diferenca para os animais pertencentes ao grupo que recebeu

tratamento Basal em proteina.
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FIGURA 11 — Médias das concentracdes de calcio sérico total (mg/ dl) para os
diferentes grupos experimentais. Os tragos representam os desvios — padrao
para as sequéncias de mesma cor.
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4.5. Célcio Osseo

Os valores médios das dosagens de Calcio nas amostras da 9°
costela retirada dos animais experimentais estao representados na figura 12.
N&o foi possivel detectar diferengas estatisticamente significativas.

A determinacdo da matéria seca e da matéria mineral destas

amostras também foram realizadas. Ambas ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas.
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Figura 12 — Médias das concentracdes de calcio nos ossos (ug/ ml) para os

diferentes grupos experimentais. Os tracos sobre as barras representam os
desvios — padrdo para as respectivas seguéncias.
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4.6. Fésforo inorgénico

A Figura 13 demonstra evolucdo da concentracdo média de fosforo
sérico durante o periodo experimental. Apesar da grande variacdo nos
dados, foi possivel constatar que controles e infectados diferiram
significativamente (p=0,018). Esta diferenca foi identificada como ocorrendo

entre controles e infectados dentro do grupo mantido com a dieta Basal.
Na analise de variancia, constatou-se também o efeito do tempo,

efeito de interacdo entre tempo e tratamento nutricional, entre tempo e
infeccdo e entre estes trés fatores.
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FIGURA 13 — Médias das concentracdes de fésforo inorganico no soro (mg/ dl)
para os diferentes grupos experimentais. Os tracos representam os desvios —
padrdo para as sequéncias de mesma cor.
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4.7. Fosforo Osseo

Os valores médios das dosagens de Calcio nas amostras de costela
retiradas dos animais experimentais estdo representados na figura 14. Nao
foi possivel detectar diferencas estatisticamente significativas.
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FIGURA 14 — Médias das concentracdes de fosforo nos ossos (%) para 0s
diferentes grupos experimentais. Os tragos sobre as barras representam os
desvios — padréo para as respectivas sequéncias.



Resultados 48

4.8. Razado Na/ K salivar

Nenhuma alteracédo estatisticamente significativa foi observada para

as dosagens de sodio e potassio na saliva.
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FIGURA 15 — Valores médios da razdo Na/ K salivar para os diferentes grupos
experimentais. Os tracos representam os desvios — padréo para as sequéncias
de mesma cor.

4.9. Hemograma

Todos os valores de referéncia utilizados na anélise dos resultados do
hemograma foram os preconizados por SCHALM (1961) para bezerros de
mesma idade dos animais utilizados neste experimento. Consultou-se
também os valores descritos por TAVORA (1997), obtidos em animais

criados no estado de Sao Paulo.
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4.9.1. Eritrograma

4.9.1.1 Hematocrito

Os valores médios do hematdcrito para todos os animais no decorrer
do experimento, estdo apresentados na Figura 16. Observou-se uma queda
nos valores para ambos os grupos infectados (Suplementado e Basal) do 7°
DAl em diante. DiminuicGes mais expressivas foram encontradas nos 35°
DAI no grupo Basal infectado e no 46° DAI para ambos Basal e
Suplementado infectados. Os animais dos grupos controle né&o

demonstraram alteracdes significativas no decorrer do experimento.

Dentro dos grupos mantidos na dieta basal, diferencas entre os animais
controle e infectados foram encontradas no 35° e 46° DAI. Ja para 0s grupos
gue receberam suplementacdo, diferenca estatisticamente significativa entre

controles e infectados somente ocorreram no 462 DAI.

Todos os valores encontrados situaram-se dentro da faixa de
normalidade (24 a 46 %), a excecdo do animal 27, pertencente ao grupo
Basal infectado, que nos 21%35° e 46° DAI, apresentou valores abaixo da

faixa de normalidade (21, 22 e 21%, respectivamente).

No teste de comparag¢fes multiplas de Tuckey (p<0,05), constataram-se
diferencas significativas dentro dos grupos infectados na comparagdo entre

suplementado e basal no 35° DAI.
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FIGURA 16 — Valores médios do hematécrito do sangue circulante para os

diferentes grupos experimentais. Os tragos representam os desvios — padrao
para as sequéncias de mesma cor.
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4.9.1.2. Hemécias

As médias das contagens do numero de hemacias no sangue circulante
dos animais no decorrer do experimento estdo apresentados na Figura 17. Nao
foram encontradas diferengas significativas na andlise de variancia. Contudo,
chama a atencdo a queda nas contagens para ambos os grupos infectados
(suplementado e basal) no 14° DAI. Novamente, todos os resultados encontrados

situaram-se dentro dos valores normais (5 a 10 milhées de heméacias/ ).
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FIGURA 17 — Valores médios do numero de heméacias (milhdes de heméacias/
pl) no sangue circulante para os diferentes grupos experimentais. Os tragos
representam os desvios — padréo para as sequéncias de mesma cor.
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4.9.1.3. Hemoglobina

As médias das concentracdes de hemoglobina obtidas em todo o
periodo experimental estdo apresentadas na Figura 18. O comportamento de
todos os grupos foi semelhante durante o periodo analisado, com excec¢éo da
queda apresentada pelo grupo Suplementado infectado no 46° DAI, chegando

a ultrapassar os limites de referéncia (8 a 15 g/ dI).

Aqui novamente, o animal 27, pertencente ao grupo Basal infectado, foi
o Unico a apresentar valores constantemente abaixo dos valores de referéncia.
No referido 46° DAI, quase todos os animais de ambos os grupos infectados

apresentaram valores abaixo do minimo considerado como normal.
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FIGURA 18 — Valores médios da concentracdo de hemoglobina (g/ dl) no
sangue circulante para os diferentes grupos experimentais. Os tracos
representam os desvios — padrao para as sequéncias de mesma cor.
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4.9.2. Leucograma

4.9.2.1. Leucdcitos totais

Os dados das contagens de leucécitos totais sofreram transformacao
pela raiz quadrada. N&o foram encontradas diferengas estatisticamente
significativas, ainda que uma queda nos valores médios obtidos para ambos os
grupos infectados tenha sido observada no 14° DAI. A maior queda observada
foi a da média do grupo basal infectado, conforme pode ser constatado na
Figura 19.
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Figura 19 — Valores médios do nimero total de leucécitos (células/ mm®) no
sangue circulante para os diferentes grupos experimentais. Os tragos
representam os desvios — padrao para as sequéncias de mesma cor.
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4.9.2.2. Neutrofilos

As médias do numero total de neutréfilos no sangue circulante dos
animais estdo representadas na Figura 20. Observa-se uma queda nhas
contagens de ambos grupos infectados na comparagdo com 0s controles, por
ocasiéo do 14° DAI.

O animal 27, pertencente ao gruo Basal infectado, comportou-se
novamente de maneira particular, tendo apresentado valores fora da

normalidade em trés das seis coletas realizadas (14%, 21° e 46° DAI).

Para a andlise estatistica, fez-se necesséria a transformacéo dos dados
pela raiz quadrada. Na analise de variancia, constatou-se uma interagdo entre
os fatores tempo e infeccdo (p=0,0013). Esta interacao foi identificado com
sendo dentro grupo basal infectado, onde as contagens do 14° e 46° DAI
diferiram da realizada no dia da infeccdo, e as dos 28° e 46° DAI diferiram entre
si (p<0,005).
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FIGURA 20 — Valores médios do niimero total de neutréfilos (células/ mm?®) no
sangue circulante para os diferentes grupos experimentais. Os tragos
representam os desvios — padréo para as sequéncias de mesma cor.
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4.9.2.3. Linfécitos

O numero médio de linfécitos no sangue circulante dos animais ao
decorrer do experimento esta representado na Figura 21. Observou-se uma
queda no grupo basal infectado, do 14° ao 21° DAI, com valores situando-se
abaixo da faixa de normalidade (5600 a 8200 células/ mm?®).

Os dados foram transformados pela raiz quadrada. N&o foram

encontradas diferengas significativas.
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FIGURA 21 — Valores médios do niimero total de linfcitos (células/ mm?) no
sangue circulante para os diferentes grupos experimentais. Os tragos
representam os desvios — padréo para as sequéncias de mesma cor.
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4.9.2.4. Eosindfilos

As médias do numero de eosinofilos no sangue circulante dos animais
esta representado na Figura 22. Pode-se observar claramente a ocorréncia de
um pico nas contagens no 28° DAI, sendo que os maiores valores pertencem

ao grupo Basal infectado.

Mais uma vez, o animal 27, pertencente ao grupo Basal infectado,
comportou-se de maneira singular, sendo o Unico animal a apresentar
contagens acima dos valores de referéncia (220 a 1020 células/ mm?®).
Contudo, a média do grupo ao qual este animal pertence (Basal infectado),

situou-se dentro da normalidade.

Os dados sofreram transformacéo pela raiz quadrada. Na analise de
variancia, observou-se diferenca significativa (p=0,05) na comparacdo entre
controle e infectado. Também constatou-se efeito de interacdo entre os fatores
tempo e infeccéo (p=0,039). No teste de Tuckey, encontrou-se diferenca entre
controle e infectados dentro dos animais mantidos com a dieta Basal, no
momento do pico de contagem (28° DAI). Da mesma maneira, este foi o Ginico
grupo a apresentar diferenca entre os dias, sendo a contagem do 28°DAI

significativamente diferente do dia da infeccéo e do 46° DAI.
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FIGURA 22 — Valores médios do niimero total de eosinéfilos (células/ mm?®) no
sangue circulante para os diferentes grupos experimentais. Os tragos
representam os desvios — padréo para as sequéncias de mesma cor.



Resultados 59

4.9.2.5. Monécitos

Os valores médios das contagens de mondcitos no sangue circulante

dos animais estao dispostos na Figura 23.

Os dados sofreram transformacdo pela raiz quadrada. Nao foram

encontradas diferencas estatisticamente significativas.
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FIGURA 23 — Valores médios do niimero total de mondcitos (células/ mm?®) no
sangue circulante para os diferentes grupos experimentais. Os tragos
representam os desvios — padrdo para as seqguéncias de mesma cor.
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4.10. Composicdo Corporal dos Animais obtida através do Principio de
Diluic&o - Estudos com Agua Tritiada.

bY

Os dados referentes a composicdo corporal dos animais
experimentais e de seu metabolismo hidrico, obtidos pelo método de dilui¢éo
da agua tritiada foram: agua corporal total (ACT), porcentagem de gordura,
porcentagem de solidos desengordurados, taxa de turnover da ACT e sua

meia vida bioldgica (T ¥2). Este parametros estdo apresentados na Tabela 6.

A andlise de variancia detectou diferencas estatisticamente
significativas nos valores encontrados para a agua corporal total entre
infectados e controles (p=0,003) e efeito de interacdo entre tratamento e
infecgao (p=0,042). Ndo foram encontradas alteracdes que pudessem ser
atribuidas aos tratamentos nutricionais oferecidos. No teste de Tuckey,
diferencas foram encontradas dentro do grupo mantido na dieta basal na

comparacao antes x depois (p<0,05).

