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RESUMO

Com o objetivo de se avaliar o efeito da betaína na biologia e
morfologia dos estádios evolutivos de Eimeria acervulina,
420 pintos de corte Cobb foram inoculados experimentalmen-
te por via oral com 2x105 oocistos esporulados e alocados em
baterias num delineamento de blocos ao acaso com cinco tra-
tamentos e seis repetições, incluindo-se um controle positivo,
um grupo tratado com o anticoccidiano salinomicina e promo-
tor de crescimento, e mais três níveis como aditivo na ração a

0,05, 0,10 e 0,15%. Os parâmetros morfológicos utilizados ba-
searam-se nos oocistos, esporocistos e estádios endógenos,
enquanto que os períodos pré-patente e patente mais o tempo
de esporulação foram utilizados como parâmetros biológicos.
Ainda a morfologia dos oocistos esporulados foi associada
com a constante matemática Phi (1,618) para avaliar possíveis
relações. A betaína foi capaz de causar modificações na biolo-
gia e morfologia dos oocistos e esporocistos, sendo, entre-
tanto eficiente em afetar os estádios endógenos baseando-se
nas medidas dos trofozoítos e macrogametas. De acordo com
as medidas dos esporocistos o desenvolvimento de E.
acervulina esteve fortemente relacionado com Phi.

PALAVRAS-CHAVE: Constante matemática Phi, Eimeria
acervulina, esporocistos, estádios endógenos, infecção ex-
perimental, oocistos.

INTRODUÇÃO

A betaína é um composto químico amplamente encontra-
do na natureza sendo sintetizada por uma grande variedade
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de microrganismos e plantas (CHAMBERS; KUNIN, 1987;
CAYLEY, 1992; BOHNERT, 1995; MACNEIL, 1999). Seu
acúmulo nas células é capaz de conferir proteção contra o
estresse osmótico por permitir a continuidade da atividade
metabólica em condições que normalmente inativariam as cé-
lulas (PETRONINI et al., 1992; AUGUSTINE et al., 1997). Por
esse motivo tem sido utilizada como aditivo na alimentação
animal para minimizar o impacto causado por doenças entéricas
tais como a coccidiose, melhorando o desempenho dos ani-
mais e reduzindo os efeitos adversos da infecção (VIRTANEN,
1988; REMUS, 1995; REMUS; VIRTANEN, 1996; VIRTANEN,
1996; GOLDFLUS, 1998; WALDENSTEDT, 1999; KETTUNEN,
2001; KLASING, 2002). No entanto, além da existência de re-
sultados controversos faltam informações sobra o efeito do
uso da betaína diretamente no parasito.

O presente estudo visou avaliar o efeito do uso da betaína
na biologia e morfologia dos estádios evolutivos de Eimeria
acervulina por meio da observação de alterações nos perío-
dos parasitológicos e mensuração de oocistos, esporocistos
e estádios endógenos.

MATERIAL E MÉTODOS

Animais e Instalações
Foram utilizados 420 pintos de corte da linhagem comerci-

al Cobb adquiridos no incubatório e transportados diretamen-
te para as instalações do Departamento de Nutrição e Pasta-
gens do Instituto de Zootecnia na Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro (UFRRJ). As aves foram alojadas em bateri-
as de metal de três andares (96x80x39cm) e distribuídas num
delineamento por blocos ao acaso constituído de cinco trata-
mentos e seis repetições.

A dieta basal formulada de acordo as exigências
nutricionais das aves de corte (ROSTAGNO et al., 2000) foi
fornecida em programa de alimentação com duas fases sendo
a inicial do primeiro aos 21 dias de idade e a final dos 22 aos 43
dias de idade. Água e comida foram fornecidas ad libitum
durante todo o experimento. A suplementação de betaína
(Betafin® 96% de pureza) foi feita nas duas fases em substitui-
ção ao ingrediente inerte na ração. As dietas contendo três
níveis de betaína (Tratamento 3 (T3), com 0,05%; Tratamento
4 (T4), com 0,10% e Tratamento 5 (T5), com 0,15%), foram
comparadas com um tratamento controle positivo (Tratamen-
to 2 (T2), com 0% de betaína) e com outro tratamento conten-
do medicação anticoccidiana (Tratamento 1 (T1) com
salinomicina 20.000mg/kg), promotor de crescimento (penicili-
na G potássica 2.000mg/kg) e 0% de betaína.

Material Infectante e Inoculação
O material infectante foi composto de oocistos de E.

acervulina cepa Ea3LPL8a (Embrapa). Este inóculo foi prepara-
do com o objetivo de se obter a dose infectante aproximada de
2 x 105 (duzentos mil) oocistos esporulados por cada 1ml de
suspensão, considerando-se a patogenicidade da espécie e
variante em questão e dose infectante média necessária para
produzir infecção moderada em experimentação. Todo o prepa-

ro foi feito conforme metodologia de Ercket et al. (1999). A infec-
ção das aves ocorreu no 14° dia de vida ou 0 DAI (dias após a
infecção) individualmente com 1ml do inóculo por via oral.

Necropsia e Histologia
As necropsias foram feitas nos dias 0, 4, 7 e 14 após a infec-

ção (DAI), utilizando-se seis aves de cada tratamento. A euta-
násia das aves foi realizada de acordo com os procedimentos e
métodos de eutanásia previstos na Resolução nº 714, de 20 de
junho de 2002 do Conselho Federal de Medicina Veterinária
(CRMVRJ, 2005). Fragmentos de aproximadamente dois cm fo-
ram retirados da região duodenal do intestino de cada ave e
fixados com formalina neutra (10ml aldeído fórmico 37-40% +
100ml H

2
0 destilada + carbonato de cálcio q.s. até precipitação)

para o processamento histológico (BEHMER et al., 1976).

Preparo de Oocistos, Tempo de Esporulação e Períodos
parasitológicos

Amostras de fezes de cada tratamento foram coletadas
diariamente do 4º ao 14º dias após infecção (DAI) e processa-
das conforme Duszynski e Wilber (1990). As amostras foram
avaliadas sucessivamente neste período por meio da técnica
de centrifugação em solução saturada de açúcar. A cada aná-
lise o percentual de esporulação foi dado pela observação
total de cem oocistos por amostra. O tempo de esporulação
mínimo foi dado quando esporozoítos totalmente formados
no interior dos esporocistos apareciam pela primeira vez. O
tempo máximo de esporulação foi dado quando a quantidade
de oocistos esporulados não mais aumentou e conseqüente-
mente o percentual de esporulação tornou-se estável no seu
nível máximo (LONG; JOYNER, 1976). Os períodos pré-paten-
te e patente foram determinados como base nas definições de
Levine (1985).

Morfologia dos Estádios Evolutivos
O estudo morfológico dos parasitos foi realizado por meio

da mensuração dos oocistos, esporocistos e formas endógenas
teciduais. Para ambas as avaliações foi utilizado microscópio
binocular Carl Zeiss (RFA) acoplado com ocular micrométrica
K-15X PZO (Polônia). Os oocistos utilizados na mensuração
foram obtidos a partir de mistura de fezes coletadas nos dias
de maior eliminação. As lâminas contendo os oocistos foram
examinadas em aumento de 1000x, sendo medidos 100 oocistos
esporulados oriundos de cada grupo experimental. Foram
consideradas as medidas dos diâmetros maior (DM) e menor
(Dm) dos oocistos e diâmetros maior (dM) e menor (dm) dos
esporocistos e a razão (índice morfológico-IM) entre os diâ-
metros. Para a mensuração das formas endógenas as lâminas
de cortes histológicos foram examinadas em aumento de 400x
ou 1000x. Considerando-se o período de coleta do material
para a histologia, as formas endógenas medidas foram àque-
las presentes em maior abundância no material, sendo os
trofozoítos presentes no 4° DAI e os macrogametócitos no 7°
DAI. Ao todo foram mensuradas 30 dessas formas endógenas
para cada tratamento, sendo considerados os valores dos di-
âmetros maior e menor, e o IM dos oocistos.
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Relacionando a Morfologia de Eimeria acervulina com Phi
Phi é uma constante matemática que representa a propor-

ção da sucessão numérica de Fibonacci que é de aproximada-
mente 1,618. É considerada uma constante do crescimento
(HUNTLEY, 1976) e para relacioná-la com o desenvolvimento
de E. acervulina, os dados obtidos com a mensuração foram
utilizados. Sendo assim, calculou-se a razão média de diversas
medidas de oocistos e esporocistos para observar quais re-
sultados se aproximavam da constante Phi.

