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RESUMO

A infeccdo por Cryptosporidium é uma das causas mais prevalentes de diarreia em bezerros, sendo
que a diarreia neonatal corresponde a um dos principais entraves econdmicos na bovinocultura
leiteira. Como estratégia para minimizar os prejuizos decorrentes dessa enfermidade, o uso de
antibidticos adicionados ao alimento vem sendo empregado na cria¢do de bezerros. No entanto,
até o momento, nenhuma droga foi capaz de tratar com eficacia a infeccdo por Cryptosporidium.
Atualmente, existe uma tendéncia mundial de identificar substancias alternativas, naturais e
sustentaveis para os medicamentos tradicionais utilizados na produgdo animal. Isso se deve em
razdo de exigéncias internacionais do mercado de produtos de origem animal, que restringem
cada vez mais o uso de antimicrobianos em animais de produgdo. Nesse contexto, os alcaloides
isoquinolinicos podem ser uma alternativa de substituicdo com base em suas propriedades anti-
inflamatdrias, antimicrobianas e antioxidantes que podem promover a salde intestinal. Assim,
objetivou-se com esse trabalho avaliar o uso profilatico de um extrato vegetal padronizado de
Macleaya cordata contendo alcaloides isoquinolinicos no controle da criptosporidiose em
bezerros neonatos experimentalmente inoculados com oocistos de C. parvum. Outro objetivo foi
verificar a presenca de outros enteropatdgenos associados ao C. parvum e relacionar os efeitos do
aditivo sobre parametros clinicos, hemogasométricos, hematoldgicos e bioquimica sérica dos
animais. Utilizou-se 26 bezerros neonatos da raga Holandés distribuidos em dois grupos: SG
(dieta suplementada com 10g/dia do extrato padronizado de M. cordata) e CN (dieta controle,
sem aditivos). O grupo SG apresentou maior ganho de peso médio entre os dias 14 e 21, sem
mortalidade e com intensidade e duracdo de diarreia reduzidas. Em contraste, o grupo CN
apresentou disturbios acido-base mais graves, taxa de mortalidade de 15,4% além de quadros mais
intensos com necessidade de hidratagdo como terapia suporte. Foram observados outros
potenciais enteropatdgenos como coronavirus, Salmonella spp., E. coli (ETEC) e Giardia spp.
em associag¢fes com Cryptosporidium em ambos os grupos com frequéncias semelhantes. Os dois
grupos apresentaram desidratacdo e acidose metabolica compensada, com maior intensidade no
grupo CN. No grupo CN foram também observadas reducdes significativas das concentracoes de
colesterol e ferro sérico além de piores parametros no leucograma. Estes resultados sugerem que
os alcaloides isoquinolinicos adicionados ao leite dos bezerros diminuiram a intensidade e
duracéo dos sinais clinicos e reduziram a necessidade de terapia de suporte, bem como a taxa de
mortalidade dos animais. Além disso, a presenca do aditivo na dieta foi benéfica para os animais
durante os episodios de diarreia com base em parametros clinicos e laboratoriais. Assim, essa
pode ser uma estratégia alternativa para o minimizar as consequéncias da doenca.

PALAVRAS-CHAVE: Criptosporidiose, bovinos, enteropatdgenos, sangrovit, extrato vegetal
padronizado, anti-inflamatorio, intestino



ABSTRACT

Cryptosporidium infection is one of the most prevalent causes of diarrhea in calves. On the other
hand, diarrhea in neonatal calves corresponds to one of the main economic obstacles in bovine
breeding. As a strategy to minimize the damages caused by diarrhea, the use of antibiotics added
to food has been used to raise calves. However, to date, no drugs have been able to effectively
treat Cryptosporidium infection. There is a worldwide trend today to identify alternative, natural
and sustainable substances to replace traditional medicines used in animal production. This is due
to international requirements in the market for animal products, which increasingly restrict the
use of antimicrobials in production animals. In this way, potential substances for use with this
purpose are currently targeted for research. In this context, isoquinolinic alkaloids may be an
alternative based on their anti-inflammatory, antimicrobial and antioxidant properties that may
promote intestinal health. The objective of this study was to evaluate the prophylactic use of a
standardized extract of Macleaya cordata containing isoquinoline alkaloids that were added to
milk in order to control cryptosporidiosis in neonatal calves experimentally inoculated with C.
parvum oocysts. Another objective was to verify the presence of other enteropathogens associated
with C. parvum and to relate the effects of the additive on clinical, hemogasometric,
hematological and serum biochemical parameters of the animals. Twenty-six Holstein calves
were distributed in two groups: SG (diet supplemented with 10g / day of the standardized extract
of M. cordata) and CN (control diet, without additives). SG calves had a greater average weight
gain between days 14 and 21, with no mortality and with reduced intensity and duration of
diarrhea. In contrast, calves of the CN group had more severe acid-base disorders, required more
hydration support therapy and had a mortality rate of 15.4%. Other potential enteropathogens
such as coronavirus, Salmonella spp, E. coli (ETEC) and Giardia spp. in associations with
Cryptosporidium in both groups with similar frequencies. The calves of both groups presented
dehydration and compensated metabolic acidosis with greater intensity in the CN group. In the
CN group, significant reductions in cholesterol and serum iron concentrations were observed, as
well as worse leukogram parameters. These results suggest that the isoquinolinic alkaloids added
to calves' milk decreased the intensity and duration of clinical signs and reduced the need for
supportive therapy as well as the mortality rate of the animals. In addition, the presence of the
additive in the diet was beneficial for the animals during episodes of diarrhea based also on
clinical and laboratory parameters, so this may be an alternative strategy to minimize the
consequences of the disease.

KEY WORDS: Cryptosporidiosis, bovines, enteropathogens, sangrovit, standardized plant
extract, anti-inflammatory, gut



1. INTRODUGCAO GERAL

Cryptosporidium é um protozoario entérico que infecta seres humanos e animais em todo o
mundo, causando distlrbios gastrintestinais e respiratorios. Pertence ao filo Apicomplexa e até
recentemente a classe Coccidia juntamente com outros protozoarios de interesse veterinario
(Angus, 1990; Ryan et al., 2016). No entanto, recentemente devido as caracteristicas
microscopicas, moleculares, gendmicas e bioquimicas (revisado por Ryan et al., 2016), o0 género
Cryptosporidium foi transferido da classe Coccidia para classe Gregarinomorphea, integrando a
nova subclasse Cryptogregaria (Cavalier-Smith, 2014).

Ryan et al. (2015) citaram 27 espécies do género Cryptosporidium infectando peixes, anfibios
répteis, aves e mamiferos incluindo seres humanos. Algumas espécies sdo hospedeiro especifico,
porém acredita-se que a maioria tem a capacidade de infectar diferentes hospedeiros.

A forma infectante de Cryptosporidium sdo 0s oocistos, que comparativamente sdo menores que
0s oocistos dos coccideis e cada um é preenchido por apenas quatro esporozoitos na auséncia de
esporocistos (Fayer et al., 1986; Tzipori et al., 2002). O primeiro caso de criptosporidiose em
bovinos foi relatado por Panciera et al. (1971), quando observaram atrofia de vilosidades em
cortes histoldgicos do intestino delgado de uma bezerra com diarreia cronica e presenca de varios
estagios de desenvolvimento do parasito na borda em escova dos enterécitos, com morfologia
compativel ao género Cryptosporidium, previamente descrito por Tyzzer em 1910. A
criptosporidiose bovina foi amplamente descrita em diversos paises, como Canada (Sanford et
al., 1982), Estados Unidos (Reif et al., 1989), paises da Europa (Imre et al., 2011), Etidpia (Abebe
et al., 2008) e Brasil (Ederli et al., 2004; Cardoso et al., 2008).

A primeira descri¢do de Cryptosporidium no estado de Minas Gerais - Brasil foi realizada em um
levantamento epidemioldgico em bezerros com até 60 dias de idade em 23 fazendas de gado
leiteiro do estado de Minas Gerais e foram observadas que 74% das fazendas eram positivas para
0 parasito o que demonstrou sua ampla distribuicdo em propriedades do estado (Garcia e Lima,
1993).

As espécies envolvidas no quadro de criptosporidiose bovina sdo C. parvum, C. andersoni, C.
bovis e C. ryanae. Entre elas, C. parvum é a Unica considerada como agente zoono6tico e infecta
o intestino delgado causando diarreia em bezerros neonatos (O’Handley et al., 2006; Silverlas et
al., 2010).

Bezerros infectados podem apresentar diarreia, geralmente de cor amarelada, com muco e
arresponsiva a antibioticoterapia. Outros sinais incluem apatia, anorexia e desidratacdo, porém
alguns animais sdo assintomaticos (Sanford et al., 1982). Além disso, o parasitismo causa atrofia
e fusdo de vilosidades, hiperplasia de criptas intestinais e infiltracdo por células mononucleadas,
induzindo a liberacdo de prostaglandinas. Estes fatores associados desencadeiam diarreia
secretdria e por ma digestdo/absorcdo (Panciera et al., 1971; Tzipori et al., 2002).

A associacdo do Cryptosporidium spp. com outros enteropatdgenos é um achado comum e resulta
no desenvolvimento e/ou aumento da gravidade dos sinais clinicos (Gulliksen et al., 2009).
Sanford et al. (1982) encontraram Escherichia coli enterotoxigénica e coronavirus em fezes de
bezerros com diarreia pelo protozoério, enquanto Reif et al. (1989) observaram a associa¢do do
Cryptosporidium spp. com E. coli, Campylobacter spp., coronavirus e rotavirus bovino. Na
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Noruega, a principal associacdo encontrada por Gulliksen et al. (2009) em 191 fezes de bezerros
com diarreia foi o Cryptosporidium spp. e o rotavirus bovino. Por outro lado, Carvalho et al.
(2014) avaliaram o comportamento longitudinal dos principais agentes envolvidos na diarreia
neonatal de bezerros no Brasil e observaram que a associacdo mais comum foi Cryptosporidium
spp e bactérias (Salmonella e patotipos de E. coli).

A criptosporidiose € considerada a segunda maior causa de diarreia e morte em criangas (Ochoa
et al., 2004; Striepen, 2013). Devido aos prejuizos a saude animal e humana, a eficicia de mais
de 200 bases de medicamentos ja foi avaliada para o tratamento e profilaxia da criptosporidiose
nas diversas espécies de hospedeiros. Porém, nenhuma dessas bases apresentou completa eficacia
clinica efou parasitologica, pois 0s hospedeiros continuaram a apresentar diarreia e/ou
continuaram a excretar oocistos nas fezes durante o curso da infec¢do (Shahiduzzaman et al.,
2012).

Neste contexto produtos fitogénicos tém sido utilizados como aditivo na alimentagéo de animais
de produgdo como suinos, aves e gado leiteiro. O extrato vegetal padronizado de Macleaya
cordata é um produto comercial conhecido como Sangrovit® CS. Essa planta contém substancias
ativas denominadas alcaloides isoquinolinicos. Estes incluem uma fracdo de alcaloides
quaternarios benzo [c] fenantridina (QBAS) como a sanguinarina, a queleritrina e uma fragdo de
alcaloides de protopina (PA) (Croaker et al., 2016).

As atividades dos alcaloides isoquinolinicos no trato gastrointestinal dos animais tem se
destacado, pois induzem a secrecdo de enzimas intestinais. Além disso, possuem efeito
bacteriostatico, mucolitico e anti-inflamatério contribuindo para integridade intestinal, além de
inibirem enzimas que degradam aminoacidos como a lisina e triptofano, tornando-os mais
disponiveis (Chaturvedi et al., 1997; Lindermayer, 2005; Khadem et al, 2014), apresentando
também efeitos benéficos na regulacdo hormonal e quimica do organismo. Dessa forma,
influenciam os mecanismos de ingestao, absorcao e disponibilidade de nutrientes para o ganho de
peso e 0s processos imunoldgicos (www.phytobiotics.com).

Em um futuro préximo acredita-se que a proibicdo do uso de antibidticos como promotores de
crescimento animal ratificada pela Unido Europeia em 2006 (European Union, 2005) se estendera
para o resto do mundo. Desde entdo, manifestou-se 0 maior interesse por suplementos alimentares
fitogénicos que diminuissem a populacéo de patégenos gastrointestinais, permitindo redistribuir
os recursos de defesa imunoldgica para o crescimento (Lee et al., 2015; Croaker et al., 2016).

Diante desse contexto que coloca o C. parvum spp. entre 0s principais agentes causadores da
diarreia neonatal bovina e do carater zoon6tico da doenga associados a inexisténcia de uma droga
com eficacia comprovada para a prevencdo e controle da criptosporidiose, este trabalho avaliou a
eficiéncia do extrato padronizado de M. cordata na prevencao e controle da diarreia em bezerros
neonatos, causada pelo desafio experimental com C. parvum e outros agentes etiol6gicos
associados por infecgéo natural.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Avaliar a eficacia do uso dos alcaloides isoquinolinicos presentes no extrato padronizado de M.
cordata na quimioprofilaxia e controle da criptosporidiose em bezerros neonatos inoculados
experimentalmente.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar a intensidade da excregéo de oocistos de C. parvum;

Avaliar a interagdo com outros enteropatdgenos;

Avaliar a duracdo e da intensidade da diarreia;

Avaliar as alteracBes clinicas, &cido-base, hidroeletroliticas, hematologicas e na
bioquimica sérica;

e Auvaliar a ingest&o leite e do ganho de peso dos animais.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Suscetibilidade dos bezerros neonatos aos enteropatégenos: Manejo e imunidade

3.1.1. Enteropatdgenos relacionados a diarreia de bezerros

Numerosos agentes infecciosos podem estar associados a fatores ambientais, fisioldgicos,
nutricionais e de manejo determinando a ocorréncia de diarreia em bezerros (Lagoni et al., 2004;
Oliveira Filho et al., 2007; Carvalho et al., 2014). Dessa forma, patdgenos entéricos de diversas
origens podem, individualmente ou, mais frequentemente, em associa¢Ges de dois ou mais
agentes, induzir diarreia em bezerros (Millemann, 2009; Quadro 1).

Dentre esses, ressalta-se como os mais frequentes os patotipos de E. coli, Salmonella spp.,

coronavirus, rotavirus, Cryptosporidium ssp. e Eimeria spp. (Lagoni et al., 2004; Oliveira Filho
et al., 2007; Millemann, 2009; Carvalho et al., 2014).

Quadro 1: Principais patégenos causadores de diarreia em bezerros (modificado de Millemann, 2009).

Bactérias Virus Parasitos
E. coli (ETEC, EPEC, EHEC) Rotavirus Cryptosporidium
Salmonella Coronavirus Giardia
Clostridium Torovirus (Breda) Eimeria bovis ou E. zuernii
Campylobacter BVDV Toxocara
Calcivirus (Norovirus) Strongyloides
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Independentemente dos agentes etioldgicos envolvidos, as manifestac@es clinicas da diarreia e
suas consequéncias tendem a ser similares, com destaque para a desidratacdo, acidose metabdlica,
atrasos no crescimento e mortalidade (Moon, 1978). Geralmente a taxa de morbidade da diarreia
é alta, afetando de 90 a 100% dos bezerros neonatos (Lagoni et al., 2004; Carvalho et al., 2014)
sendo considerada a causa mais frequente de morte até o desaleitamento (Lorenz, 2006; Davis e
Drackley, 1998).

A idade dos bezerros é um fator de susceptibilidade bastante relacionado a ocorréncia das
infecgdes por patdgenos especificos. Bezerros menores que trés dias de idade sdo mais acometidos
pela diarreia causada por estirpes enterotoxigénicas de E. coli; cinco a 15 dias para rotavirus;
cinco a 21 dias para coronavirus; cinco a 35 dias para Cryptosporidium ssp.; e no intervado de
cinco a 45 dias de vida para Salmonella ssp. (Radostits et al., 2007).

Sao reconhecidos pelo menos cinco patotipos de E. coli associados a diarreia em bezerros: E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohemorrégica (EHEC),
E. coli produtora de toxina Shiga (STEC) e E. coli necrotoxigénica (NTEC) (Coura et al., 2014).
O patotipo ETEC é o mais relacionado a ocorréncia de diarreia em bezerros durante a primeira
semana de vida (Foster e Smith 2009; Coura et al., 2014). Acredita-se que esse fato ocorra porque
as vilosidades dos enterdcitos imaturos expressam mais receptores para fatores de aderéncia
facilitando assim a colonizag&o intestinal (fimbrias de ETEC), o que pode restringir a infeccéo a
primeira semana de vida.

Entretanto, a suscetibilidade a diarreia por ETEC pode voltar a aumentar se houver atrofia das
vilosidades intestinais, como acontece nas infec¢Bes virais e por Cryptosporidium spp., que
resulta em migracédo de células imaturas das criptas intestinais para as vilosidades e maior chance
de diarreia por ETEC (Blanchard, 2012). Dessa forma, a infecc¢do por alguns agentes infecciosos
pode favorecer a ocorréncia de diarreia por outros patdégenos. De acordo com Bartels et al. (2010)
a eliminacdo de coronavirus nas fezes de bezerros com idade entre 1 e 21 dias de vida pode
aumentar 5,3 vezes as chances de excre¢do de E. coli.

Quanto as diarreias causadas por rotavirus e coronavirus, sabe-se que a susceptibilidade de
bezerros neonatos estd associada a auséncia de anticorpos colostrais especificos no limen
intestinal, justificando o fato de ndo serem comuns diarreias por esses agentes nas primeiras
semanas ap6s 0 nascimento (Barrington et al., 2002; Asadi et al., 2015). Além disso, fatores
ambientais relacionados a temperatura e umidade podem favorecer os casos de diarreia pelos virus
durante as estagcdes mais frias do ano, uma vez que tais condicOes beneficiam a sobrevivéncia e
manuten¢do das particulas virais vidveis por mais tempo no ambiente (Brandt et al., 1982;
Radostits et al., 2007, MacLachlan e Dubovi, 2011). Isso é valido principalmente para
coronavirus, pois possuem particulas virais envelopadas o que as torna menos resistentes no
ambiente, porém é incerto por quanto tempo podem sobreviver (Valarcher e Hagglund, 2011).

3.1.2. Fatores de risco relacionados a mae

A maior parte do crescimento fetal ocorre durante os ultimos dois meses de gestacdo, o0 que
aumenta a demanda de nutrientes para o feto nesse periodo (Davis e Drackely, 1998). Dessa
forma, fatores que influenciam a fisiologia materna durante a gestacdo podem afetar o
crescimento fetal e a imunidade dos neonatos (Tao et al., 2012). Os bezerros nascidos de vacas
subnutridas tendem a apresentar pior desempenho, baixa produtividade e maior susceptibilidade
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as doencas, uma vez que a nutri¢do da vaca no periodo pré-parto pode influenciar a incidéncia de
distocia, bem como a taxa de crescimento do bezerro apds o nascimento (Cho e Yoon, 2013).

Ha indicios que a restri¢cdo de nutrientes na dieta materna durante a gestacdo exerce influéncias
causando alteracdes no trato gastrointestinal dos fetos o que explica pelo menos parcialmente as
diferencas observadas no desenvolvimento fetal e no desempenho pés-natal. Os fetos de vacas de
corte com restricdo de nutrientes durante a gestacao inicial (125 dias) e média (245 dias) podem
apresentar maiores indices de vascularizacao e proliferacdo celular no jejuno. Isso sugere que o
intestino fetal se torna mais eficiente, mas ainda ndo se sabe como essas alteracdes podem alterar
o0 desempenho e a satde do bezerro apés o nascimento (Meyer et al., 2010).

Além da nutricdo materna na gestacdo outro fator que pode influenciar o desempenho dos
bezerros € o tipo de parto. Bezerros nascidos ap6s um parto dificil geralmente tém menor vigor
nas primeiras horas ap6s o nascimento em comparagao com os bezerros nascidos sem dificuldade
ao parto e isso pode acarretar efeitos em longo prazo sobre a salde e sobrevivéncia dos bezerros
(Barrier et al., 2012). Independentemente do tipo de parto, todos os bezerros tendem a nascer com
algum grau de acidose metabélica, no entanto, aqueles oriundos de partos distocicos possuem
maiores dificuldades de utilizar mecanismos fisioldgicos de compensacao para se adaptarem a
vida extrauterina (Ferreira, 2012). Assim, bezerros que passam por partos distécicos tendem a ter
um mau desempenho, bem como maior suscetibilidade a patégenos ambientais causadores de
diarreia. Isso se associa também ao fato desses bezerros demonstrarem maiores dificuldades para
ingestdo de colostro e apresentarem menores taxas de absor¢do de imunoglobulinas em
comparagdo com animais nascidos de partos eutocicos (Larson e Tyler, 2005; Cho e Yoon, 2013).

Além desses fatores é importante considerar que o estresse térmico de vacas gestantes durante o
periodo seco pode comprometer o crescimento fetal e a fun¢éo imune da prole desde o nascimento
até o desmame. Segundo Tao et al. (2012) vacas que sofreram estresse térmico tiveram o tempo
de gestacdo médio diminuido em quatro dias em relacdo a vacas que foram mantidas em condi¢des
ambientais de resfriamento. Por outro lado, os bezerros nascidos de vacas que passaram por
estresse calorico durante a gestagdo apresentaram pior eficiéncia de absor¢do de anticorpos 1gG
colostral e imunidade celular comprometida, além de menor peso ao nascimento e ao desmame.

O estresse térmico em vacas gestantes parece provocar alteracdes diretamente nos fetos uma vez
gue, Monteiro et al. (2014) descartaram a influéncia do estresse calérico sobre a qualidade do
colostro quando demonstraram que o colostro de vacas sob estresse térmico no periodo seco ndo
prejudicou a obtencdo de imunidade passiva, nem o crescimento dos bezerros antes do desmame.
Porém, os bezerros nascidos de vacas que sofreram estresse térmico e alimentados com um “pool”
colostral de vacas que passaram o periodo seco em condi¢des termoneutras tiveram a transferéncia
de imunidade passiva comprometida. Contudo, ainda ndo sdo claros os mecanismos envolvidos
na reducgdo da absorcdo intestinal de 1gG pelo estresse sofrido no Gtero.

Assim, o estresse calérico ambiental pode ter consequéncias negativas para o feto no Utero,
durante a gestagio avancada, bem como para a satde futura dos bezerros. E possivel que haja
prejuizo do desenvolvimento intestinal do feto, resultando em redugéo da superficie de absorcéo
po6s-natal. Dessa forma, o menor peso ao nascer de bezerros nascidos de vacas em estresse
térmico, juntamente com a imunidade passiva comprometida podem ser responsaveis por
comprometer o crescimento e pela tendéncia a piores escores fecais (Laporta et al., 2017).
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O desenvolvimento de diarreia em bezerros recém-nascidos pode estar ainda mais profundamente
envolvido com fatores maternos do pré-parto. Nesse contexto, a hipocalcemia em vacas no
periodo anterior ao parto também pode estar causando implicacdes negativas para a salde dos
bezerros, visto que bezerros nascidos de vacas com hipocalcemia apresentaram maior incidéncia
de diarreia (49%) do que aqueles nascidos de vacas que ndo apresentaram hipocalcemia (33,3%).
Os mecanismos dessa associacdo sdo desconhecidos, porém uma possivel hip6tese é que o
transtorno metabolico em vacas gestantes possa alterar a permeabilidade do epitélio intestinal de
bezerros antes do parto ou levar a produgdo um colostro com composicdo diferente que torne o0s
bezerros mais susceptiveis aos patdgenos da diarreia (Wilhelm et al., 2017).

3.1.3. Fatores ligados a imunidade passiva

Ao nascimento, os mamiferos sdo capazes de estabelecer tanto uma resposta imune inata quanto
uma resposta imune adaptativa, no entanto suas habilidades imunolégicas ainda sdo muito
imaturas. Comparado aos animais adultos, 0os neonatos elaboram respostas adaptativas mais
lentamente, possuem neutréfilos e macr6fagos com menor capacidade fagocitica e apresentam
menor nimero de células “natural killer — NK”. Desse modo, a ndo ser que um auxilio
imunoldgico seja oferecido, microrganismos que representam pouca ameagca para adultos podem
facilmente serem letais ao neonato. Tal assisténcia imunol6gica pode ser provida por anticorpos
e linfécitos maternos para a prole apenas através da ingestdo do colostro (Tizard, 2012). O
colostro é a primeira secrecdo produzida pela glandula mamaria das vacas no inicio de cada
lactagdo e € especialmente rico em fatores nutricionais, células de defesa (Linfdcitos B e T,
neutrofilos e macréfagos) e imunoglobulinas dentre as quais predomina a IgG; (Davis e Drackley,
1998). Além disso, o colostro bovino contém inimeras citocinas como IL-1p, IL-6, TNF-a ¢ IFN-
v que podem estar relacionadas ao desenvolvimento do sistema imunolédgico dos animais jovens
(Tizard, 2012).

A concentracgdo de 1gG no sangue de bezerros € associada com saude e sobrevivéncia. No entanto,
baixas concentragdes de imunoglobulinas ndo necessariamente conduzem o bezerro a morte ou a
doenca, como também altas concentracdes podem ndo garantir a sobrevivéncia (Davis e Drackley,
1998). Porém, a ingestdo do colostro nas primeiras horas ap6s o nascimento e a absorcdo de
anticorpos colostrais no intestino é particularmente importante para proteger o neonato contra
doencas septicémicas e do mesmo modo, a ingestdo continua de IgA e 1gG1 do leite de transigdo
é interessante para maior protecdo local contra doengas entéricas (Davis e Drackley, 1998; Tizard,
2012). Nesse sentido, outro importante mecanismo que auxilia na imunidade intestinal é a
recirculacdo das lgGs absorvidas. Isso ocorre porque parte das imunoglobulinas que séo
absorvidas no intestino dos bezerros através do colostro sdo secretadas de volta ao intestino e
podem favorecer a imunidade contra patdgenos intestinais (Besser et al., 1988a; Besser et al.,
1988b).

Yang et al. (2015) compararam bezerros neonatos que receberam colostro, leite de transi¢do ou
apenas leite nas primeiras horas ap6s 0 nascimento e demonstraram que a ingestdo de colostro
pode ajudar os bezerros a estabelecer mecanismos de defesa imunoldgica e sistema antioxidante
imediatamente ap6s o nascimento, o que poderia reduzir os efeitos de micro-organismos nocivos,
promover o desenvolvimento intestinal e consequentemente diminuir a morbidade e a
mortalidade. Nesse trabalho, os bezerros alimentados somente com leite apresentaram os piores
resultados com relacdo a perda de peso e gravidade da diarreia, 0 que resultou em mortes.
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Contudo, Carvalho et al. (2014) observaram quadros diarreia em 100% dos bezerros avaliados
mesmo que estes apresentassem bom nivel de imunidade passiva segundo o0s critérios
estabelecidos por Godden (2008). Isso demonstrou que a incidéncia dessa enfermidade nédo é
influenciada apenas por uma boa transferéncia de imunidade passiva, fatores como presenca e
quantidade de agentes infecciosos, ambiente desafiador e dieta sdo altamente relevantes para a
incidéncia de diarreia, pois esses animais foram expostos a um desafio ambiental alto devido a
grande contaminacao e além disso, foram alimentados com um sucedaneo comercial do leite apds
a colostragem e assim nédo receberam a protecéo local dos constituintes do leite de transig&o.

Carvalho et al. (2014) destacaram também nesse estudo a importancia da infeccdo por
Cryptosporidium spp., que foi 0 agente infeccioso encontrado em todos 0s animais nos momentos
avaliados. Logo, a observacdo de que uma boa transferéncia de imunidade passiva ndo exerceu
nenhum efeito aparente sobre a incidéncia de diarreia pode estar relacionada a alta frequéncia
desse patégeno atuando durante os episddios da enfermidade. Segundo Harp et al. (1989) o
colostro bovino contendo altos titulos de anticorpos especificos contra C. parvum parece nao ser
funcional na protecéo de bezerros contra o desafio experimental com oocistos do parasito. Porém,
a importancia dos leucécitos do colostro ndo é contemplada nesse estudo e embora ainda néo seja
totalmente compreendida, essa ndo deve ser negligenciada, uma vez que a protecdo contra C.
parvum é principalmente mediada por células sendo necessarias mais pesquisas nesse sentido
(Meganck et al., 2014).

3.1.4. Fatores intrinsecos ao bezerro

Apesar de ser indiscutivel a relevancia de uma boa transferéncia da imunidade passiva, a absor¢do
deficiente dos fatores imunol6gicos colostrais ndo é o Unico determinante da morbidade e
mortalidade por diarreia em bezerros. Por isso, hem todos 0s bezerros que apresentam pouca
protecédo de anticorpos maternos se tornam doentes (Tyler et al., 1998).

Araujo et al. (2015) propuseram que alguns bezerros podem nascer mais predispostos a diarreia
em comparacdo com outros. Eles compararam bezerros que apresentaram ou ndo quadros de
diarreia durante os primeiros 21 dias de vida. Entdo, observaram que mesmo apresentando
similares taxas de transferéncia de 1gG do colostro para a corrente sanguinea, os bezerros que
apresentaram diarreia mostraram maior permeabilidade intestinal durante todo o periodo
avaliado, em comparacéo com aqueles que ndo apresentaram diarreia, logo o comprometimento
na barreira do epitélio intestinal pode ter ocorrido antes da primeira ingestdo de colostro. 1sso
pode ter permitido que bactérias ambientais do colostro ou alimento alcangassem a lamina prépria
e prejudicassem a funcéo da barreira intestinal, levando a diarreia.

De acordo com Angus (1990) algumas caracteristicas relacionadas a idade tornam os animais
jovens geralmente mais susceptiveis a infeccdo por Cryptosporidium do que animais adultos.
Acredita-se que algumas alteracOes fisioldgicas no intestino, independentemente da imunidade
adquirida, podem estar envolvidas, na resisténcia dos adultos a infeccdo. Nesse contexto, foi
observado que uma proteina extrinseca de membrana, homoéloga a leucina aminopeptidase, que
se encontra presente na mucosa intestinal de bovinos e ratos adultos, porém ausente na mucosa
intestinal de bezerros e ratos jovens, pode reduzir a suscetibilidade & infeccdo por C. parvum
quando administrada a ratos jovens suscetiveis (Akili et al., 2006).
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3.1.5. Fatores relacionados ao manejo

Todo bezerro nasce com potencial genético predeterminado, no entanto esse pode ser afetado
permanentemente pelas decisGes de manejo implementadas ao longo do seu periodo de criagdo.
Dessa forma, o manejo contribui fortemente na morbidade e mortalidade de bezerros (Quigley,
2004). Embora nenhum fator isoladamente possa ser considerado como Unico determinante sobre
a incidéncia de diarreia, os bezerros podem estar mais suscetiveis a apresentarem sinais clinicos
devido a manutencdo de praticas de manejo inadequadas, bem como precérias condicdes de
higiene alimentar e ambiental (Botteon et al., 2008).

Dentro dessa conjuntura, um estudo na Austria demonstrou que, independentemente do sistema
de producéo, fazendas com rebanhos maiores estdo mais associadas com a presenca de diarreia
nos bezerros, o que pode estar relacionado a maior densidade de animais por area, ao manejo de
colostro mais complexo e ao menor tempo gasto pelos funcionarios com cuidados com os bezerros
(Klein-Jobstl et al., 2014). No Brasil, um levantamento semelhante relatou que diarreia foi menos
frequente nas unidades de producdo familiar (18,3%), comparativamente aos sistemas pré-
empresarial (22,5%) e empresarial (19%). Esses achados possivelmente decorrem de um menor
nimero de animais nas propriedades familiares, assim como da maior aten¢do aos animais em
parte pelo tipo de méo de obra nesses sistemas (Botteon et al., 2008).

Botteon et al. (2008) também observaram que a ocorréncia de diarreia foi maior entre os bezerros
alimentados artificialmente (no balde) do que entre os animais que estavam em um sistema de
aleitamento natural. Nesse caso, as condi¢Ges de higiene e assepsia dos utensilios utilizados para
o fornecimento do colostro e leite eram questionaveis, o que pode ndo ter garantido o controle da
carga microbiana patogénica, elevando a suscetibilidade a diarreia.

Considerando os locais de paricdo, 0s casos de diarreia em bezerros foram mais frequentes em
fazendas nas quais os partos ocorreram em baias maternidade, o que se justificou nesse estudo,
pela falta de higienizacdo do local entre os partos e pelo uso comum dessa area para alocar
também animais doentes. Esse manejo pode gerar grande contaminagdo do ambiente por
patdgenos e consequentemente aumentar a pressdo de infeccéo sobre os bezerros que ali nascem
(Klein-Jobstl et al., 2014). Além disso, segundo Silva Janior et al. (2011), a permanéncia das
bezerras no piquete maternidade acima de 12h ap6s o nascimento aumentou o risco de infec¢do
por Cryptosporidium spp. (OR=5,79) e G. duodenalis (OR=4,13), em relacdo aos animais que
foram removidos deste local nas primeiras 12h de vida.

Em relacdo ao uso de estacOes de paricdo, sabe-se que a concentracdo de partos em um curto
periodo de tempo faz com que os agentes patogénicos também se concentrem no ambiente,
aumentando progressivamente por amplificagcdo nos primeiros bezerros que nascem. Isso aumenta
a pressdo infecciosa que, associada a outras condi¢Ges favoraveis, podem levar a prejuizos na
saude dos bezerros (Millemann, 2009). Bezerros expostos a baixas concentragdes de patdgenos
geralmente apresentam sinais clinicos discretos ou se tornam subclinicos, no entanto esses
bezerros podem excretar patégenos em grandes quantidades, causando consideravel
contaminacdo ambiental (Larson e Tyler, 2005). Consequentemente, entre as estratégias de
controle para a saude neonatal é vantajoso impedir o contato de bezerros jovens com 0s mais
velhos, que servem como reservatorios e amplificadores de agentes infecciosos.
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Segundo Curtis et al. (2016) o risco de diarreia em bezerros foi maior também para aqueles
animais criados em um sistema de instalacdo coletivo quando comparados a bezerros mantidos
em instalacBes individuais nas trés primeiras semanas de vida. Ademais, bezerras mantidas em
piquetes coletivos apresentam risco aproximadamente cinco vezes maior de se infectarem por
Cryptosporidium spp. em comparacdo aos animais criados em instalacGes individuais (Silva
Janior et al., 2011). Dessa forma, bezerros neonatos possuem mais chances de permanecer
saudaveis quando ndo expostos a bezerros mais velhos que eliminam altas concentracdes de
agentes infecciosos patogénicos (Larson e Tyler, 2005).

Contudo, Botteon et al. (2008) em um levantamento no Brasil, relataram que a higiene é mais
frequente em propriedades que utilizavam bezerreiros coletivos, pois a aglomeragéo de animais e
o tipo de piso do bezerreiro podem exigir maior frequéncia na higienizacdo pelo maior acimulo
de matéria organica. Porém apenas a higienizagdo mais frequente pode ndo garantir a maior
eficiéncia do sistema de criacdo ao reduzir o aporte de agentes infecciosos. 1sso porque os efeitos
do estresse e/ou competicdo entre 0s animais nas instalacdes coletivas pode comparativamente
minimizar os efeitos da higienizacao ocasional nos sistemas individuais.

A ingestdo ad libitum de substituto de leite pelos bezerros também foi levantada como um
potencial fator de risco para diarreia (Curtis et al., 2016). No entanto, segundo Carvalho et al.
(2014) o fornecimento de diferentes volumes de sucedaneo de leite parece ndo exercer influéncia
sobre a incidéncia e a etiologia da diarreia em neonatos. Logo, é mais provavel que nesse caso
tais observacBes se relacionem ao agrupamento de bezerros aumentando a contaminacdo
ambiental e facilitando a transmissao de agentes infecciosos pelo contato mais préximo (Curtis et
al., 2016).

Portanto, embora tenha importancia reconhecida, a questdo da manutencdo das condicGes
higiénicas das instalagdes, € uma medida frequentemente negligenciada, ndo sendo comum
observar quaisquer procedimentos operacionais padrGes para limpeza e desinfeccdo das
instalacOes de bezerros (Klein-Jobstl et al., 2014). Bartels et al. (2010) observaram que a limpeza
da &rea do alojamento dos bezerros foi um fator protetor contra infecgdes por coronavirus e
Gulliksen et al. (2009) observaram gque a remocao da cama nas baias individuais pelo menos uma
vez por semana reduziu o risco de diarreia. O levantamento de Botteon et al. (2008) também
mostrou que a diarreia de bezerros foi mais frequente em instalagfes limpas ocasionalmente do
gue naquelas que tinham limpeza mais frequente. Desse modo, fica enfatizada a importéncia de
bons procedimentos de higiene nas instalacbes de bezerros.

3.2. Fisiopatogenia da criptosporidiose em bezerros

3.2.1. Criptosporidiose bovina

A criptosporidiose em bovinos foi relatada pela primeira vez em 1971, quando varios estagios
enddgenos de desenvolvimento do parasito foram detectados em cortes histolégicos do intestino
delgado de uma bezerra de oito meses de idade com diarreia cronica. O animal apresentou perda
progressiva de peso durante vérias semanas, anorexia, fraqueza, ataxia, desidratacdo e fezes
escuras e aquosas. A estrutura da mucosa jejunal apesar de apresentar a espessura normal, possuia
vilosidades reduzidas e achatadas. Além disso, nas bordas em escova dos enterdcitos havia
numerosos organismos, com estruturas diversas, com morfologia compativel ao género
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Cryptosporidium descrito por Tyzzer em 1910, quando foi relatada a infecgdo por C. muris no
rato comum (Panciera et al., 1971).

Porém, a influéncia da infec¢do pelo protozoario para a satide do animal como patégeno primario
até entdo era incerta. Posteriormente, infecgbes naturais por Cryptosporidium foram
diagnosticadas em bezerros neonatos com diarreia, nos quais a presenca de outros
enteropatégenos, comumente associados ao quadro clinico, ndo foi detectada (Morin et al., 1976;
Pohlez et al., 1978). Entdo na década de 80, a inducdo experimental da criptosporidiose em
bezerros criados livres de patégenos especificos, comprovou a associacdo do protozoario com o
desenvolvimento de enterite e diarreia em animais infectados com oocistos provenientes de um
indculo livre de outros microrganismos (Tzipori et al., 1983; Heine et al.,1984). Dessa forma,
animais monoinfectados com Cryptosporidium eliminaram oocistos em suas fezes e
desenvolveram sinais de anorexia, emagrecimento progressivo, desidratacdo, depressao, fraqueza
e diarreia (Heine et al., 1984; Vargas Jr et al., 2014). A diarreia é arresponsiva a antibioticoterapia,
geralmente apresenta coloracdo amarelada com muco (Sanford e Josephson, 1982; Vargas Jr. et
al., 2014).

Na necropsia, 0s bezerros infectados podem apresentar macroscopicamente 0s vasos sanguineos
intestinais e mesentéricos congestos, distensdo intestinal, com presenca de gas e conteudo
esverdeado, além de aumento de tamanho dos linfonodos mesentéricos e dilatacdo dos vasos
linfaticos (Vargas Jr et al., 2014). A mucosa intestinal pode se apresentar edematosa, hiperémica,
com hemorragias petequiais e em alguns locais podem se observar lesdes erosivas (Kalkanov et
al., 2015).

De modo geral, na microscopia pode-se encontrar estadios de desenvolvimento do parasito em
associacdo com células epiteliais em toda a extensdo do intestino (Heine et al., 1984), porém a
infeccdo ocorre principalmente nas partes mais distais do intestino delgado levando a maiores
alteracfes na mucosa intestinal, particularmente na regido do ileo (Tzipori et al., 1983). Séo
observadas atrofia de vilosidades bem como degeneracdo e desorganizacdo do epitélio dessas,
além de hiperplasia das células das criptas (Heine et al., 1984) e variados graus de fusdo de vilos,
com infiltracdo de numerosos macrdfagos e neutrofilos. As lesdes se estendem a lamina prépria
com congestdo de vasos sanguineos das areas atingidas que podem conter grande quantidade de
infiltrados mononucleares com linfécitos, plasmocitos, moderada quantidade de eosinéfilos e
neutrofilos (Tzipori et al., 1983; Vargas Jr et al., 2014).

3.2.2. Especies relacionadas com infecgdes em bovinos

Atualmente sabe-se que no minimo quatro espécies do género Cryptosporidium estdo envolvidas
nas infecc¢des de bovinos: C. parvum, C. andersoni, C. bovis e C. ryanae (quadro 2). A semelhanga
morfoldgica entre os oocistos do género que infectam bovinos foi uma das maiores limitagdes de
muitos estudos previamente realizados sobre a associacdo da diarreia causada por
Cryptosporidium em bezerros, pois todos os oocistos de aproximadamente 5 pum de didmetro, até
recentemente, eram reconhecidos como C. parvum (Silverlas et al., 2010).
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Quadro 2: Espécies do género Cryptosporidium que infectam bovinos e suas caracteristicas de dimensdes
de oocistos e faixa etéria dos animais acometidos.

Espécie Dimens6es do oocisto Faixa etaria de excrecéo
C. andersoni 7,4 X5,5pum Bovinos jovens e adultos
C. bovis 4,89 x 4,63 pm Bezerros em idade de pds-desaleitamento
C. ryanae 3,73 x 3,16 pm Bezerros em idade de pds-desaleitamento
C. parvum 5,0x4,1um Bezerros com menos de 21 dias de idade

Cryptosporidium andersoni possui oocistos maiores (7,4 x 5,5 um) e ovalados e foi previamente
referido como C. muris-like (Anderson, 1987). Infecta o limen de glandulas abomasais de
bovinos jovens e adultos sem prejuizos evidentes na vida produtiva e salde dos animais
(Anderson, 1987; Lindsay et al., 2000).

Ja C. bovis infecta bezerros na faixa etaria entre dois e onze meses na fase de pds-desmame.
Geralmente estes ndo apresentam qualquer sinal de doenca. Cryptosporidium bovis apresenta
oocistos menores, (4,89 x 4,63 um) que os de C. andersoni, mas apresentam dimensGes
semelhantes em relacdo aos de C. parvum e sao morfologicamente indistinguiveis. No entanto,
analises filogenéticas confirmam a distingdo genética entre as duas espécies havendo inclusive
auséncia de imunidade cruzada (Fayer et al., 2005).

Cryptosporidium ryanae possui 0s menores oocistos relatados no género infectando mamiferos
(3,73 x 3,16 um). Morfologicamente sdo similares aos oocistos de C. parvum e C. bovis. Sua
infeccdo é mais frequentemente relatada nos bezerros em idade de pés-desaleitamento sem
manifestar quaisquer sinais de doenca (Fayer et al., 2008). Com rela¢do a C. parvum, esse
protozoario é encontrado parasitando principalmente o intestino delgado de bezerros com menos
de 21 dias de idade e pode causar diarreia aquosa e profusa (Upton e Current, 1985). Corresponde
a 85% das infecgOes por Cryptosporidium em bezerros na fase de pré-desmama, mas apenas 1%
das infeccBes em bezerros pos-desmame (Santin et al., 2004). Além disso, C. parvum constitui a
Unica espécie/gendtipo zoondtica, encontrada em bovinos.

3.2.3. Ciclo de vida

Em surtos de diarreia quando C. parvum é o patégeno dominante a manifestagdo da doenca
depende de varios fatores tais como, a patogenicidade do isolado, a susceptibilidade do
hospedeiro, a idade a primeira infeccdo e o nivel de contaminacdo ambiental, que determina a
ingestdo de oocistos infectantes (Angus, 1990). Os oocistos esporulados (forma infectante) sdo
excretados do corpo de um hospedeiro infectado atraves das fezes (Ryan e Hijjawi, 2015). No
pico da diarreia podem ser excretados oocistos na ordem de 106 a 107 por grama de fezes (Angus,
1990).

Os animais sadios se infectam através da ingestdo de oocistos presentes no ambiente ou
contaminantes de agua e alimentos (Tzipori e Ward, 2002). Acredita-se que a maioria dos
neonatos adquiram a infec¢do logo apds o nascimento, principalmente devido ao grande nimero
de oocistos eliminados pelas vacas no periodo periparto (Faubert e Litvinsky, 2000).

Cryptosporidium tem um ciclo de vida monoxeno, passando por varios estagios de
desenvolvimento e envolvendo ciclos sexuados e assexuados (Ryan e Hijjawi, 2015) que se
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completam em bezerros por volta de dois a sete dias (Fayer et al., 1986; Tzipori e Ward, 2002)
(Figura 1).

11 ObasEEds 2. Esporozoito

3. Trofozoito Meronte tipo|
parede espessa §

1. Oocisto
~ > ﬂ

= nasfezes

" Oocistos de
paredefina

Merozoito)

= .
% Gamonte ( §
7 ‘\indiferenciado %
) 7 f /

Microgamonte

Microgametas

& .

Meronte tipo Il

IMerozoitos
3 &) Ciclo sexual

8

Z|E°t° \ @‘

Figura 1: Ciclo de vida de Cryptosporidium (adaptado de Thomson, 2016). 1. Oocistos ingeridos liberam
0s esporozoitos no intestino; 2. esporozoitos infectam a porgdo apical dos enterécitos; 3. formacdo do
vaclolo parasitéforo e desenvolvimento do trofozoito; 4. formagdo do meronte tipo I; 5. liberacdo do
merozoitos pelo meronte tipo I; 6. formagdo do meronte tipo 11 e liberagdo dos merozoitos que desenvolvem
em gamontes; 7. microgamontes liberam microgametas; 8. macrogamonte é fecundado por microgametas;
9. formacdo do zigoto apés a fecundacéo; 10. formagéo dos oocistos de parede fina que rompem ainda no
hospedeiro e leva a autoinfeccdo; 11. oocistos de parede espessa sdo eliminados nas fezes.

Uma vez ingeridos, os oocistos liberam esporozoitos no intestino, onde as infeccbes sdo
predominantemente localizadas no jejuno e ileo (1) (Ryan, e Hijjawi, 2015). Os esporozoitos sao
liberados e infectam a por¢éo apical dos enterocitos (2) (Tzipori e Ward, 2002). Apés a invasdo
celular pelo esporozoito ocorre a formacéo de um vacuolo parasitéforo ao redor do parasito e 0
desenvolvimento intracelular do estagio de trofozoito (3). Esse parasito apresenta uma localizagédo
intracelular peculiar, pois se mantém dentro da membrana plasmatica da célula hospedeira, porém
fora do citoplasma (Leitch e He, 2012). Os trofozoitos sofrem proliferagdo assexuada para
produzir dois tipos diferentes de merontes (4). Merozoitos liberados de merontes do tipo | (5)
entram em outras células epiteliais intestinais e desenvolvem-se em merontes do tipo Il (6) ou
completam outro ciclo de merontes do tipo I. Os merozoitos provenientes dos merontes tipo Il,
multiplicam-se para produzir microgamontes (7) e macrogamontes (8). Os microgametas
fertilizam os macrogametas produzindo zigotos (9), que amadurecem em oocistos (Ryan, e
Hijjawi, 2015). Através de uma meiose forma-se entdo quatro esporozoitos em cada oocisto. O
produto final do ciclo é a producdo de oocistos totalmente esporulados e infectantes, sendo 20%
deles de parede fina (10), os quais excistam dentro do mesmo hospedeiro resultando na
autoinfecgdo. Os demais oocistos produzidos (80%) possuem parede espessa (11) e sdo excretados
no ambiente com as fezes (Leitch e He, 2012).

3.2.4. Patogenicidade e viruléncia

Como fatores de viruléncia de Cryptosporidium devem ser considerados 0s componentes que
permitem que o parasito inicie e mantenha a doencga no hospedeiro, podendo afetar o hospedeiro
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em qualquer momento durante o seu ciclo de vida (Fayer et al., 2009). A identificacdo desses
fatores de viruléncia de Cryptosporidium é um trabalho complexo devido as dificuldades
reconhecidas de manutenc¢do do parasito em cultura in vitro bem como a sua manipulacdo genética
(Bouzid et al., 2013).

Dessa forma, os supostos fatores de viruléncia para Cryptosporidium consistem em alguns genes
envolvidos em processos tais como excistagdo, motilidade por deslizamento, adesdo a células
hospedeiras, invasdo, manutencao intracelular e danos as células hospedeiras (Fayer et al., 2009;
Bouzid et al., 2013). A identificacdo das moléculas que participam dessas etapas do processo de
infeccdo pelo Cryptosporidium é citada na figura 2.

As proteases podem ter fungfes importantes no ciclo de vida de um parasito. A identificacdo de
proteases funcionais em esporozoitos durante a excistacdo e o impedimento da infecgdo na
presenca de inibidores de protease sugeriu que as proteases como a protease cisteina, a protease
serina e a aminopeptidase sdo importantes nos estagios iniciais da infec¢do por Cryptosporidium
como no processo de excistacdo (Okhuysen e Chappell, 2002; Bouzid et al., 2013).
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Figura 2: Fatores de viruléncia de Cryptosporidium descritos até a data e sua contribuicdo para o ciclo de
vida do parasito (Adaptados da revisdo de Bouzid et al., 2013).

As interacOes iniciais hospedeiro-parasito sdo processos complexos que envolvem mdaltiplas
moléculas de ligacdo do parasito aos receptores do hospedeiro. Essas interagdes foram melhor
estudadas em outros apicomplexos como Toxoplasma, Plasmodium e Eimeria. Os estagios
invasivos de apicomplexos possuem organelas secretoras especializadas (roptrias, micronemas e
granulos densos) coletivamente conhecidos como complexo apical. Durante as interagdes iniciais
hospedeiro-parasito, estas organelas secretam e exocitam proteinas, que facilitam a aderéncia, a
invasdo e a formacédo de vactolos parasitoéforos (Tzipori e Ward, 2002).
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Um passo inicial critico no estabelecimento da infeccdo é a ligacdo do parasito as células
hospedeiras. Duas classes de proteinas, nomeadas glicoproteinas semelhantes a mucina e
proteinas adesivas relacionadas com a trombospondina, foram caracterizadas como mediadoras
de adesdo (Bouzid et al., 2013). Porém a contribuicdo relativa de cada molécula para a etapa de
adesdo permanece indeterminada. E provavel que o uso de um grande nimero de moléculas
adesivas, aparentemente redundantes, maximize a capacidade do parasito se ligar em varios
potenciais hospedeiros de diferentes espécies. Por outro lado, também é possivel que diferencas
quantitativas ou qualitativas nessas glicoproteinas possam conferir seletividade para adesdo a um
determinado hospedeiro (Okhuysen e Chappell, 2002).

Vérias moléculas relacionadas ao parasito podem causar danos diretos nos tecidos, como
fosfolipases, proteases e hemolisinas, no entanto 0os mecanismos que causam danos celulares
durante a infecgdo pelo Cryptosporidium permanecem desconhecidos (Okhuysen e Chappell,
2002).

Foi observado que C. parvum pode expressar a helomisina H4 que é semelhante a sequéncia da
hemolisina de E. coli enterohemorragica O157: H7 (Steele et al., 1995). A funcdo dessa
hemolisina H4 é desconhecida, mas sua capacidade de romper membranas celulares sugere uma
fungdo na invasdo celular e/ou a ruptura das membranas vacuolares para a evasao dos merozoitos
dos vacuolos parasitéforos (Okhuysen e Chappell, 2002).

Outras proteinas interessantes para 0 Cryptosporidium sdo as CpABC (C. parvum ATP binding
cassette) e as HSPs (Heat Shock Proteins). A CpABC se localiza na proximidade da organela de
alimentacdo do vacuolo parasit6foro e pode estar associada a obtengdo dos requisitos nutricionais
para o parasito. Por outro lado, as HSPs sdo proteinas que funcionam como chaperonas
intracelulares para outras proteinas e desempenham um papel importante nas interagdes entre
proteinas, facilitando o transporte, o dobramento, a montagem, a biossintese e secre¢cdo de
proteinas recém-formadas (Okhuysen e Chappell, 2002).

3.2.5. Patogénese da diarreia

A diarreia é o sinal clinico que se sobressai na criptosporidiose em mamiferos, mas 0 mecanismo
especifico pelo qual C. parvum induz diarreia ndo estad totalmente elucidado (Okhuysen e
Chappell, 2002). A fisiopatologia da diarreia associada a esse parasito é complexa e parece ser
primariamente uma consequéncia da intensa atrofia de vilosidades, que diminui absorcéo
intestinal e da alteragdo no transporte de eletrolitos, que ocorre devido a liberacdo de mediadores
inflamatdrios (Gookin et al., 2002). Dessa forma, associagdo entre absorcdo prejudicada e o
aumento da secrecdo pode contribuir para o transito intestinal acelerado na criptosporidiose
(Certad et al., 2017).

A atrofia das vilosidades observada na criptosporidiose é causada pela perda de enterdcitos, com
consequente retracdo da vilosidade para manter uma barreira epitelial (Foster e Smith, 2009).
Como a infeccdo pelo Cryptosporidium induz grave atrofia (Heine et al., 1984), parte da perda de
fluidos na infeccdo é considerada uma consequéncia direta da atrofia vilosa associada & ma
absorcdo de eletrdlitos e nutrientes, uma vez que, 0s processos de absorcao sdo realizados apenas
pelos enterdcitos maduros do topo das vilosidades (Gookin et al., 2002).
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Nos casos de criptosporidiose a hiperplasia das criptas intestinais ocorre em funcdo da
substituicdo das células epiteliais perdidas na vilosidade, no entanto, em infec¢des mais graves,
pode ocorrer o rompimento da barreira epitelial (Foster e Smith, 2009). SupGe-se também que
outros fatores, como o aumento da permeabilidade da mucosa, possam contribuir para a absorcao
ineficaz de eletrélitos e nutrientes (Gookin et al., 2002). Além disso, acredita-se que varias
moléculas como fosfolipases, proteases e hemolisinas podem causar danos celulares, aumentar a
secre¢do de fluidos das criptas e conduzir a diarreia por secrecdo ativa e ma absor¢do (Certad et
al., 2017).

Apesar de ser bem reconhecida como uma consequéncia da infecgdo por C. parvum, 0 mecanismo
da perda celular ainda ndo é bem esclarecido. Existem duas explicagbes potenciais para a perda
das células epiteliais nessas infec¢@es. O primeiro € um efeito citotoxico direto do organismo no
epitélio intestinal, mas essa teoria ndo é bem aceita na literatura. O segundo e mais provavel
mecanismo para a perda celular é a apoptose (Foster e Smith, 2009).

Embora a apoptose possa levar a morte do enterécito infectado, ha evidéncias de que o
Cryptosporidium pode controlar a tentativa do hospedeiro de erradicar a infec¢do (Gookin et al.,
2002). Os resultados de McColeet al. (2000) trabalhando com infecg¢des por C. parvum em
cultivos in vitro de células epiteliais de intestino humano sugerem que o parasito desenvolveu
estratégias para limitar a apoptose, a fim de facilitar o seu crescimento e matura¢do no periodo
inicial apos a infeccdo das células epiteliais. Possivelmente a apoptose induzida por C. parvum
esta relacionada a ativacdo do NF-kB (fator nuclear kappa B), pois quando a ativagdo do fator foi
blogueada, a capacidade de inducdo de apoptose pelo C. parvum foi aumentada e uma fragdo
significativamente maior de células infectadas sofreu apoptose (McCole et al., 2000).

Dessa forma, C. parvum previne a indugdo de altos niveis de apoptose das células epiteliais logo
apo6s a infeccdo, quando o parasito depende da célula hospedeira para crescimento e
desenvolvimento (McCole et al., 2000). Porém, aparentemente ativacdo de NF-kB ocorre apenas
em células diretamente infectadas por C. parvum e esta pode ser responsavel por uma maior
resisténcia a apoptose. A infecgéo in vitro por C. parvum em células de epitélio biliar humano
ativou a via NF-kB/IkB em células diretamente infectadas, mas ndo em células adjacentes (ndo
infectadas), o que sugere que sua inducdo de apoptose pode ser limitada as células circundantes
ndo infectadas (Chen et al., 2001).

Além disso, tal efeito apopt6tico nas infeccdes por C. parvum pode variar dependendo do estagio
de desenvolvimento do parasito, isso se baseia em observacfes que mostraram que na fase de
trofozoito a infeccdo foi capaz de inibir a apoptose na linhagem celular de adenocarcinoma
ileocecal humano (HCT-8), porém nas fases de esporozoito e merozoito ocorreu a apoptose das
células. Isso sugere que este parasito é capaz de interagir e regular a expressao do gene da célula
hospedeira (Mele et al., 2004).

No entanto, a perda de células epiteliais, a atrofia de vilosidades e a ma absorcdo ndo podem
explicar todas as perdas de fluidos observadas em infecgdes por C. parvum (Foster e Smith, 2009).
A interacdo entre Cryptosporidium e a superficie apical das células epiteliais do intestino resulta
na ativacdo localizada de cascatas de sinalizacdo (Certad et al., 2017), que culminam na secrecdo
de prostaglandina (PGE>) pelos préprios enterdcitos e leva a ativagdo de macréfagos na lamina
prépria. Por conseguinte, células do mesénquima sdo induzidas a secretar a prostaglandina E»
(PGE) e a prostaciclina 1, (PGl,). A PGI; estimula o sistema nervoso entérico a secretar
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acetilcolina (Ach) e polipeptideo intestinal vasoativo (VIP). A secrecdo de acetilcolina, VIP e
PGE: leva ao aumento na concentragdo de calcio intracelular e CAMP, o qual ativa a secre¢do de
anions (Cl e HCOg) e inibe absorcéo de sodio e cloreto (Argenzio et al, 1996; Gookin et al.,
2002; Foster e Smith, 2009).

Além disso, foi demonstrado que a ativacdo in vitro do NF-kB pela infec¢do por C. parvum
resultou em secrecdo de IL-8 que presumivelmente contribuiu para a reacdo inflamatoria causada
por este patdgeno (Chen et al., 2001). O NF-kB é responsavel por regular a ativa¢do de uma ampla
variedade de genes que regulam as respostas imunes e inflamatérias em células epiteliais (Glezer
etal., 2000). Assim, a inflamac&o intestinal aguda durante a criptosporidiose parece ser dominada
pela secrecdo de citocinas inflamatorias mediadas por NF-kB. Ap6s a infeccdo, as células
epiteliais liberam citocinas pré-inflamatérias (IL-1B, IL-8, TNFa, IFN,) e quimiocinas (C-X-C e
fractalkina) no local da infecgdo, o que, por sua vez, pode contribuir para o aumento da
permeabilidade do epitélio, comprometimento da absor¢do intestinal e aumento da secrecéo (Di
Genova e Tonelli, 2016; Certad et al., 2017).

Na patogénese da infec¢do por C. parvum ocorre um influxo de neutréfilos para lamina propria,
0 que aparentemente promove efeitos mais benéficos ao intestino do que patolégicos. A deplecédo
de neutrofilos em leitbes infectados com C. parvum ndo teve efeitos sobre a gravidade clinica da
diarreia. Logo, sugere-se que os mediadores derivados ou estimulados pelos neutrofilos ndo
desempenham um papel significativo na patogénese da diarreia (Zadrozny et al., 2006).

3.2.6. AssociagOes com outros enteropatogenos

Pouco se sabe sobre a interacdo entre microbiota intestinal e protozoarios entéricos, no entanto
Ras et al. (2015) observaram que a microbiota intestinal nativa de camundongos
experimentalmente imunossuprimidos sofreu perturbac@es pela infeccdo por C. parvum. Esses
autores acreditam que a criptosporidiose afete a microbiota indiretamente através do dano causado
a integridade do epitélio intestinal e ndo pela interacdo do parasito com a populacdo bacteriana.

Em infec¢bes naturais, o dano intestinal devido & diarreia com excregdo de oocistos de
Cryptosporidium nas fezes é frequentemente atribuido a acdo oportunista do parasito agindo em
conjunto com outros enteropatégenos primarios (Radostits et al. 2007). No entanto, em uma
avaliagdo longitudinal durante o periodo de paténcia da diarreia dos principais enteropatdgenos
de bezerros observou-se que a associacao entre eles ocorreu desde o primeiro dia de diarreia
(Carvalho et al., 2014). Dessa forma, a coinfeccdo de Cryptosporidium com outros
enteropatdgenos tem sido um achado comum (Sanford e Josephson, 1982; Reif et al., 1989;
Gulliksen et al., 2009; Carvalho et al., 2014; Matsuura et al., 2017) e pode resultar no
desenvolvimento e/ou aumento da gravidade dos sinais clinicos (Morin et al., 1980; Gulliksen et
al., 2009).

Sanford e Josephson (1982) encontraram E. coli enterotoxigénica e coronavirus associados ao
protozoario em fezes de bezerros com diarreia, enquanto Reif et al. (1989) observaram a
coinfeccdo de Cryptosporidium spp. com E. coli, Campylobacter spp., coronavirus e rotavirus
bovino. Um outro tipo de infeccdo mista também relatada como causa de mortalidade em bezerros
neonatos na auséncia de outros agentes infecciosos, ocorreu entre C. parvum e 0 genotipo E de
Giardia intestinalis (Matsuura et al., 2017). Porém, a associacao entre o Cryptosporidium spp. e
rotavirus bovino em bezerros diarreicos parece ocorrer com mais frequéncia na maioria das
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observagdes (Garcia et al., 2000; Gulliksen et al., 2009). No entanto ha pesquisas que contradizem
essa informacgdo. Carvalho et al. (2014) observaram que a combinagdo mais comum de
enteropatogenos foi entre Cryptosporidium spp. e bactérias (Salmonella spp. e patotipos de E.
coli), assim como Oliveira Filho et al. (2007) verificaram em seu trabalho com bezerros de corte
que a associacdo mais frequente foi entre Cryptosporidium spp. e E. coli. Contudo,
independentemente de quais o0s patdgenos envolvidos na diarreia, infec¢bes simultdneas podem
constituir um dos fatores que determinam um quadro clinico ou subclinico (Reynolds et al., 1986),
dado que infecgBes mistas por patdgenos intestinais sdo mais observadas em bezerros diarreicos
gue em animais saudaveis (Morin et al., 1980; Reynolds et al., 1986).

3.3. Mecanismos de acao e aplicacdo dos alcaloides isoquinolinicos
3.3.1. Alcaloides

Os alcaloides constituem um vasto grupo de substancias no qual sdo conhecidas mais de 16.000
estruturas moleculares (Memelink et al., 2001). Séo definidos como moléculas organicas
sintetizadas principalmente a partir de aminoacidos (&cido aspartico, ornitina, lisina, fenilalanina,
tirosina, triptofano e histidina). De forma geral, esse grupo de substancias possui carater alcalino
e sdo insolGveis ou pouco soluveis em &gua, no entanto seus sais sdo hidrossollveis. Em sua
constituicdo quimica, os alcaloides possuem um atomo de nitrogénio em um anel heterociclico,
que define a fungdo quimica amina na molécula. A presenca do grupamento amina confere as
propriedades quimicas particulares dos alcaloides, além de possibilitar a formacdo de sais pela
combinagdo com acidos minerais (Haraguchi e Gérniak, 2008).

Embora possam ser encontrados em varios seres vivos a ocorréncia maior de alcaloides é
verificada em plantas superiores, as angiospermas (Henriques et al., 2010). Na composicao das
plantas, essas moléculas sdo apenas um exemplo da gama de compostos conhecidos como
metabdlitos secundarios. Anteriormente eram considerados como subprodutos ndo essenciais do
metabolismo primario vegetal, no entanto, atualmente tornou-se mais claro que podem
desempenhar fungdes chaves para uma planta, como a defesa contra patdgenos e herbivoros
(Memelink et al., 2001).

O grupo quimico dos alcaloides representa para a humanidade grandes impactos na economia, na
medicina e nos setores sociais e politicos devido as suas atividades bioldgicas, sejam elas
terapéuticas ou toxicoldgicas, se tornando alvos de pesquisas (Memelink et al., 2001; Henriques
et al., 2010; Croaker et al., 2016). O amplo espectro de a¢des relatadas para esses metabdlitos se
deve a variedade estrutural observada, assim como também estd relacionado as estruturas
quimicas basicas que derivam. Isto permitiu distribuir os alcaloides em diversas classes das quais
as mais conhecidas sdo os piperidinicos, piridinicos, pirrolizidinicos, indolicos, indolizidinicos,
tropénicos, esteroidais, aminicos e isoquinolinicos (Haraguchi e Gérniak, 2008).

Os alcaloides isoquinolinicos sdo derivados dos aminoacidos fenilalanina ou tirosina e

apresentam estrutura complexa. Entre as substdncias dessa secdo sdo listadas moléculas
importantes como a morfina e a tubocurarina (Haraguchi e Gérniak, 2008).
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3.3.2. Utilizacdo do extrato vegetal padronizado de Macleaya cordata (Sangrovit®) como
aditivo alimentar

A Unido Europeia em 2006 ratificou uma proibicao condenando a utilizagéo de antibiéticos como
promotores de crescimento animal, devido ao aumento da resisténcia dos patdgenos aos
antibidticos (European Union, 2005). A tendéncia € que esta proibicdo afete o resto do mundo e
a partir de entdo, com o objetivo de manter a producdo animal sustentavel, manifestou-se um
maior interesse por suplementos alimentares fitogénicos que diminuissem os niveis de patégenos
gastrointestinais, permitindo redistribuir os recursos de defesa imunoldgica para o crescimento
(Lee et al., 2015; Croaker et al., 2016).

E amplamente aceito que doses subterapéuticas de antimicrobianos sdo benéficas em sistemas
intensivos de produgdo animal (Bischoff et al., 2005). No entanto, os efeitos esperados dos
antimicrobianos em animais podem também estar relacionados com agdo anti-inflamatoria
(Niewold, 2007). Apesar de muitos aditivos comercialmente disponiveis com base em extratos
naturais ndo terem uma definicdo precisa dos mecanismos de acdo para serem fornecidos nos
alimentos para animais, varios estudos avaliando a suplementagdo com o extrato vegetal
padronizado de M. cordata, conhecido pelo nome comercial Sangrovit® nas dietas indicam
beneficios (Viera et al.,2008; Pickler et al., 2013; Khadem et al., 2014; Lee et al., 2015; Bavarsadi
etal., 2016; Abudabos et al., 2016).

O Sangrovit® é um composto completamente natural constituido de materiais derivados de plantas
(www.phytobiotics.com). Para a sua producdo pode-se utilizar ervas ou rizomas das plantas
Sanguinaria canadensis, Chelidonium majus ou Macleaya cordata (Vienna et al., 2007). Essas
plantas sdo utilizadas ha séculos na medicina tradicional e atualmente seus compostos ativos sdo
utilizados na medicina veterinaria e humana, em produtos para higiene oral, enxaguantes e gomas
de mascar (Vienna et al., 2007; Croaker at al., 2016). Os extratos dessas plantas contém alcaloides
isoquinolinicos em concentragdes biologicamente relevantes. Estes incluem uma fracdo de
alcaloides quaternarios benzo [c] fenantridina (QBAs) como a sanguinarina, a queleritrina e uma
fracdo de alcaloides de protopina (PA) (Croaker et al., 2016). Tanto a sanguinarina quanto a
queleritrina sdo responsaveis pelos efeitos farmacoldgicos observados com uso do produto e sdo
0s principais componentes ativos do extrato vegetal padronizado de M. cordata que em via de
regra constitui uma mistura homogénea padronizada para 1,5% de sanguinarina (Stiborova et al.,
2008; Zdarilova et al., 2008; Kantas et al., 2015).

As substancias ativas contidas no extrato vegetal padronizado de M. cordata usadas como aditivos
alimentares sdo protegidas por patentes internacionais detidas pela empresa alema Phytobiotics
Futterzusatzstoffe GmbH. O produto é recomendado para a criacdo de suinos, frangos e gado de
corte, no entanto efeitos positivos também foram demonstrados em coelhos, ovelhas, cavalos e
peixes (www.phytobiotics.com).

O teor dos alcaloides de uma amostra do extrato vegetal padronizado de M. cordata analisada por
HPLC demonstrou que a sua composic¢éo de alcaloides em (g/kg) foi: sanguinarina (13,51 + 0,25),
queleritrina (6,90 =+ 0,09), a-allocriptopina (20,26+1,96), protopina (4,30+0,54),
homogquelidonina (1,63 0,13), diidrosanguinarina (0,25+0,01) e tracos de oxisanguinarina,
oxiqueleritrina e diidroqueleritrina. Picos adicionais foram detectados nas condigdes
experimentais, mas sem identificacdo (Stiborova et al., 2008; Zdarilova et al., 2008).
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A dose do extrato vegetal padronizado de M. cordata recomendada pelos fabricantes para animais
de producdo é de 20 -100 mg/Kg de alimento. Com o objetivo de avaliar a seguranca da
administracdo do extrato como aditivo alimentar aos animais foi realizado um teste em ratos
Winstar alimentados com o aditivo em diferentes doses durante 90 dias. As dosagens de 100 ou
7000 mg/Kg de dieta foram bem toleradas nos roedores ndo havendo evidéncias de toxicidade
sistémica (Zdarilova et al., 2008).

A seguranca do uso de QBAs como aditivos na alimentacdo de suinos em varios paises da Unido
Europeia também gerou preocupacdo e incentivou a realizacdo de um experimento no qual
durante 90 dias suinos foram alimentados com quantidades controladas de alcaloides
(sanguinarina e queleritrina). Os animais foram avaliados quanto ao seu estado de salde,
alteracBes bioquimicas e histologicas e a distribuicdo dos alcaloides em vérios tecidos,
particularmente nos musculos. Ao final do periodo, os parametros avaliados se mantiveram dentro
do padrdo de normalidade e os animais se apresentaram saudaveis comprovando que por via oral,
doses diérias de alcaloides de 2 e 100 mg/kg de alimento s&o seguras (Kosina et al., 2004).

A adicdo do produto fitogénico ao alimento de suinos na fase de acabamento por 28 dias, na
concentracdo de 100 mg/kg de dieta, ndo resultou em residuos detectaveis de sanguinarina ou
queleritrina em todos os tecidos e 6rgaos analisados (figado, rim, mdsculo, pele com gordura e
tecido adiposo). Portanto, segundo Zhao et al. (2017) ndo deve haver preocupagdo com a
seguranca de exposicdo da sanguinarina ou queleritrina para as pessoas que consomem 0S
produtos de carne suina e derivados .

A possibilidade de um efeito genotoxico do extrato fitogénico também foi descartada ap6s um
ensaio experimental no qual o extrato vegetal padronizado de M. cordata foi administrado como
uma mistura dietética a ratos em concentracdes 100, 7000 ou 14000 mg/kg de alimento durante
90 dias. As doses do extrato utilizadas nesse trabalho foram superiores as recomendages e
mesmo assim esses dados in vivo mostraram que o produto adicionado no alimento ndo induziu
danos ao DNA de linfécitos ou hepatécitos e nenhuma modificacdo no DNA hepatico (adutos de
DNA) foi encontrada (Stiborova et al., 2008).

Além disso, em suinos a administracéo oral de Sangrovit® demonstrou que os alcaloides sdo
pouco absorvidos, sendo a maior parte excretada sem metaboliza¢do nas fezes (Kosina et al.,
2004; Tschirner, 2004 citado por Vienna et al., 2007). Logo, os beneficios da adicdo de
Sangrovit® a dieta sdo principalmente locais no intestino e estdo relacionados com a secrecéo
enzimatica no intestino, onde produz efeitos bacteriostaticos, mucoliticos e anti-inflamatorios,
inibe as enzimas degradadoras dos amino&cidos e aumenta a disponibilidade de lisina e triptofano
(Lindermayer, 2005 citado por Vienna et al., 2007).

3.3.3. Mecanismos de a¢do dos alcaloides isoquinolinicos

3.3.3.1. Atividade antimicrobiana

A descoberta dos alcaloides naturais com acdo antibacteriana data da década de 1940, porém
muitas dessas pesquisas iniciais ndo chegaram a determinar as concentragdes inibitorias minimas
(MICs). Posteriormente, analises mais detalhadas identificaram varios alcaloides como potentes
antibacterianos (MICs < 10 pg/mL) e entre esses estdo alguns alcaloides isoquinolinicos como a
queleritrina e a sanguinarina (Cushnie et al., 2014). Porém, acredita-se que os alcaloides benzo-
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c-fenantridinicos (QBAS) e protopinicos de S. canadensis possuem acdo antimicrobiana
significativa apenas quando combinados e ndo individualmente (Croaker et al., 2016). O efeito
de tais substancias pode ser sinérgico, uma vez que, foi observado que o extrato metandélico de
rizomas de S. canadensis tinha um MICso contra Helicobacter pylori de 12,5 pg/mL enquanto
que os alcaloides individuais foram menos potentes com valores de MICsp de 50 pg/mL para
sanguinarina e 100 pg/mL para queleritrina e protopina (Mahady et al., 2003).

Com relagdo a sanguinarina, dois mecanismos sdo propostos para explicar sua atividade
antibacteriana, a perturbacdo da dindmica da citocinese bacteriana (Beuria et al., 2005) e o
comprometimento da membrana citoplasmatica microbiana (Obiang-Obounou et al., 2011b).

Quanto a acdo sobre a citocinese, sugere-se que os alcaloides agem impedindo a formacéao do anel
Z que é uma estrutura necessaria para a divisdo da célula procariotica. Para tanto, evidéncias de
suporte incluem demonstragdes de que sanguinarina e a berberina podem se ligar a proteina FtsZ
que € a primeira proteina a se posicionar para formacgdo do anel Z. Entdo inibem a atividade de
FtsZGTPase, bem como a formagéo do anel Z, além de induzir o alongamento celular, sem afetar
a replicacdo do DNA, segregacédo nucleoide ou a estrutura da membrana e sem induzir a resposta
SOS para reparo do DNA (Beuria et al., 2005; Cushnie et al., 2014).

Verificou-se também que a sanguinarina pode induzir a liberacdo de enzimas autoliticas para a
parede celular ligadas a membrana que comprometem a membrana citoplasmatica bacteriana,
resultando numa atividade bactericida (Obiang-Obounou et al., 2011b; Croaker et al., 2016).
Além disso, testes in vitro utilizando a associa¢éo de sanguinarina com antibioticos B-lactamicos
e fluorguinolonas sugeriram que todas as combinacdes exibiram sinergia, sinergia parcial ou
aditividade. Isso demonstrou o potencial da sanguinarina em restaurar a eficacia de antibidticos
contra o Staphylococcus aureus resistente a meticilina (Obiang-Obounou et al., 2011a).

3.3.3.2. Atividade anti-inflamatoria e imunomoduladora

A sanguinarina e queleritrina sdo substancias biologicamente ativas utilizadas na medicina
popular através das plantas para o tratamento de diversas doengas e na odontologia para o combate
de placas dentarias e doencas periodontais de caracter inflamat6rio, mas os mecanismos
moleculares da atividade anti-inflamatéria desses alcaloides ainda ndo sdo conhecidos em
detalhes (Dvorak et al., 2006; Pencikova et al., 2012). No entanto, os QBAs, sanguinarina e
queleritrina, atuam pelo menos parcialmente atraves das vias GR (receptor de glicocorticdide) e
NF-kB (fator nuclear Kappa B) (Dvorak et al., 2006).

O fator nuclear kB (NF-xB) ¢ um fator de transcri¢@o pleiotropico e sua ativacdo pode resultar
em acOes diversas como a produgdo de fatores pré-inflamatérios, enzimas de defesa e até
regulacdo da replicacdo viral. Esse fator consiste em um heterodimero que se mantém
normalmente em estado inativo no citoplasma das células devido a ligacdo com I-xB, uma
proteina inibitdria. Essa ligacdo impede a translocagdo do NF-kB para o nucleo. Assim, a
fosforilacdo e a degradacdo do I-kB desencadeia a translocagdo do NF-kB para o nticleo € a
ligacdo deste a uma sequéncia de bases do gene alvo. Essa condicdo estimula a expressdo de
varios produtos génicos tais como citocinas, receptores, proteinas do Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC) e de adesdo celular e outros envolvidos nos processos de
inflamacdo, choque séptico, aterosclerose, proliferacdo celular e replicacdo viral (Glezer et al.,
2000).
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As acles fisioldgicas e farmacoldgicas dos glicocorticoides sdo mediadas pelo receptor de
glicocorticoides (GR), um membro da superfamilia de receptores nucleares de fatores de
transcricdo ligacdo-dependente. No processo de ativacdo do receptor de glicocorticdide que se
encontra em estado inativo no citoplasma das células, o ligante glicocortic6ide liga-se ao receptor
e as proteinas chaperonas sdo dissociadas do complexo e GR transloca-se para o nlcleo onde na
forma homodimérica GR / GR liga as suas sequéncias de DNA ativando um processo
transcricional para promover o controle da inflamag&o (Oakley e Cidlowski, 2013).

Um estudo in vitro utilizando células HeLa (Human Negroid cervix epitheloid carcinoma cells)
demonstrou o efeito da sanguinarina e da queleritrina sobre 0 GR e 0 NF-kB, dois importantes
agentes com acao anti-inflamatéria e pro-inflamatoria respectivamente. O tratamento das células
HelLa, com ambos os alcaloides, induziu a translocagdo nuclear da subunidade p65 de NF-xB e
de GR, com concomitante diminuicdo citosolica. No entanto, as analises sobre a atividade de
transcricdo de GR e NF-kB mostraram que nenhum dos compostos testados tinha a capacidade
de desencadear a acgdo transcricional de GR e/ou NF-«xB. Isso evidencia que os tais principios
ativos podem ter numerosos alvos dentro da célula e seu efeito final é o resultado das interag6es
com alvos individuais (Dvorak et al., 2006).

Em destaque, a sanguinarina pode potencialmente ser utilizada para tratar varias doencas de
carater inflamatdrio, pois demonstrou possuir propriedades anti-inflamatorias quando testada em
modelos de inflamagdo cronica e aguda, in vivo e in vitro (Niu et al., 2012).

Varios tipos de estimulos inflamatorios e de estresse podem ativar o NF-kB incluindo substancias
como lipopolissacarideos, fator de necrose tumoral (TNF), interleucina 1 (IL-1), ceramida,
peréxido de hidrogénio, luz ultravioleta, acetato de miristato de forbol e &cido okadaico. Nesse
contexto a sanguinarina se mostrou um potente inibidor da ativagdo de NF-kB. Esse alcaloide foi
capaz de bloquear a fosforilacdo e degradacdo do I-kB induzida por TNF, IL-1, Ester de forbol e
acido okadaico sem produzir o mesmo efeito em indugdes promovidas pelo peroxido de
hidrogénio e a ceramida, evidenciando a existéncia de diferentes vias de ativacdo do NF-kB
(Figura 3) (Chaturvedi et al., 1997).

Acetato de

Acido miristatode TNF  IL-1 Ceramida H202
Okadaico forbol

'

Fosforilagdo e
ubiquitinagdo do I-kBa

v

Degradagdo do I-kBa
v
Ativagdo do NF-kB
Figura 3: Local de agdo da sanguinarina na via que conduz a ativacdo de NF-kB por uma variedade de

agentes, onde X1 é uma via de ativagdo de NF-kB na qual a sanguinarina foi capaz de inibir a ativacéo,
enquanto X2 é outra via que ndo pdde ser inibida pela sanguinarina (Fonte: Chaturvedi et al., 1997).
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Desse modo, acredita-se que a sanguinarina seja capaz de minimizar a resposta inflamatéria ao
inibir a producéo de alguns mediadores que poderiam amplificar a inflamacdo. Isso foi observado
por Niu et al. (2012) que demonstraram que camundongos sob choque endotoxémico induzido
com lipopolissacarideos (LPS) apresentaram diminui¢do da concentragdo de TNFa no soro
guando receberam sanguinarina. Em condices in vitro, também mostraram que houve supressao
da producdo de TNFa e NO (6xido nitrico) por macréfagos peritoneais que eram expostos ao
alcaloide. Resultados semelhantes foram observados por Li et al. (2013) no qual mostraram que
o0 uso de sanguinarina reduziu os niveis séricos nao apenas de TNFo e NO como também de 1L-6
em camundongos com endotoxemia induzida por LPS.

Em outro estudo in vitro sobre o efeito da sanguinarina e da queleritrina focado na expresséo
génica de citocinas pro e anti-inflamatdrias pela linhagem celular da leucemia monocitica humana
(THP-1) ficou demonstrado que as citoquinas afetadas foram principalmente MCP-1 (proteina
quimiotatica de mondcitos-1), IL-6 (Interleucina-6) e IL-1RA (Receptor antagonista de IL-1). A
queleritrina reduziu o nivel de IL-6 enquanto a sanguinarina diminuiu a expressdo génica de
MCP-1 e IL-6 e aumentou a expressao de IL-1RA. O aumento de IL-1RA pode favorecer um
bloqueio antagbnico do efeito pro-inflamatdrio de IL-1. Ademais, com relacéo a esses parametros,
atentou-se para o fato de que sanguinarina mostrou possuir maior potencial anti-inflamatério em
relacdo a queleritrina, podendo em alguns aspectos ser comparavel com a prednisona (Pencikova
etal., 2012).

Contudo, os efeitos da queleritrina devem ser considerados tendo em vista que esse alcaloide é
um potente inibidor da proteina quinase C (PKC), uma enzima chave para o controle da
transducdo de sinal, proliferacdo e diferenciacdo celular (Herbet et al., 1990). Somando-se a esse
mecanismo, a aplicacdo da queleritrina em camundongos foi capaz de exercer atividades anti-
inflamatdrias e antinociceptivas, prevenindo a expressdo de prostaglandina E2 (PGE;) no
exsudato proveniente de uma inflamacdo induzida. Nesse trabalho também foi avaliada a
regulacdo da expressdo e atividade das cicloxigenases (COX-1 e 2) em macr6fagos peritoneais de
camundongos in vitro. A analise demostrou gque o nivel de COX-1 néo foi afetado, e nas mesmas
condicBes experimentais, a COX-2 apresentou expressdo reduzida, sugerindo entdo que a
queleritrina seja um inibidor COX especifico (Niu et al., 2011).

A queleritrina também esta envolvida na apoptose de polimorfonucleares que é um dos principais
processos associados a resolucao da inflamagdo em locais como o intestino, pulmdes, articulaces
e rins. O uso de 10uM de cloridrato de queleritrina em culturas de polimorfonucleares humanos
foi capaz de induzir um rpido processo de apoptose com a ativacao da caspase-3 (mediador de
apoptose) através de um mecanismo independente da inibicdo PKC. No entanto, esse efeito da
queleritrina ndo se limitou apenas as células inflamatérias (Sweeney et al., 2000).

O edema na reacdo inflamatdria pode estar envolvido com mediadores como a histamina,
serotonina, bradicinina e prostaglandinas que causam vasodilatagdo e aumento na permeabilidade
vascular. O uso de sanguinarina foi capaz de reduzir a manifestacido do edema de orelha induzido
com Xxileno em camundongos, assim, é possivel que sanguinarina interfira na funcdo desses
mediadores da inflamacdo (Niu et al., 2012).

A participacdo ativa de varios tipos celulares em reacGes inflamatdrias e imunes é dependente da
expressdo de certas moléculas de adesdo na superficie das células. O uso do cloreto de
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sanguinarina foi capaz de reduzir in vitro a expressdo da molécula de adesdo intercelular-1
(ICAM-1) em células de leucemia mieldide de camundongos e da molécula de adeséo vascular-1
(VCAM-1) em células endoteliais murinas. As duas moléculas sdo importantes para a patogénese
de doencas inflamatérias tais como asma, artrite, nefrite e pneumonite (Tanaka et al., 2001).

O papel dos leucdcitos é fundamental para a defesa do hospedeiro com o desencadeamento da
resposta inflamatdria (Schalm et al., 1975). Baseados nesse contexto, Agarwal et al. (1991)
caracterizaram em um estudo in vitro a agao da sanguinarina sobre neutréfilos humanos de sangue
periférico. O tratamento com sanguinarina ndo demonstrou citotoxidade para 0s
polimorfonucleares que mantiveram sua viabilidade em todas as concentrac@es testadas (0,31 —
200 pM). No entanto, diferentes concentragdes de sanguinarina afetaram a funcionalidade dessas
células. Em altas concentra¢fes a sanguinarina provocou redu¢do na quimiotaxia, aderéncia e
fagocitose, enquanto o inverso foi observado em baixas concentracdes do alcaloide. Tais efeitos
inibitérios da resposta inflamatéria mediados pela sanguinarina associado a auséncia de lise
celular com libertagdo de mediadores inflamatorios podem ter implicag@es clinicas promissoras.

Sendo assim, dentro da concepgdo de que os componentes anti-inflamatdrios dos alimentos
podem ser a solucdo para o desempenho e a salde do rebanho, foi demonstrado que a adi¢do de
500 mg/kg do extrato vegetal padronizado de M. cordata na ragdo foi capaz de modular a
intensidade da colite induzida experimentalmente pelo sulfato de dextrano sédico (DSS) em ratos
Wistar. Os animais com a dieta suplementada com o extrato apresentaram danos menos graves na
mucosa do célon, representados pela diminuicdo das alteragdes histologicas, além de menor
expressdo da COX-2 e reducgdo da atividade de mieloperoxidase no tecido do colon, enzimas
marcadoras de lesdo intestinal aguda (Vrublova et al., 2010).

3.3.4. Aplicacdo do extrato vegetal padronizado de M. cordata nos animais domésticos

3.3.4.1. Aplicagdo em aves

A solugdo para o uso de antibidticos convecionais como promotores de crescimento pode ser a
utilizagdo de antimicrobianos naturais produzidos a partir de ervas, o que é geralmente mais aceito
pelos paises que restringem as importagdes de produtos oriundos de animais alimentados com
antibidticos (Vieira et al, 2008).

Nesse viés, Abudabos et al. (2016) avaliaram o efeito da adicdo dietética de diferentes fitdgenos
na dieta de frangos de corte aos 560 dias de vida em comparagéo ao uso do antibiético avilamicina
nas duas semanas seguintes ap0ds infeccdo experimental com Salmonella enterica typhimurium.
Entre os compostos testados estava o extrato padronizado de M. cordata acrescentado a 5g/kg de
racdo. A adicgao do fitdbidtico foi tdo eficaz quanto o antibi6tico em termos de desempenho no
crescimento e conversdao alimentar. Os autores sugerem que o extrato € uma alternativa em
potencial a ser utilizada com sucesso na substituicdo dos antibidticos convencionais para a
manutencdo do crescimento e perfil bioquimico dos frangos desafiados com S. typhimurium.

Os resultados da utilizac&o do extrato vegetal padronizado de M. cordata diluido na 4gua ingerida
por frangos de um a 35 dias de idade confirmam a teoria anti-inflamatéria da promogéo do
crescimento em animais de producdo. Comparado ao grupo com dieta controle, os frangos que
ingeriram o composto nas concentragBes de 25, 50 e 100 mg/l tiveram aumento sobre o peso
corporal nos dias 21 e 35, melhor conversdo alimentar cumulativa, enquanto que a taxa de
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ingestdo ndo foi influenciada. Além disso, houve reducdo da expressao da enzima 6xido nitrico
sintase induzivel (iNOS) na mucosa jejunal e diminuicao da percentagem de gordura abdominal
0 que se relaciona a supressao da resposta inflamatoria nesses animais (Khadem et al., 2014).

A adicdo do extrato vegetal na dieta de frangos de corte também foi uma alternativa favoravel
como promotor de crescimento (Vieira et al., 2008a; Vieira et al., 2008b; Lee et al., 2015).
Resultados positivos foram demonstrados quando o aditivo na dosagem de 50 mg/kg na dieta de
frangos de corte causou 0 aumento no peso corporal aos 21 dias, em 37,5 mg/kg melhorou a taxa
de conversdo alimentar aos 35 dias e em 12,5 mg/kg aumentou a ingestdo de alimento aos sete
dias de idade. Adicionalmente, o peso corporal e o consumo de ragdo nao foram afetados quando
os frangos foram alimentados com dietas suplementadas em reduc6es graduais da proteina bruta
(Vieira et al., 2008a).

A suplementacdo com extrato de M. cordata a 20 ou 50 mg/kg na dieta de frangos de corte
melhorou o desempenho de crescimento sendo observados maiores ganhos de peso corporal entre
21 e 35 dias. Maior consumo foi observado nos animais ingerindo a dieta com 50 mg/kg do aditivo
e melhor conversao alimentar foi observada na dieta com 20 mg/kg (Lee et al., 2015). Em outro
trabalho, quando o extrato foi utilizado como aditivo na dieta em 50 mg/kg de 1 a 21 dias e 25
mg/kg de 22 a 42 dias, as aves tiveram melhora na conversdo alimentar acumulada do periodo e
no peso corporal com 21 dias, mas ndo posteriormente (Viera et al., 2008b).

A adicdo dietética do suplemento fitogénico para frangos de corte durante 35 dias na concentragédo
de 20 mg/kg da ragdo foi também utilizada para caracterizar os efeitos fisioldgicos no trato
gastrointestinal. O composto de alcaloides dietéticos utilizado na dieta de frangos de corte causou
diminuicdo na concentracdo de aménia e de acidos graxos de cadeia curta na digesta cecal
indicando que o extrato utilizado inibe os processos de fermentacéo cecal. Isso indica que o
aditivo pode diminuir a atividade proteolitica do ecossistema cecal e/ou ter influenciado
positivamente a utilizacdo de proteina na parte superior do trato gastrointestinal (Jankowski et al.,
2009).

Contudo, alguns trabalhos contrapdem os beneficios dessa suplementacdo e relatam que adigdo
dietética do aditivo no nivel de 30 mg/kg, ndo afetou o peso final e a utilizacdo de alimento
(Zdunczyk et al., 2010; Juskiewicz et al., 2013). Juskiewicz et al. (2010) questionam essa falta de
melhora na ingest&o de alimentos e do peso corporal final, pois utilizaram a adicéo do extrato na
dosagem de 15 mg/kg de alimento e apesar da baixa dose, foram observados efeitos positivos
sobre o metabolismo da microflora cecal dos frangos de corte. Nesse caso, a suplementacdo
diminuiu atividades enzimaticas potencialmente nocivas de 3-glucuronidase e 3-glucosidase e ao
mesmo tempo elevou a atividade das enzimas glicoliticas bacterianas a-glucosidase, a-
galactosidase, p-galactosidase.

Zdunczyk et al. (2010), trabalhando com a dose dietética de 30 mg/kg observaram apenas efeitos
benéficos para o processo de fermentacado cecal em frangos de corte (maior concentracéo de acido
butirico e uma tendéncia para menor pH da digesta e diminui¢ao da atividade da 3-glucuronidase).
Por outro lado, Juskiewicz et al. (2013) trabalhando com a adi¢do do extrato & dieta de frangos de
corte nessa mesma dose de 30 mg/kg, observou supressao do processo de fermentagdo cecal com
diminuicdo da atividade de enzimas glicoliticas e producdo de &cidos graxos de cadeia curta.
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Em algumas condicdes, apesar de ndo serem observadas vantagens no desempenho in vivo de
frangos de corte alimentados com a dieta suplementada, seus efeitos melhoraram o desempenho
dos componentes da carcaca. Como foi descrito por Karimi et al. (2014) que relataram que apds
a utilizacdo da dieta de frangos de corte contendo o aditivo na dosagem de 500 mg/kg houve o
aumento do peso das coxas. Além disso, essa dieta proporcionou que esses animais apresentassem
melhor resposta imune por possuirem maiores titulos médios de anticorpos séricos quando
vacinados contra a doenca de Newcastle. Resultados semelhantes também foram observados na
suplementagdo com 500 mg/kg na dieta de galinhas poedeiras, com maior titulo de anticorpos
secundarios (Bavarsadi et al., 2016). Assim, acredita-se que o maior estimulo para a sintese de
imunoglobulinas séricas nesses casos possa ser um reflexo do aumento na absorgdo de
aminoacidos induzida pelo fitoterapico (Drsata et al., 1996). O incremento do aditivo fitogénico
a 500 mg/kg na dieta influenciou também a imunidade celular conduzindo ao aumento de
linfocitos e a reducéo de heterdfilos, consequentemente diminuindo a relagéo heterdfilo/linfocito
que € um bom indice de estresse oxidativo. I1sso porque o aumento da contagem de linfocitos pode
relacionar-se diretamente com a reducdo do estresse oxidativo em células imunes (Bavarsadi et
al., 2016), que por sua vez, pode ser inibido pela presenca da sanguinarina (Psotova et al., 2006).

Além dessas propriedades imunomoduladoras e anti-inflamatérias como sugerido por Niu et al.
(2012), o extrato de M. cordata acrescentado a 20 mg/kg na racéo de frangos, provocou alteragdes
na microbiota intestinal, aumentando favoravelmente as bactérias acido-lacticas cecais
equilibrando assim a microflora intestinal para um melhor desempenho no crescimento (Lee et
al., 2015).

O uso do aditivo como tratamento administrado na dgua consumida por frangos de corte, sob
desafio experimental de 10° UFC de S. Enteritidis, foi capaz de reduzir o isolamento dessas
bactérias presentes no ceco aos sete dias apos a inoculacéo (Pickler et al., 2013). Outro estudo
mostrou que a administracdo nas dosagens de 250 e 500 mg/kg na dieta de galinhas poedeiras
resultou na reducdo da contagem de colénias de E. coli e Salmonella isoladas do ileo (Bavarsadi
et al., 2016). Tais evidéncias sugerem que o aditivo na dieta poderia também desempenhar um
papel na redugdo de outras doencas entéricas economicamente importantes tais como as causadas
por Clostridium ou Eimeria spp. se administrada preventivamente (Lee et al., 2015), no entanto,
mais estudos sao necessarios.

Corroborando os resultados observados por Jankowski et al. (2009), os frangos inoculados
experimentalmente com S. enteritis e tratados com sanguinarina apresentaram diminuicdo na
altura das vilosidades em todos 0s segmentos intestinais e menor profundidade das criptas no
jejuno e no ileo. Embora tais achados parecam indicar um possivel prejuizo na absorcéo de
nutrientes e no desempenho produtivo, os tratamentos experimentais ndo influenciaram o
desempenho dos frangos de corte de um a 21 dias. No entanto, sob tal condicdo de desafio a
satde dos animais, foi observado uma maior quantidade de celulas caliciformes e células CD3*
(marcador associado a linfocitos T) no duodeno e jejuno dos frangos ndo tratados com o extrato.
O aumento dessas células no intestino é relacionado a menor capacidade de absor¢do porque
aumentam a viscosidade intestinal e a taxa de passagem do alimento (Pickler et al., 2013).
Possivelmente, assim como foi descrito em suinos, a maioria (98%) da sanguinarina na dieta ndo
deve ser absorvida no trato gastrointestinal e assim excretada nas fezes (Kosina et al., 2004).
Dessa forma, a presenca desse alcaloide na dieta pode influenciar as funcGes gastrointestinais,
inclusive reduzindo a agressdo & mucosa e consequentemente minimizando o nimero de linfocitos
recrutados para o local (Pickler et al., 2013).
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Apesar de alguns estudos com a utilizagdo do produto na dieta relatarem a auséncia de efeitos
sobre a morfologia intestinal de frangos de corte (Vieira et al., 2008b; Karimi et al., 2014). Lee et
al. (2015) descrevem que a ingestdo do composto fitobidtico na dose de 20 ou 50 mg/kg da dieta
provocou alteracdes nos segmentos intestinais das aves. Ocorreu diminui¢éo do peso relativo do
jejuno, porém o comprimento relativo de jejuno e ileo aumentaram. Desse modo, é provavel que
a melhora no desempenho observada nesse estudo seja a consequéncia de uma modifica¢do na
morfologia intestinal otimizando a eficiéncia de absor¢do dos nutrientes (Lee et al., 2015).

Os indices de salde intestinal em galinhas poedeiras também foram melhorados com o incremento
do extrato na ragdo, produzindo uma menor profundidade das criptas, assim como a maior
propor¢do vilosidades/criptas. Verificou-se também maior extensdo dos nodulos linféides da
lamina prépria quando foi utilizada a dosagem de 250 mg/kg de dieta. Estes achados reforcam os
efeitos positivos do aditivo sobre a imunocompeténcia local e sistémica (Bavarsadi et al., 2016).

3.3.4.2. Aplicagéo em suinos

Em suinos a administracdo do extrato vegetal padronizado de M. cordata é bem tolerada na dose
de 100 mg/kg sem causar efeitos adversos observados durante o periodo de ingestdo de 28 dias
ou na necropsia dos animais (Zhao et al., 2017). Efeitos benéficos sobre o desempenho de
crescimento foram observados em leitdes no desmame com o aditivo em 50 mg/kg na ragéo.
Especificamente houve aumento do peso corporal e ganho médio diario, bem como melhor taxa
de converséo alimentar (Kantas et al., 2015).

A melhora na retencdo de proteinas em animais de producdo constitui um dos varios efeitos
bioldgicos da sanguinarina, por reduzir a descarboxilacdo intestinal de aminoacidos aromaticos e
assim potencializando a ingestdo de alimentos através de efeitos na via do triptofano-serotonina
(Mellor, 2001). Entretanto, quando o aditivo alimentar (30 mg/kg) foi testado em suinos em
crescimento ndo foram observados quaisquer efeitos sobre o balango de nitrogénio e a ingestdo
voluntéria de racdo (Tschirner et al., 2003). Além disso, alimentacdo suplementada com 100
mg/kg ndo mostrou vantagens sobre os parametros de peso vivo, consumo e ganho de peso médio
diario (Zhao et al., 2017).

Segundo Tschirner et al. (2003), os suinos que receberam o aditivo em 30 mg/kg de dieta
apresentaram uma maior glicemia antes da alimentacéo e maiores concentrac@es plasmaticas de
triptofano no periodo pos-prandial, indicando que o fitobidtico pode garantir uma maior
disponibilidade sistémica deste aminoacido. Em condices in vitro, a sanguinarina foi capaz de
inibir a enzima L-aminoéacido descarboxilase aromatica, provavelmente devido a semelhanca da
sua estrutura quimica quando comparada com os aminoacidos aromaticos (Dr3ata et al., 1996).
Por essa razao, sugere-se que 0 modo de acdo dos alcaloides sobre o desempenho produtivo dos
animais possa estar envolvido na disponibilidade e metabolismo do triptofano e assim melhorar
a produtividade por poupar o0 aminoacido.

Partindo desses principios, Blank et al. (2010) avaliaram o efeito da suplementacdo com o extrato
na dosagem de 50mg/kg em dietas adequadas ou deficientes em triptofano sobre o desempenho
de suinos em crescimento em um ambiente controlado experimentalmente. Nao observaram
qualquer influéncia sobre o desempenho de crescimento e ingestdo, indicando que o produto in
vivo ndo afeta a disponibilidade de triptofano no intestino através da reducéo da descarboxilacado
bacteriana ou aumento no apetite por modulagéo do triptofano-serotonina, mas ndo excluem que
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0 composto vegetal possa ter efeitos benéficos por outros mecanismos nao abordados nesse
estudo, principalmente em granjas devido as condi¢@es higiénicas serem mais precérias.

Sendo assim, em um experimento realizado a campo, a ingestdo dos alcaloides em suinos na fase
de acabamento levou ao aumento na absorcéo ou recuperacdo de lisina e treonina em sua dieta.
Os animais testados foram suplementados com 50 mg/kg de dieta e com gquantidade reduzida de
lisina/treonina ou com dieta inalterada (controle). Os niveis plasmaticos de lisina e treonina em
suinos testados foram semelhantes ou superiores aos dos suinos controle. O ganho de peso diario
médio foi melhor nos suinos em teste e as medidas de carcaga desse grupo também mostraram
melhorias significativas na percentagem total de carne magra, area do musculo longissimus e na
profundidade do musculo do lombo (Corona et al., 2012).

Alguns parametros de bioquimica sérica podem ser afetados pelo uso de aditivos alimenticios
fitogénicos. O uso do suplemento na dosagem de 30 g/t da dieta de suinos em crescimento, apds
0 desmame resultou numa diminuicdo acentuada do nivel de colesterol e aumentou o indice
fagocitico e a concentracédo sérica de lisozima. A lisozima é capaz de hidrolisar a parede celular
de certas bactérias e por isso a concentragdo mais elevada de lisozima nos suinos tratados pode
ter efeito benéfico principalmente na fase inicial da criacdo quando a coloniza¢do do trato
gastrointestinal ainda ndo estd concluida. Desse modo, o aditivo fitogénico pode promover
respostas protetoras no hospedeiro (Gudev et al., 2004).

Segundo Kantas et al. (2015) esse aditivo alimentar pode ser também uma ferramenta alternativa
para melhorar o estado de salde e desempenho dos suinos em crescimento por minimizar 0s
efeitos nocivos do estresse que € comum no desaleitamento. Isso foi demonstrado na analise
realizada de proteinas de fase aguda em leitGes submetidos ao desmame recebendo uma dieta
contendo 15 ou 50 mg/kg do suplemento, revelando concentragdes significativamente menores
de haptoglobina e amiléide A sérica nos animais que ingeriam o composto fitogénico.

Outro momento na cadeia produtiva de suinos que envolve atividades mais estressantes para 0s
animais é o transporte para 0 matadouro. A suplementacdo dietética com QBASs + PA presentes
no extrato de M. cordata também foi eficaz na regulacdo da resposta ao estresse causado pelo
transporte, 0 que foi demonstrado pela diminuicdo da concentragdo de cortisol salivar nos porcos
que receberam o aditivo. O mecanismo pelo qual a suplementacdo melhorou adaptabilidade ao
estresse ainda ndo é compreendido. Além disso, todos esses animais haviam recebido previamente
por via oral um coquetel contendo sorovares de Salmonella. O impacto negativo do transporte
causou aumento na excrecdo de Salmonella nas fezes dos suinos que nédo receberam o suplemento
na dieta, enquanto os animais que receberam o aditivo na dieta diminuiram excrecdo das bactérias.
Consequentemente, a suplementacdo reduziu a contaminacdo de carcagas por Salmonella nos
animais tratados. Dessa forma, esses alcaloides podem também apresentar impacto positivo sobre
0 bem-estar dos animais e a seguranga alimentar para os consumidores da carne suina (Artuso-
Ponte et al., 2015).

Ademais, propriedades antimicrobianas s@o relatadas para alcaloides (QBAs) (Beuria et al.,
2005). A andlise in vitro da concentracdo inibitoria minima de QBAs extraidos de M. cordata
contra 36 isolados de Salmonella determinou que 25%, (9/36) dos isolados testados de Salmonella
foram inibidos por 90 ng de QBAs/mL e todos os 36 foram inibidos a 179 pg de QBAs/mL
(Robins et al., 2013).
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Baseado nesses resultados foi realizada uma avaliagdo comparativa dos efeitos dos QBAs e da
clortetraciclina sobre a excrecdo de Salmonella e integridade do trato gastrointestinal em suinos
inoculados com S. enterica serovar Typhimurium. Os alcaloides testados foram mais eficazes do
que a clortetraciclina para diminuir a eliminacdo fecal de Salmonella aos 40 dias apds a
inoculacdo. Contudo, mesmo com a inoculagdo de Salmonella, o ganho de peso diério e a taxa de
conversdao alimentar se mantiveram dentro dos intervalos esperados para 0s suinos em
crescimento e 0s porcos que receberam dietas suplementadas com QBAs (1,5 ou 0,75 g / 1.000
kg de alimento) ou clortetraciclina ndo tiveram maiores ganhos de peso diario ou melhor taxa de
conversao alimentar. Além disso, a integridade do trato gastrointestinal mensurada pelo teste de
resisténcia transepitelial foi melhor, embora ndo significativamente, em suinos alimentados com
dietas suplementadas (Robins et al., 2013).

As infeccOes por Lawsonia intracellularis estdo entre as principais afecgdes associadas a diarreia
em suinos em crescimento e terminacdo em todos os paises de producdo suinicola relevante
(Guedes, 2008). A suplementacdo com o extrato de M. cordata em porcos desafiados com L.
intracellularis foi eficaz para melhorar o desempenho de crescimento e reduzir as lesdes
patognomonicas causadas por L. intracellularis. Assim, as lesdes caracteristicas da infec¢do na
fase aguda da doenca (21 dias) foram inibidas, embora o fitobidtico ndo tenha demonstrado
capacidade de diminuir a excreg¢do de Lawsonia na PCR quantitativa (Artuso Ponte et al., 2011).

Em leitdes em crescimento, o uso aditivo pode também estar relacionado com o aumento da
resisténcia a barreira intestinal, particularmente quando se trata de condigdes como a diarreia. A
introducdo do aditivo na dieta na dose de 40 mg/kg aumentou significativamente a expressao das
proteinas ZO-1 e claudin-1 que estdo presentes nas junc@es intercelulares do tipo Tight Junction
na mucosa intestinal, além de melhorar o escore de diarreia nos animais suplementados (Liu et
al., 2016).

Quanto a morfologia intestinal, ndo foram observadas alteracdes na altura das vilosidades em
suinos tratados por gavagem durante cinco dias com 3 mg/dia da sanguinarina contida no extrato
fitogénico. Porém, ocorreu reducao na profundidade das criptas intestinais o que pode indicar que
o tecido é mais eficiente, necessitando de menor requerimento de nutrientes para renovagdo
celular (Silva, 2014). A diminuicdo da renovagdo celular indica que as células sdo mais maduras
e consequentemente a producdo de enzimas digestivas e absor¢do de nutrientes se torna melhor
(Ibrahim, 2011).

Entre tantas caracteristicas importantes do extrato vegetal de M. cordata, destaca-se o seu efeito
anti-inflamatério e propriedades imunomoduladoras. Tais particularidades podem melhorar a
imunidade intestinal, reduzindo a inflamag&o na mucosa do intestino delgado, que geralmente se
desenvolve como resultado ao estresse (Liu etal., 2016). Silva (2014) observou maior nivel sérico
de IgA em suinos tratados com sanguinarina e sugeriram que o efeito positivo da sanguinarina
sobre a maior producdo de IgA pode favorecer a preservacdo de estruturas do epitélio intestinal
além de diminuir os processos inflamatérios, favorecendo o desempenho dos animais. Liu et al.
(2016) tambem verificaram maior concentragdo sérica de IgG em suinos alimentados com a dieta
suplementada.

3.3.4.3. Aplicagé@o em ruminantes

Devido & demanda crescente por producédo de alimentos, a preocupagdo com o uso de substancias

46



promotoras de crescimento em formulagdes de racdo para os bovinos tem aumentado nos Gltimos
anos juntamente com a busca pelo uso de substancias alternativas (Aguilar-Hernandez et al.,
2016). Ainda existem poucas informacdes cientificas avaliando o potencial dos alcaloides
isoquinolinicos como aditivos dietéticos para ruminantes (Estrada-Angulo et al., 2016). Porém,
alguns achados ja indicam que a suplementacdo com QBA + PA presentes no extrato vegetal
padronizado de M. cordata provoca maior eficiéncia da microbiota ruminal, diminuindo a
degradacdo de nitrogénio dietético ndo amoniacal e melhorando a digestao pés-ruminal (Aguilar-
Hernéndez et al., 2016).

Para ruminantes adultos preconiza-se o uso da formulacdo de Sangrovit-RS® que é uma fonte
padronizada que contém 3g de alcaloides (QBA + PA) por quilograma de produto. A adi¢do
desse composto a racdo de novilhos da raga Holandés alimentados com dietas de terminacgao
concentradas ndo afetou o comportamento alimentar assim como a digestdo ruminal da matéria
organica, da fibra detergente neutro e do amido. No entanto, melhorou a eficiéncia da utilizagdo
de nitrogénio. Este efeito foi observado linearmente na adicéo de aproximadamente 6, 12 e 18 mg
do composto/animal/dia. A suplementacdo diminuiu a concentra¢do de nitrogénio amoniacal no
rimen e duodeno o que pode ser atribuido a diminuicdo da protedlise e desaminagdo de
aminoacidos. Além disso, houve aumento na concentracdo de acetato no rumen e
simultaneamente diminuiu a concentracdo rumenal de valerato. A diminuicdo deste acido graxo
volatil pode estar relacionada as interferéncias na agdo microbiana sobre peptideos reforcando os
achados relacionados a redugdo da degradacdo da proteina no rimen (Aguilar-Hernandez et al.,
2016).

A inclusdo de 0,59 do aditivo em dietas de alta energia para a alimentacdo de ovelhas em
confinamento melhorou a eficiéncia de ganho de peso em 8,3% mesmo em condic¢Ges de alto
estresse ambiental (alta temperatura e umidade). As alteragcBes nas caracteristicas da carcaga
consistiram apenas na diminuicdo do figado e aumento da gordura visceral a qual pode ser
consequéncia do aumento da concentracdo molar de acetato no rimen que também foi observado
nesse trabalho naqueles animais que ingeriam o aditivo. Ademais, foi observado que o epitélio
ruminal dos ovinos alimentados com os alcaloides apresentou escores mais baixos de degeneragao
celular, paraqueratose e infiltracdo de neutréfilos. Esses resultados sinalizam que o epitélio
ruminal de ovelhas alimentadas com o aditivo mostrou menos inflamagdo, mesmo sob as
condigdes experimentais especificas de alta densidade energética da dieta que consistiram em um
fator de risco aumentado para inflamacéo no tecido epitelial do rimen (Estrada-Angulo et al.,
2016).

A adicdo de alcaloides sanguinarina e queleritrina pode modular a fermentagdo ruminal em
condic¢des in vitro com pH ruminal fisiol6gico favorecendo o aumento da degradacédo da proteina
bruta e a concentracdo dos acidos graxos de cadeia curta, propionato e valerato, sugerindo
possiveis beneficios in vivo para aumentar o fornecimento de energia a partir a gliconeogénese
hepéatica em ruminantes (Mickdam et al., 2016). Isso pode justificar os relatos de Moreno et al.
(2015) que descrevem uma tendéncia de aumento linear do ganho de peso de novilhos em
confinamento a medida que se aumenta a quantidade do fitobidtico na dieta. Ademais, a
alimentagcdo com o aditivo em dosagens proximas de 3 g/dia demonstrou melhora na eficiéncia
alimentar e na reducdo da quantidade de gordura perirenal, pélvica e no coracdo de bovinos de
terminacgéo (Barajas et al., 2015a).

A adicdo de extrato de M. cordata na dieta de bovinos em confinamento para engorda ajudou a
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reduzir a quantidade de E. coli excretada nas fezes, e assim pode reduzir potencialmente a
contaminacdo fecal da 4gua e de alimentos, pois o0 nimero de UFC de E. coli nas fezes diminuiu
linearmente a medida que a quantidade de extrato de M. cordata aumentou na dieta (Moreno et
al., 2015). Outra consideracdo favoravel diz respeito ao fato dos QBAs + PA também poderem
minimizar a excre¢éo de ovos de nematoides em bezerros de corte que receberam o extrato de
plantas. Os animais gque ingeriram o produto na dosagem de 10g/dia apresentaram apds 28 dias
de tratamento uma reducédo na contagem de OPG (ovos por grama de fezes) principalmente com
relagéo aos helmintos dos géneros Haemonchus sp. e Cooperia spp. (Barajas et al., 2015Db).

Quando utilizado em vacas leiteiras, as concentracGes de sanguinarina e queleritrina foram
indetectaveis no leite das vacas tratadas com o extrato padronizado de M. cordata incluido na
mistura total da ragdo na dosagem de até 10.000 mg/animal/dia. A adi¢do do produto na dieta foi
bem tolerada pelas vacas, contudo nesse trabalho o consumo de ragéo e o ganho de peso corporal
ndo foram influenciados pela ingestdo dos alcaloides na dieta, ndo havendo diferengas na
producdo e composicao do leite dos animais tratados (Wang et al., 2017).

Para bezerros em fase de aleitamento o produto a base de QBA + PA pode ser considerado como
uma potencial ferramenta de apoio para um dos periodos mais sensiveis na criacdo. Neonatos que
receberam a dose diaria de 2g do Sangrovit-CS® adicionado ao leite do 3° ao 21° dia de vida
apresentaram desempenho produtivo, comportamento de consumo e incidéncia de diarreia
semelhantes a bezerros que recebiam doses profilaticas de halofuginona do 6° ao 12° dia de vida.
A halofuginona é conhecida por reduzir a excre¢do de Cryptosporidium e assim minimizar o
efeito da diarreia em bezerros, logo acredita-se que o estado de salde dos bezerros poderia ser
negativamente afetado caso ndo recebessem esse medicamento (Wirth et al., 2014). Nesse mesmo
contexto, para comprovar a influéncia dos QBA + PA, Saltijeral et al. (2015) avaliaram bezerros
de duas fazendas comerciais que ingeriam 10g de Sangrovit-CS®/dia do 3° ao 23° dia de idade e
verificaram que os alcaloides do extrato vegetal podem aliviar os distlrbios intestinais e
minimizar a persisténcia de diarreia possuindo entdo uma influéncia positiva no bem-estar animal
e tendéncia a um maior ganho de peso.

3.3.4.4. Aplicacd@o em outras especies

Os elevados custos de producdo, bem como os precos varidveis dos peixes, obrigaram 0s
produtores e os pesquisadores a procurar meios de tornar a producdo de pescado mais eficiente
(Peterson e Bosworth 2014). Extratos de ervas tém sido amplamente utilizados na medicina
veterinaria e humana e atualmente, tem servido como uma estratégia alternativa na alimentagéo
animal para substituir os antibiéticos promotores de crescimento na aquicultura (Direkbusarakom,
2011; Imanpoor e Roohi, 2015).

Na aquicultura os relatos do uso dos principios ativos de M. cordata sdo escassos (Yao et al.,
2010). No entanto, é relatado que o extrato vegetal padronizado de M. cordata apresentou efeito
positivo no desempenho do crescimento da tilapia (Oreochromis niloticus) sem afetar a
composicao da carcaca e o estado de salde. Foram observadas maiores taxas de ingestao diaria
média de alimentos em peixes alimentados por 60 dias com dietas contendo de 25 a 100 mg/kg
do composto. Consequentemente, a taxa de crescimento especifico e o ganho de peso foram
maiores nos grupos suplementados. Além disso, nesse estudo 0 aumento na ingestdo ndo
prejudicou a eficiéncia de utilizagdo dos alimentos, 0 que permitiu o crescimento mais rapido dos
peixes, conduzindo a melhora no tempo de producdo (Rawling et al., 2009). Resultados
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semelhantes foram observados nos parametros produtivos de ganho de peso e de crescimento na
espécie Rutilus rutilus utilizando o extrato vegetal nas concentragcGes 0,05 a 0,15% da dieta
durante 45 dias (Imanpoor e Roohi, 2015).

Rawling et al. (2009) trabalhando com Oreochromis niloticus ndo observaram efeitos de
toxicidade do produto sobre pardmetros hematologicos, imunoldgicos e de funcéo hepética que
permaneceram inalterados nos peixes suplementados, com excecao dos niveis de leucdcitos totais
que foram elevados. Em contrapartida, Imanpoor e Roohi (2015) verificaram niveis de glicose e
colesterol sanguineos menores e de proteina total sérica foi maior para Rutilus rutilus tratados
com o aditivo alimentar, o que pode indicar um melhor estado de salde hepéatica e menores niveis
de estresse para 0s peixes.

Em outro contexto, a eficicia antiparasitaria dos compostos extraidos das folhas de M. cordata
foi verificada em um ensaio in vitro contra o protozoario ciliado Ichthyophthirius multifiliis, que
€ um dos parasitos mais patogénicos de peixes de cativeiro. Os testes mostraram que a fracdo
contendo sanguinarina era 100% eficaz contra I. multifiliis a uma concentragéo de 0,7 mgL™.
Posteriormente testes de eficacia antiparasitéria in vivo foram realizados em peixes da espécie
Ctenopharyngodon idella e demonstraram que o tratamento com sanguinarina em 0,9 mgL*
reduziu 96,8% do nlimero de parasitos em comparacdo com o grupo ndo tratado durante 48 horas.
Adicionalmente, ndo foi observada mortalidade nos peixes que receberam tratamento, no entanto
40% dos peixes ndo tratados morreram (Yao et al., 2010).

O beneficio da utilizagdo do composto fitogénico como anti-inflamatdrio ou como alternativa aos
antibidticos para o controle da infeccdo de bactérias patogénicas é promissor. Esse aditivo
alimentar foi capaz de reduzir o nimero total de bactérias no intestino dos camarfes de patas
brancas (Litopenaeus vannamei) quando utilizado nas doses de 100 e 200 mg/kg de alimento,
prevenindo também a infeccdo experimental com 10° UCF /ml de Vibrio harveyi, uma bactéria
causadora de mortalidade em massa e grandes prejuizos para a carcinicultura (Rairat et al., 2013).

Em coelhos, a mortalidade entre 50 e 60 dias de idade na fase final de engorda geralmente esta
relacionada a disturbios digestivos. O aditivo de M. cordata na dieta de coelhos permitiu diminuir
amortalidade, em particular por enterocolite, nos animais alimentados com planos de alimentagao
restrita ou ad libitum suplementados nas dosagens de 40 ou 80 mg/kg. No entanto, ndo foi
observado efeito sobre 0 peso vivo e o crescimento diario (Teillet et al., 2012).
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ABSTRACT

Cryptosporidium infection is one of the most prevalent causes of diarrhea in calves and is
considered one of the main obstacles for livestock. However, until now, no drug has been able to
effectively treat the infection and its consequences. Currently there is a global trend of identifying
natural and sustainable alternatives for traditional medicines used in animal husbandry
production. Isoquinoline alkaloids are well known for their anti-inflammatory, antimicrobial, and
antioxidant properties for promotion of gut-health. Thus, an experiment was designed to evaluate
the prophylactic use of a standardized plant extract containing isoquinoline alkaloid supplement
in milk to control cryptosporidiosis in experimentally inoculated newborn calves. Twenty-six
calves were randomly divided into negative control CN (n = 13) and treatment SG (n = 13) groups.
The SG group received 5 grams of Sangrovit® CS during every milk intake from the 1% to the
21% day of life. The CN group was the control group and received milk without any additives. All
calves were orally inoculated on the third day of life with 1 x 10° Cryptosporidium parvum
oocysts. The animals were evaluated daily, from 3 to 30 days of age, for examining the
occurrence, duration, and intensity of diarrhea. Calves with a base deficit > 9 mEq were hydrated
to aid in recovery. The SG calves showed a higher average weight gain between days 14 and 21,
without mortality and with reduced intensity and duration of diarrhea. In contrast, calves in the
CN group showed more serious acid-base disorders, required more hydration support, and had a
mortality rate of 15.4%. These results suggest that isoquinoline alkaloids added to calf milk
decreased the intensity and duration of symptoms and reduced the requirement for supportive
therapy as well as the mortality rate of animals with cryptosporidiosis.

KEY WORDS: Cryptosporidium parvum neonatal diarrhea, anti-inflammatory,
herbal remedy.
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RESUMO

A infeccdo por Cryptosporidium é uma das causas mais prevalentes de diarreia em neonatos
bovinos. A diarreia por sua vez é considerada um dos principais obstaculos para a pecuéria. No
entanto, até 0 momento, nenhuma droga foi capaz de tratar com eficécia a infecgdo por esse
protozodrio e suas consequéncias. Atualmente, existe uma tendéncia mundial de identificar
alternativas naturais e sustentaveis para substituir medicamentos tradicionais utilizados na
producdo animal. Os alcaloides isoquinolinicos s&o bem conhecidos por suas propriedades anti-
inflamatdrias, antimicrobianas e antioxidantes para promover a salde intestinal. Assim, foi
desenvolvido um experimento para avaliar o uso profilatico de um extrato vegetal padronizado
contendo alcaloides de isoquinolinicos suplementados no leite para controlar a criptosporidiose
em bezerros recém-nascidos experimentalmente inoculados. Vinte e seis bezerros foram
aleatoriamente divididos em grupos: controle negativo CN (n = 13) e tratamento SG (n = 13). O
grupo SG recebeu 10 gramas/dia de Sangrovit® CS no leite consumido do 1° ao 21° dia de vida.
O grupo CN constituiu o grupo controle e recebeu leite sem quaisquer aditivos. Todos 0s bezerros
foram inoculados por via oral no terceiro dia de vida com 1 x 10° oocistos de Cryptosporidium
parvum. Os animais foram avaliados diariamente, dos trés aos 30 dias de idade, para avaliar a
ocorréncia, duragdo e intensidade da diarreia. Os bezerros com déficit de base > 9 mEq foram
hidratados para auxiliar na recuperacéo. Os bezerros SG apresentaram maior ganho de peso médio
entre os dias 14 e 21, sem mortalidade e com intensidade e duracdo de diarreia reduzidas. Em
contraste, os bezerros do grupo CN apresentaram disturbios &cido-base mais graves, necessitaram
de mais suporte de hidratagdo e tiveram uma taxa de mortalidade de 15,4%. Estes resultados
sugerem que os alcaloides isoquinolinicos adicionados ao leite dos bezerros diminuiram a
intensidade e duracdo dos sinais clinicos e reduziram a necessidade de terapia de suporte, bem
como a taxa de mortalidade dos animais por criptosporidiose.

PALAVRAS-CHAVE: Cryptosporidium parvum, diarreia neonatal, anti-inflamatério,
fitoterapico

INTRODUCAO

A diarreia é um dos principais desafios para a satde dos bezerros recém-nascidos sendo uma das
principais causas de mortalidade em bezerros além de ter um impacto econdmico negativo
significativo sobre a produtividade animal (Foster e Smith, 2009; Singh et al., 2009).

Vérios fatores podem estar associados a diarreia neonatal dos bezerros, incluindo um complexo
de agentes etioldgicos em que os protozodrios do género Cryptosporidium estdo entre 0s
patdgenos gastrintestinais mais prevalentes (Carvalho et al., 2014). A criptosporidiose em bovinos
envolve principalmente a espécie Cryptosporidium parvum que € encontrada parasitando o
intestino delgado de bezerros recém-nascidos com menos de 21 dias de idade e pode causar
diarreia aquosa e profusa (Upton e Current, 1985; Santin et al., 2008). Os mecanismos especificos
pelos quais C. parvum induz a diarreia tém sido associados a ma absorgdo, disfuncéo secretora e
disfuncéo inflamatoria (Foster e Smith, 2009).

Além de seu impacto negativo na saude do bezerro, C. parvum pode ser considerado um grande
problema de satde publica, uma vez que pode ser transmitido aos seres humanos (Santin et al.,
2004). Embora inumeras substancias tenham sido testadas como criptosporidicida, ndo existem
medicamentos eficazes capazes de controlar a infec¢do e prevenir a contaminagdo ambiental com
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oocistos (Gookin et al., 2002; Silverlas et al., 2009; De Waele et al., 2010; Thomson et al., 2017).
Desse modo, na auséncia de tratamento médico eficaz, a terapia de suporte torna-se ainda mais
necessaria em bezerros com diarreia por C. parvum. Os anti-inflamatdrios ndo esteroidais tém
demonstrado ser uma terapia de suporte eficaz na diarreia neonatal dos bezerros. Essas drogas
podem inibir a resposta inflamatdria intestinal induzida pela infeccao entérica, bloqueando as vias
das citocinas pro-inflamatorias (Todd et al., 2010).

Nesse contexto, pode ser interessante avaliar estratégias alternativas, como o uso de compostos
fitogénicos. Além do potencial uso medicinal, esses compostos tém sido propostos como uma
alternativa ao uso de antibioticos convencionais como promotores de crescimento em sistemas de
producdo de alimentos para animais desde que a Unido Europeia proibiu a adicdo dessas
substancias na alimentagéo animal em 2006 (European Union, 2005).

Entre esses compostos fitogénicos, os alcaloides isoquinolinicos sdo um grupo de substancias
com propriedades terapéuticas reconhecidas, que podem ser extraidas de plantas como a
Macleaya cordata. Dentro deste grupo, os alcaloides quaternarios benzo [c] fenantridina e
protopina (QBA + PA) séo substancias biologicamente ativas utilizadas na medicina tradicional
para varias doengas (Croaker et al.,, 2016) devido aos seus efeitos anti-inflamatorio,
imunomodulador (Chaturvedi et al., 1997) e antibacteriano (Cushnie et al., 2014).

Recentemente, essas substancias foram avaliadas como aditivo na alimentag&o de ruminantes para
melhorar o desempenho produtivo e a salde do trato gastrintestinal (Aguilar-Hernandez et al.,
2016; Estrada-Angulo et al., 2016). O fornecimento desses alcaloides na dieta tem mostrado
influenciar positivamente as fun¢des gastrointestinais, reduzindo o dano da mucosa intestinal de
frangos infectados com Salmonella enteritidis (Pickler et al., 2013). Beneficios semelhantes
também foram relatados em leitbes que apresentaram melhora substancial no escore de diarreia
(Liu et al., 2016). Além disso, o epitélio ruminal de ovelhas alimentadas com dieta suplementada
com esses alcaloides mostrou menor inflamagdo, com menores niveis de degeneracdo celular,
paraqueratose e infiltracdo de neutrofilos (Estrada-Angulo et al., 2016). O objetivo deste trabalho
foi investigar a potencial influéncia da inclusdo profilatica do extrato vegetal padronizado
contendo QBA + PA no sucedaneo do leite para bezerros com diarreia induzida por infeccdo com
oocistos de C. parvum.

MATERIAL E METODOS
Delineamento experimental, animais e ambiente de alocacéo

Todos os procedimentos utilizados neste estudo foram aprovados pelo Comité de ética no uso de
animais da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) sob o protocolo n® 279/2015. Um total
de 26 bezerros recém-nascidos da raca Holandés, com peso corporal de 36,62 + 4,05 kg, foram
incluidos no presente estudo. Todos os bezerros nasceram em um rebanho leiteiro comercial com
alta incidéncia de criptosporidiose em bezerros com até 30 dias de vida. Os bezerros receberam
na quantidade de 10% do seu peso corporal, colostro proveniente de um banco da propriedade em
que nasceram. A eficacia da transferéncia de imunidade passiva foi avaliada pelo método de
refratometria da proteina sérica com um ponto de corte de 5,5 g/dL (Godden, 2008). Os animais
foram transferidos dentro de um a dois dias ap6s o nascimento da fazenda para a area
experimental, situada no galpdo do setor de Clinicas de Ruminantes da Universidade Federal de
Minas Gerais.
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Previamente ao inicio do experimento, 0 ambiente onde os animais permaneceram foi higienizado
para a remoc¢do da matéria organica das superficies, utilizando vassoura para varrer e esfregar o
local com &gua e detergente comum. Apo6s o enxague do detergente foi aplicado hipoclorito 2%
sobre as superficies deixando o produto agir por 10 minutos e posteriormente enxaguando com
agua limpa. Apo6s a secagem natural das superficies foi aplicado fogo sobre o chdo e as paredes
utilizando um macarico a gas. Os animais foram mantidos no galpdo, em tapetes de borracha
individuais com acesso a agua ad libitum. Durante o periodo experimental o ambiente onde 0s
animais foram mantidos foi higienizado diariamente pela manha por lavagem com detergente
comum e agua limpa.

Todos os bezerros foram alimentados duas vezes ao dia com a mesma dieta basal, durante todo o
estudo, totalizando seis litros por dia de leite po6 integral® reconstituido a 13%. Além disso, os
animais tinham acesso ad libitum a um concentrado inicial a partir dos 20 dias de vida. Os bezerros
foram divididos aleatoriamente em dois grupos de 13 animais cada: no grupo SG foi adicionado
ao leite, desde a primeira refeicdo pds-colostro até o 21° dia de vida, 10g/bezerro/dia (5g em cada
porcéo de 3 litros de leite oferecido) do extrato vegetal padronizado (Sangrovit® CS) contendo
QBA + PA. Os animais do grupo CN ndo receberam nenhum aditivo na dieta basal. Os animais
desse estudo ndo receberam qualquer medicacdo antibidtica ou anti-inflamatoria durante o
periodo de diarreia.

Produto

A substancia testada compreende os principios ativos contidos no aditivo alimentar produzido
com o extrato da planta de Macleaya cordata, conhecido pelo nome comercial de Sangrovit® CS,
que foi fornecido pela Phytobiotics Futterzusatzstoffe GmbH, Eltville, Alemanha. Sangrovit® CS
tem uma fracdo de QBAs + PA que contém principalmente sanguinarina e queleritrina, e é
padronizada para 0,15% de sanguinarina. A dose usada neste estudo seguiu as recomendacdes do
fabricante com base em estudos prévios (Wirth et al., 2014; Saltijeral et al., 2015). Para garantir
a ingestdo da dose completa (5 g por refei¢do), o produto foi diluido e oferecido em uma fragéo
de 250 ml da quantidade total de leite fornecida aos bezerros e s6 apds a ingestdo da dose total
era oferecido o restante do leite.

In6culo de desafio e inoculagdo

Todos os bezerros foram inoculados no terceiro dia de vida com 1 x 10° oocistos de C. parvum,
em dose Unica, por via oral. O inéculo de C. parvum foi preparado a partir de isolados obtidos de
um caso de campo de criptosporidiose e armazenado em solucéo de dicromato de potassio a 2,5%
na proporcdo de 1:1 no laboratério da Clinica de Ruminantes da UFMG. Esse material foi
utilizado para purificacdo dos oocistos de acordo com o protocolo de Carvalho (2017). Ap6s a
purificacdo o pellet de oocistos obtido foi ressuspendidos em 1ml de salina (0,9% NaCl) e
posteriormente quantificados em cadmara de Neubauer para mensura¢do de oocistos/uL. O
material passou por prova de esterilidade, para tanto a amostra purificada de oocistos foi estriada

1 Leite em p6 integral (ingrediente para alimentagéo animal) — ltambé®
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em agar sangue em aeorobiose e anaerobiose a 37°C e &gar sabouraud a 32°C incubados por 24
horas para pesquisa de bactérias e fungos, respectivamente (Carvalho, 2017).

A preparacdo das amostras para a caracterizagdo molecular foi realizada de acordo com Carvalho
(2017), para tanto 300 uL da amostra purificada passaram por sonicagdo e a partir do material
sonicado foi realizada a extracdo de DNA utilizando o kit Wizard® Genomic DNA Purification
(PROMEGA), seguindo as recomendacdes do fabricante. Para a amplificacdo do DNA foi
utilizado como alvo o gene SSU rRNA para a realizacao da nested PCR (nPCR) conforme descrito
por Xiao et al. (1999).

Quadro 3: Sequéncia de iniciadores e produtos obtidos para diagndstico de Cryptosporidium

Reacdo Sequéncia (5’ para 3°) Iniciador Alvo Produto (pb) Referéncia
TTCTAGAGCTAATACATGCG SSUCryptoF1
1° reagdo SSU rRNA 1325 Xiao et al., 1999
CCCATTTCCTTCGAAACAGGA SSUCrptoR1
2° reacio GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG SSUCryptoFl SSU rRNA 819-825 Xiao et al., 1999

AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA SSUCTrptoR1

O produto da nPCR foi purificado e preparado conforme Carvalho (2017) e utilizada para a
caracterizacdo da amostra de acordo com o sequenciamento genético. A identidade da sequéncia
obtida foi confirmada como C. parvum por compara¢do com as sequéncias disponiveis no
GenBank utilizando o software BLAST (Altschul et al., 1990). A amostra sequenciada e editada
foi depositada no genbank com o nimero KY619841.

Avaliacao da excregdo de oocistos de C. parvum

Amostras fecais foram coletadas antes da alimentacdo da manha, em sacos plasticos diretamente
da ampola retal dos bezerros. As amostras foram coletadas diariamente desde o dia da inoculagdo
(3° dia de vida) até 30 dias de vida. Uma aliquota de 2 g dessa amostra foi preservada em formol
a 10% para analise posterior. As amostras foram submetidas a centrifugo-sedimentagdo em
formol-éter (3:1) para a confeccdo de esfregacos de fezes e a coloracdo desses através da técnica
modificada de Ziehl-Neelsen para o diagndstico de Cryptosporidium spp. (Garcia e Bruckner,
1993). Finalmente, com o auxilio de um microscépio éptico em aumento de 1000x, 0s 0ocistos
foram identificados e contados em 80 campos para estimar o0 nimero excretado nas fezes e assim
caracterizar a intensidade da infeccéo.

Escore fecal

Para avaliar a ocorréncia, duracdo e intensidade da diarreia, a consisténcia das fezes de todos 0s
animais foram monitoradas uma vez ao dia antes da alimentagdo do 3° ao 30° dia de idade, por
observacao visual das caracteristicas fecais e determinacdo do escore de consisténcia. Utilizou-se
0 seguinte escore fecal: 0 (fezes normais), 1 (fezes moles), 2 (diarreia leve, fezes aquosas), 3
(diarreia grave, fezes completamente liquidas) e 4 (diarreia grave, fezes completamente liquidas
e com presenca de sangue). Bezerros que apresentaram escores fecais 2, 3 e 4 foram classificados
como diarreicos, enquanto aqueles com escore fecal de 0 e 1 foram classificados como normais.
O dia em que o animal comecou a excretar as fezes com os escores 2, 3 ou 4, foi definido como
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o dia do inicio da diarreia; e o dia em que as fezes retornaram para o escore 0 ou 1, foi definido
como o fim da diarreia.

Hemogasometria como parametro para fluidoterapia

O status &cido-base dos animais foi monitorado por hemogasometria no dia da inoculacéo e no
1°, 3°, 5° e 7° dias de diarreia. Amostras de sangue foram coletadas em seringas de 3 ml e uma
aliquota do sangue total foi imediatamente submetida a hemogasometria usando o dispositivo
portétil 1Stat (Abbott Point of Care Inc., Princeton, NJ) utilizando cartuchos EC8 + para avaliar o
status acido-base.

Um déficit de base (diminuicdo na concentracdo de ions carbonato) de 10 mEg/L indica acidose
metabdlica grave, que estd relacionada a disfun¢bes neuroldgicas e cardiovasculares e ao
progndstico reservado em bezerros diarreicos (Nakagawa et al., 2007; Bellino et al., 2012). Para
evitar o desenvolvimento de sinais graves de acidose e morte do animal, 0s bezerros que atingiram
um déficit de base (em relagdo a mensuracdo basal de cada animal) >9 mEq/L, receberam
fluidoterapia de suporte. Desse modo, a necessidade da intervencao foi utilizada como parametro
de intensidade da doenca.

Desempenho dos bezerros: ganho de peso e consumo de leite

Nos dias 0, 7, 14, 21 e 28 de vida, os bezerros foram pesados em balanca propria para bezerros
(MetalUrgica Arja S/A Industria e Comércio, S&o Paulo, SP) para determinacéo do ganho de peso.
A quantidade de ingestdo voluntéria de leite foi aferida diariamente a partir do dia da inoculacéo
até 30 dias de vida e registrada para cada bezerro para determinar a taxa de ingestdo. Para tanto,
as sobras do leite reconstituido de cada bezerro foram mensuradas com o auxilio de uma proveta
graduada. Assim ap0s a alimentacg&o, e o volume de sobras era subtraido do volume ofertado para
se obter o volume consumido.

Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad
Software, Inc., La Jolla, CA) e InfoStat® (InfoStat Software Estadistico, Cérdoba, Argentina)
versdo 2008. Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado, com tratamento na parcela
e tempos de avaliacdo na subparcela. As comparacdes das variaveis que ndo seguiram uma
distribuicdo normal foram feitas pelos testes de Mann-Whitney. Enquanto, as variaveis com
distribuicdo foram avaliadas pelo teste t para comparacdo entre os grupos. Comparagdo entre
momentos no consumo de leite foram realizadas através do teste Ducan. Comparacdes de
variaveis dicotbmicas entre os grupos foram realizadas pelo teste exato de Fisher. Os valores
médios obtidos foram considerados estatisticamente significativos com o valor de p < 0,05.

RESULTADOS
Todos os 26 bezerros recém-nascidos incluidos neste estudo foram efetivamente infectados com
C. parvum e liberaram oocistos em suas fezes. Ndo foram observadas diferencas (p = 0,67) no

periodo pré-patente entre os tratamentos: o periodo pré-patente foi de 4,31 + 0,85 dias no grupo
SG e de 4,15 + 0,99 dias no grupo CN (Tabela 1).
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Tabela 1: Efeitos da criptosporidiose induzida em bezerros recém-nascidos alimentados com dieta
suplementada com QBA + PA (grupo SG - n = 13) ou dieta basal (grupo CN - n = 13).

SG (n=13) CN (n=13)

Item Média 95% ClI Média 95% ClI p
Periodo pré-patente (dias) 4,31+£0,85 3,85 4,77 4,15+0,99 3,561 4,69 0,671
Periodo de excreg&o de oocistos (dias) 8,23+1,3° 7,72 -8,94 9,73 +1,74° 8,71-10,75 0,025!
Ocorréncia de diarreia (%) 84,62 100 0,482
Duragéo da diarreia (dias) 6,31 + 6,492 2,78 -9,83 11,55 +5,29° 8,43 — 14,68 0,0009*
Necessidade de hidratac&o (%) 15,382 69,23 0,0152
Mortalidade (%) 0,0 15,38 0,482

35 Média + SD com diferentes sobrescritos na mesma linha sdo significativamente diferentes (p < 0,05)

I Teste t

2Teste Exato de Fisher

Independentemente do tratamento experimental, a dindmica da excrecdo de oocistos foi
semelhante entre os grupos (figura 4). Em ambos 0s grupos, a excre¢cdo comegou, em média, no
4° dia ap6s a inoculagdo. Em seguida, 0 nimero de oocistos excretados aumentou no 5° dia e
atingiu seu pico entre o0 6° e 0 9° dia pds-inoculacdo. A eliminacgdo dos oocistos persistiu até o 13°
dia apés a inoculagdo no grupo SG e até o 14° dia no grupo CN (figura 4).
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Figura 4: Excrecao fecal de oocistos de Cryptosporidium parvum. Analise do nimero de oocistos de C.
parvum eliminados em amostras fecais de bezerros tratados (SG) e ndo tratados (CN) com extrato vegetal
padronizado (Sangrovit® CS Phytobiotics Futterzusatzstoffe GmbH, Eltville, Alemanha). Os oocistos
foram quantificados em esfregacos fecais corados pelo método de Ziehl-Neelsen modificado. Os asteriscos
indicam momentos com diferencas significativas entre os grupos (p < 0,05).
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O ndmero de oocistos excretados desde o dia da inoculagdo até 11 dias apds a infeccdo foi
significativamente semelhante em ambos o0s grupos, mas no 12° e 13° dia ap6s a inoculagdo, o
grupo CN eliminou maiores quantidades de oocistos que o grupo SG (p <0,05). Além disso, a
persisténcia da eliminacdo de oocistos foi menor no grupo SG (p = 0,025) (Tabela 1).

Com base na observagdo visual diaria das fezes, a ocorréncia de diarreia (escore fecal > 2) foi de
84,62% no grupo SG e 100% no grupo CN (p = 0,48). A diarreia iniciou simultaneamente com a
primeira observacao de oocistos nas fezes e com base no escore fecal, a gravidade da diarreia foi
maior no grupo CN. Os animais do grupo SG apresentaram escores fecais inferiores aos do grupo
CN no periodo logo ap6s o pico de eliminagdo de oocistos (dias 6 a 9 apds a inoculagdo). Nos
dias 10, 11, 12, 17 e 21 apo6s a inoculacdo, o escore fecal foi menor no grupo tratado (p <0,05;
Figura 5). Além disso, observou-se que o tempo médio de duracdo da diarreia no grupo SG foi de
6,31 £ 6,49 dias, o que foi menor em comparagdo ao grupo CN, com média de 11,55 + 5,29 dias
(p = 0,0009; Tabela 1).
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Figura 5: Escore de consisténcia fecal e frequéncia de diarreia durante a infeccdo induzida por
Cryptosporidium parvum. Analise do escore fecal de bezerros tratados (SG) e ndo tratados (CN) com
extrato vegetal padronizado (Sangrovit® CS Phytobiotics Futterzusatzstoffe GmbH, Eltville, Alemanha).
As fezes foram monitoradas visualmente e os bezerros que apresentaram escores fecais 2, 3 e 4 foram
classificados como portadores de diarreia. As representacdes em linhas devem ser lidas no eixo vertical a
esquerda e se referem ao escore fecal. As representacdes em barras devem ser lidas no eixo vertical a direira
e se referem a frequéncia de bezerros com diarreia. Os asteriscos indicam momentos com diferencas
significativas entre 0s grupos quanto ao parametro de escore fecal (p < 0,05).

Na analise do consumo de leite em cada grupo, observou-se que no grupo CN houve uma
diminuicdo progressiva na quantidade de leite ingerido durante o periodo de diarreia com redugao
significativa no oitavo dia ap6s a infeccdo em relacdo a taxa de ingestdo no momento basal.
Enquanto isso, no grupo SG, a redugdo na ingestao foi menos intensa e sem variacdo significativa
entre momentos, permanecendo estavel durante todo o periodo de diarreia. No entanto, durante
os dias de maiores escores fecais e excre¢do de oocistos, ndo houve diferenca estatistica entre os
grupos na taxa de ingestéo de leite em nenhum momento (Figura 6).
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Figura 6: Ingestdo de leite durante a infecgdo induzida por Cryptosporidium parvum. Andlise da ingestao
de leite de bezerros tratados (SG) e ndo tratados (CN) com extrato vegetal padronizado (Sangrovit®CS
Phytobiotics Futterzusatzstoffe GmbH, Eltville, Alemanha).

Os bezerros do grupo SG ndo apresentaram perda de peso em nenhum momento durante os 28
dias de estudo, mesmo apds o desafio com os oocistos de C. parvum. Entretanto, os bezerros do
grupo CN apresentaram perda de peso nos primeiros sete dias pos-infecgdo; eles também
ganharam significativamente menos peso entre os dias 14 e 21 (p = 0,0193). A partir dai, entre 21
e 28 dias de vida, os bezerros CN tiveram ganho de peso compensatério e ao final das avaliacdes
n&o houve diferengas em relagéo ao grupo SG (Figura 7).
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Figura 7: Ganho de peso corporal nos intervalos semanais nos primeiros 30 dias de vida dos bezerros,
durante a infeccdo induzida por Cryptosporidium parvum. Analise do ganho de peso de bezerros tratados
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(SG) e ndo tratados (CN) com extrato vegetal padronizado (Sangrovit®CS Phytobiotics Futterzusatzstoffe
GmbH, Eltville, Alemanha). O peso corporal foi monitorado nos dias 0, 7, 14, 21 e 28 de vida. O asterisco
indica o periodo com diferengas significativas entre os grupos (p < 0,05).

A frequéncia de bezerros que necessitaram de fluidoterapia devido a diarreia foi menor no grupo
SG (p = 0,0154) em relacdo ao grupo CN. Com base no parametro pré-estabelecido limite de
déficit de base >9 mEq / L, foi necessario hidratar nove bezerros (69,23%) no grupo CN e dois
bezerros (15,38%) no grupo SG (Tabela 1). Entre os animais que necessitaram de fluidoterapia
foi realizada em momentos semelhantes em ambos 0s grupos (p = 0,614) sendo necessaria apos a
infeccdo experimental em média aos 6 * 0 dias no grupo SG e aos 6,33 + 0,87 dias no grupo CN.
Embora tenha sido implementada a fluidoterapia de suporte naqueles animais que apresentaram
distdrbios acido-base mais graves, dois animais do grupo controle morreram (taxa de mortalidade
de 15,4%), enquanto nenhuma mortalidade foi observada no grupo suplementado.

DISCUSSAO

Os alcaloides isoquinolinicos (QBAs + PA) ja demonstraram melhorar a saide intestinal, o
desempenho e o controle de alguns enteropatdégenos em animais de producdo (Pickler et al., 2013;
Aguilar-Hernandez et al., 2016; Liu et al., 2016) . O efeito desses compostos na prevencéo e
controle da criptosporidiose em bezerros lactentes ainda ndo havia sido investigado. Portanto, este
estudo é a primeira avaliacdo da eficicia de QBAs +PA na diarreia causada por C. parvum em
bezerros neonatos.

Os alcaloides contidos no Sangrovit® CS nao influenciaram intensamente o inicio ou a dindmica
de excrecéo fecal de oocistos. No entanto, observou-se que o grupo SG excretou 0ocistos por
menos tempo e em menor quantidade nos ultimos dois dias da curva de excregdo em comparagao
ao grupo CN.

Embora nossa metodologia ndo inclua testes de avaliagdo imunoldgica, esses resultados podem
ser devidos a uma resposta imunoldgica mais efetiva em animais com a dieta suplementada. A
imunidade contra Cryptosporidium é complexa e envolve maltiplos componentes da resposta
inata e adaptativa (Petry et al., 2010; Mcdonald et al., 2013). Em contraste, os alcaloides
isoquinolicos aqui avaliados possuem efeitos anti-inflamatérios e imunomoduladores
comprovados (Niu etal., 2012; Li et al., 2013). Assim, a adi¢do de QBAs +PA a dieta dos bezerros
pode ter contribuido para uma melhor resposta imune a infeccéo por C. parvum, como observado
na suplementacdo dietética com esses alcaloides em galinhas poedeiras, o que resultou em
melhora do estado imunoldgico celular e humoral e diminui¢do das contagens microbianas no
ileo (Bavarsadi et al., 2016). O uso de QBAs +PA em suinos também mostrou melhorias no estado
imunoldgico dos animais (Liu et al., 2016).

Mesmo que a ocorréncia de diarreia ndo tenha sido significativamente diferente entre os grupos,
0s animais do grupo SG apresentaram sinais de diarreia mais brandos, que ocorreram por menos
dias em comparacdo aos bezerros CN. A fisiopatologia da diarreia associada ao C. parvum é
complexa e parece ser consequéncia da intensa atrofia dos vilos intestinais, devido a perda de
enterdcitos por apoptose e a alteracdo celular no transporte de eletrélitos por consequéncia da
liberacdo de mediadores inflamatdrios (Gookin et al. al., 2002). Embora a alta taxa de apoptose
seja um dos fatores causadores da diarreia, ela também pode contribuir para a resolucdo da
inflamacédo (Haslett, 1997). De fato, C. parvum desenvolveu estratégias de controle para limitar
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a apoptose de enterdcitos, a fim de favorecer o seu ciclo de vida e, assim, controlar as tentativas
do hospedeiro de erradicar a infeccdo (Gookin et al., 2002). A ativacdo concomitante do fator de
transcricdo NF-kB (fator nuclear kappa B) por C. parvum pode limitar a taxa de apoptose,
contribuindo positivamente para o curso da infeccdo. No entanto, sabe-se que uma vez bloqueado
0 NF-kB, h& um aumento no nimero de células que sofrem apoptose durante a infec¢do de C.
parvum (Mccole et al., 2000).

Além disso, a interacdo entre Cryptosporidium e a superficie apical das células epiteliais
intestinais resulta na liberacdo de mediadores pré-inflamatérios no local da infecgdo, que podem
contribuir para 0 aumento da permeabilidade epitelial, comprometimento da absorcéo intestinal e
aumento da secrecdo (Foster e Smith, 2009; Di Genova e Tonelli, 2016; Certad et al., 2017).
Como os alcaloides aqui utilizados possuem comprovadamente efeitos anti-inflamatérios in vitro
e invivo (Niu et al., 2012), seus mecanismos de a¢do podem explicar nossos achados.

A sanguinarina e a queleritrina sdo identificadas como o0s principais ingredientes
farmacologicamente ativos no aditivo alimentar utilizado no presente estudo (Stiborova et al.,
2008; Zdarilova et al., 2008; Kantas et al., 2015). Sanguinarina demonstrou ser um potente
inibidor da ativagcdo de NF-kB (Chaturvedi et al., 1997), que é responsavel por regular a ativagdo
de uma ampla variedade de genes que regulam respostas imune e inflamatéria em células
epiteliais (Glezer et al. , 2000). Portanto, é capaz de minimizar a resposta inflamatéria inibindo a
producdo de alguns mediadores que poderiam amplificar a inflamac&o (Niu et al., 2012; Li et al.,
2013). A queleritrina é um potente inibidor da proteina quinase C (PKC), uma enzima chave no
controle da transducéo de sinal, proliferacdo celular e diferenciacdo (Herbert et al., 1990). Em
camundongos, a aplicacdo de queleritrina foi capaz de exercer efeitos anti-inflamatdrios e
antinociceptivos, prevenindo a expressdo de prostaglandina E2 (PGE;) e da enzima
ciclooxigenase 2 (COX-2) (Niu et al.,, 2011). Foi anteriormente demonstrado que, quando
administrados por via oral, os QBAs+PA contidos neste aditivo alimentar padronizado sdo pouco
absorvidos e sdo na sua maioria excretados inalterados nas fezes. Assim, suas atividades sdo
praticamente restritas ao trato gastrointestinal (Kosina et al., 2004). Com base nesses achados,
nossa hipotese é que os QBAs +PA oferecidos no leite dos bezerros tiveram influéncia positiva
no ambiente intestinal, devido as suas caracteristicas anti-inflamatérias, que atenuaram a
manifestacdo da criptosporidiose e anteciparam a recuperacéo. Dessa forma os alcaloides, embora
ndo atuem diretamente sobre o patégeno, podem facilitar a eliminagdo pelo hospedeiro,
blogueando a ativacdo do NF-kB, consequentemente aumentando a taxa de apoptose e
diminuindo a producéo de substancias pré-inflamatorias.

Também foi relatado que a sanguinarina promove ganho de peso animal devido ao aumento do
consumo de ragdo e diminui¢do da degradacdo de aminoacidos pela descarboxilagdo (DrSata et
al., 1996; Mellor, 2001; Kantas et al., 2015). A infeccdo por Cryptosporidium pode causar
desnutricdo ao reduzir o consumo voluntério e a desnutri¢do pode intensificar a infec¢do e o dano
da mucosa intestinal (Coutinho et al., 2008), configurando um ciclo vicioso, com infeccdo e
desnutricdo potencializando-se mutuamente. Tais evidéncias podem, em parte, explicar o
consumo de leite mais estavel durante os dias de diarreia no grupo SG, engquanto o consumo de
leite no grupo CN sofreu as consequéncias do desafio experimental mais intensamente e,
consequentemente, variou em maior grau. Além disso, o0 uso de substancias antiflamatorias é
associado como estimulante do consumo voluntério durante a diarreia em bezerros, por inibir a
producdo de citocinas pro-inflamatorias que bloqueiam o apetite de animais acometidos (Todd et
al., 2010; Murray et al., 2016).
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O mesmo efeito foi observado no peso corporal, que foi mais severamente prejudicado no grupo
CN, provavelmente devido a reducdo na ingestdo de leite e maiores escores fecais que podem
estar associados com menor taxa de absorcao intestinal devido a criptosporidiose. Por outro lado,
a reducdo dos efeitos nocivos da diarreia no desempenho produtivo resultou em melhora na salde
dos bezerros. Os animais do grupo SG sofreram menos com os distdrbios metabélicos causados
pela diarreia e, consequentemente, um menor nimero de animais necessitou de fluidoterapia. Este
fato pode implicar em uma maior taxa de sobrevivéncia nesse periodo critico para a criagdo de
bezerros jovens, além de reduzir os danos causados pela diarreia.

CONCLUSOES

A suplementacdo com 10 g do extrato vegetal padronizado (Sangrovit® CS) adicionado ao leite e
oferecido aos animais nas refei¢des diarias nos primeiros 21 dias de vida foi eficaz na atenuagdo
dos efeitos negativos associados a diarreia causada por C. parvum em bezerros recém-nascidos.
Dessa forma, a suplementacéo proporcionou a redugdo no tempo de diarreia, de eliminagdo de
occistos e disturbios acido-base associados menos severos.
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Capitulo 2 - Efeito da suplementacdo dietética com alcaloides isoquinolinicos sobre
parametros clinicos e hematoldgicos de bezerros neonatos com diarreia induzida por
Cryptosporidium parvum

ABSTRACT

Diarrhea in neonatal calves is one of the main economic barriers to cattle breeding. As a strategy
to minimize the damages caused by this disease, the use of antibiotics added to the food has been
used in calves rearing. However, due to international requirements of the market for animal
products, the use of antimicrobials in production animals is being restricted and alternative
substances for use with this purpose are being investigated. The objective of this study was to
evaluate the effects of the isoquinoline alkaloids (QBAs + PA) present in the standardized extract
of Macleaya cordata on the diet of calves with diarrhea induced by inoculation with
Cryptosporidium parvum oocysts on clinical, hemogasometric, blood count and serum
biochemistry parameters. Twenty-six Holstein calves were distributed in two groups: SG (diet
supplemented with 10g/day of the standardized extract of M. cordata) and CN (control diet,
without additives). The animals were evaluated at basal moment (day of inoculation with 1x108
oocysts of C. parvum) and days of diarrhea (1%, 3 5" and 7" days). Other potential
enteropathogens such as coronavirus, Salmonella spp, Escherichia coli (ETEC) and Giardia spp.
in associations with Cryptosporidium in both groups with similar frequencies. The calves in both
groups presented dehydration and compensated metabolic acidosis with greater intensity in the
CN group. In the CN group, significant reductions in cholesterol and serum iron concentrations
were observed, as well as worse leukogram parameters. Thus, the alkaloids present in the plant
extract of M. cordata were beneficial to the animals during the episodes of diarrhea based on
clinical and laboratory parameters, so this may be an alternative strategy to minimize the
consequences of the disease.

KEY WORDS: Cryptosporidium parvum, enteropathogens, neonatal diarrhea, sangrovit,
standardized plant extract, anti-inflammatory

RESUMO

A diarreia em bezerros neonatos corresponde a um dos principais entraves econdémicos na
bovinocultura. Como estratégia para minimizar os prejuizos decorrentes da doenca 0 uso de
antibioticos adicionado ao alimento vem sendo empregado na criagdo de bezerros. No entanto,
em razdo de exigéncias internacionais do mercado de produtos de origem animal e do melhor
conhecimento do microbioma intestinal e suas interacfes, o0 uso de antimicrobianos em animais
de producdo esta sendo revisto e substancias alternativas para o uso com essa finalidade s&o alvos
de pesquisas. Dessa forma, objetivou-se avaliar os efeitos sobre parametros clinicos,
hemogasometricos, hemograma e bioquimica sérica do uso dos alcaloides isoquinolinicos
(QBAs+PA) presentes no extrato vegetal padronizado de Macleaya cordata fornecido na dieta de
bezerros com diarreia induzida por inoculagdo com oocistos de Cryptosporidium parvum. Foram
utilizados 26 bezerros neonatos da raca Holandés distribuidos aleatoriamente em dois grupos: SG
(dieta suplementada com 10g/dia do extrato padronizado de M. cordata) e CN (dieta controle,
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sem aditivos). Foram realizadas avaliagdes no momento basal (dia da inoculagdo com 1x108
oocistos de C. parvum) e nos dias de diarreia (1°, 3°, 5° e 7°). Foram diagnosticados outros
enteropatégenos como: coronavirus, Salmonella spp, Escherichia coli (ETEC) e Giardia spp. em
associagdes com Cryptosporidium em ambos 0s grupos com frequéncias semelhantes. Os
bezerros em ambos 0s grupos apresentaram desidratacao e acidose metabdlica compensada com
maior intensidade no grupo CN. No grupo CN foram também observadas reducdes significativas
das concentragdes de colesterol e ferro sérico além de parametros desfavoraveis no leucograma.
Dessa forma, os alcaloides presentes no extrato vegetal de M. cordata foram benéficos para os
animais durante os episodios de diarreia com base em parametros clinicos e laboratoriais, assim
essa pode ser uma estratégia alternativa para minimizar as consequéncias da doenga.

PALAVRAS CHAVE: Cryptosporidium parvum, enteropatégenos, diarreia neonatal, sangrovit,
extrato vegetal padronizado, anti-inflamatorio

INTRODUCAO

Nas ultimas décadas a crescente demanda mundial por producéo de alimentos e a busca por maior
produtividade, motivaram o emprego de substancias promotoras de crescimento na dieta animal,
como os antibidticos. Essa estratégia é utilizada principalmente em sistemas de criagéo intensiva,
onde os animais sdo submetidos a condicGes desafiadoras em termos de imunidade e carga
infecciosa (Bischoff et al., 2005). Porém, desde a imposicdo da Unido Europeia restringindo o
uso de antimicrobianos na produgdo animal (European Union, 2005) existe um grande apelo pela
busca de subtancias alternativas para o uso com essa finalidade. Nesse contexto, 0 uso de
compostos fitogénicos na produgéo animal tem sido uma alternativa bem aceita pela comunidade
internacional (Vieira et al, 2008).

O extrato padronizado da planta Macleaya cordata foi avaliado com esse proposito na criacdo de
aves (Lee et al., 2015; Bavarsadi et al., 2016; Abudabos et al., 2016), suinos (Blank et al., 2010;
Zhao et al., 2017), ruminantes (Aguilar-Hernandez et al., 2016; Estrada-Angulo et al., 2016) e
animais aquaticos (Rawling et al., 2009; Rairat et al., 2013; Imanpoor e Roohi, 2015). O extrato
dessa planta contém alcaloides isoquinolinicos em concentragdes biologicamente ativas que
incluem uma fracdo de alcaloides quaternarios benzo [c] fenantridina (QBAS) representados
principalmente pela sanguinarina e a queleritrina e uma fracéo de alcaloides de protopina (PA)
(Croaker et al., 2016). Essas substancias possuem propriedades clinicamente interessantes como
a acao anti-inflamatdria (Chaturvedi et al., 1997; Dvorak et al., 2006) e antimicrobiana (Croaker
et al., 2016), o que faz desse extrato um potencial substituto & adicdo de antibidticos
convencionais usados na dieta de animais (Liu et al., 2016).

De acordo com Vrublova et al. (2010), o uso de componentes anti-inflamatérios na alimentacao
pode ser a chave para o melhor crescimento e satide de animais de produgdo. AvaliacOes prévias
mostraram que o extrato padronizado de M. cordata na dieta foi capaz de modular lesGes
intestinais em ratos (Vrublova et al., 2010), melhorar indices de saude intestinal em aves
(Bavarsadi et al., 2016) e atenuar a diarreia em leitdes (Liu et al., 2016). Embora a diarreia em
bezerros neonatos seja um problema de grande importancia, ndo ha referéncias que avaliem o uso
desses alcaloides em animais nessas condigdes.

A diarreia neonatal de bezerros corresponde a um dos principais entraves para criagcdo de bovinos
de leite e corte, devido a alta morbidade e mortalidade que representa para o sistema (Lagoni et
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al., 2004; Carvalho et al., 2014). As consequéncias da diarreia incluem desidratacao e disturbios
no metabolismo &cido-base, eletrolitico e enegético (Seifi et al., 2006; Guzelbektes et al., 2007;
Tsukano et al., 2018). Esses desequilibrios podem influenciar direta ou indiretamente a
sobrevivéncia dos animais acometidos (Naylor, 1989; Freitas, 2009).

A sindrome diarreica é de caracter multifatorial e varios agentes etioldgicos virais, bacterianos e
parasitarios podem estar envolvidos na patogénese de forma isolada ou em infec¢bes mistas
(Snodgrass et al., 1986; Coura et al., 2015). Entretanto, atualmente sabe-se da relevacia de
Cryptosporidium parvum como agente causador de diarreia em bezerros neonatos, devido a sua
alta incidéncia (Carvalho et al., 2014) e aos mecanismos pelos quais provoca quadros de diarreia
por ma digestdo/ma absorcdo, secrecdo e inflamacgdo (Gookin et al., 2002; Foster e Smith, 2009;
Certad et al., 2017).

Dessa forma, objetivou-se com o presente estudo avaliar os efeitos do uso dos QBAs+PA
presentes no extrato vegetal padronizado de M. cordata fornecido na dieta liquida de bezerros
inoculados experimentalmente com C. parvum sobre pardmetros clinicos, hemogasometricos,
hematolégicos e bioquimica sérica.

MATERIAL E METODOS
Animais e instalagdes

Todos os procedimentos descritos nesse trabalho foram executados com autorizagdo prévia da
Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA/UFMG)
sob o protocolo n° 279/2015.

Foram utilizados 26 bezerros recém-nascidos da raca Holandés. Esses animais foram pré-
selecionados para 0 experimento seguindo os critérios de peso minimo ao nascimento de 32 kg e
proteina total sérica com 24 horas de vida > 5,5g/dl para estimar uma transferéncia de imunidade
passiva adequada (Godden, 2008).

Os animais foram adquiridos em uma propriedade de exploracdo leiteira intensiva, no municipio
de Inhaima-MG. Os partos ocorreram em um galpdo, do tipo free stall, com acompanhamento de
um membro da equipe de pesquisa para a realizacdo dos cuidados iniciais com 0s neonatos e
minimizar a possibilidade de infec¢des por enteropatdgenos ambientais mantendo 0s animais em
local higienizado.

Os bezerros receberam, na quantidade de 10% do seu peso corporal, o colostro proveniente da
propriedade em que nasceram. Esse material possuia alta qualidade classificada de acordo com a
densidade especifica mensurada por colostrdmetro e estava armazenado sob temperatura de — 20
°C no banco de colostro da fazenda.

Apobs os procedimentos de colostragem, cura de umbigo e identificacdo, os bezerros foram
transportados para a Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais, onde foram
alojados em um galpdo fechado com baias individuais, onde permaneceram por um periodo de
adaptacéo, durante sete dias. Posteriormente os bezerros foram alocados dentro do mesmo galpéo,
em outra instalacdo, em sistema tie stall, com comedouro individual.
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Previamente ao inicio do experimento, o ambiente onde os animais permaneceram foi higienizado
para a remocao da matéria organica das superficies, utilizando vassoura para a remogao de todas
as sujidades do chéo e paredes, e esfregar o local com agua e detergente neutro. Apds o enxague
do detergente, foi aplicado hipoclorito 2% sobre as superficies deixando o produto agir por 10
minutos e posteriormente enxaguando com agua limpa. Apos a secagem natural das superficies
foi aplicado fogo sobre o chédo e as paredes utilizando um macarico a gas. Os animais foram
mantidos no galpdo, em tapetes de borracha individuais com acesso a agua ad libitum. Durante o
periodo experimental o ambiente onde os animais foram mantidos e os tapetes de borracha foram
higienizados diariamente pela manha por lavagem com detergente neutro e &gua limpa sob
pressao.

Durante o periodo experimental os animais foram alimentados exclusivamente com duas
refeicOes didrias de trés litros de leite em po integral? reconstituido a 13% em &gua a 39°C e 4gua
disponivel ad libitum.

Delineamento experimental

Os 26 bezerros foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos de 13 animais cada. Durante
todas as avaliagdes, no grupo tratado (SG) os animais receberam 5 g de um extrato vegetal
padronizado (Sangrovit® CS) acrescido ao volume de leite de cada uma das duas refeicdes diarias,
a partir da primeira refei¢do ap6s o colostro. Os animais do grupo controle (CN) ndo receberam
nenhum aditivo a sua dieta. No terceiro dia de vida, todos os bezerros foram desafiados pela
inoculacéo por via oral em dose Unica de 1 x 10 oocistos de C. parvum e nos dias subsequentes
o0s animais foram avaliados diariamente quanto a manifestacao de diarreia. Ambos 0s grupos nao
receberam qualquer medicagdo antimicrobiana ou anti-inflamatdria durante os dias de diarreia.

Extrato vegetal padronizado

O aditivo alimentar utilizado consiste em um extrato padronizado da planta M. cordata. O produto
é conhecido pelo nome comercial de Sangrovit® CS e produzido pela empresa Phytobiotics
Futterzusatzstoffe GmbH, Eltville, Alemanha. O Sangrovit® CS contém como principios ativos
de interesse, uma fracdo de QBAs + PA que contém principalmente sanguinarina e queleritrina,
padronizada para 0,15% de sanguinarina. A dosagem utilizada no grupo tratado seguiu as
recomendacdes do fabricante.

In6culo de desafio

Os in6culos para o desafio foram compostos de oocistos purificados de C. parvum oriundos de
um caso de campo de criptosporidiose. Para caracterizacao especifica dos oocistos as amostras de
fezes para o preparo dos indculos foram mantidas conservados sob refrigeracdo a 4°C por cerca
de um més em solucédo de bicromato de potassio a 2,5%, na proporcao de 1:1, no laboratério do
setor de Clinica de Ruminantes da Universidade Federal de Minas Gerais. A partir das fezes
estocadas, 0s oocistos foram purificados e ressuspendidos em um mililitro de solucéo salina (0,9%
NaCl) conforme Carvalho (2017) e posteriormente quantificados por contagem em camara de

2 | eite em p6 integral (ingrediente para alimentacdo animal) — Itambé®
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Neubauer para mensuragao de oocistos/uL. Os indculos purificados foram previamente testados
para garantir a isengdo de bactérias e fungos através de cultura em agar sangue em aerobiose e
anaerobiose a 37°C e agar sabouraud a 32°C incubados por 24 horas para pesquisa de bactérias e
fungos, respectivamente (Carvalho, 2017).

A caracterizacdo molecular da amostra foi realizada de acordo com Carvalho (2017), utilizando
300 uL da amostra purificada, que passaram por sonicacdo e a partir do material sonicado foi
realizada a extragdo de DNA com o kit Wizard® Genomic DNA Purification (PROMEGA,
Madison, Wisconsin) seguindo as recomendac@es do fabricante. A amplificacdo do DNA teve
como gene alvo o SSU rRNA para a realizacdo da nested PCR (nPCR) conforme Xiao et al. (1999)
(Quadro 4).

Quadro 4: Sequéncia de iniciadores e produtos obtidos para diagndstico de Cryptosporidium

Reacéo Sequéncia (5’ para 3°) Iniciador Alvo Produto (pb) Referéncia
TTCTAGAGCTAATACATGCG SSUCryptoF1
1° reacéo SSU rRNA 1325 Xiao et al., 1999
CCCATTTCCTTCGAAACAGGA SSUCrptoR1

GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG  SSUCryptoF1

2° reacdo SSU rRNA 819-825 Xiao et al., 1999

AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA SSUCTryptoR1

O produto da nPCR foi purificado e utilizada para a caracterizagdo da amostra de acordo com o
sequenciamento genético (Carvalho, 2017). A identidade da sequéncia obtida foi confirmada
como C. parvum por comparagdo com as sequéncias disponiveis no GenBank utilizando o
software BLAST (Altschul et al., 1990). A amostra sequenciada e editada foi depositada no
genbank com o nimero KY619841.

Amostras para avaliagdo de enteropatgenos

A manifestacdo da diarreia foi avaliada diariamente pela inspe¢éo das fezes obtidas por estimulo
tétil diretamente na ampola retal dos bezerros. Amostras de fezes de cada animal foram coletadas
no momento basal (dia da inoculagédo/3° dia de vida) e quando identificada a presenca de diarreia
(escore de consisténcia fecal > 2) (quadro 6) coletas foram realizadas no primeiro, terceiro, quinto
e sétimo dia de diarreia, totalizando 5 amostras por animal.