Nos dados referentes a porcentagem de gordura apresentada pelos
animais, novamente observou-se diferencas estatisticamente significativas
entre infectados e controles (p=0,003) e efeito de interacéo entre tratamento
e infeccdo (p=0,042). Também néo foram encontradas alteracdes atribuiveis
aos tratamentos nutricionais oferecidos. Na comparacdo das médias
encontrou-se diferencas dentro do grupo mantido na dieta basal na

comparacao antes x depois (p<0,05).

Os resultados para a porcentagem de sélidos desengordurados (que
representa a quantidade de proteina presente no organismo, mais as
cinzas), o padrédo de resposta repetiu-se. Mais uma vez foram encontradas
diferencas estatisticamente significativas entre infectados e controles
(p=0,003) e efeito de interacdo entre tratamento e infec¢do (p=0,042). A

semelhanca dos casos anteriores, nao foram encontradas alteragdes
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atribuiveis aos tratamentos nutricionais oferecidos. No teste de Tuckey,
encontrou-se diferencas dentro do grupo mantido na dieta basal na

comparacao antes x depois (p<0,05).

A andlise de variancia realizada nos dados da taxa de turnover da
agua nos animais experimentais acusou apenas uma indicacdo de efeito de

interacao entre infeccdo e tratamento nutricional oferecido (p=0,077).

Ja para os dados referentes a meia vida biolégica da agua tritiada (T
1), fez-se necesséria a transformacdo logaritmica dos dados. Diferencas
estatisticamente significativas foram encontradas na analise de variancia na
comparacao entre infectados e controles (p=0,015) e constatou-se efeito de
interacdo entre infeccdo e tratamento nutricional (p=0,034). No teste de
Tuckey, somente dentro do grupo mantido na dieta basal foram encontradas

diferencas (p<0,05) na comparacédo entre antes e apos a infeccéo.

TABELA 6- Meia Vida Bioldgica (T %), Taxa de turnover, Agua Corporal
Total (ACT) e dados de Composicdo Corporal em bezerros, antes e apés a
infeccdo com C. punctata, nos diferentes grupos experimentais. Valores

apresentados sdo as médias seguidos de seus respectivos desvios padréo.

Tratamento/ TY Turnover ACT Gordura Solidos
Fase de (hs) (drpvh  (%pv) (%pv) Desengordurados
Estudo (Y%pv)

Suplementado

. ) 0,8+0,6 13,58+6,01 44,7+7,8 39,0+10,7 16,4+2,9
antes da infec¢éo
suplementado 45,69 17 634382 359455 50,947, 13,1+2,0
apos a infeccéo

Basal 154112 084352 52041372 26,6+18,7° 20,5+5,02
antes da infec¢éo

Basal 0,4+0,1° 14,43+4,36 36,6+13,7" 50,1+18,7" 13,4+5,0°

apos a infecgéo

a,b letras diferentes dentro da mesma coluna indicam significancia (p<0,05)



4.11. Balango Hidrico

Resultados 62

Os dados referentes aos célculos do balanco hidrico nos animais

experimentais estao apresentados na Tabela 7.

TABELA 7- Calculos do balanco hidrico dos animais experimentais antes e

apos a infeccdo com C. punctata, nos diferentes grupos experimentais.

Valores apresentados sdo as médias seguidos de seus respectivos desvios

padrao.

Tratamento/ Ingestao de Excrecdo de Balanco
Fase de Agua Agua Hidrico
Estudo (1d™? (1d?Y

Suplementado antes
da infecgao 13,8+1,57 8,61+1,04 5,19+0,99
Suplementado apés a
infecc&o 13,2+2,07 8,59+1,49 4,59+1,26
Basal
antes da infecgéo 12,3+0,71 7,870,71 4,43+0,42
Basal 11,31+2,21 7,07+2,16 4,28+0,67

apos a infeccdo

Na analise estatistica ndo foi possivel

significativas para os dados acima apresentados.

identificar alteracdes



Resultados 63

4.12. Analise Bromatologica da Carcaca

Os dados referentes as andlises bromatoldgicas realizadas nas
amostras retiradas das carcacas dos animais experimentais (porcentagem
de matéria seca, porcentagem de matéria mineral, teores de extrato etéreo e
teores de proteina bruta) estdo apresentados nas Figuras de 24 a 27. Nao
foi possivel detectar diferencas estatisticamente significativas entre os
tratamentos, seja entre infectados e controles, seja entre 0s niveis

nutricionais oferecidos.
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FIGURA 24 — Médias da porcentagem de matéria seca nas amostras retiradas
da 92 costela dos animais pertencentes aos diferentes grupos experimentais.
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FIGURA 25 — Meédias da porcentagem de matéria mineral nas amostras
retiradas da 92 costela dos animais pertencentes aos diferentes grupos
experimentais.
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FIGURA 26 — Médias dos teores de extrato etéreo nas amostras retiradas da 92
costela dos animais pertencentes aos diferentes grupos experimentais.
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FIGURA 27 — Médias dos teores de proteina bruta nas amostras retiradas da 92
costela dos animais pertencentes aos diferentes grupos experimentais.

4.13. Aspectos Nutricionais

4.13.1. Digestibilidade da Matéria Seca

Os dados referentes a digestibilidade aparente da matéria seca estao
apresentados na Tabela 8. Para a realizacdo das analises estatisticas, 0s
dados foram transformados pelo arcoseno da raiz quadrada.

A andlise de variancia constatou a ocorréncia de uma diminui¢cdo na
digestibilidade aparente da matéria seca devido a infecgdo experimental
(p=0,047). O nivel de proteina oferecido influenciou positivamente este
parametro (p=0,039), sem ter sido possivel, no entanto, constatar interacéo

entre os fatores infeccdo x nivel de protéico.

Foi encontrada diferenca significativa (p<0,05) na comparacéo entre
os valores da digestibilidade entre os dois tratamentos nutricionais durante a

fase de estudos realizada apos a infecgéo experimental.
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TABELA 8- Digestibilidade aparente para matéria seca, antes e apds a
infeccdo com C. punctata, nos diferentes grupos experimentais. Valores

apresentados sdo as médias seguidas dos respectivos desvios padrao.

Periodo/ Peso vivo Ingestéo de Excrecdo de Digestibilidade
Tratamento (kg) Matéria Seca  Matéria Seca de Matéria
(g kgtd™?) (g kg-1d-1) Seca (%)
Suplementado
antes da 121,56 +23,91 19,44 + 1,80 5,42 + 0,53 72,08 + 1,64
infeccdo

Suplementado

ap0s 2 infecedo 1194842311 1977 +1,85 5,89 + 0,91 70,16 + 4,05
Basal
antes da 117,44 + 23,24 18,22 + 1,43 6,02 + 0,81 66,95 + 3,95
infeccdo
Basal 119,02 + 15,81 19,07 + 1,69 6,53 + 0,32 65,61 + 2,45

apos ainfeccéo

4.13.2. Balanco de Nitrogénio

Os dados referentes aos estudos do balanco de nitrogénio estao
apresentados na Tabela 9.

Observou-se uma reducdo no balanco de nitrogénio no periodo de
estudos pos infeccdo, significativa para ambos os tratamentos nutricionais
(p<0,05). Nos animais do grupo Suplementado infectado ocorreu um expressivo
aumento na excre¢do urinaria de nitrogénio (p<0,05). Ambos os resultados

foram obtidos no teste de Tuckey.
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Na andlise da eficiéncia de retencdo (traduzida na digestibilidade
aparente), pode-se observar uma menor diminuigao relativa na comparagao
entre os periodos de estudo, para 0s animais pertencentes ao grupo
suplementado (uma reducdo 20,09% na média do grupo suplementado

contra 71,78% para a média dos animais mantidos na dieta basal).

Na analise dos resultados do teste de Tuckey, pode-se constatar que
alteracdes significativas na comparacao entre os resultados obtidos nos
periodos de estudo realizados antes e apds a infeccdo experimental,
somente foram encontradas para o grupo mantido na dieta Basal.

TABELA 9- Média diaria do balanco de Nitrogénio (N) em bezerros, antes e
apos a infeccdo com C. punctata, nos diferentes grupos experimentais.

Valores apresentados sdo as médias seguidos de seus respectivos desvios

padrao.
Excrecéo de Nitrogénio
d @) bilidad
. Ingestéo de Digestibilidade
Trlfs\?g%z%o Nitrogénio Fezes Urina Total Bl\l?tlfgggn?c? aparente do N
(g d) ’ (%)
Suplementado
antes da 55,02+4,18 9,20+1,08 17,76+3,28 26,95+4,13 28,06+2,07 51,17+4,57
infeccéo
Suplementado
apos a 52,47+3,95 9,25+0,66 21,82+3,23 31,08+3,78 21,39+1,64  40,89+3,64
infeccédo
Basal
antes da 22,60+3,08 10,36+0,91 8,51+0,79 17,45+3,34 5,14+1,06 17,93+8,67
infeccédo
Basal
apos a 20,14+0,82 8,26+4,42 7,78+2,64 19,07+2,12 1,06+1,59 5,42+8,06

infeccado
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4.14. Dados parasitoldgicos

4.14.1.Carga parasitaria

Os dados referentes ao numero de parasitos encontrados sofreram
transformacdo pela raiz quadrada. Nao foram observadas diferencas
significativas entre as cargas parasitarias totais recuperadas dos animais de

ambos os grupos infectados.

Observou-se no entanto, uma tendéncia de maior ocorréncia de
parasitos na segunda porcdo do intestino delgado nos animais do grupo
Suplementado infectado, na comparacdo com o grupo Basal infectado. Neste
altimo grupo, apenas o animal 24 apresentou nimero significativo de parasitas

nas porcoes finais do intestino delgado.

No teste de compara¢cbes mudltiplas, constatou-se diferenca dentro do
grupo Basal infectado na comparacdo entre o numero de parasitas

estabelecidos nas duas regides estudadas (p<0,05).
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FIGURA 28 - Carga parasitaria recuperada do conteudo do intestino delgado
dos animais dos grupos Suplementado infectado e Basal infectado. Dados
da primeira porcdo sao referentes ao material coletado nos 3 primeiros
metros do intestino delgado.
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4.14.2. Proporgéo Machos/ FEmeas

Devido a baixa ocorréncia de parasitos nas por¢des finais do intestino
delgado dos animais pertencentes ao grupo Basal infectado, onde somente o
animal 24 apresentou quantidade significativa de parasitas, os dados referentes
a sexagem dos parasitos referem-se a soma do material recolhido em todo o

intestino.

Na andlise de varidncia, constatou-se diferenca significativa na
porcentagem de ocorréncia de machos e fémeas (p=0,0043), estando as
fémeas presentes em maior quantidade. Foi também detectado um efeito de
interacdo entre os fatores tratamento nutricional e sexo dos parasitas
(p=0,0292). Observou-se que essa diferenca na propor¢cdo macho/ fémea

dentro do grupo Suplementado infectado (p<0,05).
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FIGURA 29 - Participagao percentual de machos e fémeas na carga parasitaria
recuperada do conteudo total do intestino delgado dos animais dos grupos
Suplementado infectado e Basal infectado.
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4.14.3. Comprimento dos parasitas

Novamente, devido a baixa ocorréncia de parasitos nas porcdes finais
do intestino delgado dos animais pertencentes ao grupo Basal infectado, onde
somente o animal 24 apresentou quantidade significativa de parasitas, 0s
dados referentes ao comprimento dos parasitos referem-se somente ao

material recolhido na primeira porcéo do intestino dos animais.

Nao foram observadas diferencas quando da mensuracdo do

comprimento dos vermes.
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FIGURA 30 - Comprimento médio em milimetros dos parasitas recolhidos a
necropsia dos animais experimentais dos animais dos grupos Suplementado
infectado e Basal infectado. Dados referentes a porcéo inicial (primeiros 3
metros) do intestino delgado.
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4.14.4. Contagens de Ovos por Grama de Fezes

Os dados das contagens de ovos por grama de fezes foram
transformados pelo logaritmo natural de x+1. Nao foram constatadas diferencas

estatisticamente significativas entre os grupos.

Contudo, os animais pertencentes ao grupo Basal infectado tenderam
a apresentar contagens mais elevadas do que seus pares mantidos em dieta

com suplementacao protéica.

Em ambos os grupos, um animal praticamente ndo apresentou ovos
nas fezes durante todo o experimento (animais 34 no grupo Suplementado e
36 no grupo Basal). Na média, o comportamento dos animais de ambos os

grupos seguiu uma dinamica semelhante.

O pico de contagem no grupo Basal ocorreu no 14° DAI, alguns dias
antes, se comparado ao pico do grupo Suplementado, que ocorreu no 17°
DAI.
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FIGURA 31 — Contagens de ovos por grama de fezes dos animais do grupo
Suplementado infectado, durante todo o periodo experimental.
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FIGURA 32 — Contagens de ovos por grama de fezes dos animais do grupo
Basal infectado, durante todo o periodo experimental.
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4.15. Resultado dos exames Histopatolégicos

O material foi examinado em microscopio Otico padrdo. Pode-se
observar um intenso infiltrado inflamatério misto, predominantemente
composto de células monoclueares. Constatou-se a presenca de grande
namero de eosinodfilos e plasmocitos. Chamou-nos a atencdo também a
auséncia de mastdécitos e neutrdfilos, o que nos leva a postular que o fator
quimiotatico para eosindfilos tenha sido liberado diretamente pelo agente.
Nao foi possivel neste primeiro exame, evidenciar diferencas na intensidade
e caracterizacdo do infiltrado inflamatério na comparacdo entre os
tratamentos nutricionais oferecidos. Contudo, areas consideraveis de
necrose na extremidade das vilosidades intestinais foram evidencias em
todos os animais pertencentes ao grupo Suplementado infectado, sem que
no entanto, lesfes similares pudessem ser encontradas nos animais do
grupo Basal infectado. Nas areas necréticas puderam ser encontradas

células gigantes e multinucleadas.

Somente dois dos dez animais controles ndo apresentaram infiltrado
inflamatorio evidente. Os demais, manifestaram um infiltrado de intensidade
menor que os animais infectados, e também com uma composicéo distinta,
chamando a atengcdo o menor numero de eosindfilos presentes nos
controles. Lembramos que todos os controles permaneceram negativos nos
exames de contagem de ovos por grama de fezes no decorrer do periodo
experimental. Contudo, presenca de oocistos de Eimeria sp. foram
encontrados em diversos destes animais, o que provavelmente pode

responder pelas alteragdes encontradas no exame histopatologico.

Apresentamos a seguir uma selecéo das fotomicrografias realizadas.
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FIGURA 33 - Fotomicrografia de corte histologico da porcao inicial de
duodeno de bovino infectado com Cooperia punctata, pertencente ao grupo
suplementado, com 50 dias de evolug¢édo, mostrando necrose discreta do
apice das vilosidades e preservacao da regido das criptas. Coloracao: HE.

Aumento: 14x.

FIGURA 34 — Detalhe da fotomicrografia anterior, evidenciando o desarranjo
do apice das vilosidades, com necrose discreta e infiltrado inflamatério, que
se estende das partes mais superficiais as profundas da mucosa. Col. HE.

Aumento: 36x.
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FIGURA 35 - Detalhe da fotomicrografia, anterior evidenciando porgoes
profundas da mucosa, com suas criptas preservadas e com infiltrado
inflamatorio moderado e misto. Col. HE. Aumento: 140x.

FIGURA 36 - Fotomicrografia de corte histologico da porcao inicial de
duodeno de bovino infectado com Cooperia punctata, pertencente ao grupo
suplementado, com 50 dias de evolu¢do, mostrando necrose intensa do
apice das vilosidades e preservacao das criptas, com infiltrado inflamatério.
Col. HE. Aumento: 14x.
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FIGURA 37 — Detalhe da fotomicrografia anterior, evidenciando a necrose do
apice das vilosidades e a preservacado das camadas mais profundas da
mucosa, com infiltrado inflamatdério. Col. HE. Aumento: 36x.

FIGURA 38 — Fotomicrografia de corte histologico da porcéo inicial de
duodeno de bovino, de um animal pertencente ao grupo controle, mostrando
mucosa bem preservada em toda a sua extensdo. Col. HE. Aumento: 14x.
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FIGURA 39 — Detalhe em maior aumento da fotomicrografia anterior,
evidenciando vilosidades e criptas bem preservadas, com infiltrado
inflamatdério misto, discreto, na matriz extracelular dos vilos e das criptas.
Col. HE. Aumento: 140x.
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FIGURA 40- Fotomicrografia de corte histologico de jejuno terminal de
bovino infectado com Cooperia punctata, com 50 dias de evoluc¢ao da
infec¢@o, mostrando o apice das vilosidades bem como as por¢des
profundas da mucosa, com intenso infiltrado inflamatério. Destaca-se o alto
grau de preservacgdo das criptas. Col. HE. Aumento: 14x.



Resultados 78

FIGURA 41 — Detalhe da fotomicrografia anterior, evidenciando o achados
anteriormente relatados. Col. HE. Aumento: 36x.

FIGURA 42 — Detalhe em maior aumento da fotomicrografia anterior,
evidenciando infiltrado inflamat6rio moderado, com predominio de células
mononucleares. Col. HE. Aumento: 140x.
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5. Discussao

5.1. Sinais Clinicos

Os sintomas apresentados pelos animais experimentais seguiram 0s
classicamente descritos para a cooperiose, ou seja, fezes amolecidas e/ou
diarreicas, desidratacdo, inapeténcia, prostracdo, perda de peso (BAILEY,
1949; ALICATA & LIND, 1961; YATSUDA, 1999).

Algumas diferencas puderam ser observadas na evolugdo das
infeccbes por Cooperia oncophora e C. punctata. COOP et al. (1979) néo
puderam observar qualquer sinal clinico quando da infeccdo com 20.000
larvas de C. oncophora. SATRIJA & NANSEN (1992), utilizando uma carga
infectante de 200.000 larvas do mesmo parasita, descreveram sintomas
discretos de cooperiose em apenas alguns dos animais experimentais.
ARMOUR et al. (1987) apontaram apenas amolecimento das fezes e
diminuicdo do apetite em bezerros que receberam 60.000 larvas de C.
oncophora. N&o existem relatos na literatura de 6bitos em decorréncia de
infeccbes por C. oncophora, o que foi observado no presente trabalho,
devido a C. punctata. A severidade do quadro clinico apresentado pelos
animais contrasta com as descri¢cdes constantes da literatura internacional, o
gue nos leva, juntamente com o Obito registrado, a afirmar que diferencas

marcantes na patogenicidade das duas espécies sdo um fato.

A diferenca na severidade dos sintomas clinicos entre os tratamentos
nutricionais foi evidente. Os animais pertencentes ao grupo Basal infectado
apresentaram um quadro diarreico mais intenso e que se manifestou mais

cedo que nos animais do grupo Suplementado. Durante o segundo periodo
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de estudos metabdlicos, somente os animais mantidos na dieta basal

apresentaram reducg&o na ingestao de alimentos.

Semelhante perfil de resposta foi descrito por ABBOTT et al. (1985a),
gue em ovelhas infectadas por Haemonchus contortus e submetidas a dois
teores de proteina na dieta (17% versus 8,8% de PB na MS), encontrou
diferencas entre os grupos no tocante ao estado geral dos animais. VAN
HOUTERT & SYKES (1996) e COOP & HOLMES (1996) citam em suas
revisbes, diversos exemplos de diferencas nas respostas a infeccbes
parasitarias, sempre enfatizando que animais mantidos em plano superior de
nutricdo, especialmente quanto ao teor de proteina de suas dietas, suportam
melhor o desafio parasitario. Infelizmente, poucos sdo os autores que

incluem uma avaliacdo clinica dos animais parasitados em seus artigos.

5.2. Pesagens e Performance

5.2.1. Ganho de Peso

A perda de peso € uma constante em infecgbes por nematbide
gastrointestinais (HOLMES, 1987; ENTROCASSO et al., 1986b; 1987),
estando sua magnitude diretamente relacionada com a intensidade do desfio
parasitario (PLOEGER et al., 1995). Conforme demonstrado pelos efeitos de
interacdo constatados, tanto a infeccdo como tratamento nutricional
influenciaram o ganho de peso dos animais experimentais, ainda que nao
tenham sido encontradas diferencas estatisticamente significativas entre os

grupos para seus pesos finais de abate.

Aparentemente, 0s animais pertencentes ao grupo Basal infectado

foram mais afetados pela fase larvar da infeccdo. No auge da patogenia
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larvar (7% DAI) os animais deste grupo apresentaram uma maior perda de
peso (p<0,05), quando comparados aos do grupo Suplementado infectado.

Diversos autores relataram efeitos de maiores teores protéicos sobre
a performance de animais parasitados. BLACKBURN et al. (1991),
trabalhando com caprinos jovens infectados por H. contortus, e mantidos em
uma dieta basal que supria as recomendacdes minimas para mantenca e
crescimento, ou em uma dieta suplementada com o dobro do teor protéico
da primeira, observaram que o0s animais dos grupos suplementados,
ganharam mais peso e sofreram menos os efeitos da infecgdo. Aqueles
pertencentes ao grupo mantido na dieta suplementada e infectados,
terminaram o periodo experimental 11% mais leves que seu respectivos
controles, ao passo que os infectados alimentados com a dieta basal

apresentaram uma performance 23% inferior aos controles.

COOP et al. (1995) também encontraram um perfil de resposta
semelhante em animais infectados com Ostertagia circumcincta e com um
dos grupos tendo sido submetidos a uma infusdo de caseinato de sdédio, a
titulo de suplementacao protéica.

WALLACE et al. (1995; 1998), trabalhando com infec¢cbes por H.
contortus, e suplementacdes com farelo de soja ou uréia, também
observaram que os animais que receberam teores maiores de proteina em
sua alimentacdo, perderam menos peso durante a infeccdo parasitaria na
comparacdo com os grupos das dietas com baixa proteina. O mesmo pode

ser dito das observacgdes feitas por ABBOTT et al. (1985a).

Ovinos infectados por T. colubriformis também apresentaram
semelhante resposta a suplementacdo protéica, apresentando uma
performance superior aquela dos animais mantidos em planos de nutricao
protéica inferiores (BOWN et al., 1991a; 1991b; KYRIAZAKIS et al., 1996a).
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Portanto, a performance dos animais experimentais no presente
experimento seguiu o0 comportamento apontado na literatura existente frente
a resposta a suplementacdo protéica. Quando analisamos os dados da
evolucdo do peso vivo em conjunto com a sintomatologia clinica
apresentada, fica claro que os animais mantidos na dieta basal sofreram

mais intensamente os efeitos da fase larvar da cooperiose.

5.2.2. Rendimento de Carcaca

O rendimento de carcaca dos animais experimentais confirmou a tese
de que a proteina adicional produz efeitos significativos sobre a capacidade
dos animais infectados manterem uma producgéo relativamente inalterada, a
despeito da infeccdo parasitaria. Os animais pertencentes ao grupo
Suplementado infectado apresentaram um desempenho similar aos
controles mantidos na dieta basal. Ou seja, a suplementagdo compensou 0s
efeitos deletérios da infeccdo, fazendo com que os animais suplementados
tivessem o mesmo nivel de performance que seus controles livres de
infeccdo mas mantidos numa dieta normal de crescimento. Esta resposta
esta de acordo com o conceito de “resilience”, anteriormente apresentado
(COOP & HOLMES, 1996).

N&o devemos esquecer contudo que a infeccdo determina perdas
qualitativas na composicdo corporal dos animais (ENTROCASSO, 1987;
POMPEU et al., 1997; GENNARI, et al., 1997), e que portanto o rendimento
bruto ndo deve ser tomado como unico fator na avaliagdo da validade do
esquema de suplementacao adotado, devendo ser analisado conjuntamente
com dados qualitativos de composi¢ao corporal. As analises de composicao

corporal serdo apresentadas mais a frente neste trabalho.
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Diversos autores tem discorrido sobre os efeitos deletérios do
parasitismo sobre o rendimento de carcaca dos animais afetados.
Novamente ENTROCASSO et al. (1986b), avaliaram a resposta ao
tratamento antiparasitario no tocante a tipificacdo de carcacas, seguindo
critérios adotados pela “Meat and Livestock Commission” (1982). Uma maior
percentagem dos animais submetidos a tratamentos preventivos atingiram
classificacdo de carcaca superior, bem como seus rendimentos foram

maiores.

Infelizmente, dentre os artigos referentes ao uso de suplementacéo
protéica durante a infeccéo parasitaria, poucos sédo os que fazem mencao ao
rendimento bruto da carcaca. WALLACE et al. (1995), trabalhando com
cordeiros infectados por H. contortus e mantidos em dois diferentes regimes
nutricionais (9,8 % contra 17,3 % PB na MS), n&o encontraram diferencas
no rendimento de carcaca, a despeito de terem relatado diferencas na

composicdo das mesmas entre 0s tratamentos nutricionais.

Esta diferenca com os resultados aqui apresentados, pode ser
eventualmente explicada por diferengcas no comportamento do fluxo de
proteina no organismo animal durante a infecdo em funcdo das diferentes
espécies de parasitos envolvidas e, principalmente, devido ao local do
parasitismo em cada caso. Haemonchus contortus lesa o abomaso, e apesar
de a haemonchose severa causar serios distirbios nos mecanismos de
digestdo das proteinas, ela compromete relativamente pouco da absorcéo
propriamente dita (BOWN et al., 1984). Ja a Cooperia punctata causa danos
diretos no local onde a proteina é absorvida. E de se supor que o
comportamento dos animais parasitados difira devido a estas

particularidades inerentes a cada um destes agentes.
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5.2.3. Andlises Bromatoldgicas da Carcaca

As analises realizadas nas amostras de costela retiradas dos animais

experimentais ndo demonstraram quaisquer alteracdes significativas.

O efeito da infeccdo parasitaria sobre a composicdo corporal dos
animais infectados € questdo de controvérsia na literatura. Diferentes
autores apontam resultados opostos, ora indicando que os nematdéides
gastrointestinais causam alteracdes nos teores de proteina, agua, gordura e

cinzas nas carcacgas dos animais parasitados, ora afirmando o contrario.

Muito desta controvérsia pode ser atribuida aos diferentes métodos
de amostragem, analise destas amostras e forma de expressar os resultados
utilizados. Nao podem ser desconsiderados os efeitos da enorme variagcéo
das condi¢cbes ambientais as quais 0s animais sdo submetidos durante os
diferentes experimentos, os parasitos estudados, entre outras. Nao séo raros
os casos de trabalhos onde dois métodos sdo empregados, e os resultados

obtidos apontam direcbes opostas.

BOWN et al. (1991a) estudaram os efeitos de infusdes abomasais de
energia ou proteina sobre diversos parametros durante a infeccdo por T.
colubriformis, e relataram que o0s animais suplementados com proteina
retiveram na carcaca uma maior porcentagem da energia metabolizavel

ingerida.

ENTROCASSO et al. (1986b) encontraram maiores porcentagens de
0SSO e menores porcentagens de gordura e musculatura em animais
infectados na comparagdo com grupos que receberam tratamento anti-

helmintico preventivo.

ASH & NORTON (1987) submeteram caprinos em crescimento a trés

diferentes teores de proteina na dieta: 11,3%, 16% e 20,9% PB. Estes
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autores ndo observaram efeito do teor de proteina sobre a composi¢cao
corporal dos animais - proteina, gordura, nitrogénio, cinzas e agua, mas
constataram que o0s animais mantidos em melhor nutricdo protéica

apresentaram um maior ganho diario para cada um destes componentes.

STEEL et al. (1980) encontraram reducdes na porcentagem de
matéria seca da carcaca e de gordura nas carcacas de cordeiros infectados,
diretamente proporcionais ao grau do desafio parasitario por T. colubriformis.
Aparentemente, o nivel de infeccdo nédo afetou os teores de proteina e agua

da carcaca.

Entre os autores que trabalham especificamente com suplementacao
protéica na infeccdo parasitaria, a discrepancia entre resultados também se
faz presente. Dois trabalhos provenientes do mesmo grupo apontam
resultados opostos na resposta a suplementacdo durante a infeccdo
parasitaria. E importante ressalvar que as fontes de suplementacdo foram
diferentes nos dois casos. WALLACE et al. (1998) trabalhando com H.
contortus e suplementacdo com uréia nao encontraram qualquer diferenca
entre suplementados e ndo suplementados. J& em um artigo anterior do
mesmo grupo (WALLACE et al., 1995), também com H. contortus, mas desta
vez usando a farelo de soja como fonte adicional de proteina, notou-se que
0s animais suplementados demonstraram menores porcentagens de agua e
gordura, e maiores porcentagens de proteina e cinzas, célcio e fésforo em

suas carcacgas, quando comparados aos mantidos na dieta basal.

Destes resultados tiramos mais um fator de variacdo na resposta da

composicao corporal a infeccéo parasitaria: a fonte nutricional utilizada.

Correlacionando estes resultados, com os dados apresentados,
podemos supor que a resposta dos animais infectados no presente
experimento, ocorreu mais no sentido de um aumento de eficiéncia, em lugar

de algum desvio de rota metabodlica em decorréncia da infeccdo, uma vez
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gue obtivemos uma resposta positiva a suplementagdo na analise “bruta”,
representada pelo rendimento de carcaga, mas nao pudemos constatar

variac@es significativas na analise dos dados qualitativos.

Consideracoes adicionais a respeito serao feitas quando da discussao
dos dados referentes as andlises de composicao corporal realizadas pelo

principio de diluicdo com o tritio.

5.3. Dosagens Bioquimicas

5.3.1. Proteinas séricas

O extravasamento de proteinas plasmaticas é uma caracteristica
marcante da infec¢do parasitaria (SYMONS & JONES, 1978; BREMNER,
1982; HOLMES, 1987; PARKINS & HOLMES, 1989; COOP & HOLMES,
1996; VAN HOUTERT & SYKES, 1996). Devido a caracteristica de efetuar
ao menos uma passagem nas mucosas do hospedeiro, todas as espécies de
nematodides gastrointestinais determinam algum tipo de lesdo nestas
mucosas, as quais sado as responsaveis pela perda de proteinas plasmaticas
para a luz do trato gastrointestinal.

SYKES et al. (1979) observaram quedas crescentes nos niveis de
albumina plasmética no decorrer de uma infec¢cdo por Trichostrongylus
vitrinus. Estes mesmos autores observaram alteragbes sem motivo aparente,
nos niveis de globulinas dos animais controle, a semelhanca do ocorrido no
presente experimento. De igual modo, em ambos os casos, 0s controles
mantiveram seus niveis de albumina inalterados no decorrer do periodo
experimental. Muito provavelmente, tal queda reflete o stress do manejo a

gue os controles também foram submetidos.
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STEEL et al. (1982) estudaram o efeito de desafios crescentes em
cordeiros infectados por O. circumcincta e T. colubriformis. Foi constatado
gue quanto maior o numero de larvas infectantes utilizados, menores os
niveis plasmaticos de albumina e globulinas, e maiores as perdas de plasma
(medidas em ml/ dia) pelos animais infectados. Ficou também provado que
existe uma interacao sinérgica em infec¢cdes mistas por vermes abomasais e
intestinais, a qual resulta em maiores danos aos hospedeiros na
comparacao com os efeitos de infec¢cdes monoespecificas. Trabalho anterior
do mesmo grupo (STEEL et al.,, 1980) com infeccdo somente por T.
colubriformis j& havia observado resposta semelhante para estes mesmos
parametros. JONES & SYMONS (1982) também estudaram a resposta de
cordeiros infectados por T. colubriformis, enfocando a sintese de proteinas
pelo hospedeiro durante a evolucdo do quadro parasitario. Novamente,

expressivas quedas nos niveis de albumina foram observadas.

Segundo YAKOOB et al. (1983), animais previamente expostos a
pastos contaminados por nematoides gastrointestinais apresentaram uma
resposta diferenciada ao desafio por infeccbes mistas com varios
tricostrongilideos. Aqueles que receberam um maior desafio parasitario
inicial exibiram menores alteracdes em suas concentracfes de albumina
plasmatica numa segunda infec¢do. Tal achado confirma que este parametro
€ um bom indicador da extensdo de lesdo tecidual determinada pela

infeccéo por estes parasitas.

Quando analisamos os dados publicados para infec¢cdes por
nematoéides do género Cooperia sp o comportamento das concentracdes das
proteinas plasmaticas durante a infeccdo parasitaria merece atencgéo
especial. Quase em sua totalidade realizados com Cooperia oncophora, a
maioria dos autores ndo relata diminuigcbes nas concentracdes de albumina
plasmatica (ARMOUR et al., 1987; SATRIJA & NANSEN, 1992). S6 COOP

et al.(1979) relataram uma discreta hipoalbuminemia em bezerros infectados
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com 20.000 L3 de C. oncophora. Este dados comparados com o do presente
trabalho, novamente confirmam a diferenca de patogenicidade entre C.

oncophora e C. punctata.

VIEIRA-BRESSAN et al. (1995) trabalharam com infec¢bes mistas por
H. contortus e C. punctata, apontaram um significativo extravasamento de
proteinas plasmaticas, com mobilizacdo de albumina do pool extravascular
para o intravascular. Este autores concluiram que os efeitos desta infeccdo
mista foram aditivos sobre os valores das concentracdes de albumina

plasmética.

Uma das hipoteses que gerou toda uma série de estudos
concernentes a suplementacdo protéica durante a infec¢do parasitéria, foi
justamente a de que, em virtude da macica perda gerada pelos parasitas, o
metabolismo protéico dos hospedeiros era desviado de atividades de
crescimento e producédo (producédo de leite, carne e 1d) no sentido de repor
as perdas de proteinas plasméticas, sobretudo de albumina, e do reparo das
areas lesadas. Assim, faria sentido suprir este “gap” através de
suplementacdo, possibilitando ao animal infectado combater a infeccéo

nestas “duas frentes simultaneas”.

De fato, se considerarmos o0s niveis circulantes de albumina
plasmética como um indicador da severidade dos danos determinados pelo
parasitismo, temos na literatura uma indicagdo de que existe uma resposta
positiva a suplementacdo protéica. Sao inumeros os trabalhos onde
diferencas significativas foram encontradas na comparagdo do
comportamento deste parametro na resposta a suplementacdo (ABBOTT et
al., 1985b; KAMBARA et al, 1993; WALLACE et al., 1995; 1998;
KYRIAZAKIS et al., 1996b; ISRAF et al., 1998). Chama a atencdo a
consisténcia desta resposta a despeito da ampla variacdo nas condicdes
experimentais: espécies animais, espécies de parasitos, teores e fontes

protéicas utilizados, entre outros. A Unica excecdo foi COOP et al. (1995)
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que ndo apontaram diferencas nos niveis de albumina na comparacao entre
suplementados e ndo suplementados na infec¢cado por O. circumcincta, ndo
por acaso nhematoide abomasal. Em todos os artigos usando

Trichostrongylus sp ou outros nematdides intestinais, a resposta foi positiva.

E neste ponto, os dados referentes as dosagens de proteinas
plasmaticas apresentados neste trabalho véem corroborar esta hipotese. Os
animais infectados apresentaram a perda esperada de proteinas plasmaticas
devido a infeccdo, sendo que estas foram mais expressivas nos animais
mantidos na dieta basal. Quando observamos o0s resultados para as
concentracbes de albumina plasmética, vemos que 0s animais
suplementados reagiram melhor ao desafio parasitario, apresentando
menores quedas em seus niveis plasméticos quando comparados aos

mantidos na dieta Basal (p<0,05).

5.3.2. Macroelementos

Alterac6es no metabolismo do calcio foram descritas em infec¢cdes por
diferentes parasitas gastrointestinais. SYKES et al. (1977) demonstraram
que a deposicdo 6sseo de calcio e fésforo foi reduzida em 35% em relagéo
aquela dos controles néo infectados. Em trabalho posterior os mesmos
autores encontraram uma reducdo na atividade osteoblastica aliada a
reducdes nas concentracdes plasmaticas destes dois elementos (SYKES et
al., 1979).

BOWN et al. (1991a) encontraram maiores deposi¢cdes de calcio em
animais infectados por T. colubriformis mas que receberam suplementacéo
com caseina, ainda que efeitos sobre a concentracdo plasmatica né&o
tenham sido observadas. Para o fosforo ndo puderam ser encontradas

quaisquer alteracdes. Ja KYRIAZAKIS et al. (1996b) encontrou maiores
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alteracdes para os niveis de fosforo do que para os de calcio, em infecgbes

pelo mesmo parasita.

No presente trabalho, a infeccao parasitaria exerceu efeito sobre os
niveis séricos de caélcio, sendo que conforme o processo progrediu as
diferencas entre controles e infectados se tornaram estatisticamente
significativas. Houve uma tendéncia por parte dos animais suplementados
de recuperarem 0s niveis séricos deste elemento mais prontamente que
seus pares mantidos na dieta basal, uma vez que na ultima dosagem
realizada, por ocasido do 50° DAI, apenas estes Ultimos continuavam a

diferir dos controles.

Essas alterac6es determinadas no metabolismo do célcio ndo foram
suficientes para alterar os estoques 6sseos deste elemento, conforme
demonstrado pela auséncia de diferenca nas analises realizadas em

fragmentos da 92 costela retirados dos animais experimentais.

Ja para as concentracdes plasmaticas de fésforo inorganico, apesar
da grande variacdo nos resultados apresentados, foi possivel detectar um
efeito da infeccdo, particularmente nos animais mantidos na dieta basal. Da
mesma forma que para com o célcio, as alteracdes provocadas pela
infeccdo ndo foram suficientes para provocar mobilizacdo das reservas

6sseas deste mineral.

Fica portanto patente que a infeccdo por Cooperia punctata
determinou alteragbes no metabolismo de célcio e fésforo, provavelmente
por dificultar a absorcéo nas areas lesadas, e que 0s animais mantidos na
dieta basal sofreram estes efeitos de maneira mais intensa. Os mecanismos
pelos quais estes efeitos da suplementacdo se manifestaram ficam por

serem elucidados em trabalhos futuros.
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5.4. Hemograma

5.4.1. Eritrograma

O eritrograma manteve-se relativamente inalterado, como era de se
esperar em infeccdes por nematodides ndo hematéfagos como os de género
Cooperia sp (ARMOUR et al., 1987).

Os valores de hematdcrito, nimero de hemécias e concentracdo de
hemoglobina oscilaram quase sempre dentro dos valores considerados
normais. No entanto, em alguns momentos, variagdes significativas foram

notadas.

Os animais infectados de ambos o0s tratamentos nutricionais
apresentaram do 35° DAI em diante, uma queda no hematdcrito, no nlimero
de hemdcias circulantes, e mais tardiamente (462 DAI), na concentracio de
hemoglobina.

Devido a escassez de dados na literatura referentes a infec¢des por
Cooperia sp. que tenham durado o tempo deste experimento, e também
devido ao fato da série vermelha ndo ser normalmente avaliada em
infeccbes por nematdides deste género, ficamos sem material para
comparacdo deste resultado. E possivel que esta queda seja um reflexo do
momento do inicio do processo de expulsdo dos parasitas, que segundo
DOBSON et al. (1990) e BARNES & DOBSON (1990), ocorre cerca de uma
a duas semanas apoOs ser observada uma queda na producdo de ovos, 0
gue estaria de acordo com a dinamica populacional apresentada no decorrer
deste experimento. Na lesdo determinada pelo processo inflamatério em
curso, ocorre a geracdo uma grande quantidade de radicais oxigénio

reativos, os quais, além de participarem no processo de expulsdo dos
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parasitos, também levardo a destruicdo celular no tecido atingido, o que
pode ter contribuido para perdas de eritrécitos observada.

5.4.2. Leucograma

Trabalhos com infeccBes experimentais por nematdides, onde
hemogramas completos tenham sido realizados ndo s&o abundantes na
literatura. A grande maioria dos autores se concentra na resposta
eosinofilica, que € onde centraremos também nossa discussao, ndo so pela
real importancia deste tipo celular na resposta as infec¢cdes por nematoéides
gastrointestinais, mas também pela maior disponibilidade de literatura para
comparacao de resultados.

Mesmo os trabalhos realizados com modelos experimentais utilizando
animais de biotério raramente realizam um hemograma completo. E quando
o fazem, também ndo reportam significativas oscilacdes na populacdo de
leucécitos circulantes, excecédo feita a resposta eosinofilica, como no caso
de ENERBACK et al. (1985) com o Nippostrongylus brasiliensis e YONG &
DOBSON (1984) e KAMIS et al. (1992) com Angiostrongylus sp.

Os dados referentes ao numero total de glébulos brancos e a
participacdo percentual dos neutrofilos na resposta leucocitaria seguiram
uma tendéncia similar, com quedas expressivas nos 14°% e 35° DAI. Estes
momentos coincidem primeiramente com 0 auge da patogenia larvar, e
depois com o inicio da expulsdo dos vermes adultos. O recrudescimento da
resposta inflamatéria nestes momentos seria responsavel por uma maior
taxa de migracdo para os tecidos, levando assim a diminuicbes nas

populacdes circulantes destas células.
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Os numeros de monacitos e linfocitos circulantes ndo apresentaram

qualquer variacéo significativa.

Como ja dito, o ponto de interesse do estudo da resposta leucocitaria
no sangue circulante foi a resposta eosinofilica. Ressaltamos aqui o termo
‘no sangue circulante”, pois é opinido comum a varios autores que a
eosinofilia (isto € o aumento do numero de linfécitos circulantes) e a
migracdo destas células para os tecidos lesados, € um processo de “duas
etapas”, ainda que o aumento do numero de células circulantes pareca ser
um melhor indicador de resisténcia que o numero de células na mucosa
intestinal (UPTON et al., 1987, ROTHWEEL et al., 1993; HOHENHAUS &
OUTTERIDGE, 1995; WOOLASTON et al., 1996).

Claramente, tivemos uma resposta no numero de eosinofilos
circulantes tanto para a infeccdo, como para o tratamento nutricional, sendo
gue 0s animais pertencentes ao grupo Basal infectado foram os que

apresentaram as maiores contagens.

A eosinofilia é citada em diversos artigos como, junto com a
mastocitose tecidual, uma resposta comum a diversos parasitos e em
diversos hospedeiros (MACKENZIE & SPRY, 1983; CHEEMA & SCOFIELD,
1985, ROTHWEEL, 1989; SMITH & BRYANT, 1989; HOHENHAUS &
OUTTERIDGE, 1995; STEAR et al.,, 1995; PATTERSON et al., 1996;
WINTER et al., 1997; SUAREZ et al., 1999).

