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FORMATO DA DISSERTACAO

A presente dissertacdo € composta por capitulos. O capitulo 1 apresenta uma
introducéo geral, a contextualizacdo do tema e o0s objetivos de estudo. O capitulo 2 é
um artigo cientifico completo formatado nas normas da revista para o qual sera
submetido e com referéncias. O capitulo 3 finaliza esta dissertacdo com conclusées
gerais, consideracdes finais e impacto e perspectivas do trabalho. As referéncias do

capitulo 1 encontram-se ao final da dissertacao.
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RESUMO GERAL

A resisténcia aos antimicrobianos e anti-helminticos representa um grande problema
a saude do ser humano e dos animais. Por isso, estdo sendo pesquisadas alternativas
para diminuir o uso destes medicamentos e que ao mesmo tempo na medicina
veterinaria melhorem a saude e a produtividade animal. O objetivo do presente estudo
foi avaliar o efeito de um probiético comercial fornecido via oral sobre a saude
gastrintestinal de cordeiros. Durante 84 dias, 42 cordeiros (21 machos e 21 fémeas)
mesticos das racas Texel (n=20) e lle de France (n=22), desmamados com
aproximadamente 60,0+5,2 dias de idade e pesos entre 22,8+3,2 kg foram
randomizados por sexo e peso em trés grupos com 14 cordeiros cada, sendo: no
grupo controle (C), os animais recebiam dieta basal sem suplementacao de probidtico;
no grupo tratado 1G (T1G), os cordeiros recebiam a dieta basal mais 1 g por animal
por dia do aditivo probiético misturado na racéo; e, no grupo tratado 5G (T5G), os
cordeiros recebiam a dieta basal mais 5 g por animal por dia do aditivo probidtico
misturado na racdo. Em relacdo ao grau de infeccdo parasitaria, o grupo T1G
(609,2+118,6 OPG) finalizou o experimento com menor (P=0,05) nimero de ovos por
grama de fezes (OPG) em comparacéao aos grupos T5G (813,2+121,2 OPG) e controle
(958,2+118,6 OPG). Os valores de hematdcrito foram maiores (P=0,058) para o grupo
T1G (32,4+3,2%) do que para os grupos T5G (32,1+4,0%) e controle (31,4+4,3%). No
geral, os valores de albumina, proteina total, globulina, proteina plasméatica ndo se
alteraram (P>0,05) entre os grupos experimentais. A suplementacdo com probiético
nao afetou (P>0,05) o ganho médio diario de peso, escore de condicdo corporal, area
de olho de lombo, gordura subcuténea, espessura das tunicas e a producado de muco
do abomaso, assim como a quantidade de parasitos recuperados do abomaso entre
os tratamentos. Os grupos tratados (T1G e T5G) apresentaram fezes mais
consistentes (P<0,05) em comparacdo ao controle. O aditivo probi6tico diminuiu a
infecc@o parasitaria gastrintestinal e melhorou a consisténcia fecal, promovendo um

efeito benéfico sobre a saude gastrintestinal de cordeiros.

Palavras-chave: Ovinos, Saccharomyces cerevisiae, saude animal, aditivo alimentar,

levedura.
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ABSTRACT

Resistance to antimicrobials and anthelmintics represents a major problem for the
health of humans and animals. Therefore, alternatives are being studied to reduce the
use of these drugs and at the same time in veterinary medicine to improve animal
health and productivity. The aim of the present study was to evaluate the effect of a
commercial probiotic fed to the lambs upon gastrointestinal health. Over a period of 84
days, 42 lambs (21 males and 21 females) crossbred Texel and lle de France, weaned
at approximately 60.0+5.2 days old and weighing 22.8+3.2 kg were randomly allocated
to three groups with 14 lambs each: control group (C), consuming a basal diet without
probiotic supplementation; treated group 1G (T1G), with basal diet + 1 g/anima/day of
the probiotic additive mixed in the feed; and treated group 5G (T5G), with basal diet +
5 g/animal/day of the probiotic additive mixed in the feed. The T1G group (609.2+118.6
EPG) had a smaller (P=0.05) number of eggs per gram of feces (EPG) compared to
the T5G (813.2+121.2 EPG) and control (958.2+118.6 EPG). The hematocrit values
were higher (P=0.058) for the T1G group (32.4+3.2%) than for the T5G (32.1+4.0%)
and control groups (31.4%4, 3%). The values of albumin, total protein, globulin, plasma
protein did not change (P>0.05) between the experimental groups. supplementation
did not affect (P>0.05) the average daily gain, body condition score, rib eye area,
subcutaneous fat, tunic thickness and the production of mucus from the abomasum
and the amount of parasites recovered from the abomasum between treatments. The
treated groups (T1G and T5G) had more consistent stools (P<0.05) compared to the
control group. The probiotic additive decreased the gastrointestinal parasitic infection
and improved the fecal consistency, promoting a beneficial effect on the

gastrointestinal health of lambs.

Keywords: Sheep, Saccharomyces cerevisiae, animal health, feed additives, yeast
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CAPITULO 1
INTRODUCAO E CONTEXTUALIZACAO

O aumento da demanda por produtos de origem animal tem sido um grande
desafio para a cadeia produtiva devido ao crescimento populacional mundial. Grandes
avancos foram alcancados nas Ultimas décadas para atender essas exigéncias por
recursos nutricionais, para isso houve melhorias na selecdo genética, nutricdo e na
saude dos animais (Thornton, 2010; Tona, 2018; Rexroad et al.,, 2019). Um dos
principais problemas enfrentados pela ovinocultura que prejudicam o desenvolvimento
dos animais € a verminose gastrintestinal (Echevarria et al., 1996; Waller, 2006;
Oliveira et al., 2017). O controle das helmintoses com a utilizagdo de produtos anti-
helminticos é o método mais empregado. Entretanto, o uso indiscriminado e repetitivo
de tratamento tem como consequéncia a selecdo de populacbes de helmintos
resistentes aos diferentes farmacos disponiveis (Amarante et al., 1992; Torres-Acosta
et al.,, 2012; Rose et al., 2015). Diante desse cenario, estdo sendo pesquisados
produtos alternativos, a exemplo de probioticos, que podem diminuir o uso destes
medicamentos sozinhos ou em associacdo, para obter um efeito sinérgico e,
consequentemente, melhorando a saude e a produtividade animal (Allen et al., 2013;
Silva et al., 2018).

O probidtico € um aditivo alimentar, constituido por microrganismos vivos nao
patogénicos presentes no ambiente e no trato gastrintestinal (GTI), e tem como
objetivo melhorar o equilibrio da flora intestinal do hospedeiro (Fuller, 1989). Em 2001,
a Food and Agriculture Organization (FAO) e a World Health Organization (WHO),
definiram que os probidticos sdo "microrganismos vivos que, quando administrados
em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro” (FAO e
WHO, 2001). De acordo com a regulamentacédo do Ministério da Agricultura, Pecuéria
e Abastecimento (MAPA) do Brasil, a instrugdo normativa n°.13 de 30/11/2004, os
simbidticos, prebidticos e probidticos passaram a ser considerados aditivos
zootécnicos (Brasil, 2004).

As cepas probidticas ndo devem competir com 0S microrganismos da
microbiota normal, em vez disso, devem interagir em simbiose (Musa et al., 2009). Os
probidticos produzem acidos lacticos e acéticos que reduzem o pH intestinal,
tornando-o menos favoravel para o crescimento do patdégeno. Além disso, 0s

probidticos impedem o crescimento de patdgenos intestinais através da colonizagéo
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competitiva de locais de adesao intestinal e nutrientes (Parvez et al., 2006; Boirivant
e Strober, 2007). Outras substancias produzidas como o peréxido de hidrogénio, as
bacteriocinas e o0s biosurfactantes também podem inibir o crescimento de
microrganismos patogénicos (Chaucheyras-Durand e Durand, 2010).

A eficicia geral dos probiéticos depende de fatores como a sele¢do ideal de
cepas microbianas, a espécie e a idade do hospedeiro e 0 uso da dose adequada
desse aditivo zootécnico (Bomba et al., 2002; Bomba et al., 2006). Os probioticos
bacterianos tém sido eficazes em aves (Deng et al., 2012; Prado-Rebolledo et al.,
2017; Alaqil et al., 2020), suinos (Modesto et al., 2009; Kritas et al., 2015; Hu et al.,
2018) e bezerros pré-ruminantes (Timmerman et al., 2005; Bayatkouhsar et al., 2013;
Ulger, 2019), enquanto leveduras probidticas como Saccharomyces cerevisiae
apresentaram melhores resultados em ruminantes adultos (Maamouri et al., 2014;
Silva et al., 2018; Pinto et al., 2020).

As leveduras possuem um papel importante na diminui¢éo do oxigénio do ramen,
0 que aumenta a proliferacdo e a eficiéncia das bactérias anaerdbias, ajudando a
reduzir a producdo de lactato (Chaucheyras et al., 1996). S. cerevisiae com
concentracdes a partir de 10° unidades formadoras de colonia (UFC)/mL de liquido
ruminal sdo suficientes para estimular o crescimento de microrganismos ruminais
(Nocek et al., 2002). O efeito da suplementacdo com levedura € maior quando se
utiliza uma dieta com maior proporgdo de concentrado (Desnoyers et al., 2009).
Leveduras sdo capazes também de promover a estabilizagcdo do pH ruminal e
aumentar a disponibilidade de proteina para a microbiota, o que resulta no aumento
da ingestéo de racdo, levando a um maior ganho de peso corporal (Elghandour et al.,
2020). A composicao dos probidticos comerciais para ruminantes pode ser variavel,
mas de maneira geral a maioria contém leveduras em quantidades maiores com
relagéo aos microrganismos bacterianos (Tabela 1).

Ovelhas suplementadas com Bacillus licheniformis e Bacillus subtilis obtiveram
um aumento sobre a producéo de leite, teor de gordura e de proteinas (Kritas et al.,
2006). O mesmo efeito foi visto em cabras suplementadas com Lactobacillus
plantarum PCA 236 (Maragkoudakis et al., 2010). Cabritos cresceram melhor quando
receberam aditivos probidticos com uma mistura de Saccharomyces cerevisiae e
Lactobacillus sporogenes (Singh et al., 2015). Adicionando a dieta de cordeiros uma
combinacdo em po6 de inulina de Agave tequilana (Agave azul) e Lactobacillus casei,

Ayala-Monter et al. (2019) aumentaram o ganho de peso e a melhoraram a saude



intestinal de cordeiros durante o periodo pré-desmame. Este efeito foi principalmente

devido a reducéo da incidéncia de coliformes e diarreias durante esta fase da vida dos

cordeiros.

Tabela 1. Exemplos de probioticos bacterianos e com leveduras disponiveis no mercado brasileiro
para utilizagdo em ruminantes.

Produto Espécie / cepa quando

Quantidade de

Indicacdo (todos per 0s)

declarado microrganismos
A Saccharomyces 1,3X10° UFC/g Ruminantes: 5 g/animal/dia.
cerevisiae
B Saccharomyces 4X10° UFC/g a 10x10° Gado de leite: 10 g/animal/dia
cerevisiae /CNCM 1-1077 UFC/g Gado de corte: 8 g/animal/dia
Gado jovem: 4 g/animal/dia
Pequenos ruminantes: 4
g/animal/dia
C Saccharomyces 9x10% UFCl/g Bovinos e Bubalinos: 5 a
cerevisiae 10/animal/dia
Pequenos ruminantes: 2,5 a5
g/animal/dia
D Bacillus subtilis 8x10° UFC/g Pequenos ruminantes: 04 a 08
Bifidobacterium bifidum 6x10° UFC/g g/animal/dia
Enterococcus faecium 6x10° UFC/g
Lactobacillus acidophilus ~ 6x108 UFC/g
Lactobacillus casei 5,2x10° UFC/g
Lactobacillus lactis 2,8x10° UFC/g
Saccharomycescerevisiae  1x108 UFC/g
E Saccharomyces 1,5x10* UFCl/g Bovinos e Bubalinos: 5 a10
cerevisiae gramas/animal/dia
Ruminobacter 6x10° UFC/g
amylophilum

Ruminobacter
succinogene
Succinovibrio
dextrinosolve

Bacillus cereus
Lactobacillus acidophilus
Enterococus faecium

6x10° UFC/g
8,8x10° UFC/g
7x10° UFC/g

7x10° UFClg
7x10° UFC/g

UFC: Unidade Formadora de Colbnia

Considerando que existem poucas informacdes na literatura sobre as acbes do
probidtico sobre a salde dos pequenos ruminantes, objetivou-se no presente estudo,
avaliar as acfes do probidtico DBR SACCH® (Ruminobacter amylophilum,
Ruminobacter succinogenes, Succinovibrio dextrinosolvens, Bacillus cereus,
Lactobacillus acidophilus, Enterococcus faecium e Saccharomyces cerevisiaesobre)
na saude gastrintestinal de cordeiros. Foram avaliadas possiveis a¢fes sobre o
desempenho produtivo e a saude dos cordeiros, através de analises hematoldgicas e
bioquimicas do sangue, parasitologicas das fezes e do abomaso, histolégicas do
abomaso, mensuracgdes zootécnicas (peso, escore de condi¢do corporal, area de olho

de lombo e espessura subcutanea) e incidéncia de diarreia.



CAPITULO 2

Artigo cientifico a ser submetido para publicagdo no periddico Small Ruminant
Research

Avaliacdo de um probidtico comercial sobre a satude gastrintestinal de
cordeiros

Resumo

Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito de um probidtico comercial fornecido
via oral sobre a saude gastrintestinal de cordeiros. Durante 84 dias, 42 cordeiros (21
machos e 21 fémeas) filhos de carneiro da raca Texel ou lle de France, desmamados
com aproximadamente 60,0+5,2 dias de idade e pesos entre 22,8+3,2 kg foram
distribuidos de forma homogénea por sexo e peso em trés grupos (n=14): grupo
controle (C), os cordeiros recebiam dieta basal sem suplementacdo de probiético;
grupo tratado 1G (T1G), os cordeiros recebiam a dieta basal mais 1 g por animal por
dia do aditivo probidtico misturado na racao; grupo tratado 5G (T5G), os cordeiros
recebiam a dieta basal mais 5 g por animal por dia do aditivo probiético misturado na
racao. O grupo T1G (609,2+118,6 OPG) finalizou o experimento com menor (P=0,05)
namero de ovos por grama de fezes (OPG) em comparacdo aos grupos T5G
(813,2+121,2 OPG) e controle (958,2+118,6 OPG). Os valores de hematdcrito foram
maiores (P=0,058) para o grupo T1G (32,4+3,2%) do que para 0s grupos T5G
(32,1+4,0%) e controle (31,4+4,3%). No geral, os valores de albumina, proteina total,
globulina, proteina plasmatica ndo se alteraram (P>0,05) entre 0s grupos
experimentais. A suplementacdo com o probiético ndo afetou (P>0,05) o ganho médio
diario de peso, escore de condicdo corporal, area de olho de lombo, gordura
subcutanea, espessura das tunicas e a producédo de muco do abomaso e a quantidade
de parasitos recuperados do abomaso entre os tratamentos. Os grupos tratados (T1G
e T5G) apresentaram fezes mais consistentes (P<0,05) em comparacdo ao grupo
controle. O aditivo probiético diminuiu a infeccéo parasitaria gastrintestinal e melhorou
a consisténcia fecal, promovendo um efeito benéfico sobre a saude gastrintestinal de
cordeiros.

Palavras-chave: Ovinos, Saccharomyces cerevisiae, saude animal, aditivo alimentar,
levedura



1. INTRODUCAO

O mercado mundial de farmacos relacionados a saude animal chegou a US$
29 bilhdes em 2018 com uma estimativa de crescimento para alcan¢ar mais de US$
41 bilhdes em 2025 (GMI, 2018). Entretanto, a eficacia de determinados
medicamentos esta diminuindo, como por exemplo os antiparasitarios, que estao
sendo amplamente utilizados e muitas vezes mal empregados, causando resisténcia
parasitaria (Martinez-Valladares et al., 2015; Glover et al., 2017; Lambertz et al.,
2019). Diante desse cenario estdo sendo pesquisados produtos alternativos como 0s
probidticos, que podem diminuir o uso destes medicamentos sozinhos ou em
associacao, para obter um efeito sinérgico e, consequentemente, melhorar a saude e
a produtividade de animais produtores de alimentos (Allen et al., 2013; Silva et al.,
2018).

Probiotico € um aditivo alimentar, constituido por microrganismos Vvivos
(viaveis) ndo patogénicos presentes no ambiente e no trato gastrintestinal (GTI) com
o intuito de proporcionar beneficios a saude do hospedeiro (Fuller, 1989; FAO e WHO,
2001). Os probitticos aumentam a capacidade digestiva estimulando a microbiota
benéfica (Oyetayo et al., 2005; Uyeno et al., 2015), impedem a colonizacdo pelos
patégenos (Casas et al., 2000), restauram a microflora intestinal (Musa et al., 2009),
estabilizam o pH, melhoram a imunidade e a absorc¢éo de nutrientes pela mucosa GTI
(Timmerman et al., 2005; Uyeno et al., 2015; EI-Sayed e Mousa, 2020).

As propriedades mais importantes das cepas bacterianas e de leveduras a
serem consideradas para uso probidtico incluem: ndo ser patogénico; apresentar
resisténcia aos processos tecnoldgicos; ser resistente ao suco gastrico e a bile; ter
aderéncia ao tecido epitelial intestinal; ser capaz de manter-se no trato GTI por um
determinado tempo; produzir substancias antimicrobianas; modular respostas
imunoldgicas e ter a capacidade de influenciar atividades metabdlicas (Huis in't Veld
e Shortt, 1996; Tannock, 1997; ICMR-DBT, 2011; FAO, 2016).

Estudos feitos em ovinos (Ayala-Monter et al., 2019) e caprinos (Salvedia et al.,
2017) demonstraram que as formulagbes probidticas utilizadas nos respectivos
experimentos melhoraram a conversédo alimentar e aumentaram o ganho médio diario
de peso desses animais. Efeitos benéficos no sistema imunoldgico foram vistos em
cordeiros suplementados com diversas formulacbes probidticas usando

Saccharomyces cerevisiae (Milewski et al., 2013) como um aumento no numero de



eosindfilos (Pinto et al., 2020). Aumento no numero de células do sangue, tanto
vermelhas quanto brancas, de cordeiros foi verificado por El-Sayed e Mousa (2020)
com uso de Bacillus subtilis.

Observou-se que probiéticos contendo Saccharomyces cerevisiae reduziram
significativamente o niumero de larvas de Haemonchus contortus em ovinos e caprinos
(Silva et al., 2018; Pinto et al., 2020). Silva et al. (2018) verificaram uma reducéo do
OPG (ovos por grama de fezes) em 60,3% no periodo D40-D46 e 58,1% no D48-D54,
minimizando a possibilidade de espoliagcdo por uma maior infeccdo e com isto
garantindo a saude e a produtividade das cabras.

Considerando-se que existem poucas informacdes sobre as acdes de
probidticos sobre a saude dos pequenos ruminantes, incluiu-se o aditivo probidtico na
alimentacdo de cordeiros para avaliar as possiveis acfes sobre o desempenho
produtivo e a salde dos cordeiros, através de analises hematoldgicas e bioquimicas
do sangue, parasitolégicas das fezes e do abomaso, histoldégicas do abomaso,
desempenho zootécnicos (peso, escore de condi¢ao corporal, area de olho de lombo

e espessura subcutanea) e incidéncia de diarreia.
2. MATERIAIS E METODO
2.1. Local

O projeto foi desenvolvido no Setor de Ovinocultura da Fazenda Experimental
Gralha Azul (FEGA) da Pontificia Universidade Catdlica do Parand (PUCPR) em
Fazenda Rio Grande, PR, no periodo de 27/07/2020 a 28/10/2020, aprovado pela
Comisséo de Etica em Pesquisa no Uso de Animais — PUCPR No. 01883 (anexo 1).
2.2. Animais

Foram utilizados 42 cordeiros mesticos das racas Texel (n=20) e lle de France
(n=22), entre machos (n=21) e fémeas (n=21), desmamados com aproximadamente

60,045,2 dias de idade e peso médio de 22,8+3,2 kg.

2.2.1. Critérios de inclusdo e tratamento



Foram incluidos no projeto cordeiros sadios, ou seja, que ndo apresentaram
presenca de alguma enfermidade aparente ao exame fisico de triagem. Durante o
transcorrer do experimento, cordeiros que apresentassem perda de peso com alta
carga parasitaria, i.e. contagem de ovos por grama de fezes (OPG) maior que 10.000
e hematdcrito menor que 15%, eram imediatamente tratados com anti-helmintico

(Levamisol (Ripercol L 150 F®) 7.5 mg/kg) de forma convencional.

2.3. Alimentagao e manejo

Os cordeiros tinham acesso ao pasto juntamente com as maes desde a
primeira semana de vida. Além do pasto, os animais tinham acesso ao “creep feeding”
ad libitum, com concentrado comercial de 14% de proteina bruta (PB). Os cordeiros
foram desmamados com aproximadamente 60 dias e com peso minimo de 20 kg.
Apos o desmame, além do pasto durante o dia, a dieta basal dos cordeiros foi
constituida por silagem de milho a vontade e concentrado balanceado com base em
1,5% do peso vivo, segundo recomendacdes do NRC (1985). Os cordeiros tinham
acesso a bebedouro e suplemento mineral ovino a vontade.

Antes de iniciar o experimento, os cordeiros foram adaptados a dieta e ao local
experimental durante uma semana. Foi realizada avaliacdo do grau de parasitismo por
meio de exames coproparasitolégicos e todos os cordeiros foram tratados com anti-
helminticos (Levamisol (Ripercol L 150 F®) 7.5 mg/kg + Monepantel (Zolvix®) 2,5
mg/kg), antes do inicio do experimento para a padronizacdo dos grupos
experimentais.

Os cordeiros foram distribuidos homogeneamente por sexo e peso em trés
grupos com 14 cordeiros cada, sendo: 1) no grupo controle (C), os cordeiros recebiam
dieta basal sem suplementagéo de probiético; 2) no primeiro grupo tratado (T1G), os
cordeiros receberam a dieta basal mais o aditivo probi6tico na dose de 1 g por animal
por dia misturado na racao previamente moida e 3) no segundo grupo tratado (T5G),
os cordeiros recebiam a dieta basal mais o aditivo probidtico na dose de 5 g por animal
por dia misturado na racao previamente moida. A dieta basal (tabela 1) foi fornecida
em um trato matutino para os trés grupos. O probidtico comercial utilizado neste
experimento foi o DBR SACCH® (tabela 2) pertencente a empresa Imeve. As doses
dos probidticos descritas acima foram adaptadas por inexisténcia de uma

recomendacao para ovinos.



Tabela 1. Composicdo bromatoldgica da dieta basal dos cordeiros.

Ingredientes Quantidade

Silagem de milho
Matéria Seca (%) 39,00
Proteina bruta (%) 6,20
Fibra detergente neutro (%) 40,40
Amido (%) 38,80
Extrato etéreo (%) 3,20
Matéria mineral (%) 2,80
Carboidrato nao fibroso (%) 48,50
Nutrientes digestiveis totais (%) 69,00

Ragdo para ovinos manutencgéo / terminagdo (Coasul®)
Proteina Bruta (%) 14,0
Extrato Etéreo (%) 2,5
Matéria mineral (%) 10,0
Fibra bruta (%) 14,0
Fibra detergente acido (%) 14,0

Tabela 2. Composicdo microbiana do produto DBR Sacch® por quilo de produto.

Microrganismo Quantidade/kg
Ruminobacter amylophilum 3,0 x 1012 UFC
Ruminobacter succinogenes 3,0 x 1012 UFC
Bacillus cereus 3,5 x 102 UFC
Enterococcus faecium 3,5 x 102 UFC
Lactobacillus acidophilus 3,5 x 102 UFC
Succinovibrio dextrinosolvens 4,4 x 102 UFC
Saccharomyces cerevisiae 7,5 x 1018 UFC

UFC — Unidade formadora de colbénia

O periodo experimental abrangeu 84 dias. Durante este periodo, os cordeiros
ficaram por 2 semanas em pastejo sobre azevém e aveia em um piquete coletivo de
0,4 hectares, para se infectarem naturalmente com parasitos GTIl, e 2 semanas
confinados, onde os cordeiros foram colocados em duplas em cada baia, segundo o
tratamento e o peso. O volumoso (silagem de milho) era fornecido a vontade,
permitindo-se 15 a 25% de sobras, que eram recolhidas e pesadas para serem

ajustadas no dia seguinte. O concentrado foi ajustado semanalmente, conforme 0s



dados da pesagem dos animais, para ser fornecido na quantidade de 1,5% do peso
vivo dos cordeiros. Apos o periodo experimental, 20 cordeiros foram abatidos para a

composicdo das analises histoldgicas.