Análise Estatística
A análise estatística dos dados foi realizada conforme Sam-

paio (2002) com auxílio do programa SISVAR versão 4.6 (FER-
REIRA, 2000) para análise de variância e comparação de médias
pelo teste de Tukey.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Tempo de Esporulação
Os dados da análise do tempo de esporulação estão apre-

sentados na Tabela 1 onde se observa que em todos os trata-
mentos o tempo de esporulação mínimo foi de aproximadamen-
te 48 h. Embora houvesse alguma diferença no percentual de
oocistos esporulados, a esporulação ocorrida até esta data foi
bastante semelhante. Já, o tempo de esporulação máximo va-
riou substancialmente entre os grupos, sendo mais curto no T3
(0,05% betaína) no 4° DAI e mais demorado no T5 (0,15% betaína)
no 6° DAI. Nos demais grupos a esporulação máxima ou total
foi atingida no 5° DAI.

O tempo de esporulação é considerado um importante fator
para a diferenciação de espécies do gênero Eimeria (LONG;
JOYNER, 1976), sendo rotineiramente utilizado para dar suporte
ao diagnóstico de coccidiose. Embora seja característico em al-
gumas espécies, pode variar substancialmente com a interferên-
cia de variáveis externas, tais como as variações do meio ambien-
te entre outros (FAYER, 1980). Graat et al. (1994) ao avaliar a
esporulação de E. acervulina sob diferentes condições
ambientais, observaram que a temperatura e a umidade relativa
não foram capazes de influenciar a taxa de esporulação (%) nem o
curso da esporulação, no entanto, afetaram o seu início, sendo a
temperatura o fator mais importante. Diferentemente, no presente
estudo foram apenas alterados os períodos finais da esporulação
(T3 e T5), e sabendo-se que as condições ambientais foram idên-
ticas para todos os grupos, pode-se descartar a hipótese de que
tal alteração não ocorreu em função de temperatura e umidade.

Embora uma explicação para a influência dos tratamentos na
esporulação ainda não possa ser apresentado no momento, con-
sidera-se importante tal observação que na prática se traduz em
influência na epidemiologia da coccidiose. Joyner e Norton (1977)
e Ruff et al. (1978; 1993) ao estudar a influência de anticoccidianos
no desenvolvimento dos oocistos de diversas espécies, relata-
ram quedas expressivas na produção de oocistos e na esporulação
destes. Entretanto, não existem trabalhos relacionando o uso da
betaína frente à esporulação de oocistos.

Períodos Parasitológicos
Na Tabela 2 observa-se a eliminação de oocistos ocorrida

nos diferentes tratamentos durante o período experimental. Nota-
se que o início da eliminação ocorreu de forma igual para todos os
grupos, mais precisamente começando no 4° DAI. Também de
forma semelhante entre os tratamentos prolongou-se até o 20°
DAI aproximando-se de zero nas contagens feitas a partir desta
data. Sendo assim, pode se afirmar que de uma forma geral os
período pré-patente e patente não só foi característico para E.
acervulina em questão, como foram semelhantes entre os trata-
mentos, supondo não haver influência da betaína neste parâmetro.

Alterações Morfológicas dos estádios evolutivos
Os dados da morfologia dos estádios evolutivos de E.

acervulina estão apresentados na Tabela 3. Conforme pode
ser observado, a maior parte das variáveis correspondentes
às fases endógenas do parasito não foi afetada significativa-
mente pelos tratamentos, a exceção do Dm dos macrogametas

Tabela 1. Tempo de esporulação dos oocistos por frangos
de corte provenientes de infecção experimental com 2x105

oocistos esporulados de Eimeria acervulina.

Tratamentos Esporulação/Dias após infecção
Mínima Máxima %

Salomicina 2º 5º 36
Controle positivo 2º 5º 39
Betaína (0,05%) 2º 4º 34
Betaína (0,10%) 2º 5º 41
Betaína (0,15%) 5º 6º 40

Tabela 2. Eliminação diária de oocistos por frangos de corte
provenientes da infecção experimental com 2x105 oocistos
esporulados de Eimeria acervulina.

Dias após Tratamentos
infecção T1 T2 T3 T4 T5

0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0
4 364 384 160 504 512
5 131.000 1.480.000 86.000 750.000 710.000
6 19.000 67.700 52.700 39.900 100.000
7 2.400 15.100 18.100 5.100 29.400
8 3.400 21.000 19.000 30.000 62.700
9 5.300 27.000 4.200 16.600 21.400

10 131.000 173.000 180.000 89.000 386.000
11 267 3.067 2.334 3.400 5.867
12 2.000 10.300 7.800 9.800 15.400
13 560 21.400 5.960 1.420 10.580
14 967 1.530 800 267 200
15 120 890 160 115 510
16 133 395 28 333 890
17 13 29 125 12 12
18 46 12 37 12 50
19 42 4 12 8 8
20 12 37 21 25 1
21 1 1 1 1 1
22 1 0 0 0 1

a T1 =  Salomicina; T2 = Controle positivo; T3 = 0,05% de Betaína; T4
= 0,10% de Betaína; T5 = 0,15% de Betaína.
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do grupo T1 que foram maiores em relação aos do grupo T2 e
T4. Quanto aos oocistos, estes foram afetados de diversas
formas pelos tratamentos. O grupo T2 (controle positivo) teve
oocistos menores (p<0,05) que dos demais grupos conside-
rando-se os diâmetros maior e menor, além de um formato mais
esferoidal baseando-se no índice morfométrico. Diferentemente
os oocistos do grupo T1 (Salinomicina) foram maiores (p<0,05)
do que dos demais grupos com uma tendência ao formato
elipsoidal. Já entre os oocistos dos três grupos tratados com
a betaína não foi observada nenhuma diferença seja quanto
ao tamanho ou quanto ao formato. Assim como nas fases
endógenas os esporocistos foram pouco afetados pelos tra-
tamentos sendo menores (p<0,05) no grupo T2 e maiores
(p<0,05) no grupo T4 ambos com base no diâmetro maior.

Eimeria acervulina e Phi
Conforme pode ser observado na Tabela 4, a única razão

matemática que se aproxima de Phi (1,618) é aquela obtida a
partir dos dM e dm dos esporocistos de E. acervulina, por
estarem relacionados ao crescimento de uma das fases do ciclo
biológico, a esporogonia. Tal fato indica, entre outros aspectos,
que embora muitas variações morfológicas estivessem ocor-

rendo na parede dos oocistos, o desenvolvimento dos
esporocistos que foram formados na primeira etapa do proces-
so de esporulação e conseqüentemente dos esporozoítos que
foram formados a seguir, obedeceram a uma constante estreita-
mente relacionada com Phi que como visto anteriormente é uma
constante do crescimento, observada em várias situações na
natureza. Observa-se ainda, que esta constante não foi afetada
pelos tratamentos, sugerindo que não houve interferência dos
tratamentos no modo e na proporcionalidade em que os
esporocistos se desenvolveram. Esta é a primeira vez que a
constante de crescimento foi relacionada com o desenvolvi-
mento de espécies do gênero Eimeria.

CONCLUSÕES
A betaína foi capaz de afetar parcialmente a biologia de E.

acervulina, pois embora não tenha influenciado os períodos
pré-patente e patente, afetou o tempo máximo de esporulação.
Também foi capaz de afetar a morfologia dos oocistos e
esporocistos de E. acervulina, mas exerceu pouca influência
no desenvolvimento dos estádios endógenos com base na
mensuração de trofozoítos e macrogametas encontrados na
mucosa duodenal.

Existe uma grande relação entre a constante de crescimen-
to Phi e o desenvolvimento exógeno de E. acervulina, com
base no crescimento dos esporocistos.
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Fase Diâmetros (µm)a Índice
Evolutiva Variáveisb Morfométrico

Maior Menor

Oocistos Tratamentos
(N=100) T2  15,33 a1 T2  11,93 a1 T2  1,29 a1

T3  18,19 a2 T3  13,57 a2 T5  1,34 a2

T5  18,68 a2 a3 T4  13,61 a2 T3  1,34 a2

T4  18,69 a2 a3 T5  13,97 a2 a3 T1  1,35 a2

T1  19,02 a3 T1  14,15 a3 T4  1,38 a2

Esporocistos Tratamentos
(N=100) T2  6,36 a1 T2  4,10 a1 T3  1,58 a1

T3  7,47 a2 T3  4.82 a2 T2  1,59 a1

T1  7,77 a2 a3 T5  4,89 a2 T1 1,59 a1

T5  7,82 a2 a3 T4  4,96 a2 T4  1,63 a1

T4  7,97 a3 T1  4,99 a2 T5  1,63 a1

Trofozoítos Tratamentos
(N=30) T2  3,88 a1 T2  3,59 a1 T5  1,09 a1

T4  4,02 a1 T4  3,60 a1 T1  1,09 a1

T1  4,15 a1 T5  3,83 a1 T2  1,09 a1

T5  4,16 a1 T3  3,85 a1 T3  1,10 a1

T3  4,27 a1 T1  3,88 a1 T4  1,12 a1

Macrogametas Tratamentos
(N=30) T2  10,28 a1 T2  8,10 a1 T1  1,17 a1

T1  10,32 a1 T4  8,19 a1 T2  1,29 a1

T4  10,65 a1 T5  8,30 a1 a2 T4  1,30 a1

T3  10,89 a1 T3  8,45 a1 a2 T3  1,31 a1

T5  10,94 a1 T1  8,96 a2 T5  1,33 a1

a Valores sem subscrito comum na mesma coluna por tratamento
diferem significativamente (p<0,05) pelo teste de Tukey, por fase
evolutiva. b T1 =  Salomicina; T2 = Controle positivo; T3 = 0,05% de
Betaína; T4 = 0,10% de Betaína; T5 = 0,15% de Betaína.

Tabela 4. Valores médios obtidos de diversas variáveis da
morfologia de oocistos e esporocistos de Eimeria acervulina
e suas razões matemáticas provenientes da infecção expe-
rimental com 2x105 oocistos esporulados em frangos de
corte por tratamento.

Variáveisa Tratamentosb Média
T1 T2 T3 T4 T5 geral

DM 19,02 15,48 18,18 18,69 18,68 18,01
Dm 14,15 11,93 13,57 13,61 13,97 13,45
dM 7,77 6,36 7,47 7,97 7,82 7,48
Dm 4,98 4,10 4,82 4,96 4,89 4,75

DM/Dm 1,35 1,30 1,34 1,38 1,34 1,34
dM/dm 1,59 a1 1,59 a1 1,58 a1 1,63 a1 1,63 a1 1,60
DM/dM 2,51 2,51 2,47 2,38 2,43 2,46
DM/dm 3,89 3,85 3,84 3,82 3,89 3,86
Dm/dM 1,87 1,93 1,85 1,74 1,82 1,84
Dm/dm 2,89 2,97 2,87 2,79 2,91 2,89

a DM = Diâmetro maior do oocisto; Dm = Diâmetro menor do oocisto;
dM=Diâmetro maior do esporocisto; dm=Diâmetro menor do
esporocisto (µm). Em dM/dm valores sem subscrito na linha comum
diferem significativamente (p<0,05) pelo teste de Tukey, por fase
evolutiva. bT1 =  Salomicina; T2 = Controle positivo; T3 = 0,05% de
Betaína; T4 = 0,10% de Betaína; T5 = 0,15% de Betaína.
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