O fato do grupo que recebeu um menor teor de proteina em sua dieta
ter respondido aparentemente melhor, isto €, com um maior numero de
eosinofilos circulantes, é aparentemente contraditorio. ISRAF et al. (1996)
trabalhando em infeccbes por Nematodirus battus, ndo encontraram
diferencas entre animais mantidos em dietas com alta ou baixa proteina.
Infelizmente, qualquer comparacéo feita entre esta situacdo e o0 presente

trabalho, fica prejudicada pela discrepancia entre o0s niveis nutricionais
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utilizados, sendo que os maiores teores adotados por aqueles autores (13,2
% e 18,3 % de PB na MS) e também a proximidade entre os tratamentos
devem ter contribuido para que as diferencas entre alto e baixo teores de
proteina ndo se traduzissem em diferentes respostas eosinofilicas.
Obviamente, diferencas entre as espécies envolvidas devem ser

consideradas.

Este resultado aparentemente superior dos animais mantidos na dieta
basal ndo é facilmente correlaciondvel com os achados histopatolégicos,
onde os animais do grupo Suplementado infectado apresentaram maior
exuberancia nas lesGes determinadas pela resposta inflamatoéria, e com os

dados de performance (ganho de peso e composicao corporal).

O proprio papel dos eosindfilos na eliminagdo da infec¢do parasitéria
€@ assunto altamente controverso. Existem evidéncias, oriundas de
experimentos in vitro, de que estas células tem papel direto na destruicao
dos parasitas (SMITH & BRYANT, 1989; ROTHWEEL, 1989). No entanto,
HERNDON et al. (1992), trabalhando com infec¢des por Trichinella spiralis
onde a ativacdo de eosindfilos foi suprimida pelo tratamento dos animais
experimentais com anticorpos monoclonais contra o fator de ativacéo
interleucina IL-5, postula que estas células ndo sao essenciais para a
expulsdo destes parasitas. Por outro lado, parece bem estabelecido que a
eosinofilia tem alta correlacdo com o numero de mastécitos e leucocitos
globulares na mucosa, e com a presenca de plasmécitos produtores de IgA
(STEAR et al., 1995), tendo sido usada inclusive como critério para a
selecdo de animais resistentes ao parasitismo (WINDON et al., 1980;
WINDON & DINEEN, 1981; HOHENHAUS & OUTTERIDGE, 1995;
PATTERSON et al., 1996; WOOLASTON et al., 1996).

E interessante apontar aqui os resultados obtidos por UPTON et al.
(1987) em infeccdes mistas por N. brasiliensis e Eimeria nieschulzi, onde a

presenca deste coccideo provocou uma diminuicdo no niamero de eosindfilos
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circulantes, se comparadas a animais infectados exclusivamente pelo
nematdide. Os autores observaram que, nos grupos onde a eosinofilia foi
menos expressiva, a paténcia foi prolongada. De maneira semelhante,
DORCHIES et al. (1997) observaram que a infeccdo concomitante por
Oestrus ovis (que elevou os niveis de eosindfilos circulantes) auxiliou no

controle de infecces por Haemonchus contortus.

Ressaltamos porém, que se da andlise dos dados referentes ao
ndamero de eosindfilos circulantes for excluido o animal 27 (que teve um
padrdo de resposta atipico para todas as células examinadas, bem como
para outros parametros), a diferenca entre os tratamentos diminui

consideravelmente.

Fica portanto em aberto o real significado desta discrepancia no
namero de eosinofilos circulantes entre os dois tratamentos nutricionais. Mas
assumindo, baseados nos resultados apresentados para parametros de
desempenho como a avaliacdo da carcaga e composi¢cao corporal, que o0s
animais submetidos a dieta basal apresentaram uma menor eficiéncia na
elaboragcdo da resposta local, o maior nimero de eosindfilos circulantes
apresentados por estes animais poderia ser eventualmente explicado por
deficiéncias na producdo de fatores quimiotaticos que efetivassem a
transposicdo destas células para as areas lesadas, resultando assim num

maior estoque circulante.
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5.5. Composicédo Corporal - Estudos com a agua tritiada

Observou-se uma reducédo na ACT dos animais infectados de ambos
0s tratamentos nutricionais, sendo que somente para aqueles pertencentes
ao grupo Basal infectado encontrou-se diferenca estatisticamente
significativa na comparacao entre as medicdes realizados nos periodos pré e

pos-infeccéao.

Tal achado vai na direcdo oposta a tudo o que tem sido relatado na
literatura até hoje. HOLMES (1987) afirma que a retencdo de liquidos e o
aumento da ACT sao uma constante nas infec¢cdes parasitarias. Diversos
autores fazem semelhante afirmacdo (VIEIRA-BRESSAN et al., 1992;
MACLEAN et al., 1992; POMPEU et al., 1997), sendo que apenas GENNARI
et al. (1997) descreveram um aumento na ACT, e apenas em um dos grupos

experimentais utilizados.

Todos estes autores supracitados trabalharam com nematoides
abomasais, nao existindo até o momento trabalhos que tenham utilizado a
técnica do tritio com parasitas intestinais, para que uma comparacdo mais
direta fosse possivel. Em sua maioria, as atencbes tem se mantido em
nematodides como Ostertagia sp e Haemonchus sp, parasitos do abomaso,
que também causam diarréia severa e desequilibrios do metabolismo
hidrico, mas que, possivelmente tenham efeitos distintos dos determinados
por C. punctata sobre estes parametros, em funcdo dos diferentes locais de

parasitismo.

Ocorreu uma reducdo na meia vida biologica da agua tritiada em
funcéo da infeccdo. O tratamento nutricional influenciou este fendmeno, uma
vez que, novamente, resultados estatisticamente significativos para a
comparacao antes e depois sO0 foram encontrados nos animais do grupo
Basal infectado. Este fato também foi observado por VIEIRA-BRESSAN et
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al. (1992) e por POMPEU et al. (1997), sendo que estes Ultimos autores
constataram um comportamento diferente com relacdo ao T, em fungéo do
nivel do desafio parasitario - animais infectados com 1.000 L3 de H. placei
apresentaram reducdo na meia vida bioldgica do tritio na comparacéo antes
e apos a infeccdo, ao passo que os que receberam 2.000 L3 deste mesmo
parasita apresentaram um aumento deste parametro. JA& GENNARI et al.
(1997) relataram um aumento do T+, , sendo que 0s animais mantidos numa
dieta com suplementacdo protéica apresentaram um menor aumento na

comparacao entre antes e ap0s a infeccao.

Houve uma clara tendéncia no sentido de um aumento na
porcentagem de gordura presente nos animais experimentais, novamente so
atingindo a significAncia estatistica nos animais pertencentes ao grupo Basal
infectado. Ja na porcentagem de sélidos desengordurados, que sé&o
basicamente proteinas mais cinzas, ocorreu uma significativa reducao
decorrente da infeccdo, e que novamente, sé foi estatisticamente
significativa nos animais mantidos na dieta Basal. POMPEU et al. (1997)
encontraram resultados semelhantes em bezerros infectados por
Haemonchus placei. Demais estudos de composicdo ndo relatam este
aumento na participagcdo de gordura na carcaca (ENTROCASSO et al.,
1986b), o que aparentemente € um contra-senso. Talvez, esta observacéo
possa ser explicada pela reducdo na ACT observada, que pode ter levado a
um aumento na estimativa de gordura corporal. Ja a reducao na deposicao
de musculatura devido a infeccdo parasitaria € um consenso na literatura
(ENTROCASSO et al., 1986b; HOLMES, 1987; VIEIRA-BRESSAN et al.,
1992; COOP & HOLMES, 1996), sendo resultado do desvio do fluxo de
nitrogénio no animal parasitado de processos de crescimento e producao

para os de reparo das lesdes e combate a infecgéo.

Em resumo, o parasitismo por Cooperia punctata afetou, de forma

semelhante aquela dos demais parasitos ja estudados, a deposicdo de
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proteina nos tecidos. Apresentou uma resposta particular no tocante a ACT
e a porcentagem de gordura corporal.

Os animais mantidos na dieta Basal sofreram os efeitos da infeccéo
parasitaria de forma mais intensa, pois apresentaram maiores aumentos de
gordura corporal, uma maior reducdo na deposi¢cao de proteina nos tecidos
musculares, reduziram de forma mais brusca a quantidade de agua em seus

corpos, e a fizeram circular mais depressa no organismo.

Tal efeito benéfico da suplementacao protéica sobre a composi¢cédo
corporal vem novamente reforcar a eficiéncia desta medida em aumentar a
“resiliéncia” do animal frente ao desafio parasitario. Consideracdes e
especulacdes sobre o “modus operandi” deste fenbmeno serdo feitas nas

conclusdes finais.

5.6. Aspectos Nutricionais

5.6.1. Digestibilidade da Matéria Seca

Infelizmente, s&o escassos na literatura dados referentes ao
comportamento dos valores da digestibilidade aparente durante as infec¢des
parasitarias. Mesmo entre os trabalhos que abordam a questdo da
suplementacdo protéica e seus efeitos sobre o curso das infecgcbes por
nematoides gastrointestinais, sdo raros 0s que apresentam uma descricdo

detalhada destes parametros.

Trabalhando com uma infeccdo mista por T. colubriformis e O.
circumcincta, BOWN et al. (1991b) n&o encontraram alteragcbes na

digestibilidade aparente de matéria seca nos cordeiros infectados.
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Dentre os autores que abordaram os efeitos da suplementacao
protéica, ABBOTT et al. (1985b) ndo encontraram qualquer alteracdo na
digestibilidade aparente que pudesse ser atribuida a infeccdo por H.
contortus ou aos diferentes teores de proteina oferecidos aos animais. Do
mesmo modo, BOWN et al. (1991a) também n&o foram capazes de
demonstrar mudancas neste parametro em animais infectados por T.
colubriformis e que receberam infusées abomasais de caseinato de sédio

como fonte adicional de proteina.

Contrariando estes relatos, SYKES et al. (1979) encontraram em
ovelhas parasitadas por Trichostrongylus vitrinus uma reducgao significativa
na digestibilidade aparente da matéria seca na comparacdo, e que foi
atribuida a infeccéo parasitéria.

PARKINS et al. (1990) trabalharam com bezerros e uma infeccao
mista por O. ostertagi e Cooperia oncophora, e relataram uma diminuicao na
digestibilidade da matéria seca nos animais infectados. Resultados
semelhantes forma encontrados por ARMOUR et al. (1987) em infec¢des de

bezerros somente por C. oncophora.

Do mesmo modo, no presente experimento a infec¢cdo por Cooperia

punctata reduziu a digestibilidade aparente da matéria seca.

Tais discrepancias nos relatos da literatura podem, talvez, serem
explicadas por diferencas inerentes a patogenia das diferentes espécies de
parasitas estudadas. O momento da infeccdo onde as medi¢des sao feitas,
muito variavel entre os experimentos, deve sem dulvida ter contribuido para

diversidade de comportamentos observados.

Fica a titulo de sugestdo, que maior atencdo a estes estudos de

digestibilidade (de execucdo relativamente facil em delineamentos que
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contemplem o alojamento dos animais em gaiolas metabdlicas) seja dada

em trabalhos realizados no futuro.