2.4. Andlises laboratoriais e de desempenho

2.4.1. Andlises histologicas

Para a verificacdo da acdo do probidtico sobre a mucosa abomasal, foram
colhidos dos cordeiros abatidos (C=7 animais, T1G=6 animais e T5G =7 animais)
fragmentos de tecido do fundo abomasal para analise histologica. Os fragmentos
foram imediatamente colhidos apds o abate e, em seguida, as amostras foram
armazenadas em recipientes contendo formol a 10% para sua fixacdo durante 24 a
48 horas. Posteriormente, as pecas com espessura de 2 cm de largura X 2 cm
comprimento x 0,5 cm de espessura foram processadas no laboratério de patologia
da Clinica Veterinaria Escola (CVE) da PUCPR. Os fragmentos de tecidos foram
desidratados em concentracdes crescentes de alcool (70-100%), diafanizados em xilol
e incluidos em parafina a 58-60°C. Os blocos de parafina foram levados ao micr6tomo
rotativo para a obtencéo de cortes histolégicos com 5 um de espessura (Bancroft e
Stevens, 1996; Tehrani et al., 2012; Nobrega et al., 2014). Em seguida, todos os
fragmentos foram corados de acordo com a técnica de hematoxilina-eosina (HE) e
com acido periédico-Schiff (PAS). Os fragmentos de abomaso foram avaliados em
triplicata para observar possiveis alteracdes na producdo de muco e verificar os
aspectos morfométricos das células do tecido. As variaveis estudadas foram: altura
dos estratos do tecido (lamina propria, submucosa, tunica muscular e serosa) e a
espessura total da parede. As mensuragdes foram feitas com dez repeticbes para
cada camada de tecido e por fragmento dos individuos de cada grupo experimental
(Franco et al.,, 2017). As laminas histolégicas foram escaneadas utilizando o
microscopio automatizado Axio Scan.Z1© na objetiva de 20x disponivel no Laboratorio
de Patologia Experimental da PUCPR. As mensuracdes dos tecidos foram feitas pelo
software computacional Zen 2.6 blue edition® e o muco gastrico foi avaliado e

quantificado pelo software Image-Pro Plus versdo 4.5° (Motta Junior et al., 2020).

2.4.2. Andlises parasitolégicas



Os exames coproparasitologicos foram realizados no dia 0 (Do), dia 14 (D1a4),
dia 28 (Dzs), dia 42 (Da42), dia 56 (Dsg), dia 70 (D70) e dia 84(Dss4) em todos os cordeiros.
As colheitas de fezes foram feitas individualmente, direto da ampola retal dos animais
e, em seguida, armazenadas em sacos plasticos identificados para cada animal. As
amostras foram armazenadas em uma geladeira a 8 °C por 24 horas e apés foi
realizado a contagem de ovos por grama de fezes (OPG), sensivel para 50 OPG
(Gordon e Whitlock,1939). Para a composicdo dos valores de OPG, foram
contabilizados somente os ovos de estrongilideos. As coproculturas com identificacédo
de larvas foram realizadas no inicio do experimento a partir de um pool de amostras
de fezes (Roberts e O’Sullivan, 1950). Os animais também foram avaliados
semanalmente pelo método Famacha®, que consiste em identificar o grau de anemia
pela cor da mucosa ocular, sendo considerado Famacha® 1 (F1) e 2 (F2) sem sinais
de anemia, Famacha® 3 (F3) levemente anémico e o Famacha® 4 (F4) e 5 (F5)
indicativos de anemia intensa (Van Wyk e Bath, 2002). As amostras de fezes colhidas
para o OPG foram aproveitadas para fazer o escore de diarreia (ED) dos animais,
variando de 0 (consisténcia normal - sibalas bem formadas e pouco Umidas) a 4
(consisténcia aquosa (diarreia clinica) (Rosalinski-Moraes et al., 2012).

Ao final do experimento contou-se 0s parasitos presentes no abomaso a partir
do conteudo colhido dos animais abatidos. Para a obtencdo das amostras, cada
abomaso foi colocado em um recipiente, onde foi lavado lentamente com 4gua em
temperatura ambiente com o auxilio de pissetas plasticas, para remoc¢ao de todo o
contetdo e desprendimento dos parasitos presentes na mucosa. Em seguida, 1 L do
lavado abomasal obtido foi transferido para novo recipiente, onde 10% desse volume
total foi retirado e, na sequéncia, foi feita a identificacdo e a contagem de parasitos
abomasais (Ueno e Gongalves, 1998). Os resultados das contagens de OPG foram
correlacionados ao porcentual de parasitos retirados do abomaso dos cordeiros. Para
maior organizacdo dos dados, as larvas imaturas dos parasitos (larvas de 4 e 5

estagios do ciclo do parasito) foram agrupadas para a analise estatistica.

2.4.3. Andlises hematoldgicas e bioquimicas

Foram realizados exames hematoldgicos e bioquimicos no Do, D14, D2s, Dao,

Dss, D70 € Dgs em todos os animais. Para os exames hematoldgicos, foi realizado o
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hematdécrito (Ht) a partir de 4 mL de sangue colhidos por venopunc¢éo da jugular
externa dos cordeiros utilizando seringas e agulhas descartaveis e tubos contendo
acido etilenodiaminotetracético (EDTA) para mensurar o volume globular pelo método
de micro-hematécrito (Jain, 1986; Bassert e Thomas, 2017). Para os exames
bioguimicos, foram avaliados: a concentracdo de proteina plasmatica (PP) mensurada
no plasma obtido na mensuracdo do hematécrito em g/dL com auxilio de um
refratbmetro clinico; no plasma avaliou-se ainda o fibrinogénio (Fb) mensurado em
g/dL utilizando o método de precipitacdo térmica (Bassert e Thomas, 2017); albumina
(Alb), proteinas totais (PT) e globulinas (Gb — calculada pela subtracdo do valor da
Alb e PT) do soro sanguineo mensuradas em g/dL, que foram analisadas por
fotometria no aparelho Selectra ProS®, localizado no laboratério de analises clinicas
da CVE - PUCPR e, por fim, foi realizado mensalmente o teste de glutaraldeido a partir
de 2 mL de sangue venoso (Doll et al., 1985; Bernarski et al., 2019).

2.4.4. Andlises de desempenho dos cordeiros

Para avaliar o ganho médio diario de peso (GMD), os cordeiros foram
individualmente pesados semanalmente com o auxilio de uma balanca digital
(YDTech TCS-300, carga maxima de 300 kg com erro maximo de 2g) que foi adaptada
para esses animais, com a utilizacdo de uma gaiola para contencéo fisica dos
cordeiros.

Avaliou-se o escore de condicdo corporal (ECC) de todos os cordeiros no Do,
D14, D2g, D42, Dse, D70 € Dga, com classificacdo de 1 a 5 (Russel et al., 1969; Scott,
2015).

A area de olho-de-lombo (AOL) e a espessura de gordura subcutanea (GSC)
foram avaliadas no Do e Dss € mensuradas com auxilio de um ultrassom da marca
Hitachi®, modelo Eub-405, com um transdutor linear de 12 cm de comprimento na
frequéncia de 5 Mhz. Antes da captacao das imagens, foi feita a tricotomia e limpeza
da area de medicao, aproximadamente a 12 cm em relacéo a linha mediana dorsal,
no 12° espago intercostal. Posteriormente, o transdutor foi posicionado
perpendicularmente ao comprimento do musculo longissimus dorsi, com a finalidade
de mensurar a AOL e a espessura de GSC (Cartaxo et al., 2011; McManus et al.,
2013).
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2.5. Delineamento

O delineamento experimental seguiu o de blocos casualizados. A analise
fatorial foi realizada na seguinte condicdo: trés tratamentos por sete tempos por 14
repeticdbes paras as analises bioquimicas, hematolégicas e parasitoldgicas; trés
tratamentos por trés replicacdes por sete repeticdes para as analises histologicas. Os
valores de OPG foram analisados usando transformacéao logaritmica na base 10 (x +
1). Para a analise estatistica dos dados foi realizado o teste de normalidade d’Agostino
e Pearson, seguido do Anova e teste de Duncan para as amostras bioquimicas,
hematoldgicas, parasitoldgicas, histolégicas e de desempenho; para as analises de
ED e ECC foram realizadas o teste t ndo paramétrico seguido do teste Mann-Whitney
(Wilcoxon). Por fim, os dados foram apresentados em média e desvio padrdo com um
nivel de significancia adotado de 95% (P<0,05).

3. RESULTADOS

3.1. Analises bioquimicas e hematolégicas

N&o houve diferenca entre as médias (P>0,05) das andlises bioguimicas
(Figuras 1, 2, 3 e 4) quando comparados entre os grupos avaliados, exceto para PP
no Do (Figura 5), com o grupo T1G com os menores valores séricos (5,4+0,2 g/dL;
P=0,016) em relacédo ao grupo C (5,7+0,2 g/dL) e T5G (5,8+0,4 g/dL). Observou-se
um aumento (P<0,05) dos valores séricos de Gb e de PT nos grupos T1G e C em
funcao do dia, entretanto, esses resultados nao foram vistos no grupo T5G.

Durante os 84 dias do periodo experimental, observou-se que o grupo C
(31,4%4,3%) apresentou a menor (P=0,058) porcentagem de Ht quando comparado
com o grupo T1G (32,4+£3,2%), enquanto o grupo T5G (32,1+4,0%) se manteve
semelhante aos outros grupos (Figura 6). O Ht diminui (P<0,05) em todos 0s grupos
experimentais em funcédo do tempo (Figura 7). O teste de glutaraldeido se manteve
negativo entre 0s grupos experimentais, ou seja, nao foi detectado nenhum processo

inflamatoério através deste teste nos cordeiros estudados.
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Figura 1. Médias e desvios-padrédo da albumina de cordeiros,
comparando os grupos controle (C), tratado com 1 g de
probidtico (T1G) e o tratado com 5 g de probidtico (T5G) em
funcéo do periodo experimental.
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Figura 3. Médias e desvios-padrao da globulina de cordeiros,
comparando os grupos controle (C), tratado com 1 g de
probidtico (T1G) e o tratado com 5 g de probiotico (T5G) em
funcéo do periodo experimental.
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Figura 2. Médias e desvios-padrao do fibrinogénio de
cordeiros, comparando os grupos controle (C), tratado com 1 g
de probidtico (T1G) e o tratado com 5 g de probiotico (T5G) em
funcdo do periodo experimental.
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Figura 4. Médias e desvios-padrao da proteina total de
cordeiros, comparando os grupos controle (C), tratado com 1 g
de probidtico (T1G) e o tratado com 5 g de probiotico (T5G) em
funcdo do periodo experimental.
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Figura 5. Médias e desvios-padréo da proteina plasmatica de cordeiros, comparando
os grupos controle (C), tratado com 1 g de probidtico (T1G) e o tratado com 5 g de
probidtico (T5G) em funcdo do periodo experimental. Asterisco (*) representa
diferenca estatistica (P<0,05) entre os grupos.
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Figura 6. Médias gerais e desvios-padrao do hematécrito durante 84 dias,
comparando os grupos controle (C), tratado com 1 g de probidtico (T1G) e o tratado
com 5 g de probidtico (T5G). Letras diferentes representam diferenca estatistica
(P<0,05) entre os grupos.
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Figura 7. Médias e desvios-padrdo do hematdcrito de cordeiros, comparando 0s
grupos controle (C), tratado com 1 g de probidtico (T1G) e o tratado com 5 g de
probidtico (T5G) em funcéo do periodo experimental.
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3.2. Analises histoldgicas

As médias e desvios-padrao dos parametros histolégicos séo apresentados na
Tabela 3. A espessura das tunicas do abomaso foi semelhante (P<0,05) entre os
tratamentos. A porcentagem do muco produzido na area capturada do abomaso néo
diferiu (P=0,272) entre os grupos avaliados (Tabela 3 e Figura 8). A porcentagem do
muco produzido na area capturada do abomaso nao diferiu (P=0,272) entre 0s grupos
avaliados, sendo 47,7+2,6; 47,3+2,7 e 45,9+2,5 respectivamente para os grupos C,
T1G e T5G.

Tabela 3. Médias e desvios-padrio (X+S) da largura em pum, das tunicas do abomaso de cordeiros,
comparando os grupos controle (C - n=7), tratado 1G (T1G - n=6) e o tratado 5G (T5G - n=6).

C T1G T5G p
Mucosa 751,7+121,3 869,8+83,5 755,3+236,0 0,354
Submucosa 352,9+93,1 376,8+233,1 356,0+108,4 0,957
Muscular 630,7+78,1 665,8+204,2 632,7+163,0 0,904
Serosa 164,3+69,5 128,8+37,4 107,7+26,5 0,147
Total 1907,1+244,0 2053,3+363,0 1858,3+317,7 0,533

p: valor estatistico da Anova/Duncan entre grupos.
T1G — cordeiros recebiam 1 g de probiético DBR SACCH®.
T5G — cordeiros recebiam 5 g de probiético DBR SACCH®.
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Figura 8. Corte histologico da tunica mucosa do abomaso de cordeiros, comparando
0s grupos controle (C), tratado com 1 g de probidtico (T1G) e o tratado com 5 g de

probidtico (T5G). Coloracéo acido periodico-Schiff (PAS), aumento de 20 vezes. LP:
lamina propria, VS: vesiculas secretorias com muco (glicoproteinas).

3.2. Andlises parasitologicas

Nas culturas de larvas, a maior porcentagem de larvas foi do género
Haemonchus sp., com 96%, 93,8% e 98%, para os grupos C, T1G e T5G,
respectivamente. Também foram observadas larvas de Trichostrongylus sp., na

proporcao de 4%, 6,2% e 2%, para os grupos C, T1G e T5G, respectivamente. Os
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exames coproparasitologicos revelaram a presenca de ovos de Strongyloides,
Moniezia e oocistos de Eimeria. Houve um aumento significativo (P<0,05) nas médias
do OPG a partir do D42 para todos os grupos experimentais (Figura 9). Na média de
todo o periodo experimental, o grupo T1G (609,2+118,6) obteve o menor OPG
(P=0,05), seguido pelo grupo T5G (813,2+121,2) e o grupo C (958,2+118,6) que
permaneceu com OPG mais alto entre os tratamentos (Figura 10). Observou-se que
a medida em que a média do OPG aumentava, os valores médios de PP, com r = -
0,622 (P<0,001) e do hematécrito com r = -0,623 (P<0,001) diminuiam. O Famacha®
em todos 0s grupos se manteve entre F1 e F2, com excec¢ao de um cordeiro do grupo
controle que apresentou F4. A quantidade da populacédo de parasitos presentes no
abomaso nao se alterou (P>0,05) entre os grupos experimentais (Tabela 4). Houve
uma correlagéo alta positiva (r= 0,8683; P<0,001) entre o0 OPG e a populacédo de
parasitos no abomaso.
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Figura 9. Médias e desvios-padrdo do OPG de cordeiros, comparando 0S grupos
controle (C), tratado com 1 g de probiotico (T1G) e o tratado com 5 g de probiotico
(T5G) em funcéo do periodo experimental.
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Figura 10. Médias gerais e desvios-padrdo do OPG de cordeiros durante 84 dias,

comparando os grupos controle (C), tratado com 1 g de probiético (T1G) e o tratado
com 5 g de probiotico (T5G). Letras diferentes representam diferenca estatistica

(P=<0,05) entre os grupos.

Tabela 4. Médias e desvios-padrdo (X+S) dos parasitos presentes no abomaso de cordeiros,
comparando os grupos controle (C - n=7), tratado 1G (T1G - n=6) e o tratado 5G (T5G - n=7).

C T1G T5G p
L4 + L5* 1188,6+1359,5 806,7+919,4 618,6+473,1 0,560
Haemonchus sp. fémea 1595,7+1233,7 1388,3+1370,1 1078,6+990,39 0,724
Haemonchus sp. macho 1388,6+1107,1 1206,7+1256,3 1021,4+868,51 0,818
Trichostrongylus sp. fémea 75,7+35,5 93,3+86,4 41,4+30,8 0,242
Trichostrongylus sp. macho 155,7+148,5 85,0+92,7 80,0+2288,1 0,406
Total de parasitos 4404,3+2814,0 3580,0+3491,8 2840,0+1084,2 0,603

*L4 - A larva de 4 estégio do ciclo do parasito, L5 - A larva de 5 estagio do ciclo do parasito.
p: valor estatistico da Anova/Duncan entre grupos.

T1G — cordeiros recebiam 1 g de probiético DBR SACCH®.

T5G — cordeiros recebiam 5 g de probiético DBR SACCH®.

3.3. Andlises de desempenho

O peso, a AOL e a GSC nao diferiram (P>0,05) entre 0s grupos experimentais
no periodo de 84 dias; entretanto, observou-se um aumento (P<0,05) dos seus valores
guando comparados nos grupos em funcdo do tempo. A suplementacdo com o
probidtico ndo afetou 0 GMD entre os grupos durante o periodo experimental (Tabela
5). A raca e o sexo nao influenciaram (P>0,05) sobre o peso dos animais avaliados.
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Tabela 5. Médias e desvios-padrdo (X+S) das andlises de desempenho de cordeiros, comparando os
grupos controle (C — n=14), tratado 1G (T1G — n=14) e o tratado 5G (T5G — n=14) em funcéo do
periodo experimental.

DO D84 pt Geral
C 0,210+ 0,102 0,178+0,125
. T1G 0,166+ 0,095 0,173+0,117
GMD" (kg) T5G** 0,237+ 0,121 0,199+0,129
p? 0,225 0,691
C 27,3+3,8b 41,8+4,22 0,000 34,5+8,3
Peso (kg) T1G 27,4+3,8b 41,5£5,72 0,000 34,5+8,6
9 T5G** 27,4+3,8b 41,9+5,92 0,000 34,4+ 8,8
p2 0,995 0,976 0,986
C 5,6+1,0P 7,0+1,02 0,002 6,3+1,2
AOL (cm2) T1G 6,0+1,0P 7,8+1,42 0,000 6,9+1,5
T5G** 5,6+1,1b 7,411 .42 0,000 6,5+1,5
p2 0,559 0,274 0,177
C 2,9+0,8P 9,4+1,52 0,000 6,1+3,5
GSC’ (mm) T1G 3,0+0,8P 9,1+2,12 0,000 6,0+3,5
T5G** 2,6+0,6° 8,3+1,82 0,000 5,5+3,2
p? 0,328 0,318 0,619

*GMD = ganho médio diario de peso, AOL = area de olho de lombo, GSC = gordura subcutanea.
Letras diferentes: comparagéo nos grupos em fungéo do tempo.

T1G — cordeiros recebiam 1 g de probiético DBR SACCH®.

T5G — cordeiros recebiam 5 g de probiético DBR SACCH®.

pt: valor estatistico da Anova/Duncan nos grupos em fun¢éo do periodo experimental.

p2: valor estatistico da Anova/Duncan entre grupos.

**n=13 partir do Daa.

Na avaliacdo do escore de diarreia (ED), observou-se durante o periodo
experimental que os grupos T1G e T5G apresentaram maiores proporcdes de ED 0
(P<0,05) em relacdo ao grupo C (Figura 11). No D14, as propor¢cdes dos ED foram
distintas (P<0,05) entre o grupo T1G e o grupo C, mas ambas semelhantes ao T5G
(P>0,05). Neste mesmo dia o grupo T1G apresentou as maiores proporcées de fezes
normais (ED 0) comparativamente (Figura 12). O ED 4 (diarreia clinica) nao foi
observado em nenhum grupo durante o periodo experimental.

Na avaliacdo do ECC, observou-se durante o periodo experimental uma
elevacao na proporcao de animais com ECC 3,0 e 3,5 e, consequentemente, houve
uma reducdo da porcentagem de animais que estavam com ECC 2,5. Nao houve
diferenca estatistica (P>0,05) nas propor¢cdes de ECC entre os grupos avaliados,
exceto o grupo T1G no D42 e D70 que apresentou a maior proporcéo (P<0,05) do ECC
3,5 em relacdo aos grupos C e T5G (Figura 13). A distribuicdo do ECC durante os 84

dias nao diferiu pelo tratamento (Figura 14).
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Figura 11. Distribuicdo porcentual do escore de diarreia (ED) de cordeiros durante 84
dias, comparando os grupos controle (C), tratado com 1 g de probiético (T1G) e o
tratado com 5 g de probidtico (T5G). Letras diferentes representam diferenca

estatistica (P<0,05) entre 0os grupos.
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Figura 12. Distribuicdo porcentual do escore de diarreia (ED) de cordeiros, comparando os grupos controle (C), tratado com 1 g de

probidtico (T1G) e o tratado com 5 g de probiético (T5G) em funcéo do periodo experimental. Letras diferentes representam diferenca
estatistica (P<0,05) entre os grupos, para cada data avaliada.
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Figura 13. Distribuicdo porcentual dos escores de condicéo corporal (ECC) de cordeiros, comparando os grupos controle (C), tratado
com 1 g de probidtico (T1G) e o tratado com 5 g de probidtico (T5G) em funcdo do periodo experimental. Letras diferentes
representam diferenca estatistica (P<0,05) entre 0s grupos, para cada data avaliada.
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Figura 14. Distribuicdo porcentual dos escores de condicdo corporal (ECC) de

cordeiros durante 84 dias, comparando os grupos controle (C), tratado com 1 g de

probidtico (T1G) e o tratado com 5 g de probidtico (T5G). Letras diferentes

representam diferenca estatistica (P<0,05) entre os grupos.
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4. Discussao

Nos ultimos anos, diversos estudos demonstraram que 0s probidticos podem
ser uma alternativa para diminuir o uso de anti-helminticos que estéo a cada vez mais
perdendo a eficacia (Avila et al., 2012; Moura et al., 2017; Silva et al., 2018; Solano-
Aguilar et al., 2018; Pinto et al., 2020) e foram observados também varios mecanismos
gue podem beneficiar a saude do TGI do hospedeiro (Fooks e Gibson, 2002; Guillot,
2003; Timmerman et al., 2005; Grecco et al., 2006; Candela et al., 2008). No presente
experimento, alguns dos parametros avaliados demostraram estes possiveis efeitos
benéficos descritos na literatura.

O valor de Ht foi menor para o grupo C (31,4+4,3) em relacdo ao grupo T1G
(32,413,2) e T5G (32,1+4,0) no periodo de 84 dias. Estes valores médios de Ht ndo
consideram os animais como anémicos, pois segundo Birgel (2013), os ovinos
comecam a apresentar sinais de anemia quando o Ht esta abaixo de 25%. Ao longo
do experimento, alguns animais apresentaram Ht abaixo de 22% que é compativel
com F3 (levemente anémico); entretanto, durante a avaliacdo, estes mesmos animais
estavam apresentando F1 (sem sinais de anemia), o que significa que a perda de
sangue através do parasitismo, que foi constatada pelo hematécrito, ndo foi verificada
pelo Famacha®. Cintra et al. (2018) observaram que o sistema Famacha® tem baixa
sensibilidade para o diagndstico clinico de anemia em cordeiros em crescimento e ndo
deve ser usado isoladamente para o controle de H. contortus em ovinos nesta faixa
etaria.

Em geral, os resultados dos parametros bioquimicos nao se alteraram entre os
grupos experimentais, exceto a PP no D7 para o grupo T1G, que obteve o menor
valor sérico em comparacdo aos outros grupos avaliados no mesmo dia. Isso foi
esperado, porque a diminuicdo da concentracdo de PP e Ht & inversamente
proporcional ao aumento do OPG em ovinos naturalmente infectados com
nematdédeos GTI (Amarante et al., 1999; Rocha et al., 2005). A auséncia de efeitos da
suplementacao de probidticos nas concentracdes de PT, Alb e Gb esta de acordo com
El-Katcha et al. (2016) e Saleem et al. (2017), que relataram que nao houve diferencas
significativas nestes parametros em cordeiros suplementados com probio6ticos
contendo cepas do género Pediococcus sp.. Entretanto, Abdel-Salam et al. (2014),
utilizando cordeiros com aproximadamente seis meses de idade pelo mesmo periodo

do presente estudo, observaram que as concentracdes sanguineas de Alb e Gb eram
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maiores quando estes animais recebiam probidticos a base de Streptococcus
thermophilus, Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium bifidum. Esta diferenca entre
0 presente estudo e de Abdel-Salam et al. (2014) pode ser devido a idade dos
cordeiros, numero e raca dos cordeiros utilizados no experimento, composicédo e
guantidade de microrganismos probidticos ou composi¢cado da dieta dos animais.

Durante os 84 dias de experimento, os grupos T1G e T5G apresentaram 0s
menores valores meédios de OPG comparativamente ao grupo C, entretanto a
guantidade de parasitos recuperados no abomaso n&o diferiu entre os grupos
avaliados. Estes resultados podem sugerir que a presenga do “pool” de
microrganismos probidticos deste estudo poderia possivelmente atuar sobre a
oviposicdo das fémeas de H. contortus, sendo este o parasito predominante nas
analises coproparasitégicas. Estes resultados poderiam sugerir um efeito do
probidtico sobre a oviposicdo das fémeas de H. contortus, conforme ja descrito por
Silva et al. (2018) e Pinto et al. (2020), quando avaliaram o efeito do S. cerevisiae e
observaram uma diminuicdo da postura de ovos de fémeas de parasitos. Este efeito
ocorreria pelo estimulo do sistema imune causado por esta levedura, aumentado a
contagem de linfécitos T e ativando direta e/ou indiretamente os eosinofilos com
atuacao sobre o comprimento do parasito e sobre a ovipostura de H. contortus (Rowe
et al., 2008; Wojcik, 2010; Hernandez et al., 2017, Pinto et al. 2020). Observou-se que
esta levedura est4d presente em maior quantidade em relacdo aos outros
microrganismos da formulacdo probidtica utilizada neste experimento, o que poderia
motivar o protagonismo de sua acao sobre a microbiota gastrintestinal (Desnoyers et
al., 2009).

Antes de iniciar o experimento, todos os grupos foram previamente tratados
com anti-helmintico comercial, consequentemente houve um periodo de
aproximadamente 28 dias sem a presenca de ovos nas fezes destes animais.
Portanto, os resultados acima descritos poderiam ter maiores variagées entre 0s
grupos se o periodo experimental se prolongasse, excluindo-se o més inicial sob efeito
do anti-helmintico convencional.

A presenca dos parasitos no abomaso € acompanhada por alteracdes
morfolégicas na mucosa do hospedeiro, como hiperplasia de células, dano epitelial
superficial e perda de células parietais produtoras de acido (Murray et al., 1970; Snider
et al., 1988; Rinaldi et al., 2011). O muco produzido no trato GTI forma a primeira linha

de defesa contra possiveis infeccdes por parasitos, por exemplo; entretanto, a atuacéo
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do muco na resposta aos parasitos do abomaso ainda é pouco conhecida (Rinaldi et
al., 2011). Nao se observou diferenca no tamanho das tanicas do abomaso ou na
producdo de muco entre 0s grupos analisados, mas outros experimentos
demonstraram que o aumento na producdo de muco (glicoproteina) GTI pode estar
relacionada a capacidade do hospedeiro de eliminar os nematoides presentes neste
ambiente (Li et al., 2009; Menzies et al., 2010; Hoang et al., 2010; Takeda et al., 2010).
A guantidade de muco inalterada, assim como a presenca da mesma quantidade de
parasitos no abomaso, indicam que o probiodtico usado ndo parece ter agido sobre
esse tecido. Igualmente, o parasitismo nédo foi intenso o suficiente para causar
alteracdes inflamatdérias graves na parede abomasal, pois as globulinas e fibrinogénio
mensurados permaneceram em niveis fisioldgicos, sendo refletido também no teste
de glutaraldeido, que permaneceu negativo durante todo o periodo experimental.

O uso do probidtico na dieta dos cordeiros nao alterou o GMD neste estudo. Da
mesma forma, Kazemi-Bonchenari et al. (2013) observaram que a suplementacao
com um probidtico composto por Enterococcus faecium (Biomin®IMBO) néo teve
nenhum efeito significativo no ganho médio diario de peso de cordeiros. Kamal et al.
(2013), trabalhando com um menor nimero de cabritos (n=20), maior tempo de
experimento (120 dias) e com somente uma espécie de microrganismo probioético
(Saccharomyces cerevisiae NnCDC-49 - 5,6 x 10° UFC), obtiveram resultados positivos
no GMD. El-Sayed e Mousa (2020) também encontraram efeitos positivos no GMD,
com 0 mesmo namero de animais usados por Kamal et al. (2013), entretanto com uma
formulacao diferente, composta por Bacillus subtilis (8,4 x 10 CFU), sorbitol, vitamina
B1 e glicose, em um menor tempo experimental de 30 dias. As diferencas, tanto em
espécie de animal quanto em composicdo e quantidade dos microrganismos
probidticos usados e a duracdo dos estudos, dificultam uma comparacao, porém os
resultados positivos sobre o ganho de peso prevalecem (Khalid et al., 2011).

O ECC é uma avaliacéo subjetiva do estado corporal de ovinos correlacionada
a sua reserva de gordura e constitui uma estimativa do seu estado nutricional (Russel
et al., 1969; Scott, 2015). Observou-se nos trés grupos um aumento dos valores do
ECC geral dos cordeiros ao longo das semanas analisadas. Entretanto, ao todo os
grupos foram similares no ganho de ECC, justificado pelo fornecimento de uma dieta
equilibrada, consequentemente atendendo a demanda nutricional dos cordeiros.
Baines et al. (2011) demonstraram um aumento significativo na condi¢ao corporal de

140 cabras suplementadas com 7g Dairyman’s Choice™ (Bacillus subitilus, Bacillus
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licheniformis, metabdlitos de levedura, vitaminas e minerais) por 28 dias. Entretanto,
Dabir et al. (2016) ndo observaram um efeito sobre a condi¢édo corporal de 27 ovelhas
suplementadas com Saccharomyces cerevisiae sc47 durante 90 dias. Estas
diferencas de resultados do ECC entre a literatura o presente estudo pode ser devido
a influéncia da idade do animal. No animal jovem, deposita-se pouca gordura, ficando
0 crescimento limitado a outros tecidos e, na fase adulta, ha diminuicdo da
porcentagem de musculo e aumento na de gordura (Théiriez et al., 1980).

AOL e GSC estao diretamente relacionadas ao grau de rendimento da carcaca
(Williams, 2002). No presente estudo ndo foram observadas diferengas nas
mensuracdes de AOL e GSC entre os grupos avaliados. Whitley et al. (2009) relataram
gue a AOL e a GSC nédo foram influenciadas pelo tratamento composto por
Lactobacillus acidophilus e Enterococcus faecium em caprinos. Os achados do
presente estudo indicam que a suplementacao probibdtica utilizado neste experimento
nao influenciou no desenvolvimento muscular e de gordura mensurados,
possivelmente porque os ganhos no desempenho produtivo ndo foram expressivos o
suficiente para se refletirem nesses tecidos, intimamente relacionados ao estagio de
maturidade do cordeiro e a sua predisposicdo genética (Sena et al., 2016).

Na avaliacdo geral (Figura 11), a consisténcia fecal foi afetada pelos
tratamentos com diferencas (P<0,05) nas propor¢des entre o grupo C e os outros dois
grupos tratados com probiéticos, mas sem diferencas (P=0,897) entre os dois grupos
tratados. Apesar de haver alteragdo na consisténcia fecal, ndo houve casos de diarreia
clinica (ED 4) em nenhum grupo experimental. Na Figura 12 foi visto que no D14 houve
uma diferenca estatistica (P<0,05) entre as proporcées do grupo C e T1G do ED, isto
pode ser devido a adaptacdo dos animais nas primeiras duas semanas do
experimento, no qual o grupo T1G apresentou um melhor desempenho neste periodo
de adaptacao alimentar, pois obteve a maior propor¢cédo de animais com ED 0 em
relagéo ao grupo C. Timmerman et al. (2005) observaram em seu estudo que bezerros
suplementados com probidticos tiveram menor incidéncia de diarreia. Do mesmo
modo, Grecco et al. (2006) relataram um melhor controle da diarreia em cordeiros que
receberam uma dieta composta por Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei e
Saccharomyces cerevisiae. Estes resultados podem ser justificados pelo fato que os
microrganismos probidticos possuem mecanismos que impedem a colonizacdo de
patdgenos no TGI, sendo pela producdo de bacteriocinas, estimulacdo do sistema

imunologico do animal ou pela competicdo por locais de adesao e nutrientes, podendo
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influenciar positivamente na consisténcia fecal destes animais (Fuller, 1992; Fooks e
Gibson, 2002; Guillot, 2003; Candela et al., 2008).

5. Conclusao

O probiodtico avaliado a base de Ruminobacter amylophilum, Ruminobacter
succinogenes, Succinovibrio dextrinosolvens, Bacillus cereus, Lactobacillus
acidophilus, Enterococcus faecium e Saccharomyces cerevisiae diminuiu a infeccéo
parasitaria gastrintestinal e melhorou a consisténcia fecal, promovendo um efeito
benéfico sobre a salde gastrintestinal de cordeiros. O probiético ndo influenciou o
ganho de peso, area de olho de lombo, espessura de gordura subcutanea e o escore

de condicao corporal.
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CAPITULO 3

CONCLUSAO/ IMPACTO E PERSPECTIVAS FUTURAS

O uso de probidtico pode ser uma alternativa para diminuir a utilizacdo de
medicamentos antiparasitarios, que estdo cada vez mais perdendo a eficacia. Neste
estudo, observou-se que o uso do probiético DBR SACCH® nos dois grupos tratados,
resultou em uma reducdo no numero de OPG dos nematoides GTl e manteve as
melhores proporgdes de ED, ou seja, houve uma melhora na consisténcia fecal destes
cordeiros. Os parametros bioquimicos, histolégicos e mensuracdes zootécnicas néo
se alteraram com esta suplementacdo probidtica. Este estudo acrescentou
informacdes relevantes sobre o efeito do produto DBR SACCH® sobre a incidéncia
de diarreia e infec¢cdo parasitaria em cordeiros, o que podera contribuir para estudos

futuros complementares.

Visando um melhor entendimento sobre a acdo dos probidticos sobre o
desempenho e salde gastrintestinal dos cordeiros, sugere-se que novas abordagens
sejam necessarias para estudar a eficacia deste aditivo, tais como:

e Aumentar o tempo de administracdo do produto, para que se possa observar
maiores efeitos no desempenho zootécnico e de saude dos animais.

e Estudar a resposta imune através do leucograma, dosando citocinas e
anticorpos especificos.

¢ Verificar efeitos sobre outros tecidos do trato gastrintestinal, como por exemplo
0 rimen e o intestino delgado.

e Padronizacao da raca e sexo.

e Aumentar o nimero de animais para cada grupo experimental.

e Introduzir uma infeccédo parasitaria experimental, controlando a ingestao de
larvas L3 pelos animais.

e Recuperacao de parasitos presentes em todo trato gastrintestinal.
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TITULO DA PESQUISA

EFEITO DA ADICAO DE PROBIOTICO NO DESEMPENHO E
SAUDE DE CORDEIROS EM CRESCIMENTO E NA
COMPOSICAO DA MICROBIOTA RUMINAL

N° DO PARECER / VERSAO

01883 — Versao |

PESQUISADOR RESPONSAVEL

Cristina Santos Sotomaior

ESPECIE DO ANIMAL Ovis aries N° DE ANIMAIS 42
NOME COMUM DO ANIMAL Ovinos N° SISBIO N&o se
(animais de vida livre) aplica
SEXO / IDADE / PESO 60 dias, com cerca de 20 kg ATIVIDADES N&o se
(animais de vida livre) aplica
ORIGEM DO ANIMAL FEGA GP N&o se

TAXONOMICOS | aplica

(animais de vida livre)

DATA DE INiCIO DA PESQUISA Abril de 2020 LOCAL (IS) Nao se
(animais de vida livre) aplica

DATA DE TERMINO DA PESQUISA Marco de 2022 N° SISGEN Nao se
aplica

APRESENTAGCAO DO PROJETO

Demanda dos consumidores por produtos de origem animal de alta
qualidade (em termos de saude, segurancga e respeito ao bemestar
animal) esta aumentando (Caroprese et al., 2016). Os ovinocultores
enfatizam a producdo de carne, o que exige alta produtividade do
rebanho, principalmente no que se refere a reprodugdo, visando
aumentar a taxa de parigdo, de fecundagéo, o ganho de peso e a
diminuicdo da taxa de mortalidade dos cordeiros (Mori et al., 2006).
Para que esses objetivos sejam alcangcados é essencial que a
nutricdo seja adequada, gerando uma melhor fermentag&o ruminal,
minimizando distdrbios ruminais e excluindo patégenos (Seo et
al.,2010). O emprego de técnicas corretas no manejo nutricional,
sanitario e melhorias nos indices reprodutivos devem ser metas a
serem alcangadas para que a ovinocultura cresga e atinja os indices
desejados (Garcia et al., 2003; Medina e Natel, 2010). Os parasitos
gastrointestinais sdo considerados uma das principais causas de
reducdo da lucratividade da industria de ruminantes devido ao
comprometimento do ganho de peso corporal e a producao de leite e
14 (Lins et al. 2020).

OBJETIVO DA PESQUISA

O objetivo geral deste projeto é avaliar os efeitos sobre o
desempenho produtivo, qualidade da microbiota ruminal e grau de
infeccdo parasitaria de cordeiros submetidos a inclusdo de
probidticos na dieta. Objetivos especificos sdo: Avaliar os efeitos da
inclusdo de probidticos na dieta de cordeiros desmamados nos
parametros de desempenho animal: ganho médio diario (GMD),
consumo de matérias seca (CMS), conversdo alimentar (CA) e
rendimento de carcaca. Avaliar os aspectos clinicos dos cordeiros por
meio de analises hematoldgicas e bioquimicas. Verificar se os
probidticos modificaram a mucosa ruminal e abomasal de cordeiros.
Avaliar os efeitos da inclusdo de probidticos na dieta de cordeiros
desmamados, na contagem de ovos por grama de fezes (OPG).
Avaliar o efeito do probiético sobre o grau de infec¢édo parasitaria de
cordeiros naturalmente infectados. Avaliar o efeito do probidtico na
incidéncia de diarreia. Avaliar os efeitos da incluséo de probioticos na
dieta de cordeiros desmamados no microbioma ruminal e fecal.
Comparar 0 microbioma ruminal com o microbioma fecal.
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RISCOS E ATITUDES
MITIGATORIAS

Os ovinos sé@o animais acostumados ao trato diario e habituados a
rotina de pesagem, colheita de fezes, avaliagdo do escore corporal e
Famacha sendo, portanto, de facil manejo. As colheitas de sangue
ndo sdo empregadas com frequéncia, contudo, para realizagcdo deste
procedimento os animais serdo contidos manualmente em estacéo,
por pessoas treinadas (médico veterinario), e a colheita de sangue
sera rapida e simples, provocando dor/estresse leve aos animais. O
pessoal envolvido na manipulagdo dos animais € habituado ao
manejo com a espécie e foram devidamente treinados, e assim, o
risco fisico aos pesquisadores envolvidos durante o manejo dos
cordeiros sera minimo. Serdo realizadas a¢des preventivas para que
0s animais ndo manifestem dor e estresse, tais como: contencao
animal adequada, colheita de amostras por médico veterinario
treinado e com experiéncia na area. Caso o animal manifeste
estresse ou dor, a colheita serd imediatamente suspensa. Nao se
justifica 0 uso de farmacos de controle de dor, uma vez que as
colheitas sdo pouco invasivas e a aplicagdo do farmaco (injetavel)
ocasionaria mais estresse e dor do que a propria colheita da amostra.

CONSIDERACOES SOBRE A | Pesquisa relevante.

PESQUISA

CONSIDERA(;OES SOBRE OS| Todos os termos de apresentacdo obrigatéria foram submetidos e
TERMOS DE APRESENTACAO| estéo de acordo.

OBRIGATORIA

RECOMENDAQOES Os riscos para os pesquisadores sdo minimos, apenas descrever

quais sdo; mencionar stress leve no item 27; mencionar o probidtico
no item 38.

CONCLUSOES OU PENDENCIAS E
LISTA DE INADEQUACOES

Nada a declarar.

CONSIDERAGOES FINAIS

O colegiado da CEUA certifica que este protocolo que envolve a
producdo, manutengdo e/ou utilizacio de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto homem), para fins de pesquisa
cientifica, encontra-se de acordo com o0s preceitos da Lei n°
11.794/2018 e Decreto n° 6.899/2009, e com as normas editadas pelo
CONCEA sendo aprovado pela CEUA - PUCPR em reunido de
colegiado. Se houver mudanca do protocolo o pesquisador deve
enviar uma emenda & CEUA descrevendo de forma clara e sucinta, a
parte do protocolo a ser modificado e as suas justificativas. Se a
pesquisa, ou parte dela for realizada em outras instituicbes, cabe ao
pesquisador ndo iniciar antes de receber a autorizacdo formal para a
sua realizacéo.

SITUAGAO DO PARECER

APROVADO

CURITIBA, 18 de JUNHO de 2020

PROF. DR. SERGIO LUIZ ROCHA

Coordenador CEUA-PUCPR

A validade deste documento pode ser confirmada pelo e-mail ceua@pucpr.br informando o nimero do parecer.

Rua Imaculada Conceicao, 1155 Prado Velho CEP 80.215-901 Curitiba Parana Brasil

Telefone: (41) 3271-2292 www.pucpr.br
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