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RESUMO

Aspectos patologicos e bioquimicos foram avaliados por 28 dias em coelhos adultos, machos,
raga Nova Zelandia, brancos, infectados experimentalmente com oocistos esporulados de Eimeria
stiedae. Foram usados 50 animais distribuidos em dois grupos: grupo A infectado com 1x10*
oocistos esporulados de E. stiedae e grupo B inoculado com agua destilada. Os exames bioquimicos
evidenciaram alteragdes nos niveis de bilirrubina, aspartato-amino-transferase, alanina-amino-
transferase, fosfatase alcalina e gama-glutamil-transferase. Na necropsia foi observada distensdo
abdominal decorrente de ascite e hepatomegalia associada com congestéo e fibrose em diferentes
graus de evolug@o, tendo espessamento da parede da vesicula e grande quantidade de bile quando
comprada com o grupo controle. O exame histopatologico evidenciou hiperplasia de ducto biliar
com dilatagdo do limen. As projecdes intraluminais dos ductos foram papiliferas com intensa
presenga de mitose, havendo evidéncia marcante de estruturas de E. stiedae no interior das células
e do ducto. Foram observadas proliferagdes de tecido conjuntivo e infiltrado celular inflamatdrio
mononuclear nos ductos, além de congestfo hepatica e degeneragdo vacuolar moderada dos
hepatdcitos. O exame microscopico do bago apresentou hiperplasia linféide folicular e infiltragao
moderada de células inflamatorias na polpa vermelha.
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INTRODUCAO

A produgdo de carne de coelhos aumentou consideravelmente nos
ultimos anos. Como decorréncia, intensificou-se a preocupagao quanto ao controle
de patdgenos no intuito de reduzir as perdas na producgdo e, consequentemente,
aumentar os lucros. Entre as enfermidades que acometem coelhos, destaca-se a
coccidiose em razio das graves alteragdes organicas que pode ocasionar em animais
infectados. Esta pode ser considerada a principal doenga e a de maior importancia
para os criadores de coelhos por sua elevada morbidade e mortalidade (Giorgi,
1968; Cardoso & Guimaraes, 1993). Os animais jovens sdo os mais susceptiveis a
infeccdo. Em geral, apresentam quadro clinico de anorexia e queda no peso vivo e
de carcaga, causado principalmente pela redugio da ingestdo de alimento que ocorre
nas primeiras quatro semanas, chegando até a morte, atribuida as lesdes hepaticas
também decorrentes da infec¢do (Gémez-Bautista et al., 1986). Esses animais sdo
hospedeiros de 11 espécies pertencentes ao género Eimeria: E. exigua, E. perforans,
E. piriformis, E. flavescens, E. irresidua, E. intestinalis, E.media, E. vejdovskyi, E.
coecicola, E. magna e E. stiedae (Hobbs & Twigg, 1998). Esta tltima caracteriza-se
por parasitar especificamente o figado, ocasionando a coccidiose hepatica. Nessa
espécie, as geragdes esquizonicas e a formagao dos oocistos ocorrem nas células dos
ductos biliares do figado (Owen, 1970; Cam et al., 2008); os oocistos sdo eliminados
no intestino, via colédoco, tendo a oportunidade de sair junto com as fezes do animal
e, consequentemente, contaminar o meio ambiente.

Estudos epidemiologicos demonstraram que a enfermidade foi responsavel
por 48% da mortalidade em coelhos no municipio de Pelotas, Rio Grande do Sul
(Arnoni, 1978). No estado do Parana, observou-se 72,5% de animais infectados por
Eimeria spp. (Cardoso & Guimaraes, 1993). O periodo pré-patente da E. stiedae é
de aproximadamente 15 dias e o seu periodo patente, de 35 dias (Barriga & Arnoni,
1981), tempo avaliado como relativamente elevado, considerando-se o periodo
de abate que ocorre entre o 70° e o 80° dia de vida do coelho. Diversos autores ja
relataram efeitos patologicos e fisiologicos ocasionados por coccidios em varios
hospedeiros, sendo encontradas lesdes em diferentes regides do corpo de acordo
com a espécie do género Eimeria envolvida na infeccdo (Gomez-Bautista et al.,
1987; Cardoso & Guimardes, 1993; Hobbs & Twigg, 1998). Assim, os animais
parasitados por E. stiedae ndo desenvolvem todo potencial zootécnico, sendo
abatidos com peso inferior aos sadios, o que gera grandes perdas econdmicas.