5.6.2. Digestibilidade da Proteina Bruta e Balanco de Nitrogénio

De um maneira geral, nos trabalhos onde foram descritas reducdes na
digestibilidade aparente da matéria seca em decorréncia da infecgcéo
parasitaria, também se fizeram presentes reducbes na digestibilidade de

proteina bruta.

Se encararmos a digestibilidade aparente como um indicador da
eficiéncia de reten¢do do nitrogénio ( 0 que se justifica pelo fato de que ela é
calculada dividindo-se a diferenca entre o consumido e o excretado pelo total
consumido), observamos um indicativo muito forte da eficacia da
suplementacao protéica em aumentar a capacidade dos animais infectados
em suportar melhor os efeitos adversos do parasitismo, em consonancia
com o conceito de “resilience” apresentado na introducdo. Na comparagao
entre os periodos pré e pés-infeccdo, os animais mantidos na dieta basal
apresentaram uma reducdo na digestibilidade aparente do nitrogénio da
ordem 71,78% (indice obtido dividindo-se a digestibilidade pré pela pos-
infec¢do), enquanto que aqueles que receberam a suplementacdo protéica
demonstraram uma reducdo de apenas 20,09%, ou seja uma eficiéncia

cerca de 3,6 vezes maior.

Reducdes no balanco e na retencdo de nitrogénio s&o relatos
constantes, sendo bem aceitos como uma caracteristica marcante das
infec¢des por nematodides gastrointestinais. Estas altera¢des sdo resultantes
da reducédo na ingestdo de alimentos e aumento na excrecdo urinaria de
nitrogénio determinadas por estas infeccées (PARKINS et al., 1973; ROWE
et al., 1988; PARKINS & HOLMES, 1989; COOP & HOLMES, 1996).
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As perdas de nitrogénio por via urinéria, sdo tdo maiores quanto maior
for o desafio parasitarios ao qual o animal foi exposto. STEEL et al. (1980)
demonstraram que conforme a quantidade de larvas de T. colubriformis
usadas no desafio aumentava, maiores eram as quantidades de nitrogénio
perdidas na urina dos animais infectados. O mesmo grupo também relata
gue em infec¢bes mistas por T. colubriformis e O. circumcincta a severidade
na diminuicdo da retencéo e perdas urinarias acompanhou o crescimento do
namero de larvas infectantes, sendo que os grupos infectados por apenas
uma espécie destes parasitas demonstraram menor comprometimento
destes parametros, demonstrando assim um efeito sinérgico entre as duas
espécies quanto a sua patogenicidade para o hospedeiro (STEEL et al.,
1982).

Em estudos com bezerros, PARKINS et al. (1990) também relataram
diminuicao no balanco e na retencdo, e aumento na excrecao fecal e urinaria
de nitrogénio, em infeccbes mistas por O. ostertagi e C. oncophora. Em
infeccbes exclusivas por C. oncophora, ARMOUR et al. (1987) descreveram
0 mesmo padréo de resposta: reducdo na retencdo e aumento na excrecao
urinaria. POMPEU et al. (1997), trabalhando com infec¢des por Haemonchus
placei, observaram somente uma reducdo na ingestdo de nitrogénio em
decorréncia da infeccéo, resultando em uma tendéncia de diminuicdo de

retencdo deste elemento.

ABBOTT et al. (1985b) observaram um efeito positivo da
suplementacao protéica sobre a ingestao e sobre a excrecao fecal e urinaria
de nitrogénio em infecgBes por H. contortus em duas diferentes ragas de

ovinos.

Os dados aqui apresentados confirmam os relatos da literatura, tendo

sido observados significativas reducdes no balanco e na retencdo de
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nitrogénio na comparagao entre controles e infectados mantidos em ambos

0s tratamentos nutricionais.

E interessante notar que um aumento significativo da excrecio
urinéria de nitrogénio, s6 pdode ser observada nos animais pertencentes ao

grupo suplementado.

ABBOT et al. (1985b) também trabalharam com suplementacdo
protéica e infec¢Oes parasitarias, usando teores nutricionais semelhantes
aos aqui empregados. Estes autores relatam valores para a excrecao

urinaria de nitrogénio muito similares aos nossos.

Segundo ROWE et al. (1988) o aumento do nitrogénio urinario reflete
um maior ritmo de catabolismo protéico por parte dos individuos parasitados,
gue apresentam um maior turnover. Fica aqui impossivel de afirmarmos se
esta observacdo deve-se ao fato dos animais mantidos na dieta
suplementada, por terem um maior aporte nutricional de proteina, terem sido
capazes de equacionar suas necessidades de nitrogénio para reparo das
lesbes, elaboracdo da resposta e crescimento através de uma maior
mobilizacdo tecidual (dai sua maior elevacéo nas perdas urinarias), mas que
por contarem com esta maior disponibilidade de proteina puderam realizar
esta tarefa de forma mais eficiente do que os mantidos na dieta basal,
mantendo assim melhores parametros clinicos e produtivos. Outra
possibilidade é a de que os animais mantidos nos grupos que receberam a
dieta Basal tenham promovido alguma espécie de reabsorcdo ativa de
nitrogénio, pois ndo dispunham de “excesso” deste elemento, e que este
processo teria um custo metabdlico alto que se refletiu no desempenho
inferior destes animais. Todas estas especulagbes ficam por serem
elucidadas em estudos posteriores, onde a utilizagdo de animais canulados
geraria dados indispensaveis sobre o transito de nitrogénio durante a

infec¢@o que possibilitariam uma maior compreensao destes fenébmenos.
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5.7. Dados Parasitologicos

5.7.1. Carga Parasitaria

Os dados disponiveis na literatura sobre infecgbes experimentais com
0 género Cooperia sp. sdo escassos. Poucos séo as trabalhos publicados, e
em sua maioria estes se referem a espécie mais comum em climas

temperados, a C. oncophora.

A taxa de estabelecimento de parasitos encontrada neste experimento
foi algo em torno de 10%, o que, considerando-se o longo periodo
experimental, € normal. COOP et al. (1979) infectaram bezerros com C.
oncophora e os abateram 22 semanas apo0s a infeccdo, encontrando entéo
um estabelecimento de 0,5 a 1,5%. SATRIJA & NANSEN (1992)
encontraram taxas de estabelecimento variando de 15,1 até 40,5% em

infeccdes por C. oncophora, aos 28 dias ap0s a infeccéo.

Diversos fatores exercem influéncia sobre a distribuicAo dos
nematdides ao longo do trato gastrointestinal. Os mesmos SATRIJA &
NANSEN (1992) demonstraram que a dose infectante utilizada e o esquema
de administragdo (infecgdo unica ou “trickle infections” — as infeccbes
seriadas) alteram o local de estabelecimento de C. oncophora. Estes autores
relatam que quanto maior o desafio, maior a tendéncia de deslocamento
para regides distais, e que o regime de administracao gradual faz com que a
maioria dos parasitas se fixem nas porc¢oes iniciais do intestino. Como a
ingestdo diaria de pequenas quantidades de larvas € o0 esquema aceito
como sendo o que melhor mimetiza as infecgdes que ocorrem naturalmente
a campo, podemos assumir que as porg¢des inicias do intestino delgado séo
efetivamente o ponto de eleicdo para a fixacdo de espécimens do género

Cooperia sp. Os ja citados COOP et al. (1979) também relatam o inicio do
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intestino delgado como sendo o ponto preferencial de fixacdo para esta
espécie de parasita.

Sem duvida a descricdo mais detalhada da patogenia por Cooperia
oncophora foi feita por ARMOUR et al. (1987). Estes autores fizeram
necrépsias sucessivas, onde o curso da infeccdo pode ser acompanhado.
Com 3 semanas de infeccdo, ou seja durante o auge da patogenia
determinada pela fase larvar, a maioria absoluta dos vermes estava
localizada no duodeno. Na sexta semana da infeccéo, a populacéo tinha se
deslocado para porgées mais distais do intestino, “retornando” depois para o

duodeno por volta da décima semana do processo.

E um consenso na literatura, que os teores nutricionais de proteina
nao afetam o estabelecimento da populacdo de parasitas, e portanto a carga
parasitaria (ABBOTT et al., 1985a; WALLACE et al.,, 1995; COOP &
HOLMES, 1996; ISRAF et al., 1996; KYRIAZAKIS et al., 1996a; 1996b; VAN
HOUTERT & SYKES, 1996; WALLACE et al., 1998; ISRAF et al., 1998; ).
Somente COOP et al. (1995) trabalhando com suplementacdo na infeccéo
por O. ostertagi, e ASH et al. (1985) em ratos mal nutridos em proteina e
infectados por Nippostrongylus brasiliensis, reportaram alteracdes na carga

parasitaria atribuiveis a diferencas nos tratamentos nutricionais.

A luz do exposto até aqui, as alteracBes observadas na distribuicdo
dos parasitas ao longo do trato gastrointestinal no presente experimento
assumem especial interesse. Os animais suplementados foram capazes de
deslocar a infeccdo para pontos distais do intestino delgado. Tal achado
pode ser explicado pela maior intensidade da resposta inflamatoria
apresentada pelos animais suplementados (como demonstram os dados dos
exames histopatoldgicos), que tornou a regido normalmente preferencial
para os parasitos em um local inadequado, forcando-os a buscar regides

mais distais, onde melhores condi¢fes facilitassem seu desenvolvimento.
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Variagdes na dinamica da resposta ndo podem ser descartadas como
a fonte para esta variacdo: a resposta nao seria essencialmente diferente,
apresentando apenas um “delay” no tempo de ocorréncia (ROTHWELL,
1989). No entanto, a auséncia de diferencas marcantes no perfil das
contagens de ovos por gramas de fezes quando comparamos 0s dois
tratamentos nutricionais empregados falam contra a esta hipotese, uma vez
gue um primeiro sinal da reposta em andamento e proximidade da expulsao,
€ a queda de fecundidade dos parasitas. Um breve exame nas curvas de
0.p.g. nos mostram diferencas de intensidade, sem qualquer efeito de

“deslocamento temporal”.

5.7.2. Proporgédo machos/ fémeas

Segundo WALLACE et al. (1995), alteragcbes na propor¢cdo macho/
fémea dentro da populagdo parasitaria sdo evidéncias da ocorréncia de uma
resposta imune, ume vez que a longevidade é naturalmente diferente entre
0S sexos, e que as fémeas de vida mais longa teriam assim maiores
chances de serem atingidas pelos mecanismos efetores. Estes autores
encontraram uma menor proporcdo de fémeas entre os parasitos recolhidos
de animais que receberam farelo de soja como fonte de suplementacdo

protéica.

Em nossos dados, uma alteragéo significativa na proporcdo machos/
fémeas também foi encontrada, mas apenas dentro do grupo suplementado.

SO que em nosso caso, a proporcao de fémeas foi maior que a dos machos.

