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Resumo

A intensidade da anemia e hipoproteinemia sdo indicadores da gravidade da hemoncose. Este estudo
objetivou verificar as alteragdes de peso, hematdcrito e proteina plasmatica, bem como a carga
parasitaria que indiquem a necessidade de intervencdo anti-helmintica em ovinos experimentalmente
infectados com Haemonchus contortus. Foram utilizados 14 ovinos machos mesticos Santa Inés, 42,5
(£7,5) Kg, livres de nematoides, divididos em dois grupos contendo sete animais cada. Os animais
do grupo infectado receberam 10.000 larvas de H. contortus cada. Todos os animais foram
acompanhados aos 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63 e 70 dias pds-infeccdo e avaliados segundo os
parametros: OPG, Famacha®, peso, proteinas plasmaticas totais e hematdcrito. No grupo infectado, o
OPG variou e atingiu seu apice aos 42 dias de acompanhamento, o hematdcrito foi significativamente
menor a partir da infeccdo experimental, o escore Famacha® variou de 1 a 2 e significativamente
maior aos 21, 28, 35 e 42 dias, ndo houve alteracdo no nivel de proteina plasmatica nem no peso
corporeo em relacdo ao grupo controle. A infeccdo com até 10.000 larvas de H. contortus e OPG até
2500 néo afeta significativamente o peso, hematdcrito e proteina plasmatica de ovinos mesti¢os Santa
Inés, ndo havendo necessidade de intervencdo anti-helmintica.

Palavras-chave: carga parasitaria; controle; pequenos ruminantes.

Abstract

The intensity of anemia and hypoproteinemia are indicators of the seriousness of haemonchosis. The
objective of this study was to verify the changes in weight, hematocrit, and plasma protein, as well
as the parasite load, indicating the need for anthelmintic intervention in sheep experimentally infected
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with Haemonchus contortus. Fourteen crossbred Santa Inés male sheep were used, weighing 42.5 (=
7.5) kg, nematodes-free. The animals were divided into two groups of seven animals each. The group
of infected animals received 10,000 H. contortus larvae each. All animals were monitored after 21,
28, 35, 42, 49, 56, 63, and 70 days post-infection and the following parameters were assessed: EPG,
Famacha®, weight, total plasma proteins, and hematocrit. In the infected group, the EPG varied and
peaked on the 42nd follow-up day. The hematocrit became significantly lower after the experimental
infection. Famacha score® ranged from 1 to 2 and it was significantly higher at 21, 28, 35 and 42
days. No change was observed in plasma protein level and body weight in the control group. Infection
with up to 10,000 larvae of H. contortus. and EPG up to 2500 did not significantly affect weight,
hematocrit, and plasma protein of crossbred Santa Inés sheep with no need for anthelmintic
intervention.

Keywords: control; parasitic load; small ruminants.
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Introducéo

A ovinocultura vem ganhando destaque no agronegdécio brasileiro a cada ano e surge como uma
alternativa econémica para pequenos e médios produtores™. Um dos pontos mais importantes
relacionados a ovinocultura, além dos fatores nutricionais, é a verminose, que representa um dos
maiores desafios na producio de carne ovina®.

A patogenia da verminose e 0 aparecimento de sinais clinicos podem variar de acordo com a idade
do hospedeiro, a imunidade adquirida em infec¢Bes prévias, o estado nutricional, a intensidade da
carga parasitaria e as espécies de nematoides envolvidos®. Assim, a presenca do parasito n3o
significa necessariamente a ocorréncia da doenca, uma vez que o aumento da resisténcia desenvolvida

pelo animal pode limitar o desenvolvimento ou mesmo levar a eliminacdo dos parasitos presentes®
6)

Em pequenos ruminantes, a intensidade da anemia e da hipoproteinemia s&o usualmente os
indicadores da gravidade das parasitoses gastrintestinais, principalmente as ocasionadas pelo parasito
Haemonchus contortus”). Por isso, estudos que associam alteracdes hematoldgicas, como do volume
globular, & contagem de ovos por grama de fezes (OPG) podem auxiliar no diagndstico e na selegdo
de animais resistentes®.