Ha poucos estudos disponiveis sobre os mecanismos envolvidos nos
danos ocasionados pelo parasitismo por E. stiedae. Além disso, ainda ndo esta
totalmente esclarecida a época pds-infeccdo em que tais danos ocorrem, nem a
repercussdo desta infec¢do na saude do hospedeiro. Por ser uma enfermidade
que ocasiona grandes perdas econdmicas e como sdo insuficientes os dados
sobre sua fisiopatologia, sdo necessarios estudos especificos que esclarecam suas
caracteristicas e que contribuam para o seu controle e a redugdo das perdas.
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MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida no Departamento de Patologia Veterinaria
da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual
Paulista (FCAV-UNESP), campus de Jaboticabal-SP. Para obtengdo dos oocistos,
foram utilizados dois coelhos da raca Nova Zelandia, brancos, machos, adultos,
imunossuprimidos por meio da administragdo de dexametasona, via intramuscular.
Apds a imunossupressdo, os animais foram infectados, por via oral, com 1x10°
oocistos esporulados de Eimeria stiedae. No 12° dia ap6s a inoculagdo dos oocistos
(dpi), realizou-se o abate dos animais e, por meio da pun¢do da vesicula biliar, foram
obtidos os oocistos necessarios para a realizagdo do experimento, sendo submetidos
por um periodo de 48 horas a esporulagdo em bicromato de potassio a 2,5% em
temperatura e umidade ambiente.

O experimento foi realizado utilizando 50 coelhos, raca Nova Zelandia,
brancos, com idade entre 40 ¢ 50 dias ¢ de pesos semelhantes. Os animais foram
agrupados aleatoriamente em 2 grupos (A — Infectado ¢ B — Controle) compostos
por 25 coelhos instalados em locais separados, porém sob as mesmas condigdes
ambientais. Os comedouros e bebedouros utilizados continham, respectivamente,
ragdo balanceada e agua limpa sem anticoccidianos, os quais foram lavados
com agua ¢ detergente neutro ¢ flambados a cada 24 horas para evitar o risco de
reinfecgdo. Para a inoculagdo, todos os animais do experimento foram contidos
manualmente e inoculados por via gastrica com o auxilio de uma sonda. Os
animais pertencentes ao grupo A foram inoculados com 1,0 mL de solugdo
contendo 1x10* oocistos esporulados de E. stiedae; o grupo B foi inoculado com
1,0 mL de solugio fisioldgica.

As amostras de sangue foram colhidas no 0°, 7°, 14°, 21° e 28° dpi
por meio de pungdo cardiaca utilizando-se agulhas e seringas estéreis, sendo
posteriormente depositadas em tubos de ensaio para centrifugacdo e obtencao
do soro, que foi utilizado para dosagens de bilirrubina total, bilirrubina direta e
indireta, alanino-amino-transferase (ALT), aspartato-amino-transferase (AST),
gama-glutamil-transferase (GGT) e fosfatase alcalina por meio de kits comerciais
(Labtest Sistemas de Diagnosticos Ltda — Belo Horizonte, MG).

As alteragdes patologicas foram estudadas no 28° dpi. Os animais foram
abatidos por deslocamento cervical conforme resolugdo da Comissdo de Etica,
Bioética e Bem-estar Animal (CEBEA) da FCAV/UNESP. Para a realizagdo
dos exames histopatologicos, foram retirados fragmentos de figado, sendo esse
tecido conservado em solugdo de formalina tamponada a 10% e, posteriormente,
embebido e incluido em parafina, cortado no micrétomo, colocado em laminas e
corado com hematoxilina-eosina (HE). O figado dos animais experimentais foi
pesado em balanga eletronica com resolugdo de 0,01g (grama). Os dados obtidos
foram avaliados pelo teste de Wilcoxon em 5% de significancia.
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RESULTADOS

Os animais infectados apresentaram bilirrubinemia no 7° dpi, inicialmente,
pelo aumento da bilirrubina indireta e, posteriormente, pelo aumento da bilirrubina
direta (21°dpi). No 14° dpi, as concentragdes séricas de AST, ALT, fosfatase alcalina e
GGT aumentaram significativamente e assim se mantiveram até o 28° dpi (Tabela 1).

Os animais infectados abatidos no 28° dpi desenvolveram marcante
distensdo abdominal decorrente da presenca de liquido na cavidade, o que foi
confirmado apos a incisdo da parede abdominal. A hepatomegalia nos coelhos
infectados foi evidente (Tabela 2) e estava associada a congestdo e a fibrose em
diferentes graus de evolugdo, tendo ainda espessamento da parede da vesicula biliar
e grande quantidade de liquido biliar quando comparada com o grupo controle.
Apbs o 21° dpi, alguns animais desenvolveram cirrose, perceptivel no exame
macroscopico. Ao realizar um corte transversal no lobo hepatico, verificou-se
consideravel rigidez e nodulos no parénquima hepatico e, ainda, meteorismo
intestinal e presenca de contetdo intestinal de coloracéo esverdeada (Figura 1).

Tabela 1. Valores médios de enzimas presentes no soro de coelhos
experimentalmente infectados com Eimeria stiedae.
Enzimas Dias ap0s infecgdo

0 7 14 21 28

Bilirrubina total

Controle 0,32 (0,26 - 0,47) 0,34 (0,29 - 0,42) 0,32(0,26 - 0,36) 0,39° (0,31 -0,44) 0,27°(0,15 - 0,36)
Infectado 0,32 (0,26 - 0,42) 0,43* (0,36 - 0,50) 0,35™(0,31 - 0,44) 0,64* (0,34 - 1,65) 0,44° (0,21 - 0,89)
Bilirrubina direta

Controle 0,09 (0,02 - 0,15) 0,07 (0,02 - 0,13) 0,07 (0,02 - 0,13) 0,07°(0,05-0,11) 0,10% (0,07 - 0,18)
Infectado 0,08" (0,02 - 0,13) 0,04% (0,02 - 0,07) 0,02 (0,02 - 0,05) 0,31°(0,05 - 1,07) 0,18 (0,07 - 0,60)

Bilirrubina indireta

Controle 0,22% (0,11 -037) 027° (0,16 - 0,37) 025%(0,18-032)  032%(026-037)  0,17%(0,05-0,29)
Infectado  0,24% (0,19 - 0,32) 0,39 (0,34 - 0,45) 033(029-042)  033%(0,18-0,58) 026" (0,11-037)
ALT

Controle  58,68%(41,9-78,6) 5134 (41,9-681)  3563°(262 -523)  39.80°(262-419)  34,60°(21,0-68,1)
Infectado  5238% (41,9-68,1) 17,81 (104-26,1) 179,14 (94,2-3457) 8695 (31,4-2514) 170,75 (68,0 - 356,2)
AST

Controle 56,57 (41,9-838) 69,14 (523-942) 5238 (36,6-628)  6285°(41,9-942) 58,66 (26,1 -94.2)
Infectado  5133%(41,9-62,8) 36,66 (26,1-47,1) 9637 (68,0- 141.4)  111,04*(523-209,5) 164,47 (62,8 - 277,6)
GGT

Controle 12,73 (12,7-127)  1146™(636-127) 1018 (636-127)  1273°(636-19,1) 10,18 (6,36 - 12,7)
Infectado  11,46™(636-12,7)  636™(636-636)  1909°(12,7-31,8) 8526 (254-184,5) 249.42* (2545 - 719,0)

Fosfatase alcalina

Controle

215,60™ (190,7 - 240,5) 205,62 (157,5 - 290,2) 180,76" (132,7 - 207,3)

172,48 (107,8 - 248.8)

177,44 (141,0 - 215,6)

Infectado

21226™ (157,5-290,2) 162,50% (16,1 -207,3) 253,74* (1244 -315,1)  272,00° (124 - 522.4)

203,98 (107,8 - 381,4)

n.s: ndo significativo pelo teste de Wilcoxon a 5% de probabilidade.
Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente.
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Tabela 2. Peso (kg) de figado de coelhos experimentalmente infectados com

Eimeria stiedae.
Dias ap6s infecgao
Animal

0 7 14 21 28
Infectadol 0,06 0,06 0,06 0,09 0,16
Infectado2 0,05 0,03 0,07 0,10 0,15
Infectado3 0,04 0,04 0,07 0,08 0,13
Infectado 4 0,05 0,05 0,05 0,07 0,19
Infectado5 0,04 0,04 0,06 0,08 0,24
Média 0,05 0,04 0,07 0,09 0,18
Desvio 0,01 0,01 0,01 0,01 0,04
Controlel 0,06 0,06 0,08 0,05 0,05
Controle 2 0,05 0,05 0,07 0,06 0,04
Controle 3 0,04 0,04 0,05 0,05 0,06
Controle 4 0,06 0,05 0,06 0,05 0,04
Controle 5 0,06 0,07 0,05 0,04 0,04
Média 0,05 0,05 0,07 0,05° 0,05°
Desvio 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01

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

O exame histopatologico evidenciou hiperplasia de ductos biliares com
dilatagdo do Iimen. As projegdes intraluminais dos ductos eram papiliferas com
intensa presenca de mitose e clara evidéncia de estruturas parasitarias do protozoario
no interior das células e na luz do ducto. Ao redor dos ductos ¢ no espago-porta
foram encontradas proliferagdes de tecido conjuntivo (em torno de seis camadas)
e infiltrado celular inflamatério mononuclear, havendo ainda congestéo hepatica e
degeneragdo vacuolar moderada dos hepatdcitos (Figura 2).
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Figura 1. Alteragcdes macroscopicas observadas em coelhos infectados
experimentalmente com oocistos de E. stiedae, Jaboticabal, 2008. a)
Presenca de liquido na cavidade abdominal. b-c) Diferentes graus de
congestdo e fibrose hepatica. d-e) Congestio hepatica e retencdo de
liquido biliar. f) Fibrose e congestdo hepatica. g) Fibrose da vesicula
biliar. h) Nodulos no parénquima hepatico. i) Acimulo de gases no
ltmen intestinal.
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Figura 2. Alteragdes microscOpicas observadas em coelhos infectados
experimentalmente com oocistos de Eimeria stiedae, Jaboticabal, 2008.
a) Hiperplasia de ductos biliares (seta). H. E., 100x. b) Intensa atividade
mitdtica nos ductos biliares (seta). H. E., 200x. ¢) Grande quantidade
de zigotos em células (seta fina) e oocistos no limen (seta espessa) dos
ductos biliares (setas). H. E., 100x. d) Presenca de tecido conjuntivo
(seta espessa) e infiltrado inflamatdrio mononuclear (seta fina) em torno
de ductos biliares. H. E., 100x. . e-f) Congestdo hepatica (setas finas) e
degeneragdo vacuolar dos hepatocitos (seta espessa). H. E., 400x.
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DISCUSSAO

O parasitismo por E. stiedae ocasiona graves lesdes que afetam o
metabolismo hepatico e, consequentemente, um atraso no crescimento e,
ocasionalmente, a morte do animal infectado. Ao utilizar a mesma dose infectante,
Martine e Yvoré (1974) observaram bilirrubinemia somente no 20° ¢ 22° dpi,
enquanto que Barriga e Arnoni (1979 e 1981) observaram bilirrubinemia a partir
do 22° dpi até o 50°dpi. No 14° dpi deste estudo, as concentragdes séricas de
AST e ALT aumentaram significativamente permanecendo até o 28° dpi, portanto
semelhantes aos resultados obtidos por Barriga e Arnoni (1979 e 1981). Na pesquisa
desenvolvida por Martine e Yvore (1974), a AST aumentou consideravelmente
no 11° dpi diferindo dos dados obtidos na presente pesquisa. Este resultado foi
também obtido por Potter ¢ Dick (1979) ao estudarem a atividade das enzimas AST
e fosfatase alcalina em coelhos infectados por este mesmo parasito. Gomes-Bautista
et al. (1987) observaram aumento transitério nas concentracdes de ALT no soro
de coelhos infectados com E. stiedae entre 10 e 28 dpi atribuindo essa alteragdo
ao processo inflamatdrio nos ductos biliares. Abdel-Ghaffar et al. (1990) também
observaram elevados niveis de AST e ALT no soro de coelhos no 23° dpi, porém os
niveis de fosfatase alcalina permaneceram normais.

E importante ressaltar que o aumento das transaminases esta relacionado
com a extensdo e gravidade da lesdo, caracterizando a coccidiose hepatica como
uma doenga de carater cronico em razao do tempo que essas enzimas permaneceram
elevadas no organismo. A bilirrubinemia, associada ao aumento das enzimas
séricas, sugere que o parasito ocasionou lesdo hepatica e colestase. Esta ultima ¢é
resultante de disfunc¢do hepatocelular ou obstrugéo biliar associada com elevagdes
séricas de fosfatase alcalina, pois essa enzima esta presente no epitélio dos ductos
biliares e na membrana canicular dos hepatdcitos e ocasiona acumulo de pigmento
biliar dentro do parénquima hepatico causando dilatagdo dos canaliculos biliares
e degeneragdo dos hepatdcitos. A obstrucdo prolongada da arvore biliar induziu
a distensdo e proliferagdo dos ductos biliares nos tratos portais, com edema e
neutrofilos periductulares produzindo fibrose do trato portal.

O citoplasma do hepatdcito ¢é rico em ALT ¢ a lesdo hepatocelular
provocada pelo parasito resulta na liberagdo dessa enzima em maior quantidade para
o sangue. De acordo com Hanada et al. (2003), o aumento na atividade de ALT esta
associado com o dano decorrente da citdlise dos hepatocitos ¢ aumento da GGT
que, em niveis elevados, caracteriza obstru¢do dos ductos biliares. Abdel-Ghaffar
et al. (1990) relatam que elevagodes nas atividades enzimaticas, particularmente nas
enzimas hepaticas, ¢ um importante pardmetro no diagnostico de doengas hepaticas,
ressaltando que um aumento dessas enzimas do soro pode indicar ndo somente lesoes
patologicas como também degenerativas dos tecidos envolvidos. As lesdes hepaticas
observadas no presente trabalho sdo semelhantes as encontradas por outros autores
(Khalifa et al., 1998; Toulah & Al-Rawi, 2007; Al-Mathal, 2008; Cam et al., 2008),
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ressaltando-se que, no parasitismo por E. stiedae, essas lesdes afetam o metabolismo
hepatico e, consequentemente, provocamumatrasono crescimento e, ocasionalmente,
amorte do animal infectado. De acordo com Hanada et al. (2003), o parasito penetra
nas células hepatobiliares de coelhos causando intensa colestase e cirrose hepatica.
Segundo Gutierrez (2003), ao penetrarem no epitélio biliar, os parasitos provocam
destruigdo das células parasitadas ocasionando uma forte reagdo inflamatoria e
proliferagdo celular. Barriga e Arnoni (1981) observaram também aumento da
massa hepatica de acordo com a dose infectante. Na pesquisa desenvolvida por
Hanada et al. (2003), foram observados merozoitos nas células dos ductos biliares
e neutrofilos na submucosa dos ductos biliares no 8 dpi. Gutierrez (2003) também
relata que animais infectados por E. stiedae apresentam espessamento dos ductos
biliares, hepatomegalia, cirrose hepatica, aumento da vesicula biliar, presenca de bile
de colora¢do amarelada e meteorismo intestinal. Cirrose hepética e ascite ocasionam
hipertensdo intra-hepatica (resisténcia aumentada ao fluxo de sangue portal) o que
contribui para o processo de congestio observado macro e microscopicamente.

A infeccdo por E. stiedae, possivelmente, ocasionou um aumento nas
concentracdes de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e auxiliou no processo de
regeneracdo hepatica, sendo um possivel fator contribuinte para a formagdo dos
nddulos hepaticos nos animais infectados. O TNF-a esta envolvido na regeneragao
hepética quando o hospedeiro entra em contato com agentes que possam danificar
o figado, podendo ainda participar do mecanismo de defesa desse hospedeiro
contra toxinas e/ou infecgdes (Callery et al., 1991; Kimura et al., 1997). Essa
citocina desempenha papel crucial na formacao do granuloma esquistossomatico
e seus niveis elevados estdo associados a um aumento de risco na fibrose porta
esquistossomotica (Haseeb et al., 2001).

Na presente pesquisa, acredita-se que o dano tecidual hepatico, decorrente
do parasitismo por E. stiedae, promoveu hiperplasia e hipertrofia compensatoria do
tecido remanescente até o restabelecimento da massa hepatica funcional primitiva,
mas o tecido danificado nao foi recuperado por causa da intensidade da infeccao que
resultou em cirrose hepatica.
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ABSTRACT
Pathological and biochemical aspects of the hepatic coccidiosis in rabbits

The pathological and biochemical changes in Eimeria stiedae experimentally
infected adult NZW rabbits were evaluated. The infected group, with 1x10* oocysts,
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presented increased levels of bilirubin, aspartate amino transferase, alanine amino
transferase, alkaline phosphatase, and gamma glutamyltransferase. In the necropsy,
abdominal distension due to ascites, hepatomegaly associated with congestion and
fibrosis, thickened gallbladder wall, and elevated quantity of the bile was observed.
The histopathology showed biliary ducts hyperplasia with lumen dilatation. The
biliary ducts intra-luminal projections were papillary with intensive presence
of mitosis; inside the cells and ducts E. stiedae were observed. Proliferation of
connective tissue and mononuclear inflammatory infiltrate in the ducts were
observed along with hepatic congestion and moderate vacuolar degeneration of the
hepatocytes. Splenic hyperplasia, moderate lymphoid follicular hyperplasia as well
as moderate inflammatory infiltration in the red pulp were observed as well.

KEY WORDS: Eimeria stiedae. Hepatic coccidiosis. Rabbits.
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