Dados sobre a biologia e diferencas comportamentais entre machos e
fémeas de Cooperia punctata ndo estdo disponiveis na literatura. E possivel
que fatores inerentes as diferentes espécies pesquisadas sejam

responsaveis por essa aparente discrepancia. Para confirmar que as
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alteracOes populacionais foram devidas efetivamente a maior intensidade na
resposta imune demandariam estudos da morfologia dos parasitos
recolhidos, procurando dados como menor namero de ovos por fémeas,

achatamento e lesdes superficiais.

5.7.3. Comprimento dos Parasitos

No trabalho ja citado de WALLACE et al. (1995), foram encontradas
diferencas significativas para o comprimento dos parasitos que foram
atribuidas aos diferentes tratamentos nutricionais oferecidos. COOP et al.
(1995), trabalhando com suplementacdo em infeccdo por O. circuncimcta
também encontrou redu¢des no comprimento dos parasitos atribuidas a

suplementacdo com caseinato de soédio.

A falta de alteracfes significativas no comprimento dos vermes que
acompanhassem os achados para o perfil populacional quanto ao sexo, nos
leva mais uma vez a supor que 0S mecanismos envolvendo a expulsao
possuem variacfes de espécie para espécie. O fato de tratar-se de uma
primo-infeccdo também ndo pode ser desprezado, pois 0sS mecanismos
relacionados a diminuicdo do tamanho dos parasitas e reducdo de
fecundidade, estdo associados a eventos IgA dependentes (STEAR et al.,

1995) e que s6 demonstram plena atuacdo em re-infeccoes.

5.7.4. Contagens de Ovos por Grama de Fezes

Os valores de pico para as contagens de ovos por grama de fezes
sdo compativeis com os descritos por COOP et al. (1979) e acima daqueles
apresentados por SATRIJA & NANSEN (1992), ambos em infec¢bes por C.
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oncophora. YATSUDA & VIEIRA-BRESSAN (2000) demonstraram valores
meédios de pico de cerca de 1600 o.p.g. em infec¢bes por Cooperia punctata.

Os dados aqui apresentados estao de acordo com tais parametros.

Segundo a literatura levantada, as contagens de o0.p.g. de fezes nao
sofrem efeitos da suplementacédo protéica (COOP & HOLMES, 1996; VAN
HOUTERT & SYKES, 1996). No entanto, € interessante observar que 0s
valores maximos apresentados foram encontrados em animais do grupo
basal, atingindo quase o dobro dos valores de pico dos animais mantidos

com suplementacao protéica.

5.8. Histopatologia

As lesdes encontradas ao exame dos cortes histologicos estdo de
acordo com as descricoes apresentadas na literatura. Diversos autores
apontaram como sendo caracteristicas comuns das infecgbes por
nematéides do género Cooperia, a atrofia e achatamento das
microvilosidades intestinais (ARMOUR et al., 1987; COOP et al., 1979;
PARKINS et al, 1990). Cumpre ressaltar que todos os dados
histopatolégicos disponiveis se referem ao parasita Cooperia oncophora, e
que nao existem relatos de necrose determinada pela infeccdo por este
parasita. Nesta infeccdo por Cooperia punctata, encontramos extensas
areas de necrose na extremidade das vilosidades de diversos animais
experimentais, 0 que ressalta a diferenca de patogenicidade entre estas

duas espécies de parasitas do género Cooperia.

O tipo de infiltrado inflamatdrio constatado nos cortes estudados
também seguiu o padréo descrito pelos autores supracitados. A presenca de

um grande numero de plasmdécitos e eosindfilos foi descrita para infecgoes
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por Cooperia sp.( ARMOUR et al., 1987; COOP et al., 1979; PARKINS et al.,
1990), bem como para outros nematdides gastrointestinais (CHEEMA &
SCOLFIELD, 1985; ROTHWELL, 1989; STEAR et al., 1995; PATTERSON et
al., 1996).

A relativa auséncia de mastdécitos e neutréfilos nas areas lesadas é
um fato digno de nota. E relativamente bem aceito que as chamadas
“‘Mucosal Mast Cells” (mastocitos de mucosa) possuem um papel
determinante na expulsdo dos nematoides gastrointestinais (HUNTLEY et
al., 1984; CHEEMA & SCOLFIELD, 1985; ROTHWELL, 1989; STEAR et al.,
1995), estando relacionadas com a resisténcia a estas infec¢des. Segundo
STANKIEWICZ (1993), estas células estdo entre as primeiras expostas aos
parasitos, e migram para as extremidades dos vilos, onde sofrem
degranulacdo, sendo responsaveis pela liberacdo dos mediadores da
inflamacéo e pelo estimulo inicial para migracdo dos eosinoéfilos e demais
células envolvidas no processo. Neste processo, 0S mastocitos se
transformariam no tipo celular conhecido como leucdcitos globulares
(“globule leukocytes”) (HUNTLEY et al., 1984; HUNTLEY et al., 1992).

A despeito de ndo terem sido realizadas técnicas especificas que
maximizassem a visualizacdo de mastécitos, a auséncia destas células
chamou-nos a atencao. Este fato pode eventualmente ser explicado de dois
modos: pelo estagio avancado da infeccdo ( mais de 50 dias de curso), por
ocasido da necrbpsia dos animais experimentais; ou ainda pela sua
transformacao em leucécitos globulares, células desprovidas de granulacdes
caracteristicas e dificilmente identificaveis em preparagbes coradas pela

hematoxilina - eosina.

Também a auséncia de mastécitos nos leva a postular que os
parasitos do género Cooperia possam eventualmente liberar fatores

quimiotaticos para eosinofilos, fazendo com que a migracéo destas células
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(abundantes no local da leséo) durante o processo inflamatorio prescinda da
presenca de fatores mastécitos - dependentes.

O fato mais interessante observado ao exame histopatoldgico, foi sem
davida o fato de que as areas de necrose de extremidade de vilos, foram
somente encontradas nos animais pertencentes ao grupo suplementado

infectado.

A geracao de radicais de oxigénio livres tem sido apontada como um
importante fator de agressdo aos parasitos durante a infeccdo por
nematodides (SMITH & BRYANT, 1989; ROTHWELL, 1989), mas também
constitui em determinante da lesao tecidual provocada, sobretudo via a acéo
destes radicais nas membranas das células em reacdes de peroxidacdo de
lipideos. SMITH & BRYANT (1989) mediram a producao de radicais livres no
intestino de ratos infectados com N. brasiliensis , encontrando uma estreita
relacdo entre a producdo destes compostos e a expulsdo dos parasitos.
CHEEMA & SCOLFIELD (1985) dentro da mesma linha, determinaram a
atividade de fosfolipases em diferentes niveis de desafio parasitario por N.
brasiliensis, constatando que quanto maior a carga a que o animal era
exposto, maior a lesdao tecidual determinada e maiores os indices de

atividade enziméatica (peroxidases).

Correlacionando estes fatos com os demais dados aqui apresentados,
podemos supor que 0s animais mantidos com teores mais altos de proteina
neste experimento foram capazes de montar uma resposta local mais
eficiente para expulsdo dos parasitas (como demonstram os dados da
distribuicdo dos parasitas ao longo do trato gastrointestinal), provavelmente
por disporem de um maior aporte protéico para a sintese de células e
mediadores envolvidos na resposta local, o que se traduziu por uma maior
geracao de radicais oxigénio e maior atividade enzimatica, resultando assim
em areas com lesfes mais expressivas. Experimentos adicionais séo

necessarios para confirmar tal hipétese.
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6. Conclusdes

1) No presente trabalho ficou claramente demonstrado gue existem

diferencas marcantes na patogenicidade de C. oncophora e C. punctata,

sendo esta Ultima a que determina lesdes mais graves para Seus

hospedeiros.

Uma rapida andlise dos resultados referentes a sintomatologia clinica
apresentada pelos animais experimentais aqui utilizados, bem como em
nossos dados sobre as dosagens das proteinas plasmaticas, e a sua
posterior comparacdo com os resultados apresentados na literatura para C.

oncophora sustentam esta conclusao.

2) A suplementacdo protéica afetou positivamente o desenvolvimento

das alteracoes fisiopatoldgicas determinadas pela infeccdo por C. punctata.

Na comparagdo com os animais infectados mantidos na dieta basal,
0s pertencentes ao grupo suplementado infectado apresentaram um quadro
clinico menos severo durante a infecgdo, com menor intensidade de
sintomas e uma recuperagdo abreviada durante o desenvolver da

cooperiose.

Estes mesmos animais perderam menos peso durante o auge da fase
larvar, ao redor da segunda e terceira semanas da infec¢do, e mesmo que o

ganho total durante o periodo do desafio parasitario nédo tenha diferido entre
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0s tratamentos nutricionais, clara resposta positiva foi vista no rendimento de
carcaca, sendo que 0s animais pertencentes ao grupo suplementado
infectado apresentaram desempenho semelhante ao controles néo
infectados mantidos na dieta basal. Ficou assim demonstrado que a
suplementacdo efetivamente “compensou” os efeitos deletérios do
parasitismo, corroborando 0 conceito de “resilience” anteriormente

apresentado.

A auséncia de alteragBes significativas nas andlises bromatoldgicas
realizadas em amostras das carcacas dos animais experimentais parece
reforcar que as alteracdes no curso da resposta do hospedeiro determinadas
pela suplementacdo sédo foram altamente efetivas no sentido de manter a

homeostase animal a despeito da infec¢céo parasitéria.

O cruzamento das informacdes obtidas nas andlises de bioquimica
sanglinea, eficiéncia no aproveitamento de nutrientes, lesdes
histopatolégicas balanco de nitrogénio, e as diferencas encontradas no local
de estabelecimento dos parasitas ao longo do TGI, revela que a
suplementacdo possibilitou aos animais que a receberam, montar uma
resposta mais eficiente ao desfio parasitario, novamente reforcando a tese
acima apresentada. Os animais pertencentes ao grupo suplementado
infectado apresentaram lesdes teciduais mais exuberantes, que se refletiram
nas maiores taxas de excre¢do urinaria de nitrogénio, na “expulsdo” dos
parasitos para porgfes distais do TGI, em menores alteragbes nos niveis
séricos de albumina (a despeito das maiores areas lesadas - 0 que reforca a
maior eficiéncia de retencao e reciclagem dos compostos nitrogenados, tdo
necessarios a elaboracdo de uma resposta competente), e em uma
eficiéncia de retencdo de nitrogénio 3,6 vezes maior que 0S animais

mantidos na dieta basal.
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Fica assim demonstrado que a suplementacdo protéica também
demonstra efeitos positivos sobre infeccbes por Cooperia punctata, a
despeito das lesGes provocadas por este parasita no intestino delgado, local
onde ocorre a maior parte da absor¢cdo dos compostos nitrogenados no

organismo animal.

Novos estudos sd0 necessarios para uma compreensdo mais exata
dos mecanismos envolvidos neste processo e de como 0 maior aporte
protéico se traduz em efetivas vantagens para o animal que enfrenta o desfio
parasitario. Posteriormente deve-se partir para estudos a campo, onde a
viabilidade econbmica de medidas nutricionais de apoio ao combate das

parasitoses dos bovinos seria avaliada.
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