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Resumo

Objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da dieta e da imunidade sobre o
estabelecimento de Haemonchus contortus em cordeiros. O experimento foi
delineado em fatorial 2 x 2, duas dietas (feno ou feno+concentrado) e dois
estados imunoldgicos (suprimido ou normal). Os animais foram distribuidos
aleatoriamente em quatro grupos experimentais (n=7): feno suprimido, feno
normal, feno+concentrado suprimido e feno+concentrado normal. O feno
utilizado foi de Cynodon dactylon (CV coast cross) a vontade e a racao ofertada
em quantidade equivalente a 3 % do peso, com reajustes semanais. A
imunossupressao foi realizada 4 horas antes da infeccédo artificial e repetida
semanalmente, foi utilizado Metilprednisolona na dose de 1.33 mg/kg de peso
vivo (intramuscular). O periodo de adaptacdo a dieta foi de 22 dias. Cada
cordeiro recebeu 4000 larvas infectantes de H. contortus. Foram avaliados os
padrées hematoldgicos, desempenho, resposta imunolégica semanalmente e
realizado contagens de ovos por grