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RESUMO GERAL

A producgéo de ovinos no Brasil € uma atividade em crescimento, sendo a verminose
gastrintestinal um dos principais problemas sanitarios que atingem a producédo. O
Haemonchus contortus é o principal parasito e, em funcdo do uso excessivo de
tratamentos anti-helminticos, a sustentabilidade dos sistemas de producédo de ovinos
estd ameacgada pela resisténcia anti-helmintica. Buscam-se, portanto, alternativas ao
tratamento quimico. Sabe-se que a nutricdo desempenha um papel decisivo na
imunidade dos ovinos e que pode ser ferramenta no controle da verminose. Portanto, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a suplementacao proteica como estratégia no controle
da verminose gastrintestinal, por meio do fornecimento de diferentes niveis proteicos na
dieta de cordeiros. Para isso, foram avaliados 60 cordeiros mesticos das racas lle de
France e Texel da Fazenda Experimental Gralha Azul da PUCPR, divididos em trés
grupos de 20 animais, que receberam concentrado, na proporcéo de 3% do peso vivo,
com valores de Baixa Proteina (BP — 8,5%), Média Proteina (MP — 15%) e Alta
Proteina (AP — 25%). Durante o experimento, com duracdo de 98 dias, foram
realizadas analises quinzenais (DO a D98) de parametros produtivos (peso, medidas
corporais e avaliacdo da condi¢cao corporal), parasitoloégicos (contagem de ovos de
parasitos nas fezes — opg, classificacdo pelo método FAMACHA e contagem de
parasitos no abomaso) e hematol6gicos/imunolégicos (hematdcrito — Ht, contagem de
eosinofilos sanguineos, contagem de mastdcitos e eosindéfilos na mucosa do abomaso)
e bioquimicos (proteina total, albumina, globulinas e ureia). Nao houve diferenca (p >
0,05) no peso médio dos grupos BP, MP e AP, iniciando em DO com 22,0 kg, 21,4 kg e
21,1 kg, e finalizando em D98 com 46,4 kg, 48,3 kg, 48,2 kg, respectivamente. O ganho
médio diario de peso (GMD) foi de 250 g para o grupo BP e de 270 g para os grupos
MP e AP, sem diferenca estatistica (p > 0,05). Nas avaliagdes da condicao corporal e
dos valores médios de medidas corporais também nao houve diferencas entre os
grupos (p > 0,05). Nos valores de opg, houve diferenca entre a média dos diferentes
grupos. No D98, o grupo BP apresentou média de 6.765 opg, maior (p < 0,05) que a
média de 1.617,5 opg do grupo MP e semelhante (p > 0,05) ao grupo AP, com média
de 3.435 opg. Observou-se, também, aumento significativo na média de opg do grupo
BP ao longo do experimento, sendo que a média no D98 (6.765 opg) foi superior (p <
0,05) a média no DO (1.075 opg). As médias dos grupos MP e AP permaneceram
constantes. Quanto aos valores de Ht, houve reducéo (p < 0,05) na média somente do
grupo BP, entre DO e D98. No D98, a média de 30,7% do grupo BP foi inferior (p <
0,05) ao MP (33,9%) e semelhante (p > 0,05) ao AP (33,4%). A contagem de parasitos
no abomaso nao diferiu (p > 0,05) entre os grupos. A proteina total apresentou
diferenca (p < 0,05) entre os grupos nas avaliagbes DO, D28, D56, D70 e D84, sendo
que as médias do grupo BP foram sempre menores que as médias dos grupos MP e
AP. A média de albumina do grupo BP no D98 (2,10 g/dL) foi inferior (p < 0,05) a média
no DO (2,52 g/dL). Quanto as globulinas, observaram-se variagdes ao longo do
experimento nos trés grupos, sendo que as médias no D98 para BP e AP foram
maiores (p < 0,05) que as médias no DO. Para os valores de eosindfilo sanguineo e
FAMACHA né&o houve diferencas entre os grupos (p > 0,05), nem nas médias de cada
grupo ao longo do experimento. Os valores da contagem de mastocitos e eosindfilos na
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mucosa do abomaso nao diferiram (p > 0,05) entre os grupos. Concluiu-se que 0s
cordeiros suplementados com o concentrado de 15% de proteina apresentaram maior
resisténcia e resiliéncia aos parasitos gastrintestinais.

Palavras-chave: Ovinos. Verminose gastrintestinal. Resisténcia. Resiliéncia.
Suplementagao proteica.



ABSTRACT

Sheep production is a growing activity in Brazil and the main problem is the worm
control. Haemonchus contortus, the primary gastrointestinal parasite for sheep, is
resistant to all conventional anthelmintics, thus causing losses to the sheep industry.
Several measures to decrease the usage of anthelmintics are currently under
evaluation. Nutrition plays a decisive role in the immunity of sheep and can be an
important factor for the control of nematode parasites. The objective of this study was to
evaluate the effectiveness of protein supplementation as a strategy for gastrointestinal
nematode control by incorporating different protein levels in the diet of lambs. In total,
60 weaned lle de France and Texel crossbred lambs of Gralha Azul Experimental Farm
were divided into three groups according to the level of protein supplements in their
diets: a low protein group (LP; 8.5%), a moderate protein group (MP; 15%), and a high
protein group (HP; 25%). Supplementation was based on 3% of the body weight of
lambs and was continued for 98 days. Evaluations were conducted biweekly from day O
(DO) to day 98 (D98) and included productive parameters [weight, daily weight gain
(DWG), body measurements, body condition], parasite-related parameters [egg counts
per gram of feces (epg), FAMACHA scores, worm burden], hematologicall
immunological parameters [hematocrit (Ht), blood eosinophil count, mast cell and
eosinophil counts in the abomasal mucosa], and biochemical parameters (total proteins,
albumin, globulins and urea). There were no significant differences (p > 0.05) in the
average weight among the LP, MP and HP groups, which was 22.0, 21.4, and 21.1 kg,
respectively, on DO and 46.4, 48.3, and 48.2 kg, respectively, on D98. DWG was 250 g
in the BP group and 270 g in the MP and AP groups, with no significant differences
among groups (p > 0.05). The body condition and average body measurement values
were comparable among groups (p > 0.05). On D98, the LP group showed an average
of 6,765 epg, which was significantly higher (p < 0.05) than the average of 1,617.5 epg
in the MP group and insignificantly higher than the average of 3,435 epg in the HP
group (p > 0.05). Furthermore, the average epg showed a significant increase from
1,075 on DO to 6,765 on D98 in the LP group (p < 0.05), while that in the MP and HP
groups remained constant throughout the study. Ht values significantly decreased (p <
0.05) from DO to D98 only in the BP group and showed a significant difference between
the LP group (30.7%) and the MP group (33.9%; p < 0.05), but not between the LP
group and the HP group (33.4%; p > 0.05), on D98. The parasite count in the
abomasum did not differ (p > 0.05) among groups. The total protein levels showed
significant differences (p < 0.05) among groups on DO, D28, D56, D70, and D84, and
the average values in the LP group were always lower than those in the HP and MP
groups. The average albumin level on D98 (2.10 g/dL) was lower than that on DO (2.52
g/dL) in the LP group (p < 0.05). Globulin levels fluctuated in all three groups throughout
the experiment, with higher average values on D98 than on DO in the LP and HP groups
(p < 0.05). Blood eosinophil counts, FAMACHA scores, and mast cell and eosinophil
counts in the abomasal mucosa showed no differences among groups (p > 0.05). These
results suggest that supplementation of diets with a 15% protein concentration
increases the resistance and resilience of lambs to gastrointestinal parasites.

Keywords: Sheep. Worm control. Resistance. Resilience. Protein supplementation.
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CAPITULO 1

1 INTRODUGAO

A ovinocultura esta expandindo sua participacdo no agronegécio paranaense e
brasileiro, consolidando-se como uma atividade econdmica rentavel. No Brasil, o efetivo
de ovinos registrado em 2013 foi de 17.290.519 cabecas (FAO, 2015), sendo que a
regiao Nordeste tem 56,5% da producao brasileira, enquanto que o Sul tem 24,6%
(IBGE, 2013). O Estado do Parana destaca-se por possuir um rebanho estimado de
640,9 mil cabecas, crescimento de 4,2% em relacdo a 2010 (IBGE, 2013),
representando a espécie de animais de fazenda com os maiores indices de
crescimento no Estado, devido ao aumento da demanda de seus produtos e da
utilizac&o de novas tecnologias.

Uma das maiores restricbes ao aumento da produtividade na criagdo de ovinos
em todo o mundo sédo as questdes sanitarias, principalmente as relativas as infeccdes
por nematddeos gastrintestinais (Thamsborg et al., 1998; Fitzpatrick, 2013). E comum
aos pequenos ruminantes criados a campo a presenca de diferentes espécies de
helmintos gastrintestinais (Kaplan et al., 2004), sendo Haemonchus contortus o
parasito gastrintestinal mais importante para a producdo de ovinos, devido sua alta
patogenicidade (O’Connor et al., 2006). Apesar do desenvolvimento do H. contortus ser
favorecido em regides tropicais e subtropicais (Strain e Stear, 2001; Torres-Acosta et
al., 2012), ha relatos de sua prevaléncia em varias regides do mundo (Taylor et al.,
2010). Entre as perdas produtivas, destaca-se a reducao na qualidade de carne e 13,
diminuicdo do crescimento e da fertilidade dos rebanhos e aumento nas taxas de
mortalidade (Torres-Acosta e Hoste, 2008; Miller et al., 2011; Kahn e Woodgate, 2012).

Visando o controle dos parasitos gastrintestinais, os anti-helminticos passaram a
ser utilizados de forma indiscriminada. O uso frequente destes medicamentos,
associado a uma troca continua de principios ativos, foi responsavel por uma selecao
de parasitos resistentes. Atualmente, a resisténcia parasitaria € um problema mundial

para as criacoes de pequenos ruminantes (Kaplan, 2004; Thomaz-Soccol et al., 2004;
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Papadopoulos, 2008; Torres-Acosta et al., 2012; Falzon et al., 2014). Uma vez presente
a resisténcia anti-helmintica, o controle dos nematédeos por meio de antiparasitarios se
torna o principal desafio em sistemas de producéao de ruminantes a pasto (Kaplan and
Vidyashankar, 2012).

Com o surgimento da resisténcia parasitaria, buscam-se novas estratégias de
controle para os parasitos gastrintestinais. Estas estratégias associam técnicas de
manejo que visam reducdo do uso de anti-helminticos. O Manejo Integrado de
Parasitos (MIP) engloba diversas alternativas nao quimicas, que estdao em evidéncia
atualmente. O MIP associa diferentes ferramentas para controle dos parasitos, como o
tratamento seletivo dos animais, selecao de animais geneticamente resistentes,
praticas de manejo dos pastos e dos animais (Bath e Van Wyk, 2009; Hoste e Torres-
Acosta, 2011).

Uma ferramenta importante para reduzir o uso de anti-helmintico, que pode ser
utilizada no MIP, é investir em nutricdo. Segundo Houdijk (2012), ha muito tempo se
conhecia, ou pelo menos suspeitava-se, que a melhora na nutricdo do hospedeiro
influenciava nos parasitos gastrintestinais. Atualmente, o estado nutricional &
considerado uma ferramenta que pode ajudar a controlar as infec¢ées de parasitos
gastrintestinais em ovinos e reduzir o uso e a dependéncia de anti-helmintico (Torres-
Acosta et al.,, 2012). Segundo Coop e Kyriazakis (2001), animais que recebem uma
dieta de alta qualidade podem apresentar maior capacidade para suportar as
consequéncias adversas do parasitismo.

Dados de varios estudos, segundo Houdijk (2012), evidenciam que a resisténcia
dos hospedeiro aos parasitos gastrintestinais € mais sensivel a escassez de proteina
do que de energia. O parasitismo aumenta as necessidades de proteina metabolizavel
(PM) para a mantenca, proveniente do reparo de danos aos tecidos induzidos pelos
parasitos (Coop e Kyriazakis, 1999), mas também para a producdo dos componentes
proteicos da resposta imunolégica envolvidos na regulacdo do estabelecimento do
parasito, sua fecundidade e sobrevivéncia (Coop e Holmes, 1996; Balic et al., 2000).
Portanto, espera-se maior resisténcia aos parasitos a partir da suplementacdo de

alimentos proteicos (Coop e Kyriazakis, 2001; Eady et al., 2003; Hoste et al., 2005). Em
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ovinos, estudos sugerem que a alimentacdo com elevados teores de proteinas
aumenta a resiliéncia e/ou resisténcia dos animais parasitados (Kahn et al., 2000; Kahn
et al., 2003; Aynalem-Haile et al., 2004; Bricarello et al., 2005; Hoste et al., 2005; Knox
et al., 2006; Torres-Acosta et al., 2012).

Apesar da demonstracao dos efeitos da nutricdo sobre a resposta imunolbgica
dos ovinos aos parasitos gastrintestinais, segundo Athanasiadou (2012), as interacdes
moleculares entre nutricdo e imunidade ndo s&o ainda totalmente conhecidas. O
entendimento de tais interacées € de importancia estratégica para definir medidas
sustentaveis para o controle de parasitos em ruminantes. Tal conhecimento é ainda de
extrema importancia para identificar novos biomarcadores, caracterizar e combinar a
genética dos hospedeiros com o ambiente nutricional adequado, e investigar os efeitos
epigenéticos de nutricdo na resisténcia do parasito.

Portanto, o objetivo deste projeto é avaliar os efeitos da suplementacao proteica
em cordeiros naturalmente infectados por parasitos gastrintestinais, por meio de
parametros parasitoldgicos, produtivos, imunoldgicos, hematologicos e bioquimicos. A
hipbtese € que cordeiros alimentados com maiores niveis de proteina irdo apresentar
maior resisténcia e resiliéncia aos parasitos gastrintestinais, com menor grau de

infeccao parasitaria, melhor resposta imunolédgica e melhor desempenho produtivo.



CAPITULO 2

2 REVISAO DA LITERATURA - Suplementagido proteica como ferramenta de

controle da verminose gastrintestinal em ovinos

2.1 INFECCOES POR Haemonchus contortus

As parasitoses gastrintestinais sdao um fator limitante para a producao de
pequenos ruminantes em diversas regides do mundo. O nematdédeo hematdfago
Haemonchus contortus destaca-se como parasito de maior importancia devido sua alta
prevaléncia e patogenicidade (O’Connor et al., 2006; Amarante, 2009).

H. contortus € um parasito do filo dos Nemathelminthes, pertencente a classe
Nematoda, ordem  Strongylida, superfamilia  Trichostrongyloidea, familia
Trichostrongylidae, subfamilia Haemonchinae, género Haemonchus, espécie H.
contortus (Anderson, 2000). Os niveis de infeccdo do H. contortus sao bem maiores
que outros parasitas como Telodorsagia circumcincta e Trichostrongylus colubriformis,
podendo variar de acordo com inUmeros fatores, dentre eles: categoria animal, clima,
lotacdo e manejo de pastagem (Bambou et al., 2011).

H. contortus tem um ciclo evolutivo direto; as fémeas séo proliferas e produzem
de 5.000 a 10.000 ovos por dia, sendo que a ovipostura acontece por 5 a 14 meses
(Urquhart et al., 2003). A ecloséo dos ovos em L1 ocorre no pasto, que se desenvolve
para L2. Ambos os estagios se alimentam de bactérias presentes nas fezes. A L2 se
desenvolve, realizando uma muda para L3, larva infectante, a qual n&o se alimenta e
retém a cuticula da L2 como uma bainha de protecédo (Urquhart et al., 2003). De uma
forma geral, é possivel o desenvolvimento dos estadios ndo parasitarios de H.
contortus entre 10 a 40°C, embora temperaturas entre 26 e 36°C sejam consideradas
6timas, quando acompanhadas de alta umidade (O’Connor et al., 2006). A larva L3
sofre menos influéncias do meio do que os outros estadios nao parasitarios de H.
contortus. A presenca de cuticula e a sua capacidade de migragdo para microclimas

mais adequados para sua manutencdo e sobrevivéncia podem ser o motivo desta
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maior resisténcia a dessecacédo no ambiente (O’ Connor et al., 2006). A sobrevivéncia
desta larva pode variar de 1 a 18 meses, dependendo das condi¢des climaticas da
regiao em que se encontra (Torres-Acosta e Hoste, 2008). Climas tropicais sao
excelentes para a sobrevivéncia da L3 nas pastagens; porém, a larva é sensivel a
periodos prolongados de seca e a altas temperaturas ou frio extremo, como em
condicdes de neve (O’Connor et al., 2006).

Apoés a ingestéao, as larvas sofrem duas mudas, em intima aposi¢ao as glandulas
gastricas. Antes da muda final, desenvolvem a lanceta perfurante, que lhes permite
obter sangue diretamente dos vasos da mucosa (Urquhart et al., 2003; Taylor et al.,
2010). A fémea do parasito possui 18-30 mm de comprimento e 0 macho 10-20 mm. As
fémeas sao reconhecidas pelos ovarios e uteros brancos enrolando-se em espiral em
volta do intestino cheio de sangue. O macho possui a coloragdao vermelha e pode ser
ainda distinguido pelo bom desenvolvimento da bursa copulatéria (Urquhart et al.,
2003).

A alta patogenicidade do H. contortus em pequenos ruminantes se deve ao fato
do mesmo ser um parasito hematdfago. Um parasito adulto pode sugar em média 0,05
a 0,08 mL de sangue/dia de seu hospedeiro. Com isso, reduz o ferro e os valores de
hematoécrito (Taylor et al.,, 2010). O parasitismo gastrintestinal tem sido considerado
como um grande desafio para a saude e para o bem-estar dos animais. Os sinais
clinicos séo caracterizados por inapeténcia, diarreia, anemia, hipoproteinemia (edema
submandibular), perda de peso e apatia e, em casos graves, a morte (Foreyt, 2005;
Athanasiadou et al., 2008; Taylor et al., 2010).

2.2 RESISTENCIA ANTI-HELMINTICA

Uma vez que o principal problema dos pequenos ruminantes sao os parasitos
gastrintestinais, produtores rurais passaram a utilizar anti-helminticos de forma
excessiva em busca de beneficios para saude e maximizacdo da produtividade dos
animais (Kaplan e Vidyashankar, 2012). Com o objetivo de controlar os prejuizos

impostos pela verminose gastrintestinal eram instituidos tratamentos que, muitas
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vezes, eram realizados a intervalos mensais e quinzenais, ou até mesmo semanais
(Sotomaior et al., 2009). O problema € que quanto maior o nUmero de tratamentos com
anti-helminticos, mais rapido o desenvolvimento da resisténcia parasitaria, pois 0s
genes dos parasitos resistentes a droga sao selecionados a cada tratamento (Sangster,
1999; Hoste e Torres-Acosta, 2011). Ap6s o tratamento do hospedeiro, apenas 0s
parasitos que nao sofreram acdo do principio ativo utilizado sobrevivem e se
reproduzem, disseminando os genes de resisténcia para a proxima geragao (Sangster,
1999).

Ha relatos de resisténcia anti-helmintica datados desde 1950, para H. contortus
em ovinos (Kaplan, 2004). Ao longo dos anos, o uso excessivo de anti-helmintico
resultou no surgimento de cepas de helmintos resistentes aos varios principios ativos
de drogas (Kaplan, 2004; Papadopoulos, 2008; Torres-Acosta et al., 2012; Rose et al.,
2015). Apesar de existirem inUmeras op¢cdes no mercado, até meados dos anos 2000,
os principios ativos dos anti-helminticos estavam divididos em quatro grandes familias,
de acordo com o0 mecanismo de acdo, que sdo: benzimidazdis, imidazotiazbis e
lactonas macrociclicas (amplo espectro) e salicilanideos (curto espectro) (Lanusse e
Prichard, 1993).

No Brasil, ha relatos de resisténcia parasitaria a todos os grupos de amplo e
curto espectro de anti-helminticos e casos de multipla resisténcia foram publicados nas
diferentes regides do pais (Soccol et al. 1996; Echevarria et al., 1996; Vieira e
Cavalcante, 1999; Thomaz-Soccol et al., 2004; Rosalinski-Moraes et al., 2007; Melo et
al., 2009; Almeida et al., 2010; Cruz et al., 2010; Verissimo et al., 2012).

E, mesmo com o desenvolvimento do monepantel (Hosking et al., 2010), nova
classe de anti-helmintico derivado de amino-acetonitrilo (AADS), o problema da
resisténcia parasitaria esta distante de uma solugdo. Estudos recentes mostram que,
mesmo sendo um principio ativo novo, ha resisténcia do Trichostrongylus colubriformis,
da Teladorsagia circumcincta (Scott et al., 2013) e do H. contortus (Van den Brom et

al., 2015) ao monepantel.



2.3 MANEJO INTEGRADO DE PARASITOS (MIP)

Diante da necessidade urgente de minimizar a utilizacdo de anti-helminticos,
associando meios ndo-quimicos para controlar a infeccdo parasitaria e conservar a
eficacia dos anti-helminticos existentes (Athanasiadou et al., 2008), desenvolveu-se o
conceito de Manejo Integrado de Parasitos (MIP) (Bath e Van Wyk, 2009; Hoste e
Torres-Acosta et al.,, 2011). O MIP engloba formas de reducdo da verminose
gastrintestinal tanto pela reducao da ingestao de larvas pelos hospedeiros quanto pelos
fatores intrinsecos do mesmo, com métodos para reducdo da carga parasitaria no
hospedeiro (Torres-Acosta et al., 2012).

Entre as varias ferramentas do MIP, destaca-se a selecdo de animais
geneticamente resistentes aos parasitos gastrintestinais. Os nematédeos séo
distribuidos de forma desigual entre os individuos de um mesmo rebanho. A existéncia
de uma capacidade fenotipica de animais resistirem a infec¢cdes por parasitos
gastrintestinais € amplamente conhecida (Good et al., 2006; Sotomaior et al., 2007).
Esta capacidade é controlada geneticamente (Stear e Murray, 1994; Bishop e Morris,
2007), o que torna possivel a ideia de selecao genética de animais resistentes a
infecgbes por H. contortus.

Segundo Albers e Gray (1987), consideram-se animais como resistentes aqueles
capazes de eliminar cargas parasitarias a que sdo expostos. Os resilientes sao animais
que, mesmo parasitados, conseguem manter indices de producdo satisfatérios.
Estudos demonstraram que a resisténcia genética do hospedeiro a nematbdeos
gastrintestinais é herdavel e os indices de herdabilidade variam de 0,3 a 0,5 (Barger,
1989). Em longo prazo, o processo de selecdo genética pode produzir animais
resistentes e resilientes a infeccao parasitaria (Albers e Gray, 1987; Rosalinski-Moraes
et al., 2011; Kahn e Woodgate, 2012).

Outra ferramenta importante do MIP é o tratamento seletivo de ovinos, ou seja,
tratar somente os animais que necessitam, 0 que permite a constante manutencao de
uma populacéo refagio no rebanho (Kenyon et al., 2009). Populacéo refugio é a porcao
da populacao de parasitos que nao é exposta a droga quando ocorre o tratamento anti-
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helmintico e, portanto, mantém genes de susceptibilidade a droga anti-helmintica
utilizada (Van Wyk, 2001). Esta populacdo € constituida tanto pelos parasitos que se
encontram no trato gastrintestinal dos hospedeiros que n&o foram tratados, quanto
pelos estagios de vida livre (Van Wyk, 2001; Kenyon et al., 2009). Desta forma, o
vermifugo passaré a ser utilizado somente quando necessario. Neste caso, orienta-se a
deixar alguns animais do rebanho sem tratamento (van Wyk et al., 2006). Geralmente,
0os parasitos sao distribuidos de forma desigual em uma populagdo, com poucos
animais infectados com relativamente grande carga parasitaria, sendo possivel
direcionar o tratamento para estes animais que mais necessitam, ou que mais vao se
beneficiar do tratamento, ou seja, realizar um tratamento seletivo ("Targeted
SelectiveTreatment") (Kenyon et al., 2009). O desafio de implementar o tratamento
seletivo é saber identificar, no momento correto, apenas os animais que necessitam de
tratamento (Van Wyk et al., 2006), por meio de fatores patofisiologicos, parasitologicos
ou indices de producéo (Torres-Acosta e Hoste, 2008; Kenyon et al., 2009).

O método FAMACHA® pode ser utilizado como auxiliar no emprego do
tratamento seletivo, em situacbes em que ha alta prevaléncia de H. contortus, visando
a exposicdo minima dos helmintos aos medicamentos e diminuindo, assim, a pressao
de selecdo sobre estes (Van Wyk e Bath, 2002). Este método foi desenvolvido na Africa
do Sul, por um grupo de pesquisadores, com o objetivo de se tornar uma ferramenta
para a identificacdo e tratamento seletivo de ovinos parasitados por H. contortus (Van
Wyk, 2001). O método se baseia na avaliagdo da mucosa conjuntiva ocular comparada
com um cartdo padrao. Neste, estdo presentes cinco categorias de cores que variam
de 1 (vermelho brilhante) a 5 (pélida, quase branca). Cada uma das cinco categorias
representa um intervalo de valores de hematocrito. Aos animais classificados como 4 e
5, o tratamento anti-helmintico sempre é recomendado e, em alguns casos o 3 (Bath et
al., 2001; Van Wyk e Bath, 2002). O método FAMACHA® foi validado e é utilizado com
sucesso na reducao do uso de anti-helminticos em varias propriedades ao redor do
mundo, onde H. contortus € o parasito prevalente (Malan et al., 2001, Kaplan et al.,
2004, Mahieu et al., 2007, Burke et al., 2007; Di Loria et al., 2009; Kenyon et al., 2009;

Scheuerle et al., 2010; Sotomaior et al., 2012). No, Brasil, os primeiros ensaios de
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validacdo do método em propriedades comerciais ocorreram no sul do pais, realizados
por Sotomaior et al. (2003) e Molento et al. (2004). A partir de entdo, 0 método tem sido
utiizado em diferentes regides (Depner et al., 2007; Abrdo et al. 2010; Vilela et al.,
2008; Cavele et al., 2009; Molento et al. 2009; Oliveira et al., 2011, Sotomaior et al.,
2012; Maia et al., 2014).

Dentro do contexto do MIP, Athanasiadou et al. (2008) destacam a importancia
da complementariedade e das interacdes entre as diferentes opcdes de controle, uma
vez que se torna evidente que o futuro controle parasitario sera alcangado com o uso
combinado de estratégias. Portanto, dentro deste contexto, a suplementacéo nutricional
torna-se importante para o controle das infeccbes por nematdides gastrintestinais,
reduzindo a dependéncia dos anti-helminticos nos tratamentos (Torres-Acosta et al.,
2012). Segundo Khan et al. (2012), as duas ferramentas n&o-quimicas mais
importantes no controle das parasitoses s&o a selecdo de animais geneticamente

resistentes e a suplementag¢ao nutricional.

2.4 SUPLEMENTACAO PROTEICA

Infecgbes parasitarias podem resultar em perdas gastroentéricas substanciais de
proteina endégena, na forma de sangue total, plasma, células epiteliais descamadas e
muco (Knox et al., 2006). Além disto, a infecgdo pode prejudicar a absorgdo de
nutrientes e também a retencdo de minerais necessarios ao crescimento e
desenvolvimento dos animais, especialmente animais jovens. Segundo Sykes e Greer
(2003), ha evidéncias de que o metabolismo de fésforo, calcio, cobre e magnésio sao
negativamente afetados pelas infecgdes parasitarias. Estima-se que cordeiros em
crescimento e ovelhas no peri-parto tenham aumento de cerca de 25% nas
necessidades de proteina metabolizavel (PM) quando expostos a infec¢des parasitarias
(Kyriazakis and Houdijk, 2006). Sendo assim, a utilizacdo de dietas com niveis
adequados de nutrientes apresenta-se como uma maneira bastante efetiva de se
diminuir a susceptibilidade dos animais aos nematodeos (Coop e Kyriazakis, 1999;
Bricarello et al., 2005).



Atualmente, segundo Houdijk (2012), reconhece-se que a resisténcia do
hospedeiro aos parasitos gastrintestinais € mais sensivel a deficiéncia ou escassez de
proteina do que de energia. Portanto, a suplementacao proteica traz mais beneficios
para o controle da verminose gastrintestinal do que a suplementag¢ao energética, ainda
gue se deva considerar que a suplementacao energética pode resultar indiretamente
em aumento da proteina metabolizada, em funcdo da sintese microbiana (AFRC,
1993).

Apesar de se saber que as infeccbes parasitarias aumentam as necessidades de
proteina metabolizavel, em fungcdo da necessidade de reparo de danos aos tecidos
induzidos pelos parasitos (Coop e Kyriazakis, 1999), ndo se compreende totalmente
como a suplementacédo de proteina afeta a resisténcia do hospedeiro aos parasitos.
Varios trabalhos com pequenos ruminantes e roedores mostram que 0 aumento da
resisténcia do hospedeiro aos parasitos, devido a melhora nutricional, correlaciona-se
com a resposta imunolégica (Athanasidou e Houdijik, 2010; Houdijik, 2012). Sabe-se,
também, que em épocas de escassez de nutrientes, muitas fun¢gdes do organismo sao
penalizadas. Coop e Kyriazakis (1999) sugeriram que a expressao da imunidade
poderia ser mais penalizada que as fungdes produtivas, uma vez que 0S recursos
€escassos seriam priorizados para o crescimento e reproducao.

Portanto, a suplementacdo de proteina poderia aumentar a resisténcia do
hospedeiro aos parasitos gastrintestinais por permitir a produ¢cao dos componentes
proteicos da resposta imunolégica que sdo responsaveis pelo estabelecimento,
fecundidade e sobrevivéncia dos parasitos gastrintestinais no hospedeiro (Coop e
Holmes, 1996; Balic et al., 2000; Houdijk, 2012).

A manipulacao nutricional, principalmente proteica, melhora a imunidade inata,
bem como o grau de expressao da imunidade (Coop e Kyriazakis, 1999; Knox et al.,
2006). Tanto a imunidade inata quanto a imunidade adaptativa (também denominada
adquirida) protegem o hospedeiro de infeccbes por H. contortus. A resposta
imunoldgica inata as larvas de parasitos gastrintestinais envolve fatores de iniciagao
gue direcionam a resposta imune adaptativa e € menos claramente entendida (McNeilly

et al., 2009). A migracdo de eosinofilos, mastdcitos e outros granuldcitos para o local da
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infeccao durante a resposta imune secundaria auxilia na polarizacédo de células T para
uma resposta Th-2 (Perrigoue et al.,, 2008). Portanto, a imunidade adquirida aos
parasitos gastrintestinais em ovinos tem sido bem definida como uma resposta classica
Th-2 com niveis elevados de anticorpos IgG, IgA e IgE, mastocitose e eosinofilia no
local da infeccdo (Lacroux et al., 2006). Ao contrario do modelo murino, onde os
camundongos suscetiveis tém uma resposta inadequada Th-1 aos parasitos
gastrintestinais (Else et al., 1993), ovinos susceptiveis sao capazes de montar um tipo
apropriado de resposta imunologica (Shakya et al., 2009). Nos ovinos, a
susceptibilidade parece resultar de um nivel reduzido e retardado na resposta
imunologica (Rowe et al., 2009 e Bowdridge et al., 2013), o que facilita o
estabelecimento do parasita adulto. A diferenca entre a resisténcia e susceptibilidade
aos parasitos em ovinos, portanto, esta na magnitude da resposta imune ao desafio
das larvas durante a infecgao.

De maneira geral, a suplementagcao proteica esta associada com a reducao do
namero de ovos por grama de fezes e com aumento da imunidade, com a producéo de
anticorpos IgA, reduzindo a sobrevivéncia ou fecundidade dos nematdédeos
gastrintestinais (Strain e Stear, 2001; Kyriazakis e Houdijk, 2006), estando
correlacionada positivamente a producéo de anticorpos e de eosindfilos (Datta et al.,
1998; Bricarello et al., 2005).

Em ovinos, ha evidéncias que a alimentacdo com teores de proteinas elevados
aumenta tanto a resisténcia quanto a resiliéncia dos animais parasitados (Coop e
Kyriazakis, 2001; Strain e Stear, 2001; Eady et al., 2003; Kahn et al., 2000, 2003;
Aynalem-Haile et al., 2004; Bricarello et al., 2005; Knox et al., 2006; Houdijk, 2008;
Houdijk, 2012; Torres-Acosta e Hoste, 2012).

Varios critérios fenotipicos podem ser utilizados para identificagdo dos animais
em resistentes, resilientes ou susceptiveis. A contagem de ovos por grama de fezes
(OPG), por ser um critério relacionado ao numero de parasitos (Roberts e Swan, 1981),
€ um dos mais utilizados para a definicdo de resisténcia (Albers e Gray, 1987;
Bricarello et al., 2005; Louvandini et al., 2006; Good et al., 2006; Kelly et al., 2013),
além da prépria contagem dos parasitos (Barger et al., 1985; Louvandini et al., 2006).
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Outros parametros relacionados a capacidade do hospedeiro em controlar a infegcao
parasitaria, também podem ser utilizados, como o numero de células na mucosa
intestinal (mastocitos e eosindfilos), quantidade de larvas L4 e L5, quantidade de
parasitos machos e fémeas, assim como o seu tamanho (Barger et al., 1985;
Louvandini et al., 2006). Outras caracteristicas do perfil imunoldgico, como contagem
de eosindfilos sanguineos e niveis de anticorpos, principalmente IgA e IgE também
podem indicar a resisténcia (Strain e Stear, 2001; Kyriazakis e Houdijk, 2006;
Rosalinski-Moraes et al., 2011).

Por outro lado, critérios fenotipicos, indicativos da habilidade do hospedeiro em
suportar os efeitos patogénicos da infeccao, podem ser considerados como indicativos
de resiliéncia do animal. Entre estes critérios, destacam-se os valores de hematdcrito
(Bricarello et al., 2005; Kelly et al., 2013), concentracao de albumina (Louvandini et al.,
2006) e proteina plasmatica total (Bricarello et al., 2005), método FAMACHA® (Van Wyk
e Bath, 2002; Sotomaior et al., 2007; Riley e Van Wyk, 2009) e taxa de crescimento ou
ganho de peso (Wallace et al., 1999; Bricarello et al., 2005; Kelly et al., 2013).

A suplementacio alimentar atuaria minimizando as perdas produtivas, quando a
demanda metabdlica do hospedeiro esta voltada para o controle da infecgado (Knox et
al., (2006).

Pesquisas sugerem que os beneficios da suplementacdo sobre os efeitos da
infeccao parasitaria sdo mais pronunciadas em genoétipos suscetiveis em comparagao
com os resistentes (Coop e Kyriazakis, 1999; Louie et al., 2007; Torres-Acosta e Hoste,
2008).
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CAPITULO 3

3 EFEITOS DA SUPLEMENTAGAO PROTEICA NA RESISTENCIA E RESILIENCIA
DE CORDEIROS NATURALMENTE |INFECTADOS POR PARASITOS
GASTRINTESTINAIS (Effects of protein supplementation on resistance and resilience
of lambs naturally infected with gastrointestinal parasites)

RESUMO

A producéo de ovinos no Brasil € uma atividade em crescimento, sendo a verminose
gastrintestinal um dos principais problemas sanitarios que atingem a producédo. O
Haemonchus contortus é o principal parasito e, em funcdo do uso excessivo de
tratamentos anti-helminticos, a sustentabilidade dos sistemas de producédo de ovinos
estd ameacgada pela resisténcia anti-helmintica. Buscam-se, portanto, alternativas ao
tratamento quimico. Sabe-se que a nutricdo desempenha um papel decisivo na
imunidade dos ovinos e que pode ser ferramenta no controle da verminose. Portanto, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a suplementagao proteica como estratégia no controle
da verminose gastrintestinal, por meio do fornecimento de diferentes niveis proteicos na
dieta de cordeiros. Para isso, foram avaliados 60 cordeiros mesticos das ragas lle de
France e Texel da Fazenda Experimental Gralha Azul da PUCPR, divididos em trés
grupos de 20 animais, que receberam concentrado, na proporcéo de 3% do peso vivo,
com valores de Baixa Proteina (BP — 8,5%), Média Proteina (MP — 15%) e Alta
Proteina (AP — 25%). Durante o experimento, com duracdo de 98 dias, foram
realizadas analises quinzenais (DO a D98) de parametros produtivos (peso, medidas
corporais e avaliacdo da condi¢cao corporal), parasitoloégicos (contagem de ovos de
parasitos nas fezes — opg, classificacdo pelo método FAMACHA e contagem de
parasitos no abomaso) e hematol6gicos/imunolégicos (hematdcrito — Ht, contagem de
eosindfilos sanguineos, contagem de mastécitos e eosinéfilos na mucosa do abomaso)
e bioquimicos (proteina total, albumina, globulinas e ureia). Nao houve diferenca (p >
0,05) no peso médio dos grupos BP, MP e AP, iniciando em DO com 22,0 kg, 21,4 kg e
21,1 kg, e finalizando em D98 com 46,4 kg, 48,3 kg, 48,2 kg, respectivamente. O ganho
médio diario de peso (GMD) foi de 250 g para o grupo BP e de 270 g para os grupos
MP e AP, sem diferenca estatistica (p > 0,05). Nas avaliagdes da condicao corporal e
dos valores médios de medidas corporais também nao houve diferencas entre os
grupos (p > 0,05). Nos valores de opg, houve diferenca entre a média dos diferentes
grupos. No D98, o grupo BP apresentou média de 6.765 opg, maior (p < 0,05) que a
média de 1.617,5 opg do grupo MP e semelhante (p > 0,05) ao grupo AP, com média
de 3.435 opg. Observou-se, também, aumento significativo na média de opg do grupo
BP ao longo do experimento, sendo que a média no D98 (6.765 opg) foi superior (p <
0,05) a média no DO (1.075 opg). As médias dos grupos MP e AP permaneceram
constantes. Quanto aos valores de Ht, houve reducéo (p < 0,05) na média somente do
grupo BP, entre DO e D98. No D98, a média de 30,7% do grupo BP foi inferior (p <
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0,05) ao MP (33,9%) e semelhante (p > 0,05) ao AP (33,4%). A contagem de parasitos
no abomaso nao diferiu (p > 0,05) entre os grupos. A proteina total apresentou
diferenca (p < 0,05) entre os grupos nas avaliagbes DO, D28, D56, D70 e D84, sendo
que as médias do grupo BP foram sempre menores que as médias dos grupos MP e
AP. A média de albumina do grupo BP no D98 (2,10 g/dL) foi inferior (p < 0,05) a média
no DO (2,52 g/dL). Quanto as globulinas, observaram-se variagdes ao longo do
experimento nos trés grupos, sendo que as médias no D98 para BP e AP foram
maiores (p < 0,05) que as médias no DO. Para os valores de eosindfilo sanguineo e
FAMACHA né&o houve diferencas entre os grupos (p > 0,05), nem nas médias de cada
grupo ao longo do experimento. Os valores da contagem de mastocitos e eosindfilos na
mucosa do abomaso nao diferiram (p > 0,05) entre os grupos. Concluiu-se que 0s
cordeiros suplementados com o concentrado de 15% de proteina apresentaram maior
resisténcia e resiliéncia aos parasitos gastrintestinais.

Palavras-chave: Ovinos. Verminose gastrintestinal. Resisténcia. Resiliéncia.
Suplementagao proteica.

ABSTRACT

Sheep production is a growing activity in Brazil and the main problem is the worm
control. Haemonchus contortus, the primary gastrointestinal parasite for sheep, is
resistant to all conventional anthelmintics, thus causing losses to the sheep industry.
Several measures to decrease the usage of anthelmintics are currently under
evaluation. Nutrition plays a decisive role in the immunity of sheep and can be an
important factor for the control of nematode parasites. The objective of this study was to
evaluate the effectiveness of protein supplementation as a strategy for gastrointestinal
nematode control by incorporating different protein levels in the diet of lambs. In total,
60 weaned lle de France and Texel crossbred lambs of Gralha Azul Experimental Farm
were divided into three groups according to the level of protein supplements in their
diets: a low protein group (LP; 8.5%), a moderate protein group (MP; 15%), and a high
protein group (HP; 25%). Supplementation was based on 3% of the body weight of
lambs and was continued for 98 days. Evaluations were conducted biweekly from day 0
(DO) to day 98 (D98) and included productive parameters [weight, daily weight gain
(DWG), body measurements, body condition], parasite-related parameters [egg counts
per gram of feces (epg), FAMACHA scores, worm burden], hematologicall
immunological parameters [hematocrit (Ht), blood eosinophil count, mast cell and
eosinophil counts in the abomasal mucosa], and biochemical parameters (total proteins,
albumin, globulins and urea). There were no significant differences (p > 0.05) in the
average weight among the LP, MP and HP groups, which was 22.0, 21.4, and 21.1 kg,
respectively, on DO and 46.4, 48.3, and 48.2 kg, respectively, on D98. DWG was 250 g
in the BP group and 270 g in the MP and AP groups, with no significant differences
among groups (p > 0.05). The body condition and average body measurement values
were comparable among groups (p > 0.05). On D98, the LP group showed an average
of 6,765 epg, which was significantly higher (p < 0.05) than the average of 1,617.5 epg
in the MP group and insignificantly higher than the average of 3,435 epg in the HP
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group (p > 0.05). Furthermore, the average epg showed a significant increase from
1,075 on DO to 6,765 on D98 in the LP group (p < 0.05), while that in the MP and HP
groups remained constant throughout the study. Ht values significantly decreased (p <
0.05) from DO to D98 only in the BP group and showed a significant difference between
the LP group (30.7%) and the MP group (33.9%; p < 0.05), but not between the LP
group and the HP group (33.4%; p > 0.05), on D98. The parasite count in the
abomasum did not differ (p > 0.05) among groups. The total protein levels showed
significant differences (p < 0.05) among groups on DO, D28, D56, D70, and D84, and
the average values in the LP group were always lower than those in the HP and MP
groups. The average albumin level on D98 (2.10 g/dL) was lower than that on DO (2.52
g/dL) in the LP group (p < 0.05). Globulin levels fluctuated in all three groups throughout
the experiment, with higher average values on D98 than on DO in the LP and HP groups
(p < 0.05). Blood eosinophil counts, FAMACHA scores, and mast cell and eosinophil
counts in the abomasal mucosa showed no differences among groups (p > 0.05). These
results suggest that supplementation of diets with a 15% protein concentration
increases the resistance and resilience of lambs to gastrointestinal parasites.

Keywords: Sheep. Worm control. Resistance. Resilience. Protein supplementation.

3.1 INTRODUCAO

A producdo de ovinos € uma atividade econbémica explorada em todos os
continentes e representa um papel importante na economia de muitos paises. Os
sistemas de criacdo desenvolvem-se em areas que apresentam as mais diversas
caracteristicas climaticas (Torres-Acosta e Hoste, 2008).

Entretanto, a expansao da industria da ovinocultura vem sendo dificultada pela
ineficiéncia em controlar infeccbes por parasitos gastrintestinais e pelo
desenvolvimento da resisténcia anti-helmintica (Kaplan, 2004; Kenyon et al., 2009). A
resisténcia anti-helmintica € um problema mundial, sendo relatada em todos os paises
que produzem ovinos comercialmente (Maciel et al., 1996; Waghorn et al., 2006;
Papadopoulos, 2008; Torres-Acosta et al., 2012; Rose et al., 2015). No Brasil, também
ha relatos em todas as regiées produtoras: Nordeste (Melo et al., 2009), Sul (Thomaz-
Soccol et al.,, 2004; Rosalinski-Moraes et al., 2007) e Sudeste (Cruz et al., 2010;

Almeida et al., 2010; Verissimo et al., 2012). Ha relatos de resisténcia de
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Trichostrongylus colubriformis, Teladorsagia circumcincta (Scott et al., 2013) e H.
contortus (Van den Brom et al., 2015) inclusive ao monepantel, mais recente principio
ativo langcado no comércio (Hosking et al., 2010).

Portanto, a maneira pela qual os parasitos gastrintestinais sao controlados deve
ser mudada. Neste novo enfoque, desenvolveu-se o conceito de Manejo Integrado de
Parasitos (MIP), que utiliza varias ferramentas de controle, deixando de lado o uso
exclusivo do tratamento quimico (Athanasiadou et al., 2000; Hoste e Torres-Acosta,
2011). O MIP engloba formas de reducdo da verminose gastrintestinal tanto pela
reducéo da ingestdo de larvas pelos hospedeiros quanto pelos fatores intrinsecos do
mesmo, com métodos para redugcdo da carga parasitaria no hospedeiro (Torres-Acosta
et al., 2012).

Entre as varias ferramentas do MIP, destaca-se a nutricdo/alimentacao, pois o
status nutricional do hospedeiro € considerado importante fator que influencia a relagcao
parasito-hospedeiro e a patogenia das infec¢des parasitarias (Coop e Kyriazakis, 1999;
Sahoo et al.,, 2011). De maneira geral, animais adequadamente nutridos apresentam
melhores condigdes organicas e um sistema imunoldégico mais efetivo (Coop e
Kyriazakis, 1999; Bricarello et al., 2005; Torres-Acosta et al., 2012). Quando os animais
estéo infectados, além dos prejuizos normalmente provocados pelo parasitismo, como
reducdo no apetite e sindrome da ma digestdo/absorcdo, ha uma reorientacdo no
metabolismo de nutrientes dos hospedeiros infectados, a fim de manter a homeostase
do organismo (Roy et al., 2003). Além disso, disturbios causados pelo metabolismo
proteico sdo normalmente mais pronunciados do que os que afetam o balanco
energético (Coop e Kyriazakis, 2001; Houdijk, 2012). Esta combinacdo de processos
patofisiol6gicos resultam em baixo crescimento do animal, producéo de la e leite (Knox
et al., 2006) e, consequentemente, maior susceptibilidade a verminose e outras
enfermidades (Coop e Kyriazakis, 1999; Bricarello et al., 2005).

Desta forma, o manejo nutricional pode representar uma opcao para melhorar a
resposta do hospedeiro contra parasitos (Knox et al., 2006), através de uma melhora
na imunidade inata, bem como o grau de expressao da imunidade (Coop e Kyriazakis,

1999). A utilizacdo de dietas com niveis adequados de nutrientes, principalmente de
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proteina, apresenta-se como uma maneira bastante efetiva de diminuir a
susceptibilidade dos animais aos nematédeos, notadamente daqueles de maior
exigéncia nutricional (Coop e Kyriazakis, 1999; Bricarello et al., 2005).

Apesar da demonstracdo dos efeitos da nutricdo sobre a reposta imunolbgica
dos ovinos aos parasitas gastrintestinais em nivel fenotipico, segundo Athanasiadou
(2012), as interagdes moleculares entre nutricdo e imunidade sdo desconhecidas. O
entendimento de tais interacées € de importancia estratégica para definir medidas
sustentaveis para o controle de parasitos em ruminantes.

O objetivo deste projeto é avaliar os efeitos de diferentes niveis de
suplementacdo proteica na resisténcia e resiliéncia de cordeiros naturalmente
infectados por parasitos gastrintestinais, por meio de parametros parasitoldgicos,
produtivos, imunol6gicos e bioquimicos. A hipétese € que o aumento da ingestdo de

proteina resulte em aumento da resisténcia e resiliéncia dos ovinos avaliados.

3.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado durante o periodo julho de 2013 a fevereiro de 2014,
no setor de Ovinocultura da Fazenda Experimental Gralha Azul (FEGA) da Pontificia
Universidade Catdlica do Parana (PUCPR), localizada no Municipio de Fazenda Rio
Grande, Parana. Este projeto tem aprovacdo do Comité de Etica no Uso Animal
(CEUA) da PUCPR, sob no. 801.

Foram utilizados 60 cordeiros, machos e fémeas, mesticos das racas Texel e lle
de France, nascidos entre os meses de maio a setembro de 2013. No experimento os
cordeiros foram avaliados do desmame, que ocorreu aos dois meses de idade, até os
cinco meses de idade. Devido aos nascimentos ndo terem sido concentrados numa
Unica época, os animais foram divididos em dois lotes. No lote 1, foram utilizados 31
animais nascidos nos meses de maio a junho e, no lote 2, foram 29 animais nascidos
entre os meses de julho a setembro. Ap6s 10 dias de idade, os cordeiros, juntamente
com suas maes, permaneciam durante o dia soltos em piquetes de pasto de inverno

(aveia e azevém) e pasto nativo. Ao final da tarde eram recolhidos ao aprisco, onde
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tinham concentrado a vontade no creep-feeding. Todos os animais eram pesados
semanalmente, desde o nascimento. Ao atingirem 20 kg e pelo menos 45 dias, foram
desmamados e vacinados contra clostridioses (Sintoxan T®).

No lote 1, todos os animais foram tratados com anti-helmintico (monepantel 2,5
mg/kg) no desmame. No Lote 2, ndo houve tratamento com anti-helmintico no
desmame. Ao longo do experimento, para ambos os lotes, estabeleceu-se o critério de
tratar um animal (monepantel 2,5 mg/kg) sempre que o0 exame coproparasitolégico
deste animal fosse superior a 10.000 opg de estrongilideos, independente do grupo e
periodo do experimento.

Apbs o desmame, houve um periodo de adaptacdo de uma semana antes do
inicio do experimento. Nesse periodo, todos os animais foram mantidos confinados nas
baias experimentais, recebendo concentrado com 15% de PB, além de feno de
gramineas e agua a vontade.

No inicio do experimento, denominado dia 0 (D0), os animais foram divididos em
trés grupos, com diferentes niveis de suplementacédo proteica: baixa proteina (BP),
média proteina (MP) e alta proteina (AP). Os grupos foram homogeneamente
formandos, a fim de que tivessem a mesma proporcdo de machos e fémeas, assim
como peso inicial e opg inicial semelhante entre os grupos.

Durante todo o experimento, os animais permaneceram todos juntos, em
piquetes de pasto nativo, durante o dia, sendo recolhidos no final da tarde em baias
coletivas. Eram trés baias coletivas, uma para cada grupo experimental (BP, MP e AP).
Os grupos eram identificados por diferentes coloracées marcadas na 1a, para facilitar no
momento de recolher os animais e coloca-los nas respectivas baias.

A cada 14 dias, durante 98 dias, os animais foram avaliados para a colheita de
amostras e realizacdo de analises produtivas, parasitolégicas, hematoldgicas,
imunologicas e bioquimicas. Os dias de avaliagdes foram denominados de DO a D98.
As avaliacbes e colheitas de amostras aconteceram sempre no mesmo horario, as

08:30h da manha, com os animais em jejum.
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No final das avaliagdes (D98), os machos (n = 30) foram abatidos para colheita
de amostras da mucosa do abomaso para contagem de parasitos, mastécitos e

eosinofilos.

3.2.1 Dietas Experimentais

As dietas foram calculadas de acordo com as recomendacbes do Nutrient
Requirements of Sheep (NRC, 1985). A proteina no concentrado dos cordeiros era
fornecida com trés diferentes niveis de suplementacdo: baixa proteina (BP), média
proteina (MP) e alta proteina (AP). No calculo do teor de proteina, considerou-se o
grupo MP como o nivel de proteina necessario para atender as exigéncias proteicas de
cordeiros em terminagdo (NRC, 1985). As dietas foram calculadas (tabela 1) para
serem compostas pelos mesmos ingredientes e serem isoenergéticas, com valores de
NDT de 77%, variando apenas os valores de proteina bruta (PB) de 8,5%, 15% e 25%,
respectivamente, para as dietas de BP, MP e AP (tabela 2). O concentrado era
fornecido duas vezes ao dia em cochos coletivos, no inicio da manha, antes dos
animais serem soltos no pasto, e no fim da tarde quando os animais eram recolhidos.
Fornecia-se o concentrado, segundo cada grupo, na quantidade de 3,0% do peso vivo
médio dos animais. A cada semana, eram feitos calculos para ajuste da quantidade de
concentrado de acordo com peso médio de cada grupo. Nas baias, os animais tinham
feno e agua a vontade.

Tabelal — Composi¢do do concentrado para cordeiros segundo
suplementagdo com baixa proteina (BP), média proteina (MP) e
alta proteina (AP)

Ingredientes BP MP AP

Milho em gréo moido 90,05% 75,05% 48,85%
Farelo de Trigo 6,00% 3,00% 1,50%
Farelo de soja 0,80% 18,80% 46,20%
Gordura vegetal 0,20% 0,45% 1,20%
Calcario 1,75% 1,50% 1,05%
Sal 0,50% 0,50% 0,50%
Premix mineral 0,70% 0,70% 0.70%
Total 100% 100% 100%
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Tabela 2 — Valores dos niveis nutricionais analisados do
concentrado para cordeiros, segundo suplementagdo com

baixa proteina (BP), média proteina (MP) e alta proteina (AP)

Niveis Nutricionais BP MP AP
Umidade % 12,11 11,68 11,00
Proteina % 8,58 14,99 24,98
NDT % 77,02 77,00 76,99
Gordura Bruta% 3,92 3,73 3,75
Matéria Mineral% 3,97 4,52 5,40
Fibra Bruta% 2,54 3,01 3,93
FDA % 3,82 4,37 5,44
Calcio % 0,69 0,69 0,70
Fdésforo total % 0,32 0,36 0,45
Sédio % 0,20 0,20 0,21

Obs.: NDT — Nutrientes digestiveis totais; FDA — Fibra detergente acida;
FDN — Fibra detergente neutra.

3.2.2 Analises Produtivas

As analises produtivas consistiram no acompanhamento do ganho médio diario
(GMD) de peso, avaliagado da condigédo corporal (CC) e medidas morfométricas: altura
de cernelha, comprimento, circunferéncia abdominal e circunferéncia toracica. O GMD
foi calculado considerando-se a diferenga de peso vivo (PV) entre duas avaliagdes,
dividida pelo intervalo de dias entre as avaliagbes. A avaliacdo do PV foi feita em
balanca manual. Para a determinagao da CC, com o animal em estacao, foi realizada a
palpagdo da regido lombar dos animais, conforme Moraes et al. (2005). A condi¢cao
corporal, categorizada de 1 a 5, determina se o ovino esta magro (condigdo 1) ou gordo
(condicdo 5), auxiliando na avaliagdo clinica dos animais. As medidas morfométricas,
expressas em centimetros, foram feitas com os animais em estacao, utilizando fita
métrica, conforme Santana et al. (2001). As medidas de perimetro toracico foram
obtidas na parte posterior das espaduas, junto as axilas, pela circunferéncia externa da
cavidade do torax e do perimetro abdominal, pela circunferéncia total do abdémen, logo
apods a ultima costela. O comprimento do corpo foi dado pela distancia entre a parte
cranial e a tuberosidade maior do umero e a tuberosidade isquiatica. A altura do
anterior (altura da cernelha) foi calculada pela medida do ponto mais alto da regido
inter-escapular até o chao.
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3.2.3 Analises Parasitolégicas

Para as analises parasitologicas, os animais foram contidos manualmente e
avaliados quanto ao método FAMACHA®. A avaliagdo do método FAMACHA?® foi feita
conforme Van Wyk e Bath (2002), através da comparagédo da mucosa conjuntiva com a
cartela do método. Houve também colheitas de fezes, individualmente, com sacos
plasticos, diretamente da ampola retal. As amostras de fezes foram utilizadas para a
realizacdo dos exames parasitolégicos: contagem de ovos por grama de fezes (opg),
segundo o método de Gordon e Whitlock (1939), sensivel para 50 opg; e cultura e
identificacdo de larvas, segundo Roberts e O'Sullivan (1950). Os machos, em cada um
dos grupos, ao final do experimento, foram abatidos e foi realizada a contagem dos
parasitos presentes no abomaso, segundo Ueno e Gongalves (1994).

3.2.4 Analises Hematoldgicas e Imunolégicas

Para as analises hematoldgicas e imunolégicas, foi realizada a colheita de
sangue. O sangue foi colhido na veia jugular externa, em tubos de vacutainer de 2mL
contendo EDTA com anticoagulante. Essas amostras foram utilizadas para realizagéo
do hematdcrito e contagem dos eosinofilos.

A técnica de determinagcdo do volume globular ou hematocrito foi feita pelo
método do microhematocrito, segundo Jain (1986). A técnica de contagem de
eosindfilos sanguineos foi feita pelo método direto, segundo LIMA et al. (1985),
utilizando a cdmara de contagem Newbauer.

Também foram avaliados o numero de mastocitos e eosinodfilos na mucosa do
abomaso. Esta analise foi realizada conforme Bricarello et al. (2005), com tecido
colhido do abomaso dos cordeiros machos abatidos (10 machos em cada um dos
grupos). Depois, os fragmentos foram preparados segundo técnicas rotineiras de
histologia e corados com hematoxilina-eosina e azul de toluidina para posterior analise
microscopica. A contagem das células ocorreu em cinco campos em cada lamina e o

resultado foi dado pelo numero médio de células contadas nos cinco campos avaliados.
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3.2.5 Analises Bioquimicas

As colheitas de amostras de sangue também foram feitas em tubos sem
anticoagulante e centrifugado por oito minutos para obtengdo do soro. Com o soro
foram analisadas as concentragdes de proteina total, albumina, globulina e ureia. As
amostras foram analisadas por método colorimétrico em analisador bioquimico Bio
2000 (Marca Bioplus) e com utilizacdo de kits comerciais (Labtest e Laborclin). A
proteina total foi analisada através do reativo de biureto azul, o valor sérico de
albumina através do reativo de verde bromocresol, e o de globulina foi obtido pela
subtracdo dos valores de proteina total e albumina. A analise dos niveis séricos de
ureia foi realizada com o reagente enzimatico da Laborclin color - Enzimatica

Colorimétrica.

3.2.6 Analises Estatisticas

As comparagdes entre os dados parasitologicos, hematologicos, imunolégicos,
bioquimicos e produtivos dos animais, entre os trés grupos de suplementagao proteica,
foram realizadas pela analise de varidncia (ANOVA), seguido do teste de Tukey, com
nivel de significancia de 5%, utilizando o software statigraphics 4,1. As variaveis OPG e
eosinofilos, para as analises estatisticas, foram transformadas em log 10(x+1).

No caso de cordeiros que tiveram o OPG maior que 10.000 e foram tratados
com o anti-helmintico monepantel, a contagem de OPG diminuiu para quase zero. Na
analise estatistica, para que ndo houvesse interferéncia na média do grupo, para as
demais analises destes cordeiros, considerou-se o resultado da contagem de OPG do
dia da analise, somado a contagem de OPG do dia da utilizagdo do anti-helmintico.

Nas analises de contagem de parasitos no abomaso e contagem de mastocitos
e eosinofilos no abomaso, nao foram considerados os valores do animais que haviam

recebido tratamento com monepantel.
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3. 3 RESULTADOS

3.3.1 Parametros produtivos

Na analise dos dados produtivos, observa-se que 0s animais iniciaram o

experimento (D0) com uma média de PV de 22,0 kg no grupo BP, 21,43 kg no MP e
21,13 kg no AP e terminaram (D98) com 46,36 kg, 48,34 kg e 48,17 kg,
respectivamente nos grupos BP, MP e AP, sem diferenga significativa entre os grupos

(p > 0,05) (tabela 3). Ao longo do tempo, houve um aumento progressivo (p < 0,05) da

média de peso nos trés grupos. Porém, ndo houve diferenga significativa (p > 0,05) de

ganho de peso entre os grupos em nenhuma das avaliagdes, exceto no periodo D70 —
D84. A média do GMD variou de 150 g/dia a 320 g/dia (tabela 4).

Tabela 3 - Média e desvio padrdo do peso vivo (kg) de cordeiros
mantidos em dietas de diferentes niveis proteicos: baixa proteina

(BP), média proteina (MP) e alta proteina (AP), segundo a data de

avaliagao (DO a D98)

BP MP AP
(n=20) (n=20) (n=20)

DO 22,0+3,5%" 21,4 +3,6 21,1+3,2%
D14 24,6 + 3,6 25,3 + 3,9 24,8 + 2,98
D28 28,1+ 4,4°%C 29,5 + 3,9%C 28,5 + 3,5%C
D42 31,5 +5,4°%P 33,6 + 4,7°P 32,5 +4,23%P
D56 36,0 + 6,0 *°F 37,9 +5,1%F 36,6 + 4,8 %F
D70 39,0 + 6,6 " 41,9 + 6,4 °FF 41,0+5,6%
D84 42,8 +7,8%C 450 +7,2%C 46,1+6,1°%
D98 46,4 +7,7%C 483 +7,7%¢ 482 +6,2°%

Letras mindsculas iguais na linha n&o diferem estatisticamente (p > 0,05) e letras

maiusculas diferentes na coluna indicam diferenga estatistica (p < 0,05).
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Tabela 4 - Média e desvio padrdo do ganho médio diario (GMD) de peso
(g/dia), de cordeiros mantidos em dietas de diferentes niveis proteicos:
baixa proteina (BP), média proteina (MP) e alta proteina (AP), segundo o

intervalo de avaliagéo (DO — D14 a D84 — D98 e DO — D98)

BP MP AP
(n=20) (n= 20) (n= 20)
DO — D14 184,6 + 111,9% 277,3+2216* 260,6 + 114,8*®
D14 - D28 246,1 £ 102,7® 2946 + 113,6* 268,7 + 127,2®
D28 — D42 243,9 + 139,8 2944 +91,5% 278,7 + 159,4 ®
D42 — D56 320,5 + 103,8%° 301,4 + 140,7* 293,2 +131,1%®
D56 — D70 217,5 £ 105,18 289,0 + 178,0* 314,0 £ 1156
D70 — D84 274,2 + 126,5%° 230,0 + 130,7 367,1+124,8%°
D84 — D98 258,7 + 134,8 2427 + 1433 149,0 + 239,5**
DO — D98 250,4 + 51,6 **° 2765+ 71,1 278,9 + 53,6 °

Letras minusculas diferentes na linha e letras mailsculas diferentes na coluna indicam

diferenca estatistica (p < 0,05).