O diagnostico de Cryptosporidium ssp. foi realizado no laboratério de Clinica de Ruminantes da
EV-UFMG, para tanto uma aliquota de 2 g de fezes foi diluida em 4 mL de formalina (10%) e
armazenada em temperatura ambiente. Posteriormente as amostras foram submetidas ao método
de centrifugo-sedimentacdo em formol-éter (3:1) e coloracdo modificada de Ziehl-Neelsen para
diagndstico de Cryptosporidium spp (Garcia e Bruckner, 1988) através da observacdo de 80
campos em microscopio 6ptico no aumento de 1000x.

A presenca de outros enteropatdgenos potencialmente causadores de diarreia associados ao C.
parvum foi avaliada. Para tanto, a pesquisa de cistos de Giardia sp. foi realizada no laboratério
de Clinica de Ruminantes da EV-UFMG através do método de Richie (1948). A concentracdo de
cistos foi realizada por centrifugo-sedimentacdo em formol-éter (3:1).
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O diagndstico de rotavirus e coronavirus foi realizado no Laboratério de Pesquisa de Virologia
Animal da EV-UFMG e foram utilizadas aliquotas de fezes diluidas na propor¢do 1:3 em tampé&o
salina fosfato (PBS) 1X. As amostras foram entdo homogeneizadas e centrifugadas a 3000 x g
por 15 min a 4°C e o sobrenadante coletado para extracdo do RNA total presente nas fezes pelo
método de TRIZOL (Invitrogen Life Technologies), conforme descrito pelo fabricante. O
material extraido foi eluido em 50 pL de &gua ultra-pura estéril (Invitrogen Life Technologies,
EUA) e utilizado posteriormente para a RT- semi-nested PCR (rea¢do em cadeia da polimerase
por transcri¢do reversa semi-nested). Para a deteccdo de coronavirus foi realizada uma RT-semi
nested PCR, que amplifica parte de gene que codifica o nucleocapsideo viral (N), conforme
primers descritos por Asano et al. (2010). Para rotavirus bovino (grupo A) foi feita uma RT-semi
nested PCR, com primers que amplificam parte do gene VP1, altamente conservado em diferentes
genotipos de rotavirus do grupo A (Asano et al., 2010). Na detec¢do de ambos 0s virus, a primeira
reacdo foi feita utilizando-se o SuperScript 111™One-step RT-PCR System with Platinum Tag,
com os primers especificos para cada virus. Para a desnaturacdo do RNA fita dupla dos rotavirus,
5 uL do RNA extraido foi submetido a desnaturagdo a 95 °C durante 5 min seguidos de um banho
de gelo por 10 minutos. Para a realizagdo da segunda reacdo de PCR, o produto da primeira reagdo
foi adicionado ao mix de PCR da segunda reacdo. Os primers especificos e o tamanho amplificado
utilizado em cada reacao estdo descritos no quadro 5.

Quadro 5: Sequéncias de oligonucleotideos para a detec¢do de coronavirus e rotavirus bovino e tamanho
dos amplicons (Asano et al., 2010).

Reacéo Primers Sequéncias dos iniciadores (5°-3°) Amplicon (pb)

Coronavirus
BCOV:1 (senso) AAGAGCTCAAYCCAAGCAAACTGY

a

1 BCOV; (antisenso) AGCAGACCTTCCTGAGCCTTCAAT 463

. BCOV; (senso) AAGAGCTCAAYCCAAGCAAACTGY 206
BCOV: (antisenso)  TCAATRTCGGTGCCATACTGGTCT

Rotavirus A

L ROT: (senso) CTCTGGCAAARCTGGTGTCA 452
ROT:2 (antisenso) CATTCGACGCTGATGACATY

. ROT: (senso) CTCTGGCAAARCTGGTGTCA 228

ROTj; (antisenso) ARCAATCRACCAACCASTCCTGTA

pb = pares de bases

O controle positivo de rotavirus grupo A foi cedido do banco de amostras do setor de virologia
do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG e o controle positivo de coronavirus bovino foi
obtido do banco de amostras do setor de Clinica de ruminantes da Escola de Veterinaria da
UFMG. Como controle negativo, foi utilizada agua tratada com 0,1% de dietilpirocabonato (agua
DEPC). Os produtos da segunda reacdo de PCR foram analisados em eletroforese em gel de
agarose 2%, utilizando 12ul. do amplicon corados com brometo de etidio a 0,1 pg/pL e
observados sob luz ultravioleta.

Outra aliquota de fezes foi coletada com o auxilio de um swab estéril, enviada ao Laboratorio de
Bacterioses e Pesquisa da EV-UFMG e utilizada para o isolamento de Salmonella spp. (Ramos et
al., 2018). Resumidamente, as amostras fecais foram incubadas em caldo Rappaport-Vassiliadis
(Oxoid, EUA) seguido de plaqueamento em agar entérico Hektoen (BD, Alemanha). A
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identificacdo do género Salmonella foi realizada através de PCR conforme descrito por Kwang et
al. (1996).

Para o isolamento de Escherichia coli, as amostras fecais foram plaqueadas em dgar MacConkey
(Difco, BD, Franklin Lakes, NJ, EUA) e incubadas por 24 horas a 37° C. Até trés unidades
formadoras de colbnias, caracterizadas por fermentacdo de lactose foram identificadas usando
uma PCR especifica para identificacdo de E. coli (Mcdaniels al., 1996). Para a caracterizacdo dos
patotipos mais comumente associados a diarreia de bezerros, E. coli enterotoxigénica (ETEC), E.
coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC) e E. coli produtora de toxina
Shiga (STEC), foi realizada a identificagdo da presenca de genes que codificam os fatores de
viruléncia por PCR multiplex (Franck et al., 1998). As cepas de referéncia utilizadas foram:
EDL933 (eae, Stx1, Stx2) e B41 (F41, F5, Sta).

Hemogasometria, bioquimica sérica e hemograma

No dia da inoculagéo, no primeiro, terceiro, quinto e sétimo dia de diarreia, foram coletadas
amostras de sangue por puncdo da veia jugular para avaliagdo hemogasometrica, bioquimica
sérica e hemograma.

Na avaliagdo hemogasometrica foram mensuradas as concentracdes sanguineas de sédio (Na*),
potéssio (K*), cloreto (CI), pH sangiiineo, pressdo de didxido de carbono (PCO,), dioxido de
carbono total (TCOy), nitrogénio ureico do sangue (BUN), bicarbonato (HCO3), excesso de base
(BE), diferenga anionica (AnGap) e glicose. Para tanto, amostras de sangue foram colhidas em
uma seringa sem anticoagulante para avaliacdo imediata no aparelho portatil modelo IStat (Abbott
Point of Care Inc., Princeton, NJ) utilizando cartuchos EC8+. A variacdo da concentracdo
sanguinea de bicarbonato foi calculada subtraindo-se do valor de cada momento de diarreia, 0
valor observado na coleta basal de cada animal através da equacéao abaixo:

AHCOS- = HCO3_ Atual = HCO3_ Basal

Aqueles bezerros que atingiram uma varia¢do de bicarbonato > 9mEq/L (AHCO3 > 9mEq/L)
receberam tratamento suporte com fluidoterapia e foram excluidos das analises hematoldgicas do
experimento. Esse ponto de corte se deve ao fato de que bezerros diarreicos com 10mEg/L de
déficit de base sdo considerados como casos graves de acidose metabolica, com progndstico
reservado (Nakagawa et al., 2007; Bellino et al., 2012).

Outras amostras de sangue foram coletadas em dois tubos, um com anticoagulante (EDTA) e um
sem anticoagulante. As amostras de sangue coletadas nos tubos com EDTA foram
homogeneizadas e utilizadas para contagem de células sanguineas por impedancia em aparelho
automatico (Abacus Jr. Vet-Diatron). Para contagem diferencial de leucécitos e observagdo
morfoldgica celular, foram confeccionados esfregacos sanguineos em laminas coradas com kit
panético rapido (LaborClin®, Sdo Paulo, Brasil). A avaliagdo do volume globular (VG) foi
realizada pelo método de microhematdcrito e os valores de fibrinogénio e proteina plasmética
total (PPT) foram obtidos através da refratometria (Thrall et al., 2012).

Amostras de sangue coletadas em tubos, sem anticoagulante, foram centrifugadas em centrifuga
prépria para tubos, modelo 206-BL, Fanem® em rotacdo de 2000 G durante 10 minutos para
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separacao e aliquotagem do soro. As aliquotas de soro foram entdo armazenadas a -20°C até a
realizacdo das analises bioquimicas dos seguintes analitos: proteina total sérica, albumina, ureia,
creatinina, creatina quinase total (CK), lactato total, lactato desidrogenase (LDH), aspartato
aminotransferase (AST), colesterol total, triglicérides, calcio total, fosforo, magnésio, ferro e
cobre em um aparelho espectrofotdmetro semiautomatico (Cobas Mira Plus®) com utilizacdo de
kits comerciais (Biotécnica®, Varginha, MG). A concentragdo das globulinas foi obtida pela
diferenca da concentracdo das proteinas totais e da albumina.

Avaliacgao clinica

No dia da inoculag&o, no primeiro, terceiro, quinto e sétimo dia de diarreia, entre as oito e dez
horas da manhd, foi realizado o exame clinico dos animais segundo Dirksen et al (1993), para
estabelecer os seguintes parametros clinicos: escore de consisténcia fecal, comportamento,
frequéncia respiratdria, frequéncia cardiaca, temperatura retal, turgor cutaneo, retracdo de globo
ocular e tempo de perfusdo capilar (TPC). Imediatamente ap6s a coleta da urina por estimulo a
mic¢do natural, a densidade urinaria foi avaliada com a utilizacdo de um refratdmetro (RHC-
200ATC, Megabrix®) e o pH da urina foi avaliado utilizando pHmetro digital portatil (Phtek®).

Por serem relacionados diretamente com a desidratacédo, 0s parametros de comportamento, escore
de consisténcia fecal, turgor cutaneo, retragéo de globo ocular e TPC foram agrupados para formar
um escore clinico de desidratagdo numérico, conforme a quadro 6. O quadro 7 apresenta o grau
da desidratagdo conforme o somatorio dos escores obtidos no quadro 6.

Quadro 6: Pontuagdo dos escores observados no exame fisico utilizados para obter o calculo do escore
clinico de desidratacdo e para a interpretacdo do grau de desidratacdo no momento basal e no primeiro,
terceiro, quinto e sétimo dia de diarreia.

Parémetro avaliado Escore
0 = Consisténcia fecal normal
1 = fezes com consisténcia pastosa
Escore de consisténcia fecal 2 = fezes aquosas

3 = fezes liquidas

4 = fezes liquidas com sangue
0 = Normal

1 = Apético

2 = Deprimido

3 = Comatoso

0 <1 segundo

1 = 2 segundos

2 = 3 -4 segundos

3 =>5 segundos

0<1mm

1=2-3mm

2=4-5mm

3=>6mm

0 =<2 segundos

1 = 3 segundos

2 =4 segundos

3 => 5 segundos

Escore de comportamento

Turgor cutaneo

Retracéo de globo ocular

Tempo de perfusédo capilar
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Quadro 7: Interpretacdo do grau de desidratacdo de acordo com a pontuacdo do escore observado no exame
fisico.

Grau de desidratacdo no exame fisico
Pontuacéo S .
MIN/MAX Fisiologico | Discreto | Moderado Grave
0-16 0-1 2-5 6-9 10- 16

Analise estatistica

O delineamento estatistico foi inteiramente ao acaso, com os tratamentos na parcela e 0s tempos
de avaliagdo nas subparcelas. Foram utilizadas 13 repeti¢des por tratamento. Os dados foram
avaliados quanto a normalidade através do teste Kolmogorov-Smirnov. Na comparacdo das
médias entre 0s grupos, a analise das varidveis que apresentaram distribui¢do normal foi realizada
através do teste t e para aquelas que ndo passaram no teste de normalidade foi empregado o teste
ndo parameétrico Wilcoxon-Mann-Whitney. Na comparacao entre momentos das médias de cada
grupo, a analise das variaveis que apresentaram distribuicdo normal foi realizada através do teste
Ducan e para aquelas que ndo passaram no teste de normalidade foi utilizado o teste néo
paramétrico Friedman. A comparacéao da frequéncia de enteropatdgenos observados foi realizada
pelo teste exato de Fisher. Os dados foram analisados no software estatistico Infostat versdo 2018
com nivel de significancia de p<0,05.

RESULTADOS

A infeccdo experimental com 1 x 10° oocistos de C. parvum provocou diarreia em 84,62% (11/13)
dos bezerros no grupo SG e em 100% (13/13) dos animais do grupo CN. Os procedimentos de
fluidoterapia naqueles animais que necessitaram do suporte foram realizados em momentos
semelhantes em ambos os grupos (p = 0,90) sendo necessaria ap6s o inicio da diarreia em média
aos 4 + 1,41 dias no grupo SG e aos 3,88 + 1,05 dias no grupo CN.

Outros potenciais enteropatdgenos de bezerros como coronavirus, Salmonella spp. e ETEC foram

observados desde a coleta basal (dia da inoculagdo) em ambos os grupos com frequéncias
semelhantes (figura 8).
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Figura 8: Frequéncia (%) de enteropatdgenos excretados nas fezes de bezerros experimentalmente
inoculados com 1 x 10° oocistos de C. parvum no grupo SG (dieta suplementada com 5g BID do extrato
padronizado de M. cordata) e CN (dieta controle, sem aditivos) nas avaliagdes realizadas no momento basal
e dias de diarreia (1° 3° 5° e 7°). Os valores de frequéncia com um asterisco sobrescrito (*) sdo
significativamente diferentes (p < 0,05) no teste exato de Fisher.

Cistos de Giardia sp também foram observados a partir do quinto dia de diarreia sem diferenca
entre 0s grupos. A presenca de rotavirus nao foi identificada em nenhuma das observagdes. As
analises aqui realizadas demonstram que entre 0s agentes etioldgicos pesquisados, 0 protozoario
C. parvum, utilizado como desafio, foi predominante sobre os demais a partir do primeiro dia de
diarreia, sendo observado com maior frequéncia nos dois grupos e em todos os dias de diarreia
observados (figura 8). No primeiro dia de diarreia visualiza-se maior frequéncia de bezerros
excretando oocistos de Cryptosporidium nas fezes no grupo SG (p = 0,039). Associagdes entre
patdgenos foram observadas em todos os dias de diarreia, sendo a ocorréncia mais comum entre
Cryptosporidium e coronavirus, atingindo até 76,92% (10/13) no terceiro dia de diarreia. Ndo
houve diferenga significativa entre os grupos na frequéncia de associagdes em nenhum momento
(Tabela 2).
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Tabela 2: Frequéncia (%) de associacOes de agentes infecciosos entéricos observados em bezerros
experimentalmente inoculados com 1 x 108 oocistos de C. parvum no grupo SG (dieta suplementada com
5g BID do extrato padronizado de M. cordata) e CN (dieta controle, sem aditivos) nas avaliacGes realizadas
no momento basal e dias de diarreia (1° 3° 5° e 7°). As frequéncias de associacdes ndo foram
significativamente diferentes entre os grupos em nenhum momento.

Basal 1°d diarreia 3°d diarreia 5°d diarreia 7°d diarreia
Tipo de associacdo SG CN SG CN SG CN SG CN SG CN
Cryptosporidium/Coronavirus 0 0 46,15 15,38 76,92 76,92 61,54 53,84 46,15 46,15
Cryptosporidium/Salmonella 0 0 0 7,69 0 7,69 0 7,69 0 0
Cryptosporidium/Giardia 0 0 0 0 0 0 7,69 0 7,69 0
Cryptosporidium/ETEC 0 0 0 0 0 0 0 7,69 0 0
Cryptosporidium/Coronavius/Samonella 0 0 7,69 0 0 0 15,38 0 0 0
Cryptosporidium/Coronavirus/ETEC 0 0 0 0 0 7,69 7,69 7,69 0 0
Cryptosporidium/Coronavirus/Giardia 0 0 0 0 0 0 0 7,69 7,69 0

Sinais clinicos relacionados a diarreia foram observados em ambos 0s grupos, porém, nos
parametros de frequéncia respiratéria, frequéncia cardiaca, temperatura retal, densidade urinaria
e pH urinario ndo foram observadas diferencas entre grupos (p > 0,05) (Figura 9). Entre os
momentos foi possivel verificar que a frequéncia respiratéria reduziu significativamente em
ambos o0s grupos em relacdo a observagdo no momento basal. Na frequéncia cardiaca foi
observada reducdo significativa no grupo SG a partir do terceiro dia de diarreia enquanto 0 mesmo
somente foi observado no grupo CN no sétimo dia de diarreia. Quanto a temperatura retal, embora
0 grupo CN tenha apresentado médias superiores ao grupo SG, ndo foram verificadas variagdes
significativas entre os momentos em nenhum dos grupos. No pH de urina, foi observado no grupo
SG aumento significativo em relacdo ao momento basal apenas no primeiro dia de diarreia por
outro lado, no grupo CN foi observada diminuicdo significativa no terceiro dia de diarreia. Na
densisdade urinria, houve reducéo significativa no grupo SG a partir do primeiro dia de diarreia,
enquanto no grupo CN esse parametro se manteve estdvel sem variagdes significativas nos
momentos avaliados.
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Figura 9: Parametros clinicos de bezerros experimentalmente inoculados com 1 x 10° oocistos de C. parvum
no grupo SG (dieta suplementada com 5g BID do extrato padronizado de M. cordata) e CN (dieta controle,
sem aditivos) nas avaliacdes realizadas no momento basal e dias de diarreia (1°, 3°, 5° e 7°). No ponto com
um asterisco sobrescrito (*) houve diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05) no teste Wilcoxon-
Mann-Whitney.

Na avaliacdo do escore clinico de desidratacdo foi possivel observar que os animais dos dois
grupos apresentaram algum nivel de desidratacdo. As médias dos escores de desidratacdo dos
animais do grupo SG se mantiveram no intervalo classificado como desidratacdo discreta
conforme o quadro 7. Enquanto isso, na média os animais do grupo CN no terceiro, quinto e
sétimo dia de diarreia se apresentaram no nivel de desidratacdo moderada, sendo que as médias
do grupo CN apresentaram escores mais elevados que o grupo SG em todos 0s momentos da
diarreia, porém significativamente diferentes apenas no sétimo dia (p = 0,038) (Figura 10).
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Figura 10: Escore clinico de desidratacéo e grau de desidratacdo de bezerros experimentalmente inoculados
com 1 x 106 oocistos de C. parvum no grupo SG (dieta suplementada com 5g BID do extrato padronizado
de M. cordata) e CN (dieta controle, sem aditivos) nas avaliagcdes realizadas no momento basal e dias de
diarreia (1°, 3°, 5° e 7°). No ponto com um asterisco sobrescrito (*) houve diferenga significativa entre os
grupos (p < 0,05) no teste Wilcoxon-Mann-Whitney.

Os resultados das avaliagbes hemogasométricas estdo apresentados na tabela 3 e mostraram
alteracdes semelhantes nos parametros avaliados nos dois grupos. Diferencas significativas entre
0s grupos foram observadas apenas no momento basal, quando o grupo CN apresentou TCO,
maior (p = 0,033) que o grupo SG e ion cloreto menor (p = 0,017) que o grupo suplementado.
VariagOes entre momentos foram observadas nos parametros de pH sanguineo, HCOs, BE e
TCO, em ambos o0s grupos a partir do terceiro dia de diarreia, com reducdo significativa em
relagdo ao momento basal. Os valores de PCO; ndo variaram significativamente entre momentos
em ambos os grupos. No grupo SG, os niveis de AnGap sofreram reducdo significativa, em
relacdo ao valor basal, apenas no sétimo dia de diarreia. Enquanto no grupo CN variagGes
significativas foram notadas entre os momentos avaliados: BUN aumentou no quinto dia de
diarreia, sédio reduziu no terceiro e quinto dia de diarreia, cloreto aumentou no sétimo dia de
diarreia, pot&ssio aumentou no quinto dia de diarreia e glicose reduziu no sétimo dia de diarreia.
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Tabela 3: Média, desvio padréo e intervalos de referéncia de parametros hemogasométricos observados em
bezerros experimentalmente inoculados com 1x106 oocistos de C. parvum no grupo SG (dieta
suplementada com 10g/dia do extrato padronizado de M. cordata) e CN (dieta controle, sem aditivos) nas

avaliacOes realizadas no momento basal e dias de diarreia (1°, 3°, 5° e 79).

Item Grupo Basal 1°D 3D 5°D 7D Referéncia
a a b b b
oH SG 7,44 £ 0,04 7,41 £ 0,04 7,38 £ 0,031 7,37 £0,03 7,38 £ 0,05 7399 7421
CN 7,45 £ 0,04a 7,44 £ 0,04 7,37 £ 0,06 7,36 = 0,06° 7,41 £ 0,021%¢
a ab bc c bc
HCOs(mEg/L) SG 29,48 + 2,25 27,52 + 1,58 25,72 + 2,86 24,99 + 2,79 27,05 +2,98 29,55 30,61
CN 31,14 £1,928 29,48 £ 2,252 24,56 + 4,04° 24,31 +4,02° 28,18 £1,692
a ab bc c bc
BE (mEq/L) SG 5,38 £2,53 3+1,84 0,38 3,25 0+344 19+354 4,84 6,08
CN 7,23 £2,35% 5,38 + 2,5%b -0,77 £ 5,04° -1,87 £ 6,39° 3,5+2,08%
Aa ab b b ab
T CO» (MEg/L) SG 30,77 £ 2,24 28,73 + 1,56 272,77 26,45+ 321 28,5 + 3,06 30,9 32,021
CN 32,62 +1,8982 30,77 +£2,24® 25,85 + 4,06° 25,71 +4,03° 29,25 +1,71®
P CO, (mm Hg) SG 43,08 + 4,39 43,18 +4,8 43,18 +2,9 43,41 + 3,89 46,06 + 5,52 46,09 - 48,25
CN 44,67 + 3,64 43,08 £4,39 41,89 +33 42,4 + 2,68 4483 +2,14
a a ab ab b
AnGap (MEq/L) SG 1415+141 14,55 + 2,16 13,85+1,28 1381 +1,72 12,7+0,82 11,79 - 12,94
CN 1431 +£1,75 1415+141 13,38 £1,45 13,71+£1,38 13+2
BUN (mg/dI) SG 7+5,76 8+293 10,92 + 6,69 8,8 £3,33 8,4+32 78-102
CN 6,69 + 4,572 7 +5,76® 13,46 + 6,83% 17 + 14,94° 10,25 + 3,59%
. SG 136,69 +2,39 135,18 + 3,06 132,46 7,58 131,45 +10,92 135,2+4,61 136,61 -
Na* (mEg/L) 137 651
CN 135,62 + 3,152 136,69 + 2,39% 128 +7,76° 127,43 £12,12° 137,5+£2,872 !
K* (MEg/L) SG 4,59 +0,39 4,63 +0,37 4,7+0,47 4,56 = 0,92 4,49 + 0,26 4,36 4,581
CN 4,43 £ 0,292 4,59 +0,39% 4,85 + 0,65% 5,09 +0,82° 45+0,61%
A
CI- (mEqI/L) SG 97,54 +2,18 97,55 +2,62 97,54 £6,23 96,91 + 8,76 100,2+2,9 98,36 _ 99 821
CN 94,84 + 3,08B2 97,54 + 2,18 94,85 £ 5,762 94,43 +£ 9,982 101 +1,41°
Glicose (mg/dL) SG 90 + 13,52 84,91 + 13,22 87,92 £11,04 86,91 + 17,45 89,1 £ 13,65 85,00 93,48
CN 92,31 + 14,94 90 + 13,52 92 +12,57% 93,71 + 17,212 77,75 + 8,54°

Médias seguidas de letras distintas, maitsculas colunas diferem pelo teste T (p<0,05) e minGsculas nas
linhas diferem pelo teste Ducan (p<0,05). Niveis de referéncia de cordo com Freitas (2009).

Para avaliacdo dos parametros hemogasométricos deve-se considerar também uma anélise do
ponto de vista clinico por se tratarem de informagdes de relevancia que influenciam diretamente
a taxa de recuperacao e sobrevivéncia dos animais. De acordo com os intervalos de referéncia
descritos por Freitas (2009), a média do pH sanguineo em ambos 0s grupos a partir do terceiro
dia de diarreia ficaram abaixo dos valores de referéncia caracterizando o estado de acidemia, com
maior intensidade no grupo CN. As médias obtidas para o ion HCO3", TCO. e BE se comportaram
de forma semelhante com diminuicéo a niveis abaixo dos padrdes fisiologicos a partir do primeiro
dia de diarreia. Isso indica que os animais dos dois grupos estavam em acidose metabdlica. Porém
piores indices foram observados no grupo CN, no qual 69,23% (9/13) dos animais atingiram o
limite pré-estabelecido de 9 mEqg/L de AHCOs e tiveram que receber fluidoterapia de suporte
para auxiliar a recuperacdo clinica. Enquanto isso no grupo SG apenas 15,38% (2/13) dos animais
necessitaram desse suporte terapéutico.
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Os niveis da PCO;, estavam abaixo dos valores de referéncia desde o inicio das observagoes e
permaneceram estaveis no grupo SG até o quinto dia de diarreia, se elevando até os niveis de
referéncia no sétimo dia. Enquanto isso, no grupo CN foi observada a reducdo mais acentuada da
PCO; no primeiro e terceiro dia de diarreia.

Os valores de AnGap permaneceram acima dos niveis fisioldgicos nos dois grupos em todos 0s
momentos, com maior aumento no grupo SG, o que provavelmente esta relacionado com as
concentracdes de lactato total que também permaneceram acima dos padrGes em todos o0s
momentos avaliados. Hiponatremia também foi observada em ambos 0s grupos desde o primeiro
dia de diarreia, com mais intensidade no grupo CN. Houve também hipocloremia, hipercalemia e
aumento do nitrogénio ureico do sangue com maior intensidade no grupo CN. A glicemia de
ambos 0s grupos permaneceu dentro do intervalo de referéncia, exceto no sétimo dia de diarreia,
quando a média do grupo CN estava em nivel hipoglicémico.

Na avaliagdo da bioguimica sérica foram observadas maiores médias nas concentragdes de
colesterol total no primeiro e quinto dia de diarreia no grupo SG em relagéo ao grupo CN (p >
0,05). Entre momentos, foi notado aumento significativo nas concentracfes de colesterol apenas
no sétimo dia de diarreia no grupo SG (tabela 4). No grupo SG, as concentra¢des de colesterol
total se mantiveram dentro do intervalo de referéncia (Dirksen et al., 1993) em todos 0s momentos
avaliados, enquanto no grupo CN as médias ficaram abaixo dos padrdes no quinto e no sétimo
dia de diarreia. Houve também maior concentracao de ferro sérico nos bezerros do grupo SG no
sétimo dia de diarreia em relagdo aos animais do grupo CN (P = 0,021). N&o foram observadas
variagdes na concentracdo de ferro entre momentos em ambos 0s grupos. As concentragfes de
ferro sérico no grupo SG se mantiveram em niveis fisioldgicos (Dirksen et al., 1993) em todos 0s
momentos avaliados. Por outro lado, no grupo CN as médias ficaram abaixo da normalidade para
bezerros saudaveis no primeiro, terceiro e sétimo dia de diarreia.
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Tabela 4: Média, desvio padréo e intervalos de referéncia de parametros de bioquimica sérica observados
em bezerros experimentalmente inoculados com 1 x 106 oocistos de C. parvum no grupo SG (dieta
suplementada com com 5g BID do extrato padronizado de M. cordata) e CN (dieta controle, sem aditivos)
nas avaliacGes realizadas no momento basal e dias de diarreia (1°, 3°, 5% e 7°).

Item Grupo Basal 1°D 3D 5°D 7D Referéncias
b b b b
Proteina sérica (g/dL)  S® 5,59 + 0,622 513+0,5 5,01 + 0,67 5,17 + 0,447 4,9+0,34 5.9 7,0°
CN 5,96 + 0,582 5,38 + 0,64° 5,43 +£0,74° 5,37 £ 0,64° 5,03 + 0,34°
Albumina (g/dL) SG 2,95 + 0,322 3,44 £0,22°¢ 3,13+ 0,272 3,26 +0,23bc 3,16 £ 0,218 3,03 — 3,552
CN 2,91 +0,16% 3,35 +0,19¢ 3,21 +£0,22b¢ 3,35+0,26° 3,09 +0,2°
b b b b
Globulina (g/dL) SG 2,64 + 0,522 1,69+0,5 1,88 +0,52 1,01 +0,43 1,74+ 0,4 30407
CN 29+0,772 2,02 £0,75° 2,23 +0,66° 2,02 +£0,58° 1,95 +0,29°
Ureia (mg/dL) SG 17,57 £9,85 23,23 +6,38 26,97 + 11,51 30,26 + 30,62 26,76 + 20,28 12,012 - 33,033
CN 17,39 + 7,08 28,21 +£13,12 30,76 + 12,36 31,4 +21,32 31,87 £28,84
Creatinina (ng/dL)  C 1,19 0,28 1,16 £0,23 1,32+0.27 1,31+0,59 1,08 +0,39 124205
CN 1,08 £0,18 1,06 £ 0,17 1,23+0,32 1,29 + 0,65 1,27 £ 0,98
a b b b b
Triglicérides (mg/dL) SG 41,13 + 21,07 24,73 £12,41 27,68 + 18,28 22,42 + 12,03 23,38 £10,49 15,04 — 45,133
CN 38,73 + 23,722 21,75 + 6,48° 25,83 + 14,67° 19,48 + 7,59° 19,31 + 5,85
+ a + Aab + ab e Aab + b
Colesterol (mg/dL) SG 48,82 £11,41 64,96 + 14,56 59,74 £ 17,1 66,46 £ 25,66 72,11 £ 32,95 5019 150,573
CN 55,88 £ 13,99 53,25 + 12,518 51,01 £16,89 47,16 + 20,558 49,49 * 26,52
Lactato (mmol/L) SG 2,72 +1,07 3,38 £ 0,95 3,03+1,61 2,76 +£1,28 2,79+1,01 1,72 - 2,101
CN 2,57 £0,68 3,09+121 3+1,25 3,26 + 2,09 244+14
b b b b
LDH (U/L) SG 869,95 + 402,552 803,06 £ 223,11* 675,22 + 318,3° 650,11 + 166,5* 616,02 + 187,01 500 - 1500°
CN 823,36 + 368,73 801,16 +213,04®® 574,38 + 206,3" 736,41 + 279,23 738,79 + 308,482
AST (UIL) SG  375:1365  2398+511°  216+684" 2176 +352° 2251463 10 - 508
CN 34,57 + 19,492 27,31 +17,75% 22,31 + 7,464° 27,73 +9,49% 26,89 + 7,62
a ab ab bc c
CK (U/L) SG 71,78 + 35,61 90,54 + 53,04 104,58 £ 51,73 122,92 £52,8 153,55 £ 63,3 20 - 100°
CN 51,31 £28,572 62 + 46,612 71,46 £ 26,062 112,85 + 74,8° 130,75 + 64,55P
a b b b (¥
Célcio (mg/dL) SG 10,85+ 0,84 9,563+0,74 9,47 +1,43 9,31+0,79 8,54 + 0,67 7.2-10,0°
CN 11,42 £0,672 9,54 +0,6° 9,31 +1,09%¢ 9+ 0,68 8,65 + 0,82°
Fésforo (mg/dL) SG 7,54 +0,972 8,09 +1,18? 6,58 + 0,69° 6,76 + 0,69° 6,51 +1,12b 6,19 — 10,843
CN 7,96 + 0,762 7,8+1,228 6,58 +1,2° 6,66 + 1,59° 6,52 +1,72b
Magnésio (mg/dL)  SC 1,94 +0,172 2,12 +0,18° 2,15 +0,17 2,75 +0,42 2,12 +0,2° 122292
CN 1,94 +0,28 2,09 + 0,25% 2,2 £0,24° 2,67 £0,34° 2,02 +0,36%
Ferro (mg/dL) SG  8698:8812  80,32:51,88  80,24%412 8293+3947 763717777 40 g
CN 91,82 +£100,1 62,9+ 17,88 63,34 £21,75 71,3 +37,97 56,87 + 18,88
a ab ab b b
Cobre (mg/dL) SG 60,05 +£ 21,18 78,2 +21,72 73,97 £21,63 82,16 £ 27,78 89,58 + 25,81 50 - 250°
CN 80,31 + 35,552 84 + 22,23%® 85,89 + 23,93 103,57 £27,11* 106,98 + 25,43"
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Meédias seguidas de letras distintas, mailsculas colunas diferem pelo teste T (p<0,05) e minGsculas nas
linhas diferem pelo teste Ducan (p<0,05). Niveis de referéncia de cordo com *Freitas (2009);
2Kaneko et al., 2008; *Dirksen et al., 1993.

Os demais parametros bioquimicos avaliados ndo sofreram influéncia significativa pelo aditivo
na dieta e se comportaram de forma semelhante na comparagéo entre grupos e entre momentos.
Contudo, de acordo com os padrdes de referéncia observados em bovinos saudaveis (Dirksen et
al., 1993; Kaneko et al., 2008), em média os bezerros aqui avaliados em ambos 0s grupos
apresentaram hipoproteinemia e hipoglobulinemia porém com albumina dentro do intervalo
fisioldgico. As dosagens da enzima CK em ambos 0s grupos permaneceram acima dos intervalos
de referéncia no quinto e sétimo dia de diarreia. Os outros parametros avaliados, creatinina, ureia,
triglicérides, célcio, fésforo, magnésio, cobre, AST e LDH, ndo sofreram variagdes clinicamente
relevantes, permanecendo em niveis fisioldgicos em todas as avalia¢fes nos dois grupos.

No eritrograma, resultados semelhantes foram observados entre os grupos e variagdes entre
momentos de cada grupo (tabela 5). Contudo, no leucograma foi registrada maior contagem de
neutrofilos bastonetes no grupo CN durante o primeiro dia de diarreia (p = 0,041) e de leuc6citos
totais no terceiro dia de diarreia (p = 0,029). Houve reducéo signifactiva na contagem de
neutrofilos bastonetes entre momentos a partir do primeiro dia de diarreia. O grupo CN também
apresentou a mensuracao de fibrinogénio plasmatico significativamente maior no sétimo dia de
diarreia (p = 0,0099) em relagdo ao grupo SG e sua concentragdo no momento basal. No grupo
SG, houve aumento na concentracao de fibrinogénio em relacdo ao nivel basal no terceiro e quinto
dia de diarreia. Além disso, o grupo SG, no momento basal, apresentou maior contagem de
linfocitos (p = 0,033) e menor relagdo neutrofilo/linfocito (p = 0,029) que o grupo CN. Entre
momentos a variacdo de linfocitos foi significativa no grupo SG apenas no primeiro dia de
diarreia, enquanto no grupo CN essa um aumento significativo foi verificado do primeiro ao
sétimo dia de diarreia.
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Tabela 5: Média, desvio padrédo e intervalos de referéncia de parametros hematoldgicos observados em
bezerros experimentalmente inoculados com 1 x 10° oocistos de C. parvum no grupo SG (dieta
suplementada com 5g BID do extrato padronizado de M. cordata) e CN (dieta controle, sem aditivos) nas

avaliacdes realizadas no momento basal e dias de diarreia (1°, 3°, 5° e 7°).

Item Grupo Basal 1°D 3°D 5°D 7D Referéncias
ab ab a ab b
Volume Globular (%) SG 31,31 +£5,85 31,31 £5,57 32,46 +£5,32 31,85 5,77 31,31 +£6,07 26 _ 421
CN 32,23 +7,35 33,08 £8,09 33,54 +7,01 33,69+8,8 33,92 + 8,62
a b b b b
Hemécias (x10%/y) SG 7,29+13 7,73+1,27 8,08 1,28 8,04 £1,55 7,98 £1,44 5_gl
CN 8,05 2,192 8,32 2,342 8,59 + 2,09 8,81 +2,17°¢ 8,74 £ 2,17
a ab c ab ab
Hemoglobina (g/dL) SG 8,44 £1,97 8,66 1,73 9,35+ 1,85 9,3+£2,01 9,01 +£1,97 8_ 141
CN 8,87 £ 2,582 9,03 +£2,53® 9,43 £2,4% 9,56 + 2,62° 9,34 +2,76%®
a b c d e
VCM (fL) SG 36,65 + 4,28 34,75+ 3,84 34,52 + 3,82 33,9 £3,67 33,36 + 3,3 37_ 541
CN 36,69 + 4,12 34,36 + 3,372 33,82 +2,85° 33,17 £ 2,99¢ 32,57 2,964
a b bc be
CHCM (g/L) SG 31,47 +£1,25 32,34 +£2,38 33,61+1,86 34,27 £ 2,07c 33,86 £1,92 26 - 361
CN 30,33 £2,672 31,88 +2,18%® 32,64 £2,23b 32,89 +2,42° 32,78 £2,22°
a c Ab bc b
Leucocitos totais (x10¥/ul) SG 8,08 £2,16 16,49 £5,21 12,48 + 4,85 13,61 +3,93 12,29 + 3,28 4_ 10
CN 8,52 £2,52 16,04 + 4,09° 17,63 + 6,980 16,46 + 4,2° 13,85 + 4,2°
a be bc b
Neutréfilos (x10%/ul) SG 4,05 +2,03 11,29 £5,07 8,28 £5,07 9,7+4,2c 8,35 + 3,52 15-5!
CN 5,58 + 2,26% 10,78 + 4,83° 11,99 +6,35° 12,17 +4,1° 8,97 + 4,56°
Aa b a a a
Linfocitos (x10%ul) SG 2,97 +1,28 4,01 +£1,37 3,06+1,76 3,01 +£1,04 3,15+1,12 35-75!
CN 2,04 +1,28B2 4,15+ 2,65P 3,91 +1,52° 2,94 +1,36° 3,72 +£2,47°
Aa bc bc c b
Neutrofilo:linfécito (x10%/ul) SG 164121 311+£19 351+£231 3,69 £ 2,07 3,39 £2,97 0,43 — 0,661
CN 4,82 +5,188 3,96 = 3,07 3,78 £2,98 5,29 * 3,66 3,25 +2,26
ab ab b ab a
Monécitos (x10%/ul) SG 1+0,46 1,16 + 0,45 1,12 + 0,36 0,89 £ 0,53 0,78 £0,363 01-15!
CN 0,75 + 0,442 1,05 % 0,64 1,62 +1,02° 1,2 £0,59% 1,16 £ 0,79
Eosindfilos (x10%/ul) SG 0,03 £0,07 0,03 0,08 0,03 0,07 0x0 0,02 0,05 01-15
CN 0,07 £ 0,162 0,01 +0,03° 0,01 + 0,05b 0,04 £0,1% 0+0QP
Bas6filos (x10%/ul) SG 0,01 £ 0,02 00 0+0 00 0+0 Rarost
CN 0,01 +£0,04 0+0 0+0 0+0 0+0
a Ab b b b
Bastonetes (x10%y1) SG 0,02 +0,07 0+0 0+0 0+0 0+0 0-0,12t
CN 0,08 £ 0,24 55,08 + 87,998 97,54 + 351,68 0,11 +£0,24 0+0
a b b b b
Plaquetas (x10%l) SG 344,23 + 84,72 710,17 + 157,6 701 +201,17 659,67 +171,9 641,38 + 186,23 175 - 620*
CN 327,42+91,35%  644,38+226,8°  586,3+234,4™ 629,77 £214,4° 538,61 + 128,08
Proteina plasmética (g/dL) SG 6,02 + 0,63 6,14 + 0,38 6,22 +0,53 6,14 + 0,33 5,98 + 0,34 o
CN 6,11 £ 0,55 6,26 = 0,51 6,46 = 0,63 6,38 £ 0,69 6,17 £ 0,53
ab abc c C Aa
Fibrinogénio (mg/dL) SG 280 £ 339,4 384,6+ 310,5 523,1 + 208,8 507,7 £ 290 292,3+132,1 200 — 500*
CN 261,54 + 171,02 353,9 + 233,2% 430,8 + 314,6% 446,2 + 317,9% 566,7 * 305,580

Meédias seguidas de letras distintas, mailsculas colunas diferem pelo teste Wilcoxon-Mann-
Whitney (p<0,05) e mindsculas nas linhas diferem pelo teste Friedman (p<0,05). Niveis de
referéncia de cordo com *Harvey (2012).
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DISCUSSAO

Entre os agentes etioldgicos causadores de diarreia em bezerros lactentes, C. parvum parece atuar
com papel de destaque para a manifestacdo da doenca. O desafio aqui utilizado foi capaz de
reproduzir a doenca de forma similar aos casos descritos de infec¢do natural e da mesma forma
gue os resultados de Carvalho et al. (2014), nesse trabalho C. parvum foi o patdégeno mais
frequente durante todos os dias de diarreia pesquisados.

Internacionalmente, rotavirus e coronavirus bovinos sdo os agentes virais mais associados a
diarreia em bezerros (Mayameei et al., 2010; Lorenzetti et al., 2013; Ammar et al., 2014). Embora
a presenca de rotavirus ndo tenha sido registrada, a alta frequéncia de coronavirus nas amostras
pesquisadas superaram as ocorréncias mostradas em observacdes prévias no Brasil (Oliveira Filho
et al., 2007; Lorenzetti et al., 2013; Coura et al., 2014; Alfieri et al., 2018). A infeccdo por
coronavirus é mais comum em bezerros com menos de 30 dias de idade (Ammar et al., 2014) e
apresenta um periodo de incubacdo de 24 a 48 horas (Valarcher e Hagglund, 2011), além de alta
capacidade de dispercdo em ambientes com alta densidade animal (Alfieri et al., 2018). No
presente trabalho, alguns animais ja eliminavam coronavirus nas fezes no dia do desafio com C.
parvum (figura 8), dessa forma, a presenga desses animais permanecendo no mesmo ambiente
(galpéo fechado) no qual os demais bezerros foram alocados, pode ter favorecido a aplificagéo e
dispersdo das particulas virais aos demais animais suscetiveis nos dias subsequentes.

Foram poucos os isolamentos de Salmonella e E. coli (ETEC), e suas frequéncias nédo diferiram
entre os grupos. Entretanto foi possivel observar que o diagndstico de ETEC foi mais frequente
entre os animais do grupo controle (figura 8). Ha relatos na literatura que indicam a existéncia de
atividade antimicrobiana nos alcaloides QBAs + PA encontrados no aditivo alimentar aqui
utilizado (Croaker et al., 2016). Os mecanismos de acdo de alguns desses alcaloides parecem
inibir o crescimento bacteriano em varios pontos de replicacdo (Beuria et al., 2005; Obiang-
Obounou et al., 2011). Estudos prévios também relacionam que a suplementagdo com QBAs+PA
levou a diminui¢do da excrecédo fecal de Salmonella em suinos (Robins et al., 2013) e de E. coli
em novilhos de corte (Moreno et al., 2015). Portanto, isso poderia explicar porque o isolamento
de ETEC foi menos observado nas fezes dos animais suplementados, contudo outros estudos
direcionados a esse tema devem ser conduzidos para entender melhor a quest&o.

Coinfecgdes entre patdgenos foram observadas durante os dias de diarreia, nos quais a associagdo
entre C. parvum e coronavirus foi 0 apontamento mais frequente. Esses resultados diferem de
descrigdes anteriores que relacionam com maior frequéncia a combinacéo de Cryptosporidium e
rotavirus (Garcia et al., 2000; Gulliksen et al., 2009). Embora seja comum a identificacdo de
coronavirus em fezes nao diarreicas sob infeccao assintomatica (Oliveira Filho et al., 2007), aqui
ndo foi possivel determinar com precisdo qual a influéncia de cada agente infeccioso encontrado
para a manifestacdo da diarreia. Porém, a despeito de quais os patégenos envolvidos na diarreia,
sabe-se que as coinfeccBes podem ser um fator determinante para a intensidade da doenga
(Reynolds et al., 1986).

Embora nesse trabalho ndo tenha sido identificado apenas um enteropatdgeno com potencial de
induzir a doenca, os sinais clinicos da diarreia neonatal de bezerros tendem a ser semelhantes,
independentemente do agente causador. Desse modo, a diarreia € acompanhada por desidratacao,
acidose metabdlica com hiponatremia, hipercalemia e azotemia (Guzelbektes et al., 2006; Freitas,
2009) e menos frequentemente, hipocloremia, hipernatremia e balan¢o energético negativo com
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ou sem hipoglicemia (Seifi et al., 2006; Tsukano et al., 2018). Dessa forma, nossos achados sdo
compativeis com a literatura em relacdo a desidratacdo, ao perfil &cido-base e eletrolitico
observado na diarreia neonatal de bezerros em descri¢bes prévias.

As diferengas entre os grupos observadas no momento basal para TCO; e cloreto parecem ndo
relevantes em relagdo ao tratamento avaliado, pois essas variacdes poderiam ser decorrentes de
oscilacdes no perfil acido-base e eletrolitico comuns em bezerros saudaveis nos primeiros dias
apos o nascimento (Lisbda et al., 2002, Freitas, 2009). Angelov et al. (1996) sugerem que 0s
efeitos da acidose mista do periodo perinatal podem se estender até aproximadamente o terceiro
ou quinto dia de idade.

A interpretacdo clinica do status &cido-base nos permite afirmar que a diarreia em ambos 0s
grupos levou os animais ao quadro de acidose metabodlica compensada sinalizada pela redugéo do
pH, HCOg3, TCO, e PCO; (Freitas, 2009). O comportamento observado nesses parametros esta
estreitamente relacionado a grande perda de HCO3 nas fezes durante os episodios de diarreia
(Naylor, 1999; Naylor et al., 2006; Guzelbektes et al., 2007). Além disso, vale ressaltar que os
animais do grupo CN utilizaram mais intensamente de mecanismos compensatorios da acidose
metabdlica, como a reducdo de HCOs', aumento da concentracdo de K*, a reducdo da PCO- e a
reducdo do pH urinério. De acordo com Freitas (2009) a capacidade de utilizar esses mecanismos
€ 0 que determina a sobrevivéncia ou morte dos animais com diarreia. No entanto, em termos de
progndstico, observa-se que a hipercalemia e o aumento da PCO; sdo associados a bezerros
diarreicos que ndo sobrevivem a doengca (Seifi et al., 2006; Tsukano et al., 2018). Ademais, foram
observados niveis mais elevados de BUN nos bezerros do grupo CN. Essa alteragdo é relacionada
a diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular em resposta a desidratacdo grave (Guzelbektes et al.,
2006) e constituem outro fator de risco relacionado a diminuicdo da taxa de sobrevivéncia em até
5,6 vezes para aqueles animais com BUN > 13,07 mmol/L (Seifi et al., 2006). Portanto, o uso do
aditivo alimentar com QBAs+PA possibilitou, frente ao desafio experimental imposto, um
desequilibrio acido-base e eletrolitico de menor intensidade no grupo SG. Possivelmente isso esta
relacionado ao mecanismo anti-inflamatério dos alcaloides agindo localmente na mucosa
intestinal (Chaturvedi et al., 1997; Sweeney et al., 2000; Niu et al., 2012). Em outras condic6es
experimentais, 0 uso desse extrato vegetal em ratos Wistar com colite induzida minimizou as
alteracOes histolégicas na mucosa do célon e a expressdo de enzimas marcadoras de lesdo
intestinal aguda (COX-2 e mieloperoxidase) (Vrublova et al., 2010). Dessa forma, um mecanismo
semelhante pode estar envolvido na acdo dos QBAs+PA no intestino dos bezerros minimizando
a resposta inflamatoria, a secrecdo e a perda de eletrolitos nas fezes diarreicas, tornando assim a
acidose metabdlica menos intensa nos animais tratados.

Nos quadros de diarreia em bezerros sdo descritas também alteragdes no perfil de lipideos do
sangue, causando diminui¢do nas concentracdes séricas de colesterol total em decorréncia de
enteropatias com perda de proteinas e/ou devido reagdes inflamatorias com producéo de citocinas
proinflamatorias como o TNFa ou IL-1B (Carpentier et al., 2002; Nassaji e Ghorbani, 2012;
Bozukluhan et al., 2017). Dessa forma, considerando as propriedades anti-inflamatdrias dos
alcaloides aqui testados, os bezerros suplementados poderiam apresentar concentractes de
colesterol total mais altas em relagdo aos animais CN. Nossos resultados contrastam,
possivelmente devido ao desafio experimental, com trabalhos que utilizaram outras espécies
animais saudaveis, nos quais observaram diminui¢do na concentracao de colesterol do sangue de
aves, suinos e peixes quando alimentados com esse aditivo na dieta (Gudev et al., 2004; Imanpoor
e Roohi, 2015; Bavarsadi et al., 2016).
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Sabendo-se que os alcaloides fornecidos por via oral sdo capazes de modular o processo
inflamatdrio no intestino dos animais (Vrublova et al., 2010; Pickler et al., 2013; Robins et al.,
2013), a menor concentracédo de ferro observada no sétimo dia de diarreia no grupo CN pode estar
relacionada a resposta inflamatdria mais intensa nesses animais frente ao desafio. Uma vez que o
processo inflamatorio mediado pela interleucina-1, pode diminuir a concentracao sérica de ferro,
como um mecanismo de defesa ao reduzir a disponibilidade do ferro que constitui um importante
fator para multiplicacdo das bactérias (Kaneko et al., 2008).

Além disso, reforcando os demais achados, em alguns momentos os bezerros do grupo SG
apresentaram menor contagem de leucdcitos totais, neutrofilos bastonetes e concentracdo de
fibrinogénio em comparagdo com o grupo CN. Isso possivelmente esté relacionado também ao
caracter anti-inflamatdrio e imunomodulador do extrato vegetal contendo os QBAs+PA utilizado
como aditivo no leite dos bezerros SG. E possivel que o uso do aditivo melhore a aco de
neutrdfilos como foi demonstrado por Agarwal et al. (1991) em um estudo in vitro com neutréfilos
humanos no qual o uso da sanguinarina melhorou a taxa de quimiotaxia, aderéncia e fagocitose
dessas células em cultura. Dessa forma, no nosso estudo um menor nimero de células no sangue
pode representar um recrutamento menor nos animais do grupo SG em funcdo da presenca de
células inflamatorias mais eficientes agindo no foco inflamatorio intestinal. Assim, esse resultado
pode ser andlogo ao que foi observado em ovelhas com ruminite e alimentadas com dietas
suplementas com QBAs+PA, onde o epitélio rumenal apresentou escores de infiltracdo de
neutrdfilos mais baixos (Estrada-Angulo et al., 2016). Outra hip6tese que pode justificar o menor
namero de células inflamatdrias no grupo SG, seria a maior taxa de apoptose dessas células, como
foi demonstrado in vitro por Sweeney et al. (2000) utilizando a queleritrina em culturas de
polimorfonucleares humanos.

Com relagdo ao maior nimero de linfdcitos e a menor relagéo neutrofilo/linfocito no grupo SG,
resultados semelhantes foram observados por Bavarsadi et al. (2016), que observaram aumento
de linfécitos e reducdo da relacao heterdfilo/linfdcito no sangue de galinhas poedeiras alimentadas
com esse produto fitogénico. Esse efeito pode sinalizar a existéncia de uma resposta imunoldgica
mais eficiente no grupo SG ja no momento basal, o que pode ter relagdo com um menor estresse
oxidativo sobre os linfdcitos dos animais com dieta suplementada (Psotova et al., 2006; Bavarsadi
etal., 2016).

CONCLUSAO

O uso dos QBAs+PA encontrados no extrato vegetal padronizado fornecido na dosagem de
10g/dia na dieta de bezerros neonatos influenciou de forma benéfica alguns parametros clinicos
e laboratoriais com amenizagdo de distarbios metabdlicos durante os episédios de diarreia. Dessa
forma, além de ser uma alternativa ao uso de antimicrobianos para o controle da diarreia em
bezerros lactentes, é provavel que resultados semelhantes sejam observados se essa estratégia for
aplicada no campo nas condicOes de desafio naturalmente adquirido. Porém, mais estudos com
esse Viés sdo necessarios para explorar aplicacdo clinica desses alcaloides em bovinos e outras
espécies domésticas.
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CONSIDERAGOES FINAIS

A inoculacdo em dose Unica, por via oral de 1 x 10° oocistos de C. parvum se mostrou um método
eficiente para a inducéo experimental da doenga em bezerros neonatos.

A estratégia de suplementacéo dietética com 5g do extrato vegetal padronizado (Sangrovit® CS)
fornecido BID juntamente com ao leite durante os primeiros 21 dias de vida foi eficaz na
atenuacéo da diarreia

Embora os alcaloides isoquinolinicos contidos no extrato vegetal padronizado ndo tenham agéo
direta sobre C. parvum, seus mecanismos antiflamatorios e antioxidantes influenciaram
positivamente para que a manifestacdo da doenca fosse mais branda, com menor necessidade de
fluidoterapia, bem como a recuperagcdo mais precoce e menores pejuizos na vida produtiva dos
animais.

Apesar dos inumeros esforcos com medidas de biosseguranga e desinfeccdo para manter os
animais experimentais em um ambiente livre de outros patégenos potencialmente causadores de
diarreia ndo foi possivel impedir infecgdes por outros agentes que se associaram ao patdégeno
inoculado no desafio experimental. Contudo, vale ressaltar que todos os animais foram
submetidos as mesmas condigdes ambientais e portanto a mesma carga infectante proveniente do
ambiente.

Independentemente das infec¢Oes associadas ao C. parvum o uso do extrato vegetal padronizado
influenciou de forma benéfica os parametros clinicos e laboratoriais durante os episodios de
diarreia.

O extrato vegetal padronizado (Sangrovit® CS) pode ser uma alternativa sustentavel e natural ao
uso de antimicrobianos para o controle da diarreia em bezerros lactentes.

S80 necessarios mais estudos avaliando essa estratégia em condi¢Ges de campo com desafio
naturalmente adquirido.
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ANEXOS

Anexo 1: Certificado de aprovacao do projeto de pesquisa pela CEUA- UFMG (Comissdo de
Etica no Uso de Animais da UFMG)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

) . CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n®. 279 / 2015. relativo ao projeto mtitulado “Avaliacdo do Sangrovit® CS no controle da
diarreia em bezerros neonatos ~. que tem como responsavel ELIAS JORGE FACURY FILHO, esta de acordo com os
Principios Eticos da Experimentagio Animal. adotados pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUATUFMG).
tendo sido aprovado na reunido de 24/11/2015. Este certificado espira-se em 24/11/2020.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n®. 279 / 2015, related to the Project entilted “Evaluation of sangrovit in control of
diarrhea i newborn calves™, under the supervision of ELIAS JORGE FACURY FILHO. 1s in agreement with the
Ethical Principles in Animal Experimentation. adopted by the Ethics Commuittee i Animal Experimentation
(CEUA/UFMG). and was approved in 24/11/2015. This certificates expires in 24/11/2020.

Cleuza Maria de Farnia Rezende
Coordenador(a) da CEUAUFMG
Belo Horizonte, 24/11/2013.

Atenciosamente.

Sistema CEUA-UFMG
https://www.ufing br/bioetica/cetea/ceua
Umniversidade Federal de Mmas Gerais
Avenida Anténio Carlos. 6627 — Campus Pampulha
Umidade Administrativa IT — 2° Andar, Sala 2003
31270-901 — Belo Horizonte. MG — Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4592
www.ufimg.br/bioetica/cetea - cetea@prpq.ufing.br
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Anexo 2: Caracterizacdo das fezes utilizada para estabelecer os escores de consisténcia fecal de

bezerros neonatos desafiados experimentalmente com C. parvum no 3° dia de vida.

Escore Descrigéo
0 Fezes normais
1 Fezes pastosas
2 Diarreia leve, fezes aquosas
3 Diarreia grave, fezes completamente liquidas
4 Diarreia grave, fezes completamente liquidas e com

presenca de sangue
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