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RESUMO

FERNANDES, M. A. Dindmica do metabolismo do fésforo em cordeiros
submetidos a infeccdo mista de Haemonchus contortus e Trichostrongylus
colubriformis utilizando o 2P. 2021. 79 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Centro

de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2021.

Os ovinos necessitam de suplementacéo nutricional, dentre os minerais o fosforo (P)
apresenta destaque pela sua importancia no metabolismo destes animais, e pelas
pastagens que, durante periodos de estiagem ndo fornece a quantidade necesséria
deste mineral, com custo de suplementacao elevado (esgotamento de suas jazidas) e
ainda risco de contaminacdo ambiental pela eliminacdo nas fezes. Objetivou-se com
este estudo determinar o desempenho e metabolismo do fosforo em cordeiros
submetidos a infegdo mista de Haemonchus contortus e Trichostrongylus
colubriformis utilizando a técnica da diluicdo isotopica com 32P. Foram utilizados 20
ovinos da raca Santa Inés, com sete meses de idade e peso inicial médio de 30,8 +
6,41 kg. Dez animais foram infectados com dose Unica de 30.000 larvas L3 de T.
colubriformis + 10.000 larvas L3 de H. contortus, e dez animais n&o foram infectados.
Distribuidos em delineamento inteiramente casualizado (DIC). Durante o periodo
experimental foram coletadas amostras de sangue, fezes, urina, liquido ruminal, bem
como as sobras e a dieta fornecida, e realizados testes de desempenho. Os animais
também foram submetidos ao exame de tomografia computadorizada, em dois
momentos, antes da infeccéo e ao final do experimento, com o objetivo de avaliarmos
possiveis alteracbes na composi¢ao corporal. Também foi mesurada a producédo de
metano entérico dos animais. No 64° dia apds a infeccdo experimental os animais
receberam injecdo intravenosa da solucdo de 3°P para determinar seu fluxo pelo
organismo dos animais. Decorridos 7 dias, ap0s a injecao do radioisétopo, 0os animais
foram abatidos com colheita e armazenagem das amostras. A infecgcdo mista
acarretou menor desempenho dos animais, pois afetou o0 consumo de matéria seca,
diminuiu o ganho em peso. Também, foi afetada a absorcdo do P, e
consequentemente a sua disponibilidade biolégica, comprometendo o metabolismo e
a dindmica do mineral no organismo, prejudicando o aproveitamento do nutriente pelo
animal. Houve diminuicdo na contagem de hemacias, hemoglobina e hematdcrito,

proteinas totais e albumina no plasma, e aumento na contagem de eosindfilos e



plaquetas. Observou-se também alteracGes fermentativas ruminais, com alteracdes
no perfil de producdo de AGCC, com maior producdo de metano nos animais
infectados. Sendo assim, conclui-se que a infec¢do mista reduz o consumo de matéria
seca com consequente prejuizo no desempenho destes animais. A menor
biodisponibilidade do P da dieta nos ovinos infectados altera o metabolismo, reduzindo
o fluxo para os tecidos, em especial, 0 6sseo com perda da sua densidade, bem como
alteracdes fermentativas ruminais, prejudicando o metabolismo nutricional, e maior

produgéo de metano pelos animais infectados.

Palavras-chave: Endoparasitas. Fésforo. Minerais. Ovinos. Radiois6topo. Metano.



ABSTRACT

FERNANDES, M. A. Dynamics of phosphorus metabolism in lambs submitted to
mixed infection of Haemonchus contortus and Trichostrongylus colubriformis
using 32P. 2021. 79 p. Tese (Doutorado em ciéncias) — Centro de Energia Nuclear

na Agricultura, Universidade de Séo Paulo, Piracicaba, 2021.

Sheep require nutritional supplementation, among the minerals phosphorus (P) is
highlighted by its importance in the metabolism of these animals, and for the pastures
that, during periods of drought does not provide the necessary amount of this mineral,
with high supplementation cost (depletion of its deposits) and also risk of
environmental contamination by elimination in feces. The objective of this study was to
determine the performance and metabolism of phosphorus in lambs submitted to
mixed infection of Haemonchus contortus and Trichostrongylus colubriformis using
isotopic dilution with 32P. Twenty Santa Inés sheep were used, with 7 months of age
and average initial weight of 30.8 + 6.41 kg. Ten animals were infected with a single
dose of 30,000 L3 larvae of T. colubriformis + 10,000 L3 larvae of H. contortus, and
ten animals were not infected. Using a completely randomized design (IHD). During
the experimental period, blood, feces, urine, ruminal fluid, as well as leftovers and diet
samples were collected, and performance tests were performed. The animals were
also submitted to computed tomography examination, in two moments, before infection
and at the end of the experiment, in order to evaluate possible changes in body
composition. The animals' enteric methane production was also measured. On the
64th day after experimental infection the animals received intravenous injection of the
32P solution to determine their flow through the organism of the animals. After 7 days,
after radioisotope injection, the animals were slaughtered with sampling and storage.
The mixed infection caused lower performance of the animals, because it affected the
dry matter intake, decreased weight gain. It affected the absorption of P, and
consequently its biological availability, compromising the metabolism and dynamics of
the mineral in the body, impairing the utilization of the nutrient by the animal. There
was a decrease in red blood cell count, hemoglobin and hematocrit, total proteins and
albumin in plasma, and an increase in the count of eosinophils and platelets. Ruminal
fermentative changes were also observed, with changes in the production profile of

SCFA, with higher methane production in infected animals. Thus, it is concluded that



the mixed infection reduced the consumption of dry matter with consequent impairment
in the performance of these animals. The lower bioavailability of diet P in infected
sheep altered their metabolism by reducing the flow to tissues, especially bone tissues
with loss of density. And ruminal fermentative changes, impairing nutritional

metabolism, and higher methane production by infected animals.

Keywords: Endoparasites. Phosphorus. Minerals. Sheep. Radioisotope. Methane.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui um mercado incipiente no consumo de carne ovina, pois
tradicionalmente o maior consumo concentra-se na carne bovina, suina e frango.
Ressalta-se que a producdo nacional ndo atende ao mercado consumidor interno,
necessitando de importacdo. O pais tem potencial para o desenvolvimento da
ovinocultura e mesmo assim o numero total de cabecas produzidas vem apresentando

crescimento lento ao longo dos ultimos anos.

A maior parte do rebanho de corte no pais em sistemas de criacdo extensivo e
semi-intensivo, tendo a pastagem como a principal fonte nutricional, apresentando um
desempenho produtivo baixo. A maioria dos animais sao mantidos em instalagées que
nao permitem um manejo sanitario adequado, dificultando assim a prevencdo e
controle de doencas, apresentando elevado nivel de contaminacdo por agentes
infecciosos e parasitarios. Além disso, ha, baixo nivel de adocdo das medidas
tecnologicas disponiveis, ou quando sdo empregadas, utilizam-nas de maneira

inadequada.

Entre os fatores que interferem no desemprenho produtivo dos animais em
paises tropicais e subtropicais, as parasitoses gastrintestinais estdo entre as
principais. A saude do rebanho depende de controle parasitario efetivo para que se
mantenha 0s animais saudaveis, caso contrario a criacdo torna-se inviavel
economicamente, devido a baixa produtividade, pois afeta a digestédo e absorcéo de
nutrientes. No Brasil, a ovinocultura tem como base a producéo a pasto, que favorece
a contaminagdo destes animais por endoparasitas, pois estes se mantém endémicos,
pois o controle nas pastagens se torna dificil, devido a resisténcia do parasita no
ambiente. Esta situacdo pode afetar todas as fases da producéo, porém os animais
jovens e as fémeas no periparto sdo mais susceptiveis, sofrendo maiores danos,

inclusive mortalidade.

Entre os parasitas gastrintestinais, 0s mais comuns sdo 0s pertencentes a
familia Trichostrongylidae, destacando-se o Haemonchus spp., Tricostrongylus spp.,
Cooperia spp., Ostertagia spp. € Nematodirus spp. Nesse sentido, a maior importancia
ocorre nas infecgcbes mistas pelo Haemonchus contortus e Trichostrongylus

colubriformis, devido principalmente a patogenicidade, prevaléncia e intensidade da
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infeccdo causada por eles, e também pela populagcédo destes parasitas apresentarem

resisténcia aos anti-helminticos, que ocorrem de maneira predominante.

Nas verminoses gastrintestinais, os endoparasitas que ali se alojam podem
interferir na ingestdo voluntaria de alimentos com quadro de inapeténcia e/ou
interferindo na absorcdo dos nutrientes. Entre 0s nutrientes que pode apresentar
reducdo de absorcdo podemos destacar o fosforo (P), macromineral essencial e de
vital importancia para o metabolismo animal, devido a sua participacdo em diversas
vias metabolicas, seja na forma de ATP (energia), composicdo 6éssea, massa
muscular (proteina), producéo de leite etc. Esta falha na absorcdo de minerais pode
provocar reducdo do crescimento do esqueleto, da densidade Ossea e da

mineralizacao.

Em ruminantes, o fésforo ocupa o segundo lugar entre 0os minerais presentes
no organismo, sendo reconhecido como um dos principais nutrientes, provavelmente,
0 mais utilizado como suplemento para esses animais devido ao fato da dieta a pasto
nao suprir as necessidades nutricionais dos ruminantes para este mineral. Além disto,
h& grande interesse no estudo do metabolismo do P, ndo apenas com finalidade
nutricional para o ruminante, mas com o objetivo de diminuir a contaminagédo do
ambiente provocada pela intensificacdo da producao destes animais. Os excrementos
representam importante fonte de contaminacdo, com residuos ricos em P.
A diminuicdo da absorcdo de P pode estar presente em animais infectados por
T. colubriformis, pois estes estdo localizados principalmente na porcao inicial do
intestino delgado, local onde ocorre a maior parte da absor¢céo deste mineral.

Os elementos minerais como o P, ap0s a absorcdo intestinal, circulam
continuamente no sangue, linfa, 6érgaos e tecidos, e sdo eliminados. Varios métodos
experimentais para a apresentacdo das exigéncias minimas de P para determinada
espécie animal estao descritos na literatura, porém, a eficiéncia destes métodos pode
ser prejudicada, principalmente para animais parasitados por helmintos
gastrintestinais. Objetivando aperfeicoar estas técnicas para a determinacdo da
dindmica de P no organismo animal, alguns trabalhos utilizando a metodologia da
diluicdo isotépica com o radioisétopo (*?P) como tracador para mapear a cinética do
P nos diferentes tecidos em ruminantes foram realizados. Porém, trabalhos
empregando a técnica de diluicdo isotOpica e modelagem de P em ruminantes

infectados por endoparasitas sdo poucos.
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Sendo assim, a compreensdo das alteracbes que ocorrem na fisiologia de
animais infectados com endoparasitas é fundamental para auxiliar na tomada de
decisdo a respeito do controle de endoparasitas no individuo infectado, assim como
acao preventiva do restante do rebanho e do pasto. Adicionalmente, compreender
essas alteracdes fisiologicas pode representar uma ferramenta importante para evitar
o fornecimento excessivo de nutrientes aos animais (perdas econbmicas) e

consequentemente a contamina¢do ambiental.

1.1 Hipbteses

A principal hipétese deste estudo é de que a a¢édo patogénica da infec¢ao mista,
por H. contortus e T. colubriformis, afeta a capacidade absortiva do fésforo no animal
infectado, prejudicando assim o fluxo do mineral através do organismo, a sua

utilizacao pelos tecidos, comprometendo o seu metabolismo.

A infecgcdo mista por H. contortus e T. colubriformis prejudica o consumo e o
aproveitamento da dieta em cordeiros parasitados, acarretando baixo
desenvolvimento e desempenho. Promovendo também alteraces hematoldgicas e

bioquimicas no organismo animal.

1.2  Objetivo Geral

Objetivou-se com este estudo determinar o desempenho e metabolismo do
fésforo em cordeiros submetidos a infecdo mista de Haemonchus contortus e

Trichostrongylus colubriformis utilizando a diluicéo isotépica com 32P.
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1.3 Objetivos Especificos

o Avaliar a influéncia da infeccédo mista na absorcéo e fluxo do P entre os
tecidos.
o Avaliar as perdas do fosforo pelas fezes em decorréncia da infecgédo

por endoparasitas.
o Avaliar a influéncia da infeccdo mista nos parametros hematoldgicos e
bioquimicos em ovinos parasitados.

o Estudar a influéncia da infeccdo mista na emissao de metano.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1  Ovinocultura no Brasil

A producdo de carne ovina no Brasil é uma atividade que vem se
desenvolvendo gradativamente no pais nos ultimos anos. Porém, a producédo ainda €
insuficiente para atender a demanda interna do mercado consumidor, que vem
crescendo nos ultimos anos, principalmente na regido sudeste do pais (SENAR,
2019). Essa situacao demonstra que o pais tem potencial para o desenvolvimento da
ovinocultura e mesmo assim o nimero total de cabecas produzidas vem apresentando

valores constantes ao longo dos ultimos anos (ANDRADE, 2015).

Os sistemas de criacdo adotados pela maior parte dos produtores no Brasil
contribuem para o desempenho produtivo baixo da ovinocultura nacional. A maioria
dos animais sdo mantidos em instalacbes que ndo permitem manejo sanitario
adequado, dificultando assim a prevencdo e controle de doencas, apresentando
elevado nivel de contaminacédo por agentes infecciosos e parasitarios. Além disso, ha
baixo nivel de adocdo das medidas tecnoldgicas disponiveis, ou quando sé&o
empregadas, utilizam-nas de maneira inadequadas (ALENCAR et al., 2010;
BERCHIELLI; PIRES; OLIVEIRA, 2011).

As parasitoses gastrintestinais estdo entre os principais problemas sanitarios
na producao de pequenos ruminantes, e 0s sistemas de criacdo a pasto, utilizado pela
maioria dos produtores, favorecem a contaminagcdo parasitaria destes animais. A
saude do rebanho depende de controle parasitario efetivo para que se mantenha os
animais saudaveis, caso contrario a criagcao torna-se inviavel economicamente, devido
a baixa produtividade, pois afeta a digestdo e absorcdo de nutrientes. Esta situagéo
pode afetar todas as fases da producdo, porém os animais jovens e as fémeas no
periparto sdo mais susceptiveis, sofrendo maiores danos, inclusive mortalidade
(AMARANTE; DA SILVA; RAGAZO, 2014; TEIXEIRA; CAVALCANTE; VIEIRA, 2015).
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2.2 O foésforo no metabolismo animal

O fosforo (P) apresenta as mais variadas fungbes, sendo um dos principais
elementos estruturais do organismo animal. Além da sua grande importancia na
formacéo do tecido 6sseo, onde 80 a 85% do total de P esté localizado no tecido 6sseo
(LOUVANDINI et al., 2008), também faz parte do metabolismo de aminoé&cidos,
proteinas e lipideos e esta envolvido na producéo de energia (COX; NELSON, 2008).
O fosforo participa ainda, na manutencdo e integridade celular, na regulacdo do
equilibrio acidobasico e da pressdo osmotica (ENSMINGER; OLDFIELD;
HEINEMANN, 1990). Em ruminantes, o fosforo também €& essencial ao metabolismo
e desenvolvimento do microbiota ruminal (BREVES; SCHRODER, 1991), devido a sua
funcdo tamponante contra o baixo pH do rimen, e de fazer parte da nutricdo do
microbiota ruminal (VITTI; KEBREAB, 2010).

Em ruminantes, o fésforo ocupa o segundo lugar entre os minerais presentes
no organismo animal, sendo reconhecido como um dos principais nutrientes. A maior
parte das pastagens apresenta niveis de fésforo abaixo das necessidades minimas
dos animais (VITTI; KEBREAB, 2010). Sendo assim, € o macromineral mais caro e
utilizado como suplemento para esses animais (GOFF, 2018; WU et al., 2001). Além
disto, ha grande interesse no estudo do metabolismo do P, ndo apenas com finalidade
econOmica e nutricional para a producao de ruminantes, mas também com o objetivo
de diminuir a contaminacdo ambiental provocada pela intensificagdo da producéo
destes animais. Os excrementos representam importante fonte de contaminacao, com
residuos ricos em P, tendo em vista que a rota de excrecdo deste mineral nos
ruminantes é feita via fezes (TAMMINGA, 2003).

A deficiéncia de minerais, particularmente a de P, € um dos fatores
responsaveis pela baixa produtividade dos rebanhos brasileiros, representando
perdas econdmicas aos produtores. A deficiéncia ndo é incomum, principalmente
devido ao alto custo da suplementacéo de P, pois ha escassez das reservas naturais.
O suprimento adequado de fésforo de P evita gastos desnecessarios no caso de uso
em excesso do mineral e também contribui para um melhor desempenho do rebanho
(DE SOUSA et al., 2018; GOFF, 2018).
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O P é ingerido pelo animal na forma de fosfatos organicos ou compostos
inorganicos. Nas racgfes fornecidas aos animais, a fonte mais comum utilizada de P
tem origem rochosa, devido a maior viabilidade de compra e palatabilidade, sendo a
mais usada o fosfato bicélcico (DIAZ GONZALEZ; OSPINA; BARCELLOS, 1998).
A concentracdo ruminal de P é constituida pelo P da dieta, e pelo P enddgeno,
proveniente da secrecdo salivar, que representa uma importante via de reciclagem de
P, e representa 50 a 70% do P presente no rimen, e de vital importancia para a
homeostase ruminal (VITTI; KEBREAB, 2010).

Em comparacdo aos animais monogastricos, 0s ruminantes apresentam
algumas particularidades no que diz respeito a regulacdo da homeostase do mineral,
que pode ser considerada uma interagdo combinada entre a absorgédo, excrecéo,
retencdo, secrecao e reciclagem gastrintestinal, a mobilizacdo 6ssea, e a excrecao
renal para manter as concentracdes fisiolégicas ideais no sangue (WILKENS;
MUSCHER-BANSE, 2020). A absorcdo do P pode ocorrer em todas as porc¢des do
rimen, e nos intestinos delgado e grosso, sendo a maior parte absorvida no duodeno
e jejuno (GOFF, 2018; REINHARDT; HORST; GOFF, 1988). O P ndo absorvido em
ruminantes € excretado via fezes em ruminantes, contrastando aos animais nao
ruminantes, nos quais 0s rins constituem o principal mecanismo de controle do
metabolismo do P (VITTI; ABDALLA; CLETO DA SILVA FILHO, 1991).

Uma vez absorvido no trato gastrintestinal, o P chega ao sangue, que é
considerado um “pool” central de reservas minerais prontamente metabolizaveis, uma
vez que estdo prontos para ser utilizado e retido pelos 6rgaos e tecidos, principalmente
0 armazenamento no tecido 0sseo, considerado o grande reservatério de P
(LOUVANDINI; VITTI, 1996). O fluxo de P entre o sangue e 0 0SSO € continuo,
ocorrendo retencdo ou absorcdo Ossea, que esta intimamente correlacionada aos
niveis plasmaticos de P, garantindo a homeostase de P para o organismo animal
(REINHARDT; HORST; GOFF, 1988; WILKENS; MUSCHER-BANSE, 2020).

Segundo Louvandini et al. (2008) nos ruminantes fatores como a idade, estagio
fisiologico, condi¢cdes nutricionais e higidez sdo responsaveis pela grande variacéo
gue ocorre entre as trocas bioquimicas do fésforo nos tecidos e seus fluidos. Teores
inadequados desse mineral no organismo podem resultar da sua falta na dieta ou de

uma absorcéo prejudicada. Nas verminoses os endoparasitas se alojam no sistema
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digestorio e podem atuar reduzindo a ingestéo de alimento com quadro de inapeténcia

e/ou interferindo no processo de absorcdo dos nutrientes.

2.3 Anélise do metabolismo do fésforo pela técnica da dilui¢&o isotdpica

Os ensaios de metabolismo s&o importantes na nutricdo animal para melhor
compreensao das necessidades de nutrientes e fluxos em todo o organismo animal.
Em estudos minerais, as técnicas mais comuns aplicadas sao o uso de dietas livres
de nutrientes, dietas mudltiplas utilizando niveis crescentes de nutrientes ou
marcadores de nutrientes (COELHO DA SILVA; LEAO, 1979). Para todas essas
técnicas, quando o estudo visa determinar o metabolismo mineral, os animais
precisam ser abatidos para avaliar a concentracdo desses nutrientes no 0sSsos e
tecidos moles, e determinar a dinamica do sistema mineral (LOFGREEN; GARRETT,
1968; ROCHA et al., 2012).

Em relagdo aos estudos envolvendo marcadores para determinar o
metabolismo, o radioisétopo € classificado como preciso para determinacdo do
metabolismo sistémico, a verdadeira eficiéncia de absorcéo e as perdas enddgenas,
considerando que o is6topo terd as mesmas propriedades quimicas, fisicas ou
biolégicas em comparacdo com o elemento estavel (CANTONE; GIUSSANI, 2001). A
técnica de diluicdo isotopica aplicada para determinar a dinamica P envolve a
incorporacdo de quantidade conhecida de 3?P (is6topo radioativo) como substancia
rastreadora aplicada no animal, apés a condicdo isotopica de estado estavel, sédo
realizadas medicbes em todo o sistema (sangue, 0sso, tecido mole), trato
gastrintestinal e excrecdes (fezes, urina) (VITTI; KEBREAB, 2010). Além disso, os
elementos radioativos tém caracteristica particulares (emissédo de particulas ou ondas

eletromagnéticas) capazes de serem detectadas e medidas.

Considerando estudos envolvendo a determinagdo do metabolismo P, Kleiber
et al. (1951) utilizaram 32P para determinar P enddgeno fecal e digestibilidade total.
Em ovinos, o pico maximo de excrecdo de *°P nas fezes de ocorre 24 horas ap6s a
injecao intravenosa (VITTI; ABDALLA; SILVA FILHO, 1991), apds o pico, o ¥?P nas
fezes diminuem em uma curva exponencial, esta expressdo matematica é usada para

determinar a perda enddgena e a absorcdo real de P (COMAR et al., 1953).
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A determinacédo da perda enddgena de P foi aperfeicoada por Kleiber et al. (1951),
que possibilitou a disseminacdo da metodologia baseada no uso de 3?P. Através da
técnica foi possivel demonstrar que existe relacao linear entre o consume e a perda
enddégena de P (LOUVANDINI, 1995). Outros estudos foram realizados utilizando o
3P e “Ca para determinar a cinética desses minerais no organismo animal
(BOMPADRE et al., 2021; BUENO; VITTI, 1999; DIAS et al., 2007; LOUVANDINI;
VITTI, 2007; SILVA et al., 2018).

2.4 Modelagem

Em decorréncia da grande disponibilidade de informacgbes e do conhecimento
cientifico gerado nos amplos ramos da ciéncia, os cientistas tém se voltado a simular
e desenvolver modelos matematicos que possam se ajustar aos fendmenos
bioldgicos. Esses modelos podem ser estocasticos, envolvendo componentes obtidos
de forma casualizada, ou deterministicos, podendo, nas duas situacOes,
representarem descri¢cdes de grupos populacionais dentro de um espaco de tempo ou
tratar de processos dinamicos (COULSON; BROWN; ROTHERY, 1995).

No estudo de sistemas biolégicos, a andlise compartimental tem sido bastante
usada para sintetizar modelos mais simples, que simulam o comportamento da
cinética do tracador analisado. A resolucdo final do problema requer uma
compreensao de cada reacao ou processo envolvido com o tracador. Grace (1981)
destaca que os compartimentos nao podem ser definidos em termos anatémicos,
porém, estao, provavelmente, relacionados aos processos metabolicos. Relata ainda,
gue é importante a hipotese estabelecida no modelo de que seja constante o fluxo de

entrada e de saida de fésforo nos compartimentos.

Schneider et al. (1985) destacaram que em estudo com modelos
compartimentais devem ser estabelecidas as seguintes suposi¢cdes ordenadas:
primeiro, as cinéticas do sistema sao lineares, ou seja, a quantidade do mineral
absorvido é proporcional a concentracdo do mineral presente no sistema; segundo, 0
tracador mistura-se uniformemente no pool labil associado; terceiro, 0 metabolismo

do animal permanece em equilibrio. Alguns modelos tém sido propostos para
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representar o metabolismo de P no organismo animal, que diferem basicamente pelo

numero de compartimentos utilizados (SILVA, 2017).

O modelo proposto por Fernandez (1995) foi construido para o estudo do
metabolismo de calcio e fosforo, através da combinacdo de resultados de absorcéo,
balanco e cinética dos minerais, considerando o fluxo em trés compartimentos, o trato
gastrintestinal, sangue e tecido 6sseo. Com a introducdo de um quarto compartimento,
os tecidos moles, Lopes et al. (2001) adaptaram o modelo, permitindo melhor

avaliacao dos fluxos de Ca e P no organismo animal.

2.5 Parasitismo gastrintestinal e sua influéncia no metabolismo de fésforo

Entre os parasitas gastrintestinais em ovinos, 0S mais comuns Sao 0S
pertencentes a familia Trichostrongylidae, destacando-se o Haemonchus spp.,
Tricostrongylus spp., Cooperia spp., Ostertagia spp. e Nematodirus spp.
(AMARANTE; DA SILVA; RAGAZO, 2014). Neste sentido, a maior importancia ocorre
nas infeccbes mistas pelo Haemonchus contortus e Trichostrongylus colubriformis,
devido principalmente a patogenicidade, prevaléncia e intensidade da infeccdo
causada por eles, e pela populacdo destes parasitas apresentarem resisténcia aos
anti-helminticos, que ocorrem de maneira predominante (ARSENOPOULOS et al.,
2021; CARVALHO et al., 2021; CHAGAS et al., 2007; DE ALMEIDA et al., 2018).

Nas verminoses gastrintestinais, os endoparasitas que ali se alojam podem
interferir na ingestdo voluntaria de alimentos com quadro de inapeténcia e/ou
interferindo na absor¢do dos nutrientes (MENDEZ-ORTIZ et al., 2019). Entre os
nutrientes que pode apresentar reducéo de absor¢cdo podemos destacar o fésforo (P).
Esta falha na ingestéo e absorcao de minerais pode provocar redugéo do crescimento
do esqueleto, da densidade Ossea, da mineralizacdo e desempenho de ovinos
infectados (CARDIA et al., 2011; CARVALHO et al., 2021; FOX, 1997).

Com o objetivo de avaliar o metabolismo do P pela técnica do 2P, Louvandini
et al. (2009a; 2009b) realizaram dois experimentos em bezerros infectados
com C. punctata, um com infec¢do Unica e outro com infec¢do seriada. A infeccéo
Unica, apesar de nao diminuir o apetite dos bezerros determinou reducdo do peso

vivo, teor de P no plasma e retencdo do mineral, com maior excrecao do P nas fezes.
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Na infeccéo seriada, houve reducdo na ingestdo da dieta indicando sobreposicao do
efeito inapeténcia e infeccdo que resultaram em reducéo da absorcédo de P e perda

em peso desses animais, agravando ainda mais o quadro clinico dos bezerros.

O H. contortus é um parasita hematéfago, encontrado no abomaso de
ruminantes, sendo a principal espécie que acomete ovinos criados em regides
tropicais e subtropicais. Em decorréncia da espoliacdo sanguinea e hemorragias
abomasais causadas pelas lesées na mucosa do 6rgao (TAYLOR; COOP; WALL,
2017), bem como o fator hemolitico (FETTERER; RHOADS, 1998), a principal
caracteristica desta enfermidade é a anemia que, principalmente em cordeiros, pode
ser fatal (ARSENOPOULOS et al., 2021). A ingestdo voluntaria de alimentos por
animais parasitados por H. contortus pode ser comprometida pela presenca do
parasita no abomaso, que promove a liberacdo de gastrina e pepsinogénio,
diminuindo o apetite (FOX, 1997; MENDEZ-ORTIZ et al., 2019), podendo assim afetar

0 consumo de nutrientes importantes como o P.

O T. colubriformis apés a infec¢ao do hospedeiro, as larvas em estadio L3, para
completarem o seu desenvolvimento, penetram entre as glandulas epiteliais da
mucosa duodenal, formando tineis entre o epitélio e a lamina prépria. Ao retornarem
a luz intestinal para continuar seu desenvolvimento até adultos, ocorre ruptura da
mucosa, com edema, exsudacdo e hemorragia. As vilosidades intestinais tornam-se
achatadas e sinuosas, diminuindo a superficie de absorcdo (BOWMAN, 2010;
TAYLOR; COOP; WALL, 2017). Segundo Poppi et al. (1985), a infeccdo por
T. colubriformis reduz a absorcéo e metabolismo de P e aumentando a sua perda

enddgena, provocando a sua deficiéncia metabdlica sistémica do mineral.

Os principais sinais clinicos da tricostrongilose seriam a diarreia, em funcao do
quadro de enterite e a diminui¢cdo do crescimento em decorréncia da baixa deposi¢ao
de proteina, gordura, calcio e P (BOWN; POPPI; SYKES, 1989). Sykes e Coop (2001)
relataram uma reducédo de 38 % no ganho em peso, 50 % na deposicao de gordura,
77 % na deposicao de proteina e 99 % na deposicéo de calcio em animais parasitados
com T. colubriformis em niveis subclinicos, quando comparados com animais livres

de helmintos.
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Em estudos recentes, Silva et al. (2018) em infeccdo seriada, e Bompadre et
al. (2021), em infeccéo unica com T. colubriformis em cordeiros Santa Inés, utilizando
a técnica da diluicéo isotdpica com 32P, observaram que a infec¢éo afetou a absorcéo
do P, e consequentemente redugéo do P no sangue, na secrecdo salivar, retencao
nos tecidos moles e no osso. Houve, também, aumento da concentracdo de P nos

animais infectados.
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3 Desempenho e metabolismo do fésforo em ovinos submetidos a infecao
mista de Haemonchus contortus e Trichostrongylus colubriformis

utilizando a diluicdo isotépica com 3?P

3.1 Resumo

O Fosforo € um dos principais minerais presentes no organismo animal, sendo
necessaria a sua suplementacdo em ruminantes. Um dos principais fatores que
comprometem a sua metabolizagéo pelos animais sdo as parasitoses gastrintestinais.
Sendo assim, se objetivou com este estudo demonstrar o desempenho e o
metabolismo do P, através da técnica de diluicéo isotdpica usando o radioisétopo 3P,
de cordeiros com infeccdo mista com H. contortus e T. colubriformis. Foram utilizados
20 ovinos da raga Santa Inés, com 7 meses de idade e peso inicial médio de 30,8 +
6,41 kg. Dez animais foram infectados com dose Unica de 30.000 larvas L3 de T.
colubriformis + 10.000 larvas L3 de H. contortus, e dez animais n&o foram infectados.
Utilizando-se delineamento inteiramente casualizado (DIC). Durante o periodo
experimental foram coletadas amostras de sangue, fezes, urina, bem como as sobras
e a dieta fornecida, e realizados testes de desempenho. Os animais também foram
submetidos ao exame de tomografia computadorizada, em dois momentos, antes da
infeccdo e ao final do experimento, com o objetivo de avaliarmos possiveis alteracdes
na composicdo corporal. No 64° dia apés a infeccdo experimental os animais
receberam injecdo intravenosa da solugcdo de 3°P para determinar seu fluxo pelo
organismo dos animais. Decorridos 7 dias, ap0s a injecéo do radioisétopo, 0s animais
foram abatidos com colheita e armazenagem das amostras. A infeccdo parasitéria
comprometeu a absorcdo de fosforo, consequentemente interferindo em toda a
metabolizacdo do mineral. A menor biodisponibilidade do P da dieta nos ovinos
infectados reduz o fluxo de P para os tecidos em especial o 6sseo com perda da sua

densidade, levando também ao baixo desempenho dos animais.

Palavras-chave: endoparasitas, fésforo, minerais, ovinos, radioisétopo, tomografia.
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3.2 Introducéo

A acao de parasitas gastrintestinais sobre o organismo infectado, levam falhas
na digestdo e absorcdo dos nutrientes para o metabolismo animal, entre eles o P
(MAVROT; HERTZBERG; TORGERSON, 2015; MENDEZ-ORTIZ et al., 2019). Os
parasitas gastrintestinais mais comuns em ovinos sdo 0s pertencentes a familia
Trichostrongylidae, destacando-se as infec¢bes mistas por Haemonchus contortus e
Trichostrongylus colubriformis, devido a patogenicidade, prevaléncia e intensidade da
infecgao causada por eles (AMARANTE; DA SILVA; RAGAZO, 2014; CARVALHO et
al., 2021; CHAGAS et al., 2007).

O fésforo (P) em ruminantes ocupa o segundo lugar entre os minerais
presentes no organismo, sendo reconhecido como um dos principais nutrientes,
provavelmente, o mais utilizado como suplemento para esses animais devido ao fato
da pastagem ndo suprir as necessidades nutricionais para este mineral. Além disto,
ha grande interesse no estudo do metabolismo do P, ndo apenas com finalidade
nutricional para o ruminante, mas com o objetivo de diminuir a contaminagédo do
ambiente provocada pela intensificacdo da producéo destes animais. Os excrementos
representam importante fonte de contaminacdo, com residuos ricos em P
(TAMMINGA, 2003).

Os elementos minerais como o P, ap0s a absorcdo intestinal, circulam
continuamente no sangue, linfa, 6rgdos e tecidos, e posteriormente excretados, no
caso dos ruminantes, via fezes. Varios métodos experimentais para a determinagao
do metabolismo do P estéo descritos na literatura, porém, a eficiéncia destes métodos
pode ser prejudicada, principalmente para animais parasitados por helmintos
gastrintestinais (SILVA et al., 2018). Objetivando aperfeicoar estas técnicas para a
determinacdo da dindmica de P no organismo animal, alguns trabalhos utilizando a
metodologia da diluicdo isotépica com o radiois6topo (*2P) como tracador para mapear
a cinética do P nos diferentes tecidos em ruminantes foram realizados (DIAS-SILVA
et al., 2020; LOUVANDINI; VITTI, 2007; SILVA et al., 2018; VITTI et al., 2006) Porém,
estudos empregando a técnica de diluicdo isotdpica e modelagem de P em ovinos,
submetidos a infeccdo mista por Haemonchus contortus e Trichostrongylus

colubriformis ainda ndo sao descritos na literatura.
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Objetivou-se com este estudo demonstrar o desempenho e o metabolismo do
P, através da técnica de diluicdo isotdpica usando o radioisétopo 3?P, de cordeiros

com infecgdo mista com H. contortus e T. colubriformis.

3.3 Material e métodos

3.3.1 Local do experimento

O experimento foi realizado, conforme a aprovacéo pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (Protocolo:
004/2015), nas dependéncias do Laboratério de Nutricdo Animal (LANA) do Centro de
Energia Nuclear na Agricultura da Universidade de Séao Paulo (CENA/USP), no

municipio de Piracicaba, Sado Paulo, Brasil.

3.3.2 Cultivo das Larvas

As larvas utilizadas para a infec¢do dos animais experimentais foram obtidas a
partir das fezes de ovinos doadores previamente preparados. Foram utilizados quatro
animais, sendo dois para larvas de H. contortus e dois para T. colubriformis, tratados
com Monepantel 2,5% (Zolvix®), na dose de 2,5 mg/kg peso vivo, para garantir a
inexisténcia de infeccdo cruzada e com o0 acompanhamento de exame
coproparasitolégico para confirmar a auséncia de infeccdo parasitaria prévia. Dois
animais receberam, por via oral, 20.000 larvas L3 de T. colubriformis e outros 2

animais receberam 10.000 larvas L3 de H. contortus.

Apds 21 dias do inicio da infec¢do os animais doadores foram monitorados a
cada dois dias, por exame coproparasitologico quantitativos, pelo método McMaster
modificado de contagem de ovos por grama de fezes (OPG) (LELAND, 1995). Assim
que os primeiros ovos foram detectados, iniciou-se as coletas de fezes diretamente
da ampola retal de cada animal, que foram utilizadas para o cultivo de ovos e
consequentemente obtencdo das larvas L3 por meio da coprocultura (UENO;
GONGCALVES, 1998).
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3.3.3 Delineamento e Manejo Experimental

Vinte ovinos da raga Santa Inés foram mantidos em ambiente controlado, desde
0 nascimento, para permanecerem livres de infeccdo por helmintos, e apds o
desmame aos 60 dias, foram mantidos com a mesma dieta base que foi utilizada
durante o experimento. Esses animais foram monitorados através de exames de

contagem de ovos por grama de fezes (OPG) semanalmente.

O delineamento experimental utilizado foi o delineamento inteiramente
casualizado (DIC), sendo os animais divididos em dois grupos, nao infectados (n=10)
e infectados (n=10), e o peso inicial médio dos animais foi de 30,8 *+ 6,41 kg, aos 7
meses de idade. Durante o experimento os animais foram mantidos em baias
individuais (1,0 x 1,5m) providas de comedouro, bebedouro, e durante o experimento

receberam agua e alimento ad libitum.

A dieta (Tabela 3.1), composta por feno de Tifton (Cynodon spp.) triturado,
concentrado (70% de milho e 30% farelo de soja) e suplemento mineral comercial, foi
calculada utilizando-se a proporcado de 60% de volumoso e 40% de concentrado,
sendo fornecida a quantidade de 3% em relagcdo ao peso vivo, segundo a
recomendacao do NRC (2007) para ganho em peso de 100 g/animal/dia. Durante o
experimento, 0s animais recebiam primeiramente o concentrado juntamente com o sal

mineral, e depois o feno.

Tabela 3.1 — Composicdo bromatolégica dos ingredientes da dieta experimental, com

base na matéria seca a 100° C

MS PB FDN FDA p* Ca
Ingredientes
(g/kg MS)
Concentrado 886 248 443 131 3,89 1,3
Feno de Tifton 919 88 791 355 1,57 2,7
Mistura Mineral 974 - - - 76,37 128,6

MS — Matéria Seca, PB — Proteina Bruta, FDN — Fibra Detergente Neutro, FDA — Fibra Detergente Acido, P —
fésforo, Ca — Calcio. Mistura Mineral: Magnésio 10g; Enxofre 35¢g; Sddio 120g; Cobre 0,756g; Manganés 2,180g;
Zinco 2,8g; lodo 0,056g; Cobalto 0,044g; Selénio 0,14 e Fluor 0,85g. (qsp — 1000g). *Fonte de P: Fosfato Bicalcico.
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A infeccdo experimental ocorreu dez dias ap0s o inicio do experimento. Dez
animais (infectados) receberam, via oral, em dose Unica 30.000 larvas L3 de T.
colubriformis + 10.000 larvas L3 de H. contortus, e dez animais nao foram infectados
(controle), e receberam agua destilada com o objetivo de ndo haver diferenca de

manejo entre os dois grupos de animais.

3.3.4 Consumo Alimentar, Ganho em Peso, Contagem de OPG e Carga

Parasitaria

O experimento teve uma duracdo de 71 dias, e para a avaliacdo de
desempenho os animais foram observados durante 56 dias, destes 10 dias de
adaptacdo as condicbes experimentais e 46 dias foram apds a infeccdo. O
fornecimento do feno foi realizado ad libitum, garantindo sobras de no minimo 10%, e
o concentrado foi calculado e ajustado semanalmente conforme o peso dos animais.
As sobras foram pesadas diariamente e o consumo diario foi calculado pela formula:
consumo (g) = fornecido (g) — sobras (g). As sobras foram pesadas diariamente e o
consumo diario foi calculado pela formula: consumo (g) = fornecido (g) — sobras (g).
Durante o periodo experimental os animais foram pesados em jejum, com 5, 15, 25,
35 e 45 dias apos a infeccao e foi calculado o ganho médio diario em peso (GMDP),
e 0 ganho em peso total no final do experimento.

Durante o experimento foram coletadas fezes, diretamente da ampola retal, de
todos os animais para a realizacdo do exame coproparasitolégico, pela técnica de
Gordon e Whitlock modificada de contagem de OPG. A determinacdo da carga
parasitaria foi feita através da contagem total de vermes, sendo que, durante o abate
dos animais, o0 abomaso e o intestino delgado foram retirados e separados. Todo o
conteudo, de ambos os seguimentos, em separado, foram lavados com agua corrente
até obter-se o volume total de 2 litros. Em seguida obteve-se uma amostra em
duplicada de cada compartimento, contendo 10% do material total, que foi conservada
em formalina tamponada (10%), e realizada a contagem dos vermes adultos presente

nos respectivos compartimentos.
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3.3.5 Tomografia Computadorizada

Os cortes tomograficos foram realizados no Hospital Veterinario da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, da Universidade de Sao Paulo, em S&o Paulo —
SP, sendo dois exames por animal, um antes da infeccdo e o outro, 55 dias apos a
infecgdo. O equipamento de tomografia computadorizada utilizado foi um helicoidal,
Modelo Mx 8000 da Philips Medical Systems.

Para a realizagdo do exame o0s animais foram anestesiados (xilazina:
0,05 mg/kg PV; cetamina:4,5 mg/kg PV, intravenoso) antes do procedimento. Para
cada animal as imagens tomograficas foram adquiridas em um plano transversal, com
trés milimetros de espessura e 1,5 milimetros de incremento. Na sequéncia, foram
selecionadas as imagens ao redor da 42 costela, da 122 costela e do fémur do lado

esquerdo das imagens para obtencao das medidas.

As imagens foram avaliadas utilizando o software Osirix MD (Pixmeo SARL —
Swiss), em escala de contraste de cor utilizando-se unidades Hounsfield (HU). Foram
medidos cinco pontos e o valor médio entre eles foi usado para analise estatistica. O
HU é o coeficiente de atenuacéo linear da agua, sendo que a equacgao que representa

HU descrito abaixo,

onde, HU é a escala de Housfield, p é o coeficiente de atenuacao linear dos tecidos,
e uWH20 é o coeficiente de atenuacgao linear da agua (agua HU = 0) (SCHNEIDER,;
PEDRONI; LOMAX, 1996).

HU = 1000 * ((u - uH20) / pH20)

A densidade Ossea foi calculada pela equacao descrita por Campbell et al.,
(2003) utilizando-se o HU dos ossos: Densidade 0ssea (g / cm3) = 1,0062 + 0,00106

* HU 0sso. Para o musculo e gordura utilizou-se a escala de contraste de cor em HU.

Na Figura 3.1 observa-se as imagens tomograficas com a localizagcdo dos
cortes e os pontos onde foram feitas as medidas de escala de contraste cor em HU

com o software ou programa Osirix MD.
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Figura 3.1 — Captura de tela do Osirix MD de imagem tomografica do lado esquerdo
dos cordeiros usada para medicdes (A). As linhas e pontos azuis nas
imagens mostram as regides medidas. B - regido da 42 costela, C — regido
da 122 costela e D — regido do fémur. Os pontos azuis, os locais especificos
gue os dados foram coletados
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3.3.6 Técnica de Diluicdo Isotépica (3°P) e Amostragem

Ao 59° dia ap0s a infec¢do experimental os animais foram colocados em gaiolas
para estudo de metabolismo, onde foram coletadas amostras de fezes e urina para a
determinacdo do P estavel, e no 64° dia os animais receberam a injecdo via
endovenosa de solugdo contendo 7,4 MBq de fosfato de sédio com 2P (NazHPOQa4),
livre de carregador, fornecida pelo instituto de Pesquisas Energéticas de Sdo Paulo
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(IPEN) na jugular esquerda. Amostras de sangue foram coletadas, 5 minutos e depois
a cada 24 horas apo6s a administracdo do radioisotopo, diariamente durante sete dias.
O sangue foi centrifugado e o plasma reservado para analises. Para ocorrer a
precipitacdo da proteina foi adicionado 9 mL de &cido tri-cloro acético em 1 mL de
plasma e o P inorganico foi determinado por colorimétrica (FISKE; SUBBAROW,
1925).

Ao final dos 71 dias ap0s a infec¢é@o, os animais foram abatidos conforme o
protocolo recomendado pelo MAPA (Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento). Amostras dos tecidos: figado, coracéo, rins, musculos e 0sso da 122
costela foram colhidos, limpas e moidas. ApGs a determinacdo do teor de matéria
seca, o material foi submetido a pré-queima em chapa aquecedora com gotas de &cido
nitrico 50%, seguindo para a obtencao de cinzas em processo de incineracdo a 500
°C. As cinzas foram solubilizadas em acido cloridrico, e o teor de P determinado pelo
método Vanadato-Molibdato (SARRUGE; HAAG, 1974). A deteccao da radioatividade
de 3?P nos tecidos foi realizada em espectrometro de cintilacdo liquida por efeito
Cerenkov (NASCIMENTO FILHO; LOBAO, 1977).

A Figura 3.2 mostra o esquema de diluicdo isotépica usando o 3?P para

determinar o P enddgeno e a absorc¢ao real.

Figura 3.2 — Esquema ilustrativo da técnica de diluicdo isotépica usando o 3°P na
avaliacdo da cinética do P em ovinos
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Fonte: VITTI; KEBREAB (2010), adaptado por Silva (2017).
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3.3.7 Modelagem

O modelo (Figura 3.3) utilizado foi o proposto por Fernandez (1995), com
adaptado por Lopes et al. (2001). Neste modelo sao considerados quatro
compartimentos: sendo o compartimento C1 o trato gastrintestinal, o C2, o plasma, o
C3, 0s 0ssos e 0 C4, os tecidos moles (figado coracéo, rim e musculo) estudados em
conjunto. O plasma foi caracterizado como compartimento ou pool central, em funcéo
de centralizar o intercambio de fosforo entre 0os demais compartimentos. Segundo
Louvandini et al. (2008) o uso deste modelo possui vantagens sobre 0s outros, pois
avalia a distribuicdo do mineral no organismo animal, detalhando as trocas entre
tecidos e as varias rotas, sendo o mais indicado para o estudo da cinética do P em

ovinos.

Figura 3.3 — Modelo da distribuicao do fésforo adaptado de Fernandez (1995)

Vi
- V-
( l |
i | \
: Trato Veor. | F 4 E—v Osso
P G astrintestinal s ! T
) * | Sangue A
1 ! } g
| -L v ! : \ /// 4, Vor
i = - 4
ot vaT s N i
* l Ver — PN B Bocs aia SR YRR .
+ Veo: | i
Vso | v : v
OeT oT1
Ve A v Vo-
4 —_—r
1 1
v VTe- *
Vs VTe+
Tecidos moles

Legenda: V, — quantidade de P ingerido; Ve — perdas totais de P nas fezes; Vi — perdas de P
enddgeno fecal; Vep — perdas de P nas fezes de origem dietética; Vaa — P absorvido de origem
alimentar; Vit — P de origem enddgena, que chega ao trato gastrintestinal (TGI); Va — P
enddgeno reabsorvido no TGI; Va — total de P absorvido; Vo+ - P incorporado no 0sso; Vo. -
P reabsorvido do 0sso; Vosr2 - P do 0sso reciclado para o 0sso e demais tecidos; Veo- - P
reabsorvido do o0sso, que retorna ao TGI; Vo+p - P do Var incorporado no 0sso; Vre+ - P
incorporado no tecido; Vre. - P reabsorvido do tecido; Vo+r: - P do tecido reciclado para 0sso
e demais tecidos; Vo-r - total de P reciclado para o0 0sso e demais tecidos; Ver. - P reabsorvido
dos tecidos, que retorna ao TGI; Vo7 - P do Var incorporado nos tecidos; Vep: - P do Var que
retorna para o0 TGI; Vep2 — P do Var distribuido para o osso e demais tecidos; Vo1 — P do Vo:r
reincorporado nos tecidos; Vo2 - P do Vo.r reincorporada nos 0ssos.
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3.4 Andlises estatisticas

A andlise estatistica dos dados foi realizada por meio do programa SAS v. 9.3®
(SAS Institute Inc., Cary, North Carolina, USA). Nas variaveis estudadas, foram
realizadas analises de variancia, considerando 5% o nivel de probabilidade. Os dados
com medidas repetidas no tempo foram submetidos a analise de variancia utilizando-

se o procedimento MIXED.

3.5 Resultados

3.5.1 Contagem de OPG e Carga Parasitaria

Os animais infectados apresentaram durante o periodo uma contagem média
de 2785 ovos por grama de fezes (OPG), atingindo a média maxima de 4985 OPG
aos 45 dias apos a infec¢cdo, como podemos observar na Figura 3.4. Nao se verificou
presenca de ovos de helmintos nas fezes nos animais nédo infectados durante o
periodo avaliado. A média de vermes adultos recuperados foram 998 de H. contortus
no abomaso, correspondendo a 9,98% das larvas infectantes que os animais
receberam, e 5652 adultos de T. colubriformis no intestino delgado, que corresponde

18,8% das larvas intefctantes.

Figura 3.4 - Média do numero de ovos por grama de fezes nos animais infectados por

H. contortus e T. colubriformis, durante o periodo experimental
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3.5.2 Consumo e Ganho em Peso

Durante este estudo, os animais néo infectados apresentaram consumo diério
de matéria seca superior aos infectados (P < 0,05), a partir do 26° dia apés a infeccdo
(Figura 3.5)

Figura 3.5 - Consumo diario em gramas de matéria seca (MS), dos animais nao
infectados e infectados por H. contortus e T. colubriformis. A partir do 26°
apos infeccdo houve diferenca no consumo (*) (P < 0,05)
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Os nao infectados apresentaram ganho em peso diario superior aos infectados
(Tabela 3.2), havendo diferenca entre os grupos apés o 15° de infeccéo (P < 0,05),
sendo que 7 animais infectados (70%) apresentaram ganho em peso negativo ao final
do experimento. Houve interagdo significativa entre tempo x tratamento (P < 0,05).
No final do experimento os nédo infectados apresentaram ganho total em peso de 6,4

+ 1,6 Kg, superior aos animais infectados que foi de 1,8 £ 2,7 kg (P < 0,05).
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Tabela 3.2 - Média de ganho em peso (g/animal/dia) dos animais ndo infectados e
infectados por H. contortus e T. colubriformis

Dias ap0s Tratamentos Efeitos
infeccdo Nao infectados Infectados =FM T D TxD
5 11742 12842 *k ns i
15 15042 338P
25 13142 178° 46,3
35 11342 1480
45 14542 -55¢b

Trat. = tratamento; Dias = coletas; T x D = interagdo tratamento e coleta. Letras minUsculas
sobrescritas diferentes na mesma linha e letras maiusculas diferentes na mesma coluna, diferem pelo
teste de Tukey a 5 % de significaAncia (**). (ns = ndo significativo, p > 0,05)

3.5.3 Tomografia computadorizada

Houve diminuicdo da densidade é6ssea (tabela 3), diferenca observada na
regido da 122 costela, sendo menor nos infectados (P < 0,05) aos 55 dias apos a
infeccdo. Nas demais medidas, apesar dos valores obtidos estarem menores nos

animais infectados aos 55 dias, ndo houve diferenca entre os tratamentos (P > 0,05).
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Tabela 3.3 - Densidade do tecido 6sseo (g / cm?) e escala de contraste de cor em
Housfield (HU) dos tecidos muscular e adiposo, dos animais nao
infectados e infectados por H. contortus e T. colubriformis. (EPM = erro
padrdo da média)

Tratamentos Valor de P
Tecido Regido Dias EPM T D TxD
Nao Inf Inf.

42 Costela 0 1,38 1,43 0,04 ns ns ns

55 1,52 1,46 ns ns ns

Osseo 122 Costela 0 1,52 1,47 0,03 ns ns ns

(g/cm?®)

55 1,542 1,43 ** ns ns

Fémur 0 1,49 1,47 0,04 ns ns ns

55 1,52 1,46 ns ns ns

0 58,0 58,10 3,78 ns ns ns
a

4%Costela g 60,0 54.85 ns ns ns

Muscular 0 59,67 58,57 3,08 ns ns ns
(HUL) a

12 Costela ¢ 56,33 56,57 ns ns ns

R 0 60,5 57,14 4,53 ns ns ns

Femur 55 61,0 56,14 ns ns ns

0 -93,67 -99,14 7,90 ns ns ns
a

4% Costela 55  -100,50  -100,86 ns ns ns

Adiposo 0 -94,50 -90,28 10,14 ns ns ns
HU a

HY) 122 Costela oo 19083  -9457 ns ns  ns

Fa 0 -82,17 -82,28 9,15 ns ns ns

emur 55  -10533  -99,14 ns ns ns

Trat. = tratamento; Dias = coletas; T x D = interacdo tratamento e coleta. Letras mindsculas
sobrescritas diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey a 5 % de significancia (**). (ns =
ndo significativo, p > 0,05)
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3.5.4 Metabolismo do Fosforo

Os resultados das variaveis obtidas para a determinacdo do metabolismo do P
nos animais infectados e nao infectados estdo descritos nas Tabelas 3.4 e 3.5. Nao
houve diferenca no consumo total de P (Vi) entre os animais, porém os infectados
apresentaram maior perda de P de origem alimentar nas fezes (Vrp) (P < 0,05), e
menor absorcdo do P de origem alimentar (Vaa) € enddgena (Var) pelo trato
gastrintestinal (P < 0,05). Os néo infectados apresentaram maior quantidade do P de
origem enddgena chegando ao trato gastrintestinal (Vir), e maior perda do P de origem
endogena nas fezes (Vi) (P < 0,05). Com relagéo perdas totais do P nas fezes (VF)

nao houve diferenca entre os animais infectados e nédo infectados (P > 0,05).

A disponibilidade biolégica do P foi menor nos animais infectados (P < 0,05),
como também a concentracdo plasmatica de P (P < 0,05). A meia vida bioldgica foi
mais elevada nos infectados (P < 0,05). As variaveis Vo+p, Vo+, Vo-, Vo+Rr, VeO- e Vor2

apresentaram valores menores nos animais infectados (P < 0,05).
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Tabela 3.4 - Médias das variareis relacionadas a dinamica do fosforo (P),
disponibilidade biolégica e meia vida bioldgica, Pplasma dos animais
nao infectados e infectados por H. contortus e T. colubriformis. (EPM

= erro padrao da média)

Variaveis Tratamentos Valor
(mg/kg PV) N3o Infectados Infectados EPM deP
P consumido (V) 113,73 110,37 5,19 0,669
Perdas de P dietético nas fezes (Vrp)) 45,16 62,96 5,27 0,036
P endo6geno total que chega no TGI (Vi) 119,31 59,91 18,01 0,010
P absorvido de origem endogena (Va) 74,36 28,45 13,71 0,009
P end6geno excretado nas fezes (Vi) 44 95 31,46 4,67 0,033
Perdas totais de P nas fezes (V§) 90,11 94,43 3,90 0,459
Balanco de P (Ba) 23,59 15,88 5,20 0,318
P absorvido de origem alimentar (Vaa) 68,57 4741 7,31 0,032
P total absorvido (Var) 142,94 75,86 20,15 0,009
Disponibilidade bioldgica do P (%) 60,55 44,06 3,98 0,016
Meia vida bioldgica do 32P (horas) 58,0 72,14 4,44 0,035
P plasmatico (mg/100 mL) 6,35 521 0,37 0,021
P saliva 0,15 0,10 0,086 0,001
P do Var que retorna ao TGl (Vep1) 24,45 13,60 4,95 0,125
P do Var distribuido para o 0sso e demais tecidos 118,49 62,25 15,63 0,003
(Ven2)
P do Varincorporado nos tecidos moles (Vout) 4,33 281 0,71 0,131
P do Varincorporado no 0sso (Vo-p) 114,15 59,45 15,95 0,003
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Tabela 3.5 - Médias das variareis relacionadas a dinamica do fosforo (P), dos animais
nao infectados e infectados por H. contortus e T. colubriformis, durante o

periodo experimental. (EPM = erro padréo da média)

Varidveis Tratamentos

(mg/kg PV) Nao Infectados Infectados EPM Valorde
P incorporado no 0sso (Vo+) 574,52 316,89 57,63 0,001
P reabsorvido do o0sso (Vo.) 552,30 301,87 56,64 0,001
Balanco de P no osso 22,73 15,19 4,99 0,307
P reabsorvido do 0sso que retorna ao 91,43 44,25 13,13 0,004
TGI (VeO.)
P do osso reciclado para o 0sso e 460,37 257,28 46,63 0,001
demais tecidos (Vo-r2)
P dos tecidos moles reciclado para o 16,52 12,47 2,02 0,165
0sso0 e demais tecidos (Vo+r1)
Total de P reciclado para o 0sso e 476,89 269,76 47,59 0,001
demais tecidos (Vo+r)
P do Vo«r reincorporado aos 0ssos 463,94 257,28 46,88 0,001
(Vor2)
P do Vo:+r reincorporado aos tecidos 16,52 12,48 2,02 0,166
moles (Vor1)
P incorporado nos tecidos moles (Vre+) 20,85 15,27 2,55 0,126
P reabsorvido dos tecidos moles (Vre-) 19,99 14,58 2,45 0,122
Balanc¢o de P nos tecidos moles 0,86 0,69 0,25 0,658
P reabs. dos tecidos moles que retorna 3,47 2,11 0,56 0,087

ao TGl (Ver)

Também se observou no presente experimento que 0s animais infectados
apresentaram maior concentracao de fésforo nos tecidos hepatico (P < 0,05), e menor

concentracéo no tecido 6sseo (P < 0,05) (Tabela 3.6).
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Tabela 3.6 - Concentracao de fosforo presente nos tecidos moles e 6sseo, dos animais
nao infectados e infectados por H. contortus e T. colubriformis, durante o

periodo experimental. (EPM = erro padréo da média)

Concentracédo Fosforo (g/kg MS)

Tecido Valor de P
N&o Infectados Infectados EPM
Figado 8,64 10,66 0,43 0,012
Rim 11,22 11,32 0,23 0,511
Musculo 7,25 7,41 0,18 0,658
Coragéo 8,18 8,67 0,19 0,229
Osso 95,59 88,96 1,67 0,044

3.6 Discusséao

A infeccdo mista por H. contortus e T. colubriformis obtida no experimento pode
ser classificada como severa. Segundo Ueno e Goncalves (1998), contagens de OPG
> 500 para infeccbes mistas com a presenca de H. contortus sdo consideradas
severas, pois a presenca dele agrava a patogenia da doenca parasitaria. Infeccdes
envolvendo T. colubriformis e H. contortus, sdo bastante comuns nos sistemas de
producdo extensivos e semi-intensivos, tendo a pastagem como a principal fonte
nutricional, prejudicando o desempenho produtivo dos animais infectados
(AMARANTE; DA SILVA; RAGAZO, 2014).

Neste trabalho foi observado que a infeccdo mista reduziu o consumo da dieta,
estando de acordo com os resultados encontrados por Carvalho et al. (2021), que
estudaram diferentes dietas em animais infectados por H. contortus e T. colubriformis,
e observaram diminuicdo no consumo da dieta nos parasitados. Segundo Méndez-
Ortiz et al. (2019), em estudo usando meta-analise, os helmintos gastrintestinais
afetam negativamente o consumo, existindo uma correlacdo negativa entre a ingestéo
de alimento e a carga parasitaria, prejudicando o aproveitamento dos nutrientes, que

consequentemente afetam o desempenho destes animais.

A reducdo do consumo na presenca de parasitas abomasais, tém sido
associadas as concentracfes aumentadas de gastrina no sangue com a liberacao de

gastrina e pepsinogénio no abomaso, levando inibicdo do apetite (FOX, 1997).
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Ja a diminuicdo na ingestdo de alimento causada pelo T. colubriformis esta
relacionada ao processo inflamatério desencadeado na mucosa intestinal e ao
desconforto produzido pelas lesdes causada pelos parasitas (CARVALHO et al., 2021,
SYKES; COOP, 2001).

Em trabalhos envolvendo infeccdo seriada (SILVA et al.,, 2018), e Unica
(BOMPADRE et al., 2021) com T. colubriformis observaram que a parasitose nao
interferiu no consumo dos animais avaliados nos experimentos. Porém, nestes
estudos houve apenas uma espécie de parasita envolvida, ja no presente trabalho
com infeccdo mista por H. contortus e T. colubriformis, pode ter potencializado a
gastroenterite (AMARANTE et al., 2014; CHAGAS et al., 2007), evidenciando-se a
reducdo na ingestéo de alimento.

O menor consumo de matéria seca dos ovinos infectados interferiu
negativamente no desempenho destes animais com menor ganho em peso diario em
relacdo aos ndo infectados apds 15 dias de infeccdo. Estudos demonstraram que a
infeccdo por helmintos gastrintestinais acarreta baixo desempenho em ovinos
parasitados, principalmente em animais em crescimento, provocando prejuizos aos
sistemas de producdo, pois estdo relacionados a baixa eficiéncia nutricional
(MAVROT et al., 2015; DIAS; SILVA et al., 2019; MENDEZ-ORTIZ et al., 2019) e
absorcdo de nutrientes (LOUVANDINI et al.,, 2008; PATHAK et al., 2013), como
consequéncia da patogenia da doenca. Aos 26 dias de infeccdo até o fim do
experimento o consumo de MS dos infectados permaneceu menor em relagédo aos
ovinos néao infectados, impondo reducdo no ganho em peso total de 4,6 kg para os

infectados, comprometendo o seu desempenho produtivo.

Como a redugéao no consumo foi observada na ingestéo do feno da dieta e ndo
no concentrado onde foi fornecida a suplementagéo de P, a ingestdo de P (Vi) foi
semelhante entre os ovinos dos dois tratamentos. Aspecto relevante, pois as
diferencas encontras no metabolismo do mineral foi em decorréncia dos
endoparasitas. Os animais infectados apresentaram menor propor¢cdo de P
consumido absorvido (Vaa) NO trato gastrintestinal e menor absorcéo total de P (Var),
com maior concentragdo do P consumido presente nas fezes (Vrp), em relacdo aos
nao infectados, demonstrando assim falha na absor¢cdo do P consumido na dieta,

associado principalmente ao T. colubriformis.
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A quantidade total de P presente nas fezes é constituido pelos fésforos de
origem alimentar e endogena, e a diferenciacao foi possivel através da utilizacdo da
técnica da diluicdo isotopica. No presente estudo, ndo foi observada diferenca na
guantidade de P total presente nas fezes (VF), porém houve diferenca na origem
deste. Os animais infectados apresentaram maior quantidade de P da dieta nas fezes
(Vrp), j& 0s animais ndo infectados apresentaram maior quantidade de P endogeno
nas fezes (Vr), demonstrando que a infec¢do reduziu a capacidade de absor¢do do P
da dieta, alterando o metabolismo do mineral conforme relatado anteriormente. Estes
resultados corroboram com Silva et al. (2018) que, utilizando 3°P para avaliar o
metabolismo e a cinética do P em cordeiros infectados experimentalmente somente

com T. colubriformis, observaram que a infeccdo comprometeu a absorcéo do P.

Nos ovinos infectados a menor absorcéo e disponibilidade de P refletiu menor
P no plasma para ser excretado via saliva e T1/2 mais lenta e por consequéncia menor
P endogeno fecal. Os animais nao infectados apresentaram maior absorcdo do P da
dieta do que os animais infectados, promovendo com isso maior quantidade de P
endogeno chegando no trato gastrintestinal (Vir), uma vez que nos animais infectados

a absorcao do P foi comprometida e o organismo diminuiu a reciclagem do mineral.

A diminuicdo na capacidade absortiva do P, demonstrada no presente estudo,
em decorréncia da parasitose, afetou a utilizacdo do mineral pelo animal, ou seja, a
disponibilidade biolégica do P foi reduzida nestes animais, comprometendo
importantes fun¢des que sdo desempenhadas pelo P no metabolismo animal,
demonstrando que a infeccdo mista provocou alteracbes na cinética do mineral.
Sendo assim, a dindmica do P nos tecidos foi comprometida nos animais infectados,
com menor P absorvido distribuido para o 0sso e demais tecidos (Vebz2), menor P do
0sso reciclado para o 0osso e demais tecidos (Vo+r2) € menor P total reciclado para o
0sso e demais tecidos (Vo+r), comprometendo a disponibilidade do mineral para o

metabolismo dos tecidos.

O o0sso € uns principais tecidos envolvidos no metabolismo de P (LOUVANDINI
et al., 2008), funcionando como reserva importante para a manutencao do mecanismo
de homeostase do mineral no organismo animal (VITTI; KEBREAB, 2010), logo, nos
animais infectados, o tecido 6sseo foi 0 mais prejudicado, pois apresentaram reducao
do P total absorvido (Var) incorporado no 0sso (Vo+b), como também nos fluxos Vo-,
Vo-, VeO., Vo+r2, Vo+r € VorT2.
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No presente estudo se observou, através da tomografia computadorizada,
diminuicdo da densidade 6ssea na regidao da 122 costela nos animais infectados, em
decorréncia da infeccao parasitaria. Como descrito anteriormente, a absorc¢éo do P foi
comprometida nestes animais, que resultou na diminuicdo do P plasmético, ativando
0 mecanismo compensatorio de reabsor¢cao do mineral armazenado no tecido 0sseo,
em consequéncia reduzindo a densidade do tecido, corroborando com o observado

por Bompadre et al. (2021).

Entretanto, ndo houve diferencas no balanco do P no 0sso e nos demais tecidos
entre 0S grupos, isto pode estar relacionado ao tempo de infeccéo, que ndo levou ao
desbalanco, semelhante ao encontrado por Silva et al. (2018). Porém se observou que
0s animais infectados apresentaram maior concentracao de P nos tecidos hepatico,
demonstrando um desvio na dindmica do mineral no organismo parasitado. O
aumento na concentracdo no tecido hepético que pode estar relacionado a maior
atividade dos hepatécitos, maior requerimento de ATP pelas células, devido ao
processo de combate aos catabolitos decorrentes do processo inflamatério instalado.
O figado é o principal 6rgdo metabdlico e de desintoxicacdo no corpo, funcionando
como um importante tampéao entre o conteddo do trato gastrointestinal e circulacéo
sistémica. Ele também desempenha um papel muito importante na resposta
imunoldgica, através da sintese de proteinas importantes para o sistema imunol6gico
(ROBINSON; HARMON; O'FARRELLY, 2016).

3.7 Concluséo

A infeccdo mista por H. contortus e T. colubriformis reduziu o consumo de
matéria seca com consequente queda no ganho em peso dos ovinos. A menor
biodisponibilidade do P da dieta nos ovinos infectados alterou o seu metabolismo

reduzindo o fluxo para os tecidos em especial o 6sseo com perda da sua densidade.
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4 AlteracGes hematologicas, bioquimicas e producédo de metano em ovinos
submetidos ainfecdo mista de Haemonchus contortus e Trichostrongylus

colubriformis

4.1 Resumo

A grande preocupacgdo atualmente € sustentabilidade na producéo de ruminnates.
Sendo assim, se objetivou demonstrar as alteracdes hematoldgicas, bioquimicas e a
producdo de metano em ovinos submetidos a infecdo mista de Haemonchus contortus
e Trichostrongylus colubriformis. Foram utilizados 20 ovinos da raca Santa Inés, com
7 meses de idade e peso inicial médio de 30,8 + 6,41 kg. Dez animais foram infectados
com dose Unica de 30.000 larvas L3 de T. colubriformis + 10.000 larvas L3 de
H. contortus, e dez animais ndo foram infectados. Utilizando-se delineamento
inteiramente casualizado (DIC). Durante o periodo experimental foram coletadas
amostras de sangue e liquido ruminal, bem como as sobras e a dieta fornecida.
Também foram mensurados a producdo de metano entérico dos animais ao final do
experimento. A infeccéo parasitaria afetou o0 consumo de matéria seca, diminuicdo na
contagem de hemacias, hemoglobina e hematécrito, e aumento na contagem de
eosindfilos e plaquetas. Diminuicdo proteinas totais e albumina no plasma. Observou-
se também alteracbes fermentativas ruminais, com alteracdes no perfil de producao
de AGCC, com maior producdo de metano nos animais infectados. Sendo assim,
conclui-se que a infec¢cao mista reduziu o consumo de matéria seca do volumoso com
consequente prejuizo no desempenho destes animais, alteracbes hematoldgicas e
fermentativas ruminais, prejudicando o metabolismo nutricional com maior produgéo

de metano pelos animais infectados.

Palavras-chave: endoparasitas, ovinos, hematologia, AGCC, metano.
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4.2 Introducao

Os helmintos gastrintestinais tém grande importancia na ovinocultura mundial,
pois causam grandes prejuizos na producdo animal, com elevados gastos com a
prevencao e o tratamento das doencas causadas por eles, sendo problema maior em
regides tropicais e subtropicais, ou seja, de clima quente onde o controle é mais
prejudicado (ARSENOPOQULOS et al., 2021). Devido a patogenicidade, prevaléncia e
intensidade da infeccdo causada por endoparasitas pertencentes a familia
Trichostrongylidae, o Haemonschus contortus e o Trichostrongylus colubriformis
destacam-se como as parasitoses gastrintestinais mais comuns na ovinocultura.

(AMARANTE; DA SILVA; RAGAZO, 2014; DE ALMEIDA et al., 2018).

O H. contortus é um parasita hematéfago, encontrado no abomaso de
ruminantes, sendo a principal espécie que acomete ovinos criados em regides
tropicais e subtropicais. Em decorréncia da espoliacdo sanguinea e hemorragias
abomasais, a principal caracteristica desta enfermidade é a anemia que,
principalmente em cordeiros, podendo ser fatal (BOWMAN, 2010; TAYLOR; COOP;
WALL, 2017). O T. colubriformis apds a infec¢do do hospedeiro, as larvas em estadio
L3, para completarem o seu desenvolvimento, penetram entre as glandulas epiteliais
da mucosa duodenal, formando tuneis entre o epitélio e a lamina prépria. Ao
retornarem a luz intestinal para continuar seu desenvolvimento até adultos, ocorre
ruptura da mucosa, com edema, exsudacao e hemorragia. As vilosidades intestinais
tornam-se achatadas e sinuosas, diminuindo a superficie de absor¢do (BOWMAN,
2010; TAYLOR; COOP; WALL, 2017).

Portanto, além de causar prejuizos a pecuaria ovina através da reducao da
capacidade de digestdo e absorcdo de nutrientes, a infeccdo por helmintos
gastrintestinais, principalmente em animais em crescimento e gestantes, acarreta
também em perdas produtivas devido a reducdo de ingestédo de alimento relacionada
a carga parasitaria animal (MAVROT; HERTZBERG; TORGERSON, 2015; MENDEZ-
ORTIiZ et al., 2019). Os possiveis efeitos das parasitoses ao meio ambiente, causados
pelos sistemas de produg&o pecuéria, sdo outro ponto importante, pois as alteracdes
digestivas podem interferir nas emissdes de metano (CHa) entérico pelos ruminantes,
gue constituem uma das mais importantes fontes de gases de efeito estufa (GEE)

antropogénicos e representam uma questao importante em relacdo aos impactos da
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agricultura sobre as mudancas climaticas e do meio ambiente (EISLER et al., 2014;
GROSSI et al., 2019). A maioria dos trabalhos analisando as emissées de CH4 estédo
relacionadas com o manejo alimentar dos animais. Estudos relacionando producgéo de

GEE em animais parasitados por helmintos gastrintestinais s&o raros na literatura.

Neste trabalho se objetivou demonstrar as alteracdes hematologicas,
bioquimicas e a producdo de metano em ovinos submetidos a infecdo mista de

Haemonchus contortus e Trichostrongylus colubriformis.

4.3 Material e métodos

4.3.1 Local do Experimento

O experimento foi realizado, conforme a aprovacéo pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (protocolo:
004/2015), nas dependéncias do Laboratoério de Nutricdo Animal (LANA) do Centro de
Energia Nuclear na Agricultura da Universidade de Sao Paulo (CENA/USP), no

municipio de Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil.

4.3.2 Cultivo das Larvas

As larvas utilizadas para a infec¢do dos animais experimentais foram obtidas a
partir das fezes de ovinos doadores previamente preparados. Foram utilizados quatro
animais, sendo dois para larvas de H. contortus e dois para T. colubriformis,
previamente tratados com vermifugos comerciais vao querer o nome e doses para
garantir a inexisténcia de infeccdo cruzada e com o acompanhamento de exame
coproparasitologico para confirmar a auséncia de infeccdo parasitaria prévia. Dois
animais receberam, por via oral, 20.000 larvas L3 de T. colubriformis e outros 2

animais receberam 10.000 larvas L3 de H. contortus.
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Apo6s 21 dias do inicio da infeccdo os animais doadores foram monitorados a
cada dois dias, por exame coproparasitologico quantitativos, pelo método McMaster
modificado de contagem de ovos por grama de fezes (OPG) (LELAND, 1995). Assim
gue os primeiros ovos foram detectados, iniciou-se as coletas de fezes diretamente
da ampola retal de cada animal, que foram utilizadas para o cultivo de ovos e
consequentemente obtencdo das larvas L3 por meio da coprocultura (Ueno e
Goncalves, 1998).

4.3.3 Delineamento e Manejo Experimental

O delineamento experimental utilizado foi o delineamento inteiramente
casualizado (DIC), sendo os animais divididos em dois grupos, ndo infectados (n=10)
e infectados (n=10) com peso inicial de 30,8 + 6,41 kg, aos 7 meses de idade. Durante
0 experimento os animais foram mantidos em baias individuais (1,0 x 1,5m) providas
de comedouro, bebedouro, e durante o experimento receberam agua e alimento ad

libitum.

A dieta (Tabela 1) era composta por feno de Tifton (Cynodon spp.) triturado,
concentrado (70% de milho e 30% farelo de soja) e suplemento mineral comercial, foi
calculada utilizando-se a proporcado de 60% de volumoso e 40% de concentrado,
sendo oferecida a quantidade de 3% em relacdo ao peso vivo, segundo a
recomendacao do NRC (2007) para um ganho em peso de 100 g/animal/dia. Durante
0 experimento, 0s animais recebiam primeiramente o concentrado juntamente com o
sal mineral, e depois o feno. A dieta de volumoso era sempre ajustada para que
houvesse 10% de sobras, representando gravetos e talos, que sao naturalmente

rejeitados pelos ovinos.

Tabela 4.1 — Composicao bromatoldgica dos componentes da dieta experimental em
g/kg de matéria seca (MS) a 100° C

Ingredientes MS PB FDN FDA MM EE

Concentrado 886 248 443 131 34 29
Feno de Tifton 919 88 791 355 70 14
Mistura Mineral 974 - - - 892 -

PB — Proteina Bruta; FDN — Fibra Detergente Neutro; FDA — Fibra Detergente Acido; MM — Matéria
Mineral; EE — Extrato Etéreo.
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A infeccdo experimental ocorreu dez dias ap6s o periodo de adaptacdo de
10 dias. Dez animais (infectados) receberam, via oral, em dose Unica 30.000 larvas
L3 de T. colubriformis + 10.000 larvas L3 de H. contortus, e dez animais (néo
infectados) nao foram infectados, e receberam agua destilada com o objetivo de néao

haver diferenca de manejo entre os dois grupos de animais.

4.3.4 Consumo Alimentar e Coletas de Sangue

O fornecimento do feno foi realizado ad libitum, garantindo sobras de no minimo
10%, e o concentrado foi calculado e ajustado semanalmente conforme o peso dos
animais. As sobras foram pesadas diariamente e o consumo diario foi calculado pela

férmula: consumo (g) = fornecido (g) — sobras (g).

Amostras de sangue foram coletadas nos dias 0, 5, 15, 25, 35 e 45 apds a
infeccéo, através da puncéo venosa na veia jugular em tubos de Vacutainer® contendo
anticoagulante EDTA (acido etilenodiamino tetra acético), sendo variaveis
hematolégicas foram determinadas pelo analisador hematolégico veterinario
automatizado Sysmex pocH-100iVDiff®, e para a determinacédo da proteina total e
albumina presentes no plasma, o sangue total, coletado com anticoagulante, foi
centrifugado a 2000 x g por 10 minutos a 4° C (EIC Centra-7R — Thermo Scientific IEC
— USA). O sobrenadante obtido apds a centrifugacéo foi pipetado e armazenador em
tubos tipo eppendorf até a realizacdo das analises com o uso de Kits comerciais Lab
Test® e leitura em espectrofotdmetro (JENWAY 7315 — Cole-Parmer, UK), seguindo

as recomendac0des do fabricante.

Amostras de sangue total foram utilizadas para a obtencédo de esfregaco
sanguineo destinado a contagem diferencial de leucécitos. Estes, apés a secagem,
foram corados utilizando-se o corante rapido do tipo Romanowsky (Panotico rapido —
Labor Clin® Ltda, Pinhais, Parana, Brasil). Em cada esfregaco sanguineo foram
diferenciados 100 leucdcitos classificados e lidos em microscépio de aumento de
100x, de acordo com suas caracteristicas morfoldgicas e tintoriais, em neutrofilos,

eosinofilos, basofilos, linfécitos e mondcitos.
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4.3.5 Coletade Liquido Ruminal e Metano Entérico

As amostras do liquido ruminal foram obtidas com a utilizacdo de uma sonda
esofagica de silicone, de todos os animais, no dia 0, 42 e 62 poés infeccao
experimental, de quatro horas apds o fornecimento da alimentacdo matinal, para a
posterior realizacdo da quantificacdo dos acidos graxos de cadeia curta (AGCC). A
concentracdo de AGCC foi quantificada de acordo com metodologia descrita por
Palmquist & Conrad (1971), e adaptada por Lima et al. (2018) utilizando cromatografo
gasoso apoés a determinacdo das curvas de calibragdo com concentracdes conhecidas
para cada AGCC.

As medig¢des in vivo de metano (CHa4) dos animais foram realizadas entre o 49°
ao 54° dia apos a infeccéo, utilizando o sistema de camaras, como descrito por Abdalla
et al. (2012). Devido a disponibilidade de apenas 10 camaras, as medi¢cdes foram
realizadas em duas etapas. Ambos o0s grupos foram submetidos ao mesmo
procedimento para as medi¢cdes de CH4, sendo um dia para adaptacdo a camara e
dois para a coleta, totalizando um periodo de seis dias. Amostras de gas das camaras
foram coletadas em bal6es de 5 litros, revestidos com filme de aluminio usando uma
bomba peristéltica (Ismatec IPC 12, Ismatec, Wertheim, Alemanha), entdo 10 mL e
cada amostra foram transferidos para tubos de vacuo utilizando seringas de 20 mL
(Becton-Dickson Industria Cirargica Ltda, Curitiba, Brasil) e as analises foram
realizadas em um cromatografo a gas (Shimadzu C-2010, Téquio, Japdo), utilizando
as mesmas condi¢des descritas por Lima et al. (2018).

4.3.6 Coleta Urina e Determinacgédo da Sintese de Proteina Microbiana

Os animais foram, ao final do experimento, alocados em gaiolas para estudo
de metabolismo de 1,2 x 0,6 m com mecanismo para separacéo de fezes e urina. A
urina diaria total produzida foi coletada em baldes plasticos contendo 100 mL de acido
sulfarico a 10 % para acidificar a urina e evitar a volatilizacdo da amoénia. Uma amostra
de 10% do volume total foi coletada e adicionada a um “pool” de urina de cada animal,
e armazenada em freezer a -20° C, para posterior analise de derivados de purina, para
a determinacao da sintese de proteina microbiana.
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Para estimar a sintese de proteina microbiana, utilizou-se a metodologia de
Makkar e Chen (2004) para quantificacdo dos derivados de purina na urina apos

extracao seguindo metodologia de Abdalla Filho et al. (2017).

4.4 Analises estatisticas

A andlise estatistica dos dados foi realizada por meio do programa SAS v. 9.3®
(SAS Institute Inc., Cary, North Carolina, USA). Nas variaveis estudadas, foram
realizadas analises de variancia, considerando 5% o nivel de probabilidade. Os dados
com medidas repetidas no tempo foram submetidos a analise de variancia utilizando-

se o0 procedimento MIXED.

45 Resultados

4.5.1 Contagem de Células Sanguineas

Os animais infectados apresentaram reducédo no namero de eritrocitos (RBC),
teor de hemoglobina (HGB) e volume globular (HCT), sendo inferiores quando
comparados aos animais nao infectados (p < 0,05) ap6s os 15 dias de infeccao (Figura
4.1). Houve efeito do tempo em todas as variaveis sanguineas (p < 0,05), e interagéo

significativa entre tratamento x tempo (p < 0,05).

No volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular médio (HCM),
concentragdo de hemoglobina corpuscular médio (CHCM) ndo foram encontradas
diferencas dos valores (p > 0,05), no periodo avaliado (Tabela 4.2). Os animais
infectados apresentaram maior quantidade de plaguetas ao final do experimento (p <
0,05) (Tabela 4.3).
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Figura 4.1 - Variaveis hematologicas em ovinos submetidos a infecdo mista de
Haemonchus contortus e Trichostrongylus colubriformis. Contagem de eritrécitos
(RBC), contagem de hemoglobina (HGB), e proporcao de células vermelhas (HCT).
(*) Houve diferenca entre os tratamentos (p < 0,05)
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Tabela 4.2 - Média das variaveis sanguineas, volume corpuscular médio (VCM),
hemoglobina corpuscular médio (HCM), concentracdo de hemoglobina
corpuscular médio (CHCM), em ovinos submetidos a infecdo mista de
Haemonchus contortus e Trichostrongylus colubriformis. (EPM = erro
padrdo da média)

Tratamentos Valor de P
Variavel Dias No EPM T D TxD
Infectados Infectados

VCM 0 28,45 27,93 0,654 ns ns ns
5 28,87 28,30
15 29,20 29,01
25 29,14 29,61
35 29,15 28,87
45 29,31 29,01

HCM 0 10,09 10,07 0,332 ns ns ns
5 10,22 10,12
15 10,36 10,27
25 10,37 10,14
35 10,38 10,10
45 10,31 10,05

CHVM 0 35,46 36,01 0,734 ns ns ns
5 35,38 35,72
15 35,46 35,39
25 35,55 34,33
35 35,62 35,03
45 35,14 34,56

Trat. = tratamento; Dias = coletas; T x D = interacdo tratamento e coleta. ** 5 % de significancia (p <
0,05). ns = néo significativo (p > 0,05)
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Tabela 4.3 - Média das plaquetas, em ovinos submetidos a infecdo mista de
Haemonchus contortus e Trichostrongylus colubriformis. (EPM = erro
padrdo da média)

Tratamentos Valor de P
Variavel Dias N3o EPM T D TxD
Infectados Infectados

Plaquetas 0 347 288 76,5 *x ns ns
5 337 276
15 314 265
25 351 373
35 374 470
45 436 628

Trat. = tratamento; Dias = coletas; T x D = interacdo tratamento e coleta. ** 5 % de significancia (p <
0,05). ns = ndo significativo (p > 0,05)

Na contagem de células brancas (Tabelas 4.4 e 4.5), os valores foram dentro
do padrdo de normalidade da espécie e idade dos animais (KRAMER, 2006). Os
animais infectados apresentaram maior contagem total de leucdcitos e neutrofilos no
final do periodo avaliado (p < 0,05). A contagem total de eosinéfilos foi maior nos
animais infectados a partir do 5° dia ap6s a infeccéo (p < 0,05). N&o houve diferenca

na contagem de linfocitos, mondcitos e basofilos (p > 0,05).
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Tabela 4.4 - Média das Leucograma diferencial (leucocitos totais, neutréfilos e
linfocitos) em ovinos submetidos a infecdo mista de Haemonchus
contortus e Trichostrongylus colubriformis. (EPM = erro padrdo da

meédia)
Variavel Tratamentos Valor de P
(x 10%/pL) o Infel\(l:?: dos 'Mfectados EPM T D D
Leucécitos 0 9,634 10,0744 0,758 * b ok
5 8,67 42 11,1842
15 9,85%a 10,67
25 8,104 9,804
35 8,552 11,0580
45 8,681 11,9080
Neutréfilos 0 1,584 2,044a 0,586 S o
5 2,96"82 3,37%a
15 4,0282 5,26"a
25 3,581Ba 3,6278a
35 2,637Ba 3,818
45 3,06"2 5,265°
Linfécitos 0 7,59 7,46 0,863 ns ns ns
5 5,68 7,54
15 5,63 6,66
25 4,29 5,72
35 5,6 6,85
45 5,31 5,93

Trat. = tratamento; Dias = coletas; T x D = intera¢éo tratamento e coleta. Letras mindsculas sobrescritas diferentes na mesma
linha e letras mailsculas diferentes na mesma coluna, diferem pelo teste de Tukey a 5 % de significancia (**). (ns = nédo
significativo, p > 0,05)
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Tabela 4.5 - Média das Leucograma diferencial (eosinofilos, mondcitos e basofilos)

em ovinos submetidos a infecdo mista de Haemonchus contortus e
Trichostrongylus colubriformis. (EPM = erro padrédo da média)

Variavel Tratamentos Valor de P
(x 10%/uL) o Infel\(l:?ao dos Infectados EPM T D D
Eosinofilos 0 0 0 0,051 * *x *x
5 0ra 0,1808°
15 0,0163%2 0,318
25 0Aa 0,2078b
35 0”@ 0,263B°
45 0,03%a 0,2378°
Mondcitos 0 0,3417 0,5709 0,1033 ns ns ns
5 0,0152 0,0179
15 0,0967 0,1329
25 0,1027 0,0916
35 0,1060 0,0985
45 0,1512 0,1390
Basofilos 0 0 0 0,0471 ns ns ns
5 0,029 0,0144
15 0,1163 0,0519
25 0,0672 0,1237
35 0,1820 0,1653
45 0,1632 0,2080

Trat. = tratamento; Dias = coletas; T x D = interacdo tratamento e coleta. Letras minusculas
sobrescritas diferentes na mesma linha e letras mailsculas diferentes na mesma coluna, diferem pelo
teste de Tukey a 5 % de significaAncia (**). (ns = ndo significativo, p > 0,05)
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4.5.2 Variaveis Bioguimicas

Os animais infectados apresentaram menor concentracdo plasmatica de
proteinas totais e albumina (p < 0,05) (Tabela 4.6). Porém n&do houve diferenca na
concentragdo plasmatica de glicose (p > 0,05). Houve efeito do tempo em proteinas
totais e albumina (p < 0,05), e interacdo significativa entre tratamento x tempo
(p < 0,05).

Tabela 4.6 - Parametros bioquimicos em ovinos submetidos a infe¢cdo mista de
Haemonchus contortus e Trichostrongylus colubriformis. (EPM = erro
padrdo da média)

Tratamentos Valor de P
Variavel Dias ~
Nao EPM T D TxD
Infectados Infectados
Proteinas 0 6,624 6,594a 0,112 o - ok
Totais (g/dL)
5 6,807 6,108b
15 6,962 5,45CP
25 6,83%a 5,32bb
35 6,90"2 5,570
45 6,87/2 5,71Fb
Albumina 0 2,80%a 2,78%a 0,079 *k *k *%
(g/dL)
5 2,85%a 2,318
15 2,88%a 2,188
25 2,85%a 2,108¢b
35 2,887 2,34Pb
45 2,94%a 2,378

continua
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conclusao
Tratamentos Valor de P
Variavel Dias NZo ectados EPM T D TxD
Infectados
Glicose 0 69 67 3,89 ns ns ns
(mg/dL)
5 70 71
15 64 62
25 75 75
35 76 75
45 77 76

Trat. = tratamento; Dias = coletas; T x D = interagdo tratamento e coleta. Letras minUsculas sobrescritas diferentes na mesma
linha e letras mailsculas diferentes na mesma coluna, diferem pelo teste de Tukey a 5 % de significancia (**). (ns = ndo

significativo, p > 0,05)

4.5.3 Acidos Graxos de Cadeia Curta (AGCC)

Na determinacdo dos AGCCs (Tabela 4.7) podemos observar que nédo houve

diferenca na producédo dos AGCC totais (p > 0,05). Entretanto, os animais infectados

apresentaram aumento na producdo de propionato, diminuicdo de acetato e

consequente diminuicdo na relacdo acetato/propionato no final do experimento (p <

0,05). Houve efeito do tempo no propionato e na relacdo acetado/propionato (p <

0,05).
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Tabela 4.7 - Producdo de AGCC em ovinos submetidos a infecdo mista de
Haemonchus contortus e Trichostrongylus colubriformis. (EPM = erro
padrdo da média)

Tratamentos Valor de P

AGCC Dias N&o EPM T D TxD
Infectados Infectados

Totais (mmol/L) 0 156,90 156,65 7,891 ns ns ns
42 160,89 161,62
62 152,14 148,25

Acetado (%) 0 56,62/ 56,08"2 1,111 ** *x ns
42 55,64/ 53,6082
62 55,34"a 51,868

Propionato (%) 0 15,70% 15,76"2 0,547 *x *x ns
42 16,001 17,1472
62 16,162 18,518°

Acetado/Propionato 0 3,64A% 3,59%a 0,184 *k b ns
42 3,507 3,18
62 3,327 2,858P

Trat. = tratamento; Dias = coletas; T x D = interagdo tratamento e coleta. Letras mindsculas
sobrescritas diferentes na mesma linha e letras mailsculas diferentes na mesma coluna, diferem pelo
teste de Tukey a 5 % de significancia (**). (ns = nao significativo, p > 0,05)

4.5.4 Quantificacdo do Metano Entérico

A infeccdo mista ndo alterou o total de metano/dia produzido (p > 0,05) (Tabela
4.8), porem quando comparamos 0s animais pela propor¢do de MS consumida, os
infectados consumiram menor quantidade e produziram mais metano (p < 0,05),

durante o periodo avaliado.
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Tabela 4.8 - Emissdes de metano entérico em ovinos submetidos a infecdo mista de
Haemonchus contortus e Trichostrongylus colubriformis. (EPM = erro
padrdo da média)

Tratamentos

Parametros EPM Valor de P
N&o Infectados Infectados
CMS 1139,17 863,37 68,78 0,0414
CH4 (g/dia) 7,80 8,42 0,88 0,6992
CH4/CMS (g/kg MS) 6,75 10,72 0,99 0,0225

CMS = consumo total de matéria seca; CH4 = Metano

4.5.5 Sintese de Proteina Microbiana por Derivados de Purina

A infecgdo mista por H. contortus e T. colubriformis ndo causou alteracdo na
sintese proteica microbiana (Tabela 4.9), entre os animais estudados, durante o

periodo experimental (p > 0,05).

Tabela 4.9 - Sintese proteica microbiana por derivados de purina em ovinos
submetidos a infecdo mista de Haemonchus contortus e
Trichostrongylus colubriformis. (EPM = erro padrdo da média)

Tratamentos
Parametros EPM Valor de P
Nao Infectados Infectados
DP (mmol/dia) 4,48 4,42 0,10 0,7725
PM absorvida (umol/dia/kg®®) 342,50 376,75 19,87 0,4161
NM fornecido (g N/dia) 3,25 3,21 0,07 0,7715

DP = derivados de purina; PM absorvida = proteina microbiana absorvida. NM fornecido = nitrogénio
microbiano fornecido.

46 Discussao

Em se tratando de uma infec¢éo mista por H. contortus e T. columbriformis, se
esperava que os efeitos patogénicos fossem potencializados. Apesar de ter ocorrido
diminuicdo na quantidade de eritrécitos, hemoglobina e do volume globular, a partir
de 15 dias apés a infeccado, os valores permaneceram dentro da normalidade para
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espécie ovina, préximos ao limite inferior minimo. Uma das principais caracteristicas
dos ovinos da raca Santa Inés, € a rusticidade e a resiliéncia perante as condi¢cdes
adversas, principalmente as verminoses gastrintestinais (AMARANTE et al., 2004;
CARDIA et al., 2011), a gravidade deste processo € dependente do grau e do tempo
da infeccdo, explicando assim, o ndo estabelecimento da anemia nos animais
infectados, e as demais alteracdes hematologicas encontradas neste experimento.
Esses resultados corroboram com Lima et al. (2019), em experimento com infec¢ao
mista por T. colubriformis e H. contortus em cordeiros, observaram alteragbes
hematoldgicas a partir do 28° dia de infec¢éo, com reducéo de hemacias, hemoglobina

e hematocrito.

O inicio das alteracbes hematoldgicas observadas coincide com o periodo de
desenvolvimento do parasita até o estabelecimento da infeccdo, e os valores
permaneceram diminuindo em decorréncia da acao do parasita adulto. A elevacao na
contagem de plaquetas observada nos animais infectados, ao final do periodo
experimental, pode ter ocorrido em resposta a espoliacdo sanguinea e possiveis
hemorragias abomasais devido a acdo do H. contortus (ARSENOPOULOS et al.,
2021). O aumento na contagem dos leucdcitos e neutréfilos circulantes ao final do
periodo experimental nos animais infectados, se justifica pela modulacéo do sistema
imunolégico destes animais. A presenca maior dos eosindfilos circulantes nos animais
infectados, observada desde os 5 dias apés a infeccédo, é indicativo de uma resposta

ativa do sistema imunologico em combate a infec¢do parasitaria.

Os animais infectados apresentaram concentracdo plasméatica de proteinas
totais e de albumina abaixo dos padrfes para a espécie. A hipoproteinemia, bastante
comum em infecgcbes por helmintos gastrintestinais (AMARANTE; DA SILVA,;
RAGAZO, 2014), esta relacionado a elevada exsudacdo de proteinas plasmaticas
para o lumen intestinal pelo T. colubriformis (BARKER, 1973), e pela ag&o espoliativa
do H. contortus (TAYLOR; COOP; WALL, 2017). O edema submandibular, sinal clinico
bastante comum nos casos de hipoproteinemia, no presente estudo foi observado em
apenas dois entre os dez animais infectados, pois a maioria dos animais apresentaram

a forma subclinica da parasitose.

A infeccao mista resultou em diminui¢do na ingestao da dieta pelos ovinos, com
menor consumo de feno, uma vez que todo o concentrado oferecido foi consumido

independente dos tratamentos. Desta maneira, 0os animais infectados consumiram
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maior proporcdo de concentrado em relacdo ao feno, levando assim as alteracfes
fermentativas ruminais, demonstradas no perfil dos AGCC produzidos. Os AGCC séo
principal fonte de energia dos ruminantes, obtidos através da fermentagdo dos
carboidratos pelos microrganismos presentes no rumen (BERCHIELLI; PIRES;
OLIVEIRA, 2011). No presente estudo, ao final do experimento os animais infectados
apresentaram diminuicdo no acetado, aumento no propionato, e consequentemente
diminuicdo na proporgdo acetado/propionato, indicando mudanga no padrao
fermentativo ruminal, provavelmente pela redu¢cdo do consumo do volumoso (feno)
favorecendo a producdo de propionato para os animais infectados, sendo este o
principal substrato gliconeogénico, importante para a manutencdo dos niveis
plasméticos de glicose (BERGMAN, 1990).

No entanto o aumento do propionato nos infectados néo foi suficiente para
reduzir a disponibilidade de H: para as bactérias metanogéncias na producédo de
metano (CH4) entérico (CHUNG et al., 2012). Trabalhos recentes sinalizam que h&
maior emissao de metano em ovinos infectados por endoparasitas (FOX et al., 2018;

LIMA et al., 2019), porem pouco se sabe sobre os mecanismos envolvidos.

Avaliando a microbiota ruminal em ovinos que receberam tanino condensado a
dieta e infectados artificialmente por T. colubriformis e H. contortus, Corréa et al.
(2020), observaram que a infeccdo promoveu alteragdes no perfil de producdo de
AGCC, e mudancas estruturais do microbioma ruminal dos animais infectados, com a
diminuicdo da abundancia de microrganismos produtores de butirato. Em estudo néo
publicado ainda se utilizando os mesmos animais do presente experimento com a
finalidade de avaliar a microbiota ruminal antes e depois da infeccéo verificou-se
diminuicdo das bactérias metanotroficas, indicando assim, que a maior emissado de
CHa nos ovinos infectados pode estar relacionado com a reducéo destas bactérias.
Atualmente com o crescimento da preocupacéo com sustentabilidade na producéo de
ruminantes, compreender esses fatores ainda pouco explorados, tornam-se

necessarios.
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4.7 Conclusao

A infeccdo mista de H. contortus e T. colubriformis diminuiu o consumo do feno,
com alteracdo no perfil de AGCC. Além da reducdo nos parametros hematoldgicos,
causando hipoproteinemia e albuminemia. Houve, ainda maior producdo de metano

associada a parasitose.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Através do presente estudo, podemos observar que a infecgcdo mista por H.
contortus e T. colubriformis, bastante prevalentes entre os parasitas gastrintestinais
em ovinos, interferiu no consumo de matéria seca dos cordeiros, comprometendo
nutricionalmente esses animais, e consequentemente o desemprenho. A infeccdo
mista interferiu no processo fermentativo ruminal, alterando a producdo de AGCC,

importante fonte energética para os ruminantes.

Houve diminuicdo da capacidade absortiva intestinal do P, interferindo em toda
a dindmica do mineral no organismo animal, comprometendo todo seu metabolismo,
seja de aproveitamento ou armazenamento pelo organismo, e maior perda de P nas
fezes, gerando perdas econdmicas aos sistemas de producdo. Demostrando o
agravamento da patogenicidade da associacdo destes dois parasitas, ainda pouco
explorada em conjunto. A observacdo dessas alteracGes foi possivel através da

utilizacéo da técnica da diluicdo isotépica com 32P, juntamente com a modelagem.

Além dos prejuizos econdmicos devido ao baixo desempenho dos cordeiros
infectados, nosso trabalho reafirma o problema ambiental das parasitoses intestinais,
pois causam aumento da excrecdo de P para o meio ambiente, contaminado solo e
as aguas. Juntando a isso, se observou que os animais infectados apresentaram
maior producdo de metano, importante gas responsavel pelo aumento do efeito estufa,

que ainda é pouco explorado pelas pesquisas cientificas.