Este estudo objetivou avaliar possiveis alteracbes nos parametros peso, hematocrito, proteinas
plasmaéticas totais, ovos por grama de fezes e método Famacha como indicativo da necessidade de
intervencgdo anti-helmintica em ovinos experimentalmente infectados com H. contortus.

Material e métodos

Os animais utilizados neste estudo foram mantidos de acordo com a Lei Brasileira de Procedimentos para Uso
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Cientifico de Animais (N°.11794/2008). Os procedimentos experimentais foram revisados e aprovados pelo
Comité de Etica e Utilizacdo de Animais da Universidade Federal do Espirito Santo de acordo com o protocolo
015/2013.

O experimento foi conduzido no Setor de Ovinocultura do Instituto Federal de Educagéo, Ciéncia e
Tecnologia (IFES), Campus de Alegre, situado no distrito de Rive/Alegre-ES, coordenadas
(20°45°30” Sul, 41°27°23” Oeste e altitude de 138 metros).

Foram utilizados 14 ovinos, machos inteiros, mesticos Santa Inés, com peso vivo médio de 42,5
(£7,5) kg, distribuidos ao acaso em dois grupos experimentais com sete animais cada, denominados
Grupo Controle e Grupo Infectado, e mantidos em sistema de confinamento total.

Os animais receberam silagem de sorgo ad libitum e suplemento concentrado constituido por farelo
de soja, farelo de milho, farelo de trigo, premix de ovino (PRODUMIX®) e calcério calcitico,
apresentando a formulacdo 16% de proteina bruta (PB) e 73,8% de nutrientes digestiveis totais
(NDT)® uma vez ao dia na quantidade de 200 g/animal. Além disso, receberam suplemento mineral
Ovinof6s® com minerais organicos (suplemento mineral pronto para uso da Tortuga® — Linha de
nutrigdo para ovinos) ad libitum.

O periodo experimental teve duracdo de 85 dias, nos quais os primeiros 14 dias foram destinados a
adaptacdo dos animais e a realizacdo da pesagem, identificacdo e avaliacdo quanto a presenca de
parasitos da superfamilia Strongyloidea por meio da contagem de ovos por grama de fezes (OPG) e
separacdo dos animais em dois lotes com sete animais cada. Os animais positivos foram vermifugados
com fosfato de levamisol, na dosagem de 1 mL/50 kg de peso vivo. Sete dias apos o tratamento,
repetiu-se o exame e todos o0s animais apresentaram OPG negativo para ovos do tipo Strongyloidea.

Apbs o periodo de adaptacdo, um dos grupos de animais recebeu por via oral uma suspenséo larval
contendo 10.000 larvas (Ls) de H. contortus obtidas a partir da coprocultura®® de fezes coletadas
diretamente da ampola retal de 10 animais positivos, sendo a elaboracdo da suspensdo larval e
inoculagdo de acordo com normas da World Association for the Advancement of Veterinary
Parasitology (WAAVP)(D,

Para o inicio das coletas de dados, foi respeitado o periodo pré-patente (PPP) de 21 dias ap6s a
inoculacéo (DPI). O intervalo de coleta de dados foi semanal, totalizando 70 dias de observagdo, com
nove momentos de observacédo divididos da seguinte forma: MO — dia da inoculagdo, M21 — 21 dias,
M28 — 28 dias, M35 — 35 dias, M42 — 42 dias, M49 — 49 dias, M56 — 56 dias, M63 — 63 dias e M70
— 70 dias.

Foram avaliados os seguintes pardmetros: OPG, Famacha®, peso, proteinas plasmaticas totais e
hematdcrito. As analises de OPG foram realizadas segundo a técnica de Gordon e Withlock®?). Para
determinacdo do peso, foram realizadas pesagens individuais em balanca apds jejum de 16 horas. As
coletas de sangue foram realizadas por meio de venopuncdo jugular, utilizando-se agulhas e tubos
vacutainers com anticoagulante EDTA 10%, identificados com o numero do animal. Imediatamente
apos as coletas, o sangue foi conduzido ao laboratorio para determinacdo do hematocrito e dosagem
das proteinas plasmaticas totais, segundo a técnica e os valores de referéncia*®. A anélise Famacha®
foi realizada por meio da exposi¢do da conjuntiva dos animais e comparagdo com o cartdo modelo,
graduado em escala de 1 a 5. Ao final do periodo experimental, os animais foram abatidos e o trato
gastrintestinal coletado para contagem e identificacdo dos parasitos adultos.
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Os dados foram submetidos ao teste de distribuicdo normal Shapiro-Wilk e todos os dados
apresentaram distribuicdo normal admitindo-se a=0,05. O teste ANOVA foi aplicado em cada grupo
experimental para se avaliar cada momento de observacéo, seguido pela analise pos hoc pelo teste de
Tukey, admitindo-se 95% de significancia (p<0,05). Para comparacdo das médias entre 0s grupos
experimentais em cada momento de observacdo, foi empregado o teste t de Student. O programa
utilizado para realizagdo das analises estatisticas foi o Bioestat 5.0% e as figuras desenvolvidas no
software GraphPad Prism® 6 Demo.

Resultados

No grupo infectado experimentalmente com larvas de H. contortus, 0 OPG apresentou niveis elevados
a partir do M0 (p<0,0001), atingindo o0 maior média aos 42 dias p6s infeccdo (M42). Uma reducgéo
significativa do OPG foi observada em M49, M56, M63 e M70, conforme observado na Figura 1. O
grupo controle se manteve negativo durante todo o periodo experimental, ndo apresentando, portanto,
diferencas entre os momentos analisados.
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Figura 1. Médias e desvio padrido de ovos por grama de fezes (OPG) de ovinos mestigos
Santa Inés infectados experimentalmente com larvas de H contortus (grupo infectado) em
nove tempos de observacdo (MO — dia da inoculagdo, M21 — 21 dias, M28 — 28 dias, M35 —
35 dias, M42 — 42 dias, M49 — 49 dias, M56 — 56 dias, M63 — 63 dias e M70 — 70 dias). O
OPG em M21, M28, M35, M42, M49, M56, M63 e M70 foi significativamente maior que M0
(p<0,0001). Teste ANOVA.

O hematdcrito foi significativamente menor a partir da infeccdo experimental no grupo infectado
(p=0,0025). A comparacao entre o grupo infectado e o controle mostrou que, a partir de MO, em todos
0s momentos de observagdo o hematocrito dos animais pertencentes ao grupo infectado foi menor
que do grupo controle (Figura 2).
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Figura 2. Médias e desvio padrio de hematocrito (%) de ovinos mesticos Santa Inés
infectados experimentalmente com larvas de H. confortus (grupo infectado) em comparagdo a
ovinos livres de infec¢do parasitdria (grupo controle), em nove tempos de observagdo (MO —
dia da inoculagdo, M21 — 21 dias, M28 — 28 dias, M35 — 35 dias, M42 — 42 dias, M49 — 49
dias, M56 - 56 dias MG3 63 dias e M70 — 70 dias). Apos MO, o hematocrito dos ovinos do

No grupo infectado, a analise Famacha® mostrou que o escore variou de 1 a 2 e foi significativamente
maior em M21 (p=0,0103), M28 (p=0,0103), M35 (p=0,0023) e M42 (p=0,0023) em compara¢ao ao
escore observado no grupo controle.

Os resultados das analises empregadas para proteinas plasmaticas totais ndo apresentaram diferenca
significativa entre 0s momentos de observacao, tanto para o grupo infectado (p=0,0917) quanto para
o0 grupo controle (p=0,6493). As comparacfes dos valores de proteinas plasmaticas totais entre os
grupos também nédo foram significativamente diferentes em todos os momentos de observacao e se
mantiveram dentro dos valores de referéncia para a espécie (6.0 a 7.9 g/dl) (Figura 3A). O parametro
peso ndo apresentou diferenca significativa dentro de cada grupo experimental, bem como entre 0s
grupos controle e infectado (Figura 3B).

Apos a necropsia dos animais, todos os helmintos foram coletados e identificados em laboratorio
como da espécie Haemonchus contortus.
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Figura 3 — Avaliacdo da proteina plasmatica total (PPT) e peso de ovinos mesticos Santa Inés
infectados experimentalmente com larvas de H. contortus (grupo infectado) em comparagéo a
ovinos livres de infecgio parasitaria (grupo controle), em nove tempos de observagio (MO —
dia da mnoculagdo, M21 — 21 dias, M28 — 28 dias, M35 — 35 dias, M42 — 42 dias, M49 — 49
dias, M56 — 56 dias. M63 — 63 dias € M70 — 70 dias). A — Comparacdo das médias e desvios
padrio em g/dL de PPT evidenciando que nfo houve alteracio significativa dentro e entre os
orupos. Teste ANOVA e Teste t Student. B — Comparacio das médias e desvios padrio do
peso mostrando ndo haver diferenga significativa entre o grupo controle e o grupo infectado.
Teste t Student.
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Discussao

Os resultados obtidos mostraram que a infeccdo experimental com 10.000 larvas de H. contortus
causou alteracdo no hematdcrito dos ovinos, porém, essa alteracdo ndo foi suficiente para
comprometer clinicamente os animais, dadas as observac6es dos demais parametros como a proteina
plasmética total, o método Famacha® e o ganho de peso total. O nivel de proteina plasmatica total e
peso corpdreo ndo foram afetados pela infecgéo.

Apbs o periodo pré-patente de 21 dias, 0 OPG nos animais infectados experimentalmente aumentou
progressivamente até atingir seu maior valor aos 42 dias de observacdo, decaindo nas semanas
seguintes até o final do experimento. A reducao do OPG do grupo infectado a partir 42° dia pode ser
justificada pelo aumento de resisténcia dos animais, 0 que limita o estabelecimento de larvas
infectantes, o crescimento e a fecundidade dos nematoides e pode até mesmo levar a eliminacgdo dos
parasitos presentes, como também foi descrito em trabalhos desenvolvidos por Bricarello et al.) e
Amarante et al.®,

Em pequenos ruminantes, a intensidade da anemia e da hipoproteinemia sdo usualmente os
indicadores da gravidade das parasitoses gastrintestinais, principalmente as ocasionadas pelo parasito
H. contortus®™. Por isso, estudos que associam alteracdes hematoldgicas, como do volume globular
ao OPG, podem auxiliar no diagndstico e na selecio de animais resistentes®.

A menor média de hematdcrito encontrada coincidiu com 0 momento em que a média do OPG esteve
mais elevada. Uma forma de avaliar o grau de anemia é o método Famacha®. No Brasil, Molento et
al.1¥ usaram o método Famacha® como parametro clinico na identificacdo de ovinos e caprinos
parasitados por H. contortus e comprovaram a aplicabilidade em ambas as espécies. Segundo Vatta
etal.1, a eficiéncia do Famacha® torna possivel tratar somente os animais que sofrem de parasitismo
severo, evitando o tratamento daqueles que ndo apresentam anemia clinica, assim, a pressdo de
selecdo para a resisténcia aos anti-helminticos torna-se menos intensa.

Apesar de o hematdcrito e Famacha® estarem significativamente alterados nos momentos de maior
OPG, esses parametros se mantiveram dentro daqueles considerados de referéncia para a espécie
durante todo o periodo experimental (24 a 50%)9 e, neste caso, a classificacio Famacha® ndo sugere
tratamento, uma vez que a vermifugacio é indicada somente para animais com graus Famacha® 3, 4
e 5, ou seja, que apresentam sinais clinicos de anemia segundo a avaliacdo da conjuntiva, 0 que néo
ocorreu mesmo nos dias 28, 35, 42, 49 e 56, dias em que o0 OPG do grupo infectado foi superior a
1500. Esses resultados confirmam os encontrados em trabalho desenvolvido por Molento et al.(!® e
Vieira et al.*”, em que animais com OPG acima de 1500 ndo apresentaram clinicamente sinais de
anemia.

Em trabalho desenvolvido por Chagas et al.*®), foi observado controle satisfatorio de endoparasitoses
em ovinos tratando somente os animais com OPG igual ou superior a 4000. Esses resultados
contradizem as informacdes de Ueno e Gongalves?, que classificaram as infecgdes por nematddeos
gastrintestinais como grau leve na faixa de 500 a 800 ovos, moderado de 800 a 1.500 ovos e elevado
cima de 1.500 ovos, neste ultimo é indicada a intervencdo com o uso de anti-helmintico. Assim,
baseados nos resultados de OPG em associagdo ao hematocrito e método Famacha®, nossos
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resultados ressaltam a necessidade de avaliagcdo conjunta de diversos parametros nas indicagdes de
intervencdes anti-helminticas, ndo considerando apenas o OPG.

N&o houve diferenca significativa nos niveis de proteina plasmatica total, tanto nos diferentes
momentos de observacdo, como entre 0s grupos experimentais, estando os mesmos dentro dos valores
de referéncia para a espécie. Esses resultados corroboram os encontrados por Kawano et al.?%,
Bricarello et al. e Souza et al.?, nos quais ovinos parasitados também n&o apresentaram alteracdes
nas concentracdes de proteinas plasmaéticas totais.

Os fatores que mais causam prejuizos relacionados a verminose sdo o retardo do crescimento, perda
de peso, baixa fertilidade e, em casos mais graves, altas taxas de mortalidade®™. Na condicéo
experimental, ndo houve diferenca significativa entre o peso de animais infectados e aqueles ndo
infectados. Esse fato pode ser atribuido ao suplemento na alimentacdo dos animais e ao seu
confinamento, o que manteve a condi¢do imunoldgica dos animais e diminuiu o risco de reinfecgdes.
Em individuos nos quais a resposta imunoldgica contra os parasitos adultos € eficaz, observa-se
reducdo no crescimento, na fecundidade, mudancas morfoldgicas e a expulsdo da populacdo de
nematoides pelo hospedeiro, sendo esta mais eficiente em funcdo da imunidade adquirida, em
consequéncia de repetidas infecces do hospedeiro ao longo de sua vida®@?.

O estado de saude geral dos animais e a equivaléncia dos diversos parametros analisados nos grupos
experimentais podem ser explicados tendo como embasamento fatores intrinsecos ou regulados
geneticamente e fatores ambientais. Entre os fatores intrinsecos, a resposta a infeccéo, que limita ou
impede o estabelecimento de alteragdes sisttmicas no hospedeiro provocadas pelo parasitismo
gastrintestinal, esta ligada a resisténcia ou a tolerancia, sendo a resisténcia a capacidade do hospedeiro
em desenvolver uma resposta imune que limita o estabelecimento do parasito e a tolerdncia a
capacidade dos animais de conviver com o0s parasitos apresentando reducdo minima na
produtividade®®.

Até 0 42° dia, 0s animais apresentaram um aumento progressivo nos valores de OPG, sem observacgao
clinica ou laboratorial de sinais de anemia e alteracGes nas concentracdes de proteinas plasmaticas
totais, 0 que caracteriza a tolerancia dos animais frente a infeccdo. Ainda, a partir do 42° dia, 0s
valores de OPG foram diminuindo progressivamente até o ultimo dia de analise e os animais
continuaram sem alterac@es clinicas e laboratoriais, 0 que sugere a resisténcia desenvolvida pelos
animais frente a infeccdo, j& limitando o estabelecimento dos parasitos. Em trabalhos desenvolvidos
por diversos autores, ovinos da raca Santa Inés se destacam em resisténcia quando comparados aos
animais das racas Suffolk, lle de France e Poll Dorset®*27),

Dessa forma, a rusticidade e a boa adaptacdo desses animais ao ambiente podem ser fatores
associados aos resultados encontrados. Entretanto, os fatores ambientais dependem principalmente
da qualidade da dieta fornecida aos animais. Assim, se a dieta atender as exigéncias nutricionais,
especialmente no que se refere a niveis de proteina, 0s animais conseguirdo suportar mais facilmente
as infeccBes parasitarias®®® 2. De acordo com Silva et al.?, o uso de dietas ricas em proteina pode
contribuir com a resposta imunologica gerada pelos animais em resposta a infecgdo parasitaria,
proporcionando desempenho satisfatorio de ragas susceptiveis, apesar de albergarem os parasitos.
Com medidas de selecdo e manejo, reduz-se a necessidade de intervencdo anti-helmintica e,
consequentemente, o desenvolvimento de resisténcia parasitaria aos farmacos disponiveis no
mercado.
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Concluséao

A infeccdo experimental com 10.000 larvas de H. contortus e OPG até 2500 ndo afetam
significativamente o peso, o hematdcrito e a proteina plasmatica total de ovinos mesticos Santa Inés
confinados, ndo havendo necessidade de intervencéo anti-helmintica.
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