Nas avaliagdes das medidas morfométricas, observou-se que os grupos de BP,

MP e AP (tabela 5), tiveram um aumento progressivo em todas as medidas,

acompanhando o aumento do peso (tabela 3). Houve aumento (p < 0,05) das variaveis

entre o DO e D98 em todos os grupos. Porém, ndo houve diferenca significativa (p >

0,05) entre as médias dos diferentes grupos, em nenhuma das avaliagdes, em nenhum

dos parametros. A CC teve a média inicial de 2,7 (+ 0,4) e final de 2,9 (+ 0,3) para o
grupo BP, 2,6 (x 0,4) inicial e 3,0 (x 0,4) final para MP e, para AP, de 2,7 (x 0,5) inicial

e 3,0 (£ 0,3) final, sem diferencga entre os grupos e ao longo do tempo (p > 0,05).
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Tabela 5 — Média e desvio padrao das medidas morfométricas de altura de cernelha,

comprimento, circunferéncia abdominal e circunferéncia toracica de cordeiros mantidos

em dietas de diferentes niveis proteicos: baixa proteina (BP), média proteina (MP) e alta

proteina (AP), segundo a data de avaliagao (DO — D98)

Altura Cernelha

Circunferéncia Toracica

BP MP AP BP MP AP
(n=20) (n=20) (n=20) (n=20) (n=20) (n=20)
DO 553+34% 549+35% 536+23%" 66,2 + 4,3%" 679+50* 66,0+6,8"
D14 576+22%° 571+26%° 565+17%® 68,9 + 5,3 696 +4,4% 67,0+6,3%
D28 598+26%° 598+28%° 594+21% 71,0+4,7%8¢  727+49%® 710+3,9*®
D42 615+22°° 623+25°P 61,7+2,2°P 727+56%8°  754+48%° 7434+51°%C
D56  63,0+25° 63,7+28°°F 638+32%° 758 +53%PF  772+55%C 7804+5,7%P
D70  63,6+24°°F 649+25%F 640+24% 77,1 £ 5,4 °°F 80,4 +6,0°°° 77,8+6,3%
D84  655+26° 66,4+27° 67,0+£35% 80,6 +5,1°F 83,7+7,3%° 84,0+6,8°F
D98 672+28%* 678+31%F 67,9+23%F 83,5+7,0% 856+62%° 848+74°%F
Comprimento Circunferéncia Abdominal
BP MP AP BP MP AP
(n=20) (n=20) (n=20) (n=20) (n=20) (n=20)

DO 56,3+3,0" 551+24% 546+38% 73,7+51% 733+55%  741+6,0*"
D14  596+35* 60,0+30%®° 598+42% 765+66™°  780+64*° 771+50%°
D28  636+41°® 635+40%° 633+26%C 821+63%° 830+58% 818+50%°
D42 646+48°® 664+39°° 655+32°° 84,7+8,1% 86,3+66°° 85361
D56  67,0+4,4°%° 685+3,8°°F 67,9+4,7%F 882+76°° 880+86°" 88616,8°°"
D70  69,7+35°° 712+36°F 714+32°F 88,6+92°°  90,5+9,8%"F 880%+10,4°P
D84  717+39°° 740+50%° 72,1+£33%*° 92,6 +9,4°° 932+ 11,2°F 966+9,2%*
D98  730+4,0°° 754+35°° 757+4,0%° 93,6 +9,8% 95,9+ 10,0°% 95,0+ 10,3%F

Letras minusculas iguais na linha ndo diferem estatisticamente (p > 0,05) e letras maiusculas diferentes
na coluna indicam diferenca estatistica (p < 0,05).

3.3.2 Parametros parasitologicos

Nos exames coproparasitolégicos foram encontrados ovos de estrongilideos,

Strongiloydes, Trichuris, Moniezia e oocistos de Eimeria. Para a comparagéo entre os

grupos, foram considerados somente os ovos de estrongilideos. Nestes resultados de

contagem de opg de estrongilideos serdo apresentados também os dados de cada lote
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(lote 1 e lote 2) individualmente (tabela 6), além dos valores médios dos dois lotes

(figura 1).

Tabela 6 - Média da contagem de ovos de helmintos por grama de
fezes (OPG), de cordeiros mantidos em dietas de diferentes niveis
proteicos: baixa proteina (BP), média proteina

(AP), segundo a data de avaliagédo (DO — D98)

(MP) e alta proteina

Lote 1
BP MP AP
(n=20) (n=20) (n=20)
DO 120,0 + 262,7 190,0 + 337,3 72,7 £108,1
D14 50,0 + 66,7 ** 55,0 + 55,0 % 454 + 522
D28 75,0 +67,7 130,0 + 137,8 86,4 + 77,7
D42 475,0 + 250,8 **® 685,0 + 1055,4 *° 410,0 + 558,7 ®
D56 785,0 + 632,5 P 745,0 + 561,5 *° 413,6 + 503,0 *®
D70 1500,0 + 949, 8 *° 685,5 + 5159 *® 786,4 + 9450 *°
D84 1585,0 + 1290,8 ¢ 1455,0 + 1628,3 *° 1168,2 + 1529,1 *®
D98 2310,0 + 2107,2 % 1035,0 + 831,1 ® 1009,1 + 1100,2 *®
Lote 2
BP MP AP
(n=20) (n=20) (n=20)

DO 2030,0 + 1970,1 * 910,0 + 953,3 " 2638,9 + 2883,1
D14 4320,0 + 5334,4 *® 1820,0 + 2402,7 ** 3355,6 + 3942,1
D28 7275,0 +4999,5*° 37650 + 3555,0 ** 5177,8 + 4859,0 *A
D42 7765,0 + 5084,1 **®  2805,0 + 3050,2 ** 4844 .4 + 4775,7 **
D56 8795,0 + 5444,4 "% 3320,0 + 2864,9 " 7566,7 + 4819,1 *
D70 9185,0 + 6007,1 ™®  2631,2 + 2956,4 ** 5868,7 + 6327,5 "
D84 9411,1 £ 6840,9”*®  2050,0 + 3053,8 ** 6037,5 + 6336,5 "
D98 11220,0 £ 9210,3°®  2200,0 + 3619,5 " 6400,0 + 6211,2 **

Letras minusculas diferentes na linha e letras mailsculas diferentes na coluna

indicam diferenca estatistica (p <0 ,05).

No inicio do experimento (D0), os valores médios de opg dos trés grupos (BP,

MP e AP) eram estatisticamente semelhantes (p > 0,05), tanto para o lote1 quanto para

o lote 2, quanto para os valores médios dos lotes (tabela 6). Ao longo do tempo, houve

aumento significativo (p < 0,05) da média de opg somente no grupo BP (lotes 1 e 2 e
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média), sendo que os grupos MP e AP terminaram o experimento (D98), com valores
de opg estaticamente semelhantes ao DO (tabela 6 e figura 1). Na comparacao entre os
grupos, observa-se que, no lote 1, ndo houve diferenga significativa (p > 0,05). Porém,
no lote 2 e na média dos lotes, observa-se que a partir do D42, o grupo BP apresenta
valores significativamente mais elevados que o MP. Ao final (D98), o MP possui a
menor meédia de opg, diferente significativamente do BP (figura 1) e semelhante a
média do AP.
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Figura 1 — Média da contagem de ovos por grama de fezes (OPG) de cordeiros mantidos
em dietas de diferentes niveis proteicos: baixa proteina (BP), média proteina (MP) e alta
proteina (AP), segundo a data de avaliagao (DO — D98)

No resultado das culturas de larvas, independente do grupo avaliado, foram
recuperadas, em média, 74,9% a 90% de larvas de Haemonchus spp., 3% a 20,4% de
larvas de Trichostrongylus spp. e 0% a 9,8% de larvas de Oesophagostomum.
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Quanto ao uso de anti-helmintico, no Lote 1 nenhum animal foi tratado apds o
inicio do experimento. No lote 2, houve a necessidade do uso do anti-helmintico em
animais com a contagem de ovos superior a 10.000 opg. Dos 29 animais do lote 2, 10
utilizaram Monepantel, sendo 6 de BP, 3 de AP e 1 de MP.

Em todas as avaliagdes do método FAMACHA®, somente em duas avaliacdes
houve a classificagdes de animais FAMACHA® 2 (F2). Nas demais, os animais sempre
foram classificados como F1. Ndo houve, portanto, diferenca significativa (p > 0,05)
entre os grupos, nem ao longo do experimento.

Na recuperagéo de parasitos do abomaso, foram encontrados somente individuos
da espécie Haemonchus contortus. As médias de cada um dos grupos (figura 2), ndo
diferiram (p > 0,05), sendo que no grupo BP, os valores minimos e maximos foram de
320 e 7600 parasitos; no grupo AP, variaram entre 40 e 2360 e, no grupo MP, entre 91
e 2850 parasitos.
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1000 -

500 -

Numero de H. contortus

BP MP AP

Figura 2 — Média do numero de Haemonchus contortus recuperados do abomaso
de cordeiros mantidos em dietas de diferentes niveis proteicos: baixa proteina
(BP), média proteina (MP) e alta proteina (AP)

3.3.3 Parametros hematolégicos e imunolégicos
Observa-se na tabela 7, um decréscimo progressivo dos valores médios de Ht
nas avaliagdes do grupo de BP havendo, entre o DO e D98, diferenga significativa (p <
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0,05). Nos grupos MP e AP, ndo houve queda significativa dos valores de Ht ao longo

do experimento. Na comparagao entre os grupos, observa-se diferenga significativa na

média do Ht (p < 0,05) a partir do D56, com os valores do grupo BP sempre inferiores

ao grupo MP.

Tabela 7 — Média e desvio padrao dos valores de hematdcrito (%)
de cordeiros mantidos em dietas de diferentes niveis proteicos:

baixa proteina (BP), média proteina (MP) e alta proteina (AP),

segundo a data de avaliagédo (DO — D98)

BP MP AP
(n=20) (n= 20) (n= 20)
DO 36,0 £4,0%® 35,1+4,0% 345+53%
D14 33,1+4,6*° 34,0+28% 33,3+4,3%
D28 31,8+50*" 339+28% 335+4,5%
D42 30,8 4,3 32,824 32,6+38%"
D56 30,3+3,9* 33,8+24 " 32,5+3,5%
D70 29,8+3,6* 33,7+8,0" 33,0+38"
D84 29,6 +3,6* 33,9+28"% 32,6+4,5™%
D98 30,7 +4,5* 339+25"% 33,4 +39%

Letras minusculas diferentes na linha e letras mailusculas diferentes na

coluna indicam diferenga estatistica (p < 0,05).

Quanto aos valores da contagem de eosindfilos sanguineos, observa-se que néo

houve diferenga significativa ao longo das avaliagbes e nem entre os grupos (p > 0,05).

Os valores médios variaram de 400,0 £ 371,7 eosindfilos/mm® a 1622,5 + 4552,5

eosinodfilos/mm?®.
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Figura 3 - Média da contagem de eosindfilos sanguineos (eosinéfilos/mm?®) de
cordeiros mantidos em dietas de diferentes niveis proteicos: baixa proteina (BP),
média proteina (MP) e alta proteina (AP), segundo a data de avaliagéo (DO — D98)

Na contagem de eosindfilos e mastdcitos na mucosa do abomaso dos cordeiros
abatidos, observa-se uma meédia superior no numero de eosindéfilos no grupo MP,
porém sem diferenga estatistica (p > 0,05) em relagdo aos demais grupos. Os
mastdcitos também nao apresentaram diferenga entre os grupos (p > 0,05).

[
o
)

B Eosindfilos

B Mastdcitos

Contagem média de células/lamina
O R, N WU OV ® O
1

BP MP AP

Figura 4 — Média do numero de mastécitos e eosindfilos (numero médio de
células/lamina) na mucosa do abomaso de cordeiros mantidos em dietas de diferentes

niveis proteicos: baixa proteina (BP), média proteina (MP) e alta proteina (AP)
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3.3.4 Parametros bioquimicos

Os resultados da concentracdo sérica de proteina total sdo apresentados na
tabela 8. Ao longo das avaliagbes, somente o grupo AP apresentou aumento
significativo (p < 0,05). Na comparacédo entre os grupos, observa-se que houve
diferenca significativa (p < 0,05) no grupo de MP nas avaliagdo DO e D42, com valores
mais altos em relagéo aos grupos BP e AP.

Tabela 8 — Média e desvio padrao dos valores séricos de proteina
total (g/dL) de cordeiros mantidos em dietas de diferentes niveis
proteicos: baixa proteina (BP), média proteina (MP) e alta proteina
(AP), segundo a data de avaliagéo (DO — D98)

BP MP AP
(n=20) (n= 20) (n= 20)

DO 53+1,2%" 57+0,4" 53+0,4

D14 53+0,7% 57+0,5% 54 +0,6*®
D28 55+0,6 58+0,4 " 57 +0,5®
D42 53+05* 58 +0,5" 5,7 + 0,6 28
D56 54+07% 58+0,6 " 57 +0,6 *®
D70 55+0,6 58 +0,3" 5,8 +0,5*®
D84 56+0,6 59+04 " 59+0,7*®
D98 56+0,6 6,0+0,4 58+0,5%®

Letras minusculas diferentes na linha e letras mailsculas diferentes na coluna
indicam diferenca estatistica (p < 0,05).

Quanto aos resultados da concentragdo sérica de albumina (tabela 9), houve
reducao significativa (p < 0,05) no grupo BP, ao longo do tempo. As médias do grupo
BP, a partir do D28, foram mais baixas (p < 0,05) que o grupo MP e AP, sendo que no
D70 e D98, foram inferiores ao MP e semelhantes ao AP.
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Tabela 9 — Média e desvio padrao dos valores séricos de
albumina (g/dL) de cordeiros mantidos em dietas de diferentes
niveis protéicos: baixa proteina (BP), média proteina (MP) e alta
proteina (AP), segundo a data de avaliagao (DO — D98)

BP MP AP
(n=20) (n= 20) (n= 20)
DO 25+0,7%® 26+04 25+04%
D14 2,3+0,4 25+0,5% 26+06"
D28 2,2+0,4 25+0,3" 25404
D42 21+0,3% 25+0,3" 25+0,3"
D56 20+£03% 25405 24+05
D70 2,2+0,5%®° 26+05" 2,6+05°"
D84 20+£03% 25403 25+0,3"
D98 2104 25+0,3" 2,3+0,4 %"

Letras minusculas diferentes na linha e letras mailsculas diferentes na

coluna indicam diferenga estatistica (p<0,05).

Os resultados da concentragdo sérica de globulinas (tabela 10), mostram que

somente no D14 houve diferenga (p < 0,05) entre os grupos. Ao longo do tempo, houve

aumento significativo (p < 0,05) das médias do grupo de BP e AP.

Os valores médios de concentragcédo sérica de ureia (tabela 11) apresentaram

aumentos significativos ao longo do tempo para os grupos AP e MP, enquanto que,
para o grupo BP, houve reducao (p < 0,05). Na comparagao entre os grupos, somente
no DO houve semelhancga entre os valores, sendo que a partir da D14, todos os valores
do grupo BP foram significativamente inferiores aos da MP, sendo este também inferior
aos da AP (p < 0,05).
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Tabela 10 — Média e desvio padrdo dos valores séricos de

globulinas (g/dL)
diferentes niveis protéicos:

proteina (MP) e alta proteina (AP),

avaliagao (DO — D98)

de cordeiros mantidos em dietas de
baixa proteina (BP), média

segundo a data de

BP MP AP
(n=20) (n= 20) (n= 20)
DO 2,8+0,8%" 31+0,4% 28+0,4%"
D14 3,0+ 0,5 "8 3,3+05™ 2,8+0,6"
D28 3,3+0,4 %8 32+0,4°% 32+0,58
D42 32+0,58 32+0,6%" 32+0,6*®
D56 3,5+0,7%® 3,3+0,8%" 3,3+0,8*®
D70 33+0,7® 32+0,7% 33+0,4 8
D84 36+0,5%® 34+0,4°% 34+0,6°%®
D98 3,5+05% 34+06™" 35+0,7%®

Letras minusculas diferentes na linha e letras maiulsculas diferentes na
coluna indicam diferencga estatistica (p < 0,05).

Tabela 11 — Média e desvio padrao dos valores séricos de ureia

(g/dL) de cordeiros mantidos em dietas de diferentes niveis

proteicos: baixa proteina (BP), média proteina (MP) e alta

proteina (AP), segundo a data de avaliagao (DO — D98)

BP MP AP
(n=20) (n= 20) (n= 20)
DO 31,2+12,2%® 35,9+ 8,9 38,6+9,8%
D14 19,7 + 13,2 35,4 +10,3 ™ 54,5+ 17,6
D28 16,4 +7,6 37,9 + 9,4 "A8C 56,7 + 10,4 ¢
D42 17,6 +6,7 " 41,6 + 12,4 "ABC 66,2 + 11,5 P
D56 18,3+6,6 453 +9,18C 67,0 + 6,4 P
D70 21,8+6,5 46,2 + 13,1 68,3+ 10,0 °°
D84 23,2+8,6 " 44,8 + 7,8 "A8C 58,4 + 8,4 B°P
D98 222+7,7* 45,2 + 8,0 *B° 64,3 + 10,6 P

Letras minusculas diferentes na linha e letras maiulsculas diferentes na
coluna indicam diferenga estatistica (p < 0,05).
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3.4 DISCUSSAO

No presente experimento, foi possivel observar que a suplementacido proteica
influenciou a resisténcia e resiliéncia dos cordeiros. Varios estudos mostram que a
utiizacdo da suplementagdo proteica em ovinos infectados com parasitos
gastrintestinais aumenta a resisténcia e a resiliéncia aos efeitos da infecgado (Coop e
Kyriazakis, 1999; Strain e Stear, 2001; Knox et al., 2003; Bricarello et al., 2005;
Louvandini et al., 2006; Khan et al., 2012). Os cordeiros do grupo MP, suplementados
com concentrado de 15% de PB, apresentaram melhores resultados em relacdo aos
parametros estudados que os grupos BP e AP.

Os diferentes niveis de proteina foram elaborados para o fornecimento no
concentrado, porém os cordeiros tinham acesso ao pasto e ao feno, sem condi¢gdes de
avaliagao do consumo destes volumosos. Consequentemente, ndo € possivel afirmar a
real quantidade de proteina ingerida em cada grupo. Quanto ao consumo do
concentrado, exceto pelos primeiros dias no grupo BP, n&o havia sobra de concentrado
no cocho. Além disto, o fato do fornecimento ser para o grupo de animais, € nao
individualmente, também n&o permite afirmar se todos os cordeiros tiveram o mesmo
nivel de ingestao de proteina. O que € possivel afirmar € que havia espago no cocho
para todos os animais, sendo que todos tinham a mesma possibilidade de ingestdo de
concentrado. Da mesma forma, o acesso ao volumoso era 0 mesmo para todos os
animais. Sendo assim, pode-se estimar que as diferencas de proteina no concentrado
dos grupo BP, MP e AP permitiram uma ingestdo diferenciada de proteina entre os
grupos.

Nao existe um valor definido da quantidade de proteina necessaria para haver
aumento da resisténcia e resiliéncia. Segundo Datta et al. (1999), uma dieta com alto
teor de proteina (170g/dia de proteina bruta) fornecida a animais infectados com H.
contortus seria suficiente para aumentar a resiliéncia a infecgdo. Rocha et al. (2011), ao
trabalharem com dietas de 0,8 (baixa proteina) e 1,3 (alta proteina) vezes a
necessidade de PM, nao encontraram diferencas entre os grupos. Os autores
propuseram que o grupo de baixa proteina poderia ter tido uma ingestdo maior de PM
que o inicialmente esperado, sendo que a quantidade de proteina oferecida aos

34



animais pode n&o ter gerado niveis baixos de proteinas, tendo os niveis de exigéncias
nutricionais sido superestimados. Em ruminantes, torna-se mais dificil estimar a
quantidade e qualidade da proteina ingerida, pois sabe-se que a proteina na dieta € em
parte degradada no rumen e seu componente nitrogenado sera reutilizado pelos
microrganismos para a sintese de proteina microbiana (NRC, 1985). A utilizagdo da
proteina microbiana fornecera aminoacidos que serao absorvidos e utilizados para a
sintese proteica. Estima-se que que cerca de 40-80% da proteina que chega ao
intestino delgado € de origem microbiana (Silva, 1979; Owens e Berger, 1983). Houdijk
(2012) discute que a qualidade proteica (composicdo dos aminoacidos) também teria
influéncia no desenvolvimento da resisténcia e resiliéncia dos ovinos aos parasitos.
Segundo o autor, a proteina microbiana teria uma composi¢cdo de aminoacidos que é
menos compativel com a composicdo dos componentes proteicos da resposta
imunoldgica.

Na analise dos dados produtivos, observou-se que os animais suplementados
com 3% do peso vivo apresentaram uma média de GMD entre 250g e 279g, entre os
trés grupos, mesmo com os animais infectados, sem diferengas entre os grupos.
Bricarelo et al. (2005), também com ingestdo de 3% do peso vivo e com concentrados
com 75g e 129g de PM, encontraram GMD de 180g e 270g, respectivamente, porém
com os grupos de alto teor de PM com ganhos de peso significativamente superiores.
Dantas et al. (2008), trabalhando com animais com peso entre 15 e 30 kg, porém
suplementados com 1 a 1,5 % do peso vivo e concentrado com 27,8% PB,
apresentaram GMD de 148 e 192g.

Schichowski et al. (2010), avaliando cordeiros desmamados em diferentes
idades (6 e 13 semanas) e com ou sem infecgdo experimental de 5000 larvas de H.
contortus, observaram que a infecgdo nao influenciou o GMP, que variou de 276g a
3259 (dieta com 19,5% de PB). Da mesma forma que neste experimento, mesmo com
os animais infectados, o GMD foi alto. Isto poderia ser explicado pelo fato de que,
segundo Coop e Kyriazakis (1999), quando os nutrientes disponiveis sdo escassos, a
prioridade orgénica seria garantir a manutencgéo da proteina corporal, o que garantiria a
sobrevivéncia do individuo em curto prazo. A¢gdes como o crescimento e a reproducao,

que garantiria a sobrevivéncia da espécie em longo-prazo, seriam a segunda
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prioridade. Sendo assim, a resposta imune do animal compete pelo uso dos nutrientes
da dieta com outras prioridades organicas. Isto explicaria o fato do grupo BP ter
apresentado médias de GMD, aumento de medidas corporais e escores de condi¢gao
corporal semelhantes aos grupos MP e AP durante todo o experimento, porém com
resultados de contagem de OPG significativamente mais altos.

Ainda na analise do grupo BP, dos 10 animais do lote 2 que necessitaram ser
tratados com monepantel, 6 (60%) eram do BP. Os tratamentos ocorreram entre o D2 e
D5. Em geral, ap6s o tratamento, o OPG dos animais baixava para proximo de zero.
Ainda que nas analises da contagem de OPG, os valores anteriores ao tratamento
tenham sido mantidos para a analise estatistica, para o controle ponderal isto ndo seria
possivel. Portanto, se ndo houvesse o uso do principio ativo, poder-se-ia questionar se
0 ganho de peso do grupo BP teria diminuido devido ao grau de infecgao apresentada.

Por outro lado, o grupo AP, apesar da maior ingestdo de proteina, néo
apresentou desempenho superior aos demais grupos. Também nos parédmetros
parasitologicos, hematoldgicos e imunologicos, ndo houve diferengas em relagdo aos
grupos MP e BP. Parte dos teores de proteina do concentrado pode nao ter sido
utilizada pelo organismo, sendo o excesso excretado na forma de ureia, como pode ser
observado na tabela 11. A ureia € uma molécula que se difunde facilmente nos tecidos
do organismo, constituindo a principal forma de eliminagdo do nitrogénio metabdlico em
ruminantes. Em casos de deficiéncia energética e excesso de proteinas degradaveis, a
taxa de produgdo de amdnia supera a sua utilizagdo pelos microrganismos ruminais;
dessa forma, observa-se aumento em sua concentragdo no rimen, com consequente
incremento na excregao de ureia, crescente gasto energético para sintese de ureia,
havendo, assim, perda do valor biolégico das proteinas (Huntington e Archibeque,
1999). Como observado nessa pesquisa, notou-se que a dieta com niveis de proteina
superior as necessidades dos animais, ao invés de trazer beneficios € parcialmente
excretada. Numa visdo econbmica € um gasto desnecessario, ndo havendo aumento
de resisténcia nem de resiliéncia e, em alguns casos, tornando-se semelhante aos
resultados do grupo BP, talvez devido aos efeitos adversos do excesso de aménia
(Provenza, 2006) e a necessidade de energia para eliminar o excesso de N (Van Soest,
1994).
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Na analise do parametro OPG, considerado um dos mais importantes para
definir resisténcia dos animais aos parasitos gastrintestinais (Albers e Gray, 1987,
Good et al., 2006; Kelly et al., 2013), observa-se que houve diferenga entre os grupos,
indicando que a suplementagdo proteica aumentou a resisténcia dos cordeiros. O
grupo BP teve aumento significativo ao longo do experimento, o que n&o aconteceu
com os grupos MP e AP. Ao final do experimento, o grupo BP apresentou OPG
significativamente maior que o grupo MP, e semelhante ao grupo AP. Bricarello et al.
(2005), trabalhando com cordeiros das ragas Santa Inés e lle de France, submetidos a
infeccdo experimental por H. contortus e submetidos a dietas com moderado (PM
75g/kg MS) e alto (129g PM/kg MS) nivel de suplementacdo proteica, observaram
aumento da resisténcia a infecgao por H. contortus, baseado na contagem de OPG e
no numero de parasitos, somente nos cordeiros Santa Inés suplementados. Louvandini
et al. (2006) também encontraram menores valores de OPG em cordeiros
suplementados com concentrados de alto teor proteico (19% PB) em relagdo ao baixo
teor proteico (11% PB).

Outro fator a ser destacado sao as diferengas observadas na contagem de OPG
dos lotes 1 e 2 (tabela 6). Quando o nivel de infecgdo era baixo (lote 1), n&o foram
observadas diferengas entre os grupos BP, MP e AP, ainda que o grupo BP tivesse
apresentado um aumento significativo do OPG no D98 em relagdo ao DO. Louvandini et
al. (2006) também observaram que a suplementagao proteica somente apresentou
diferencas entre os grupos com alto e baixo teor de PB, quando o OPG estava mais
alto. Isto pode ser explicado pelo fato de que o parasitismo aumenta as necessidades
de proteina metabolizavel para a mantenca, proveniente do reparo de danos aos
tecidos induzidos pelos parasitos (Coop e Kyriazakis, 1999). Portanto, quando os niveis
de infeccdo sao baixos, a suplementagao proteica ndo traz beneficios, uma vez que
ndo ha uma demanda aumentada.

Outro parémetro indicativo de resisténcia seria o numero de parasitos no
abomaso. Neste caso, ndo houve diferenga significativa entre os grupos. Outros
autores também nao encontraram relagao entre o nivel de suplementacao proteica e o
numero de parasitos (Bricarello et al., 2005; Rocha et al., 2011). Coop e Holmes (1996)
observaram que a proteina nado interfere com o parasita ja estabelecido. Sabe-se que a
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principal linha de defesa contra infecgdes por parasitos gastrintestinais atua contra o
desenvolvimento das larvas infectantes e ndo contra os parasitas adultos (Balic et al.,
2000). Neste experimento, cordeiros do lote 2 ja estavam infectados antes de receber
as dietas experimentais, ou seja, alguns parasitos ja podiam estar estabelecidos
quando a dieta experimental foi dada. Outra explicagdo seria o fato de alguns dos
animais terem sido tratados com monepantel por apresentarem valores superiores a
10000 opg. Os dados destes animais ndo foram considerados na analise estatistica.
Porém, caso néo tivessem sido tratados e fossem incluidos nos resultados, os valores
poderiam ser diferentes.

Quanto a resiliéncia, neste experimento foi possivel observar que o grupo MP
apresentou resultados superiores em parametros que indicam resiliéncia. Como a
resiliéncia é baseada na habilidade do animal em suportar as consequéncias
patogénicas da infecgdo, os parametros avaliados que indicariam a resiliéncia seriam
os valores de Ht, classificacdo de FAMACHA, albumina e ganho de peso (Wallace et
al., 1999).

Nos valores de Ht, o grupo de BP teve um decréscimo significativo entre as
avaliagcdes de DO e D98 (tabela 7). Ao final do experimento, o grupo MP apresentou
médias de Ht superior ao grupo BP, indicando que a suplementacao proteica auxiliou
no aumento de resiliéncia. Porém, todos os grupos apresentaram valores dentro da
normalidade, com valores referéncia entre 24% a 50% segundo Jain (1986).

Nas avaliagcbes de FAMACHA, os valores obtidos ndo diferiram estatisticamente
entre os grupos, e nem refletiram o aumento do OPG durante o experimento. O mesmo
foi evidenciado por Molento et al. (2004), mesmo com contagem elevada de OPG,
acima de 1500 em varios animais, ndo foram observados sinais de anemia, como a
palidez de mucosa ocular. Este fato sugere a grande capacidade de alguns animais
poderem suportar altas cargas parasitarias, sem apresentarem sinais clinicos. Neste
experimento, a suplementagao proteica em todos os grupos promoveu aumento da
resiliéncia, sendo que nenhum animal apresentou sinais clinicos de verminose, mesmo
com niveis altos de infeccéo.

Geralmente, a melhora na resisténcia esta associada com melhora na

resiliéncia, com base no pressuposto de que os efeitos patoldégicos no hospedeiro sao

38



diretamente provocadas por parasitos e, portanto, relacionada com a carga parasitaria.
No entanto, segundo Torres-Acosta e Hoste (2008), em algumas circunstancias, os
dois conceitos de resisténcia e resiliéncia parecem ser dissociados. Neste experimento,
0s niveis de proteina, mesmo do grupo BP foram suficientes para evitar os sinais
clinicos da verminose. Estudos realizados por Aynalem-Haile et al. (2004) e Bricarello
et al. (2005) em cordeiros infectados com H. contortus demonstraram que aqueles que
recebem dietas com alto teor de proteina mostraram efeitos fisiopatologicos e sinais
clinicos menos severos que animais com baixa suplementacao proteica.

Quanto a avaliagéo de parametros imunolégicos, da mesma forma que Bricarello
et al. (2005), nenhuma diferenga entre os grupos BP, MP e AP foi observada no
numero de células inflamatérias na mucosa do abomaso, o que esta em contraste com
outros estudos que mostraram um aumento associado do numero de mastocitos,
leucdcitos e eosinodfilos, quando ha aumento da proteina na dieta (Israf et al., 1996;
Houdijk et al., 2000, 2003).

Levanta-se a hipotese, novamente, de que se ndo tivesse sido utilizado o
monepantel nos animais com valores superiores a 10000 opg, a contagem de
eosinodfilos e mastocitos apresentaria diferencas.

Quanto aos eosinodfilos sanguineos, ndo houve diferengas entre os grupos, nem
ao longo do experimento. A variagdo na contagem do numero dos eosinoéfilos durante a
infeccdo € importante, por indicar como o animal esta reagindo imunologicamente
frente as parasitoses. O esperado é uma relagao inversa entre eosindfilos e OPG
(Buddle et al.,1992). As avaliagbes dos cordeiros comegaram aos 2 meses de idade e
terminaram por volta dos 5 meses. Segundo Strain e Stear (2001), cordeiros com 6
meses estariam suficientemente preparadas para desenvolver uma resposta
imunoldgica completa (Strain e Stear, 2001). Entretanto, as médias da contagem de
eosinofilos sanguineos dos trés grupos estdo acima de valores médios encontrados por
Martins et al. (2012) e Birgel (2013).

As respostas imunes podem nao serem eficazes na fase de crescimento devido
os nutrientes serem divididos entre varias fungdes fisioldgicas dos corderios, de acordo
com o numero de prioridades que diferem entre as fases de aquisi¢cao e expressao da

imunidade (Coop e Kyriazakis, 1999). Em animais em crescimento que entram em
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contato com parasitos pela primeira vez, seria esperado que a priorizagdo dos
recursos, quando escassos, fossem para a aquisicado de imunidade, caso contrario os
animais poderiam morrer (Kyriazakis e Houdijk, 2006). Portanto, a suplementacédo de
proteina na fase de aquisicdo de imunidade, ndo contribuiria para o aumento de
resisténcia aos parasitas (Houdijk et al., 2001; Sykes e Kyriazakis, 2007). Porém, uma
vez a imunidade adquirida, crescimento e reproducio serao priorizados, para garantir a
preservacdo do material genético do hospedeiro (Coop e Kyriazakis, 1999).

As concentragdes séricas de proteinas totais (tabela 8) indicaram que somente o
grupo AP apresentou aumento de proteina total ao final do experimento. Os menores
valores de albumina, com redugéo ao longo do experimento, encontrados para o grupo
BP, é sugestivo de perda proteica, o que ocorre pelo habito hematofago do H. contortus
(O’Connor et al., 2006). Isto também indicaria que o grupo BP apresentou menor
resiliéncia que o grupo MP, por apresentar diminuigdo dos valores de albumina, ainda
gue os resultados estivessem dentro do valor de referéncia de Kaneko (1997) que é
de 2,40 a 3,00 g/dL.

Da mesma forma, os valores aumentados de globulinas para o grupo BP e AP
podem ser reflexo de niveis de infecgbes mais altos encontrados nestes dois grupos,
ao final do experimento. Os valores de todos os grupos estavam do intervalo de 3,50 a
5,70 g/dL, dos valores de referéncia (Kaneko, 1997).

3.5 CONCLUSAO

O presente experimento permite concluir que os cordeiros suplementados com
concentrado contendo 15% de PB, com ingestdo de 3% do PV, apresentaram mais
resisténcia aos parasitos gastrintestinais e maior resiliéncia aos efeitos destes
parasitos. Isto pode ser concluido a partir dos menores valores de OPG, menor numero
de animais tratados com anti-helmintico e maiores valores de hematdcrito e albumina
em relagao ao grupo BP.

Nao se recomenda a suplementagao de concentrado com niveis de 25% de PB,
pois ndo houve diferenca quanto ao desempenho dos animais, avaliado pelos
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parametros produtivos, nem indicativos de maior resisténcia e resiliéncia que o grupo
MP.

A suplementacao de concentrado com niveis de 8,5% de PB, apesar de permitir
ganho de peso equivalente aos demais grupos, apresentou resultados de contagem de
OPG, numero de animais tratados com anti-helminticos, niveis de albumina e valores
de hematdcrito indicativos de menor resisténcia e resiliéncia que o grupo MP, nao

sendo também recomendada a sua utilizagéo.
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CAPITULO 4

4 CONSIDERAGOES FINAIS

A atual busca por estratégias que diminuam o uso de tratamentos quimicos pode
encontrar na suplementacgéo proteica uma ferramenta importante, como observado na
maior proporgédo de animais tratados com anti-helminticos no grupo de BP, em relagao
aos grupos com MP e AP.

Os resultados deste projeto, porém, indicam que ndo necessariamente o0s
valores mais altos de suplementagédo sdo os melhores. O grupo de AP, ndo apresentou
respostas satisfatorias, sendo que a adicdo de proteina na dieta além das exigéncias
acabaram por ser excretadas na forma de ureia e poderiam acarretar em prejuizo
econdmico ao produtor.

Sob o ponto de vista essencialmente de ganho de peso, o grupo de BP mostrou
maior viabilidade econdémica, por apresentar o mesmo GMD que os demais grupos,
mesmo com alto grau de infecgdo. Porém, deve-se levar em conta a necessidade de
tratamento dos animais deste grupo, além dos resultados inferiores em parametros que
indicam resiliéncia, como Ht e albumina.

Etapas futuras sdo necessarias para um melhor entendimento de como a
suplementacao proteica efetivamente melhora a resisténcia e resiliéncia dos animais.
Analises imunologicas de quantificacdo de anticorpos IgA e IgE, por exemplo, podem

ser importantes neste entendimento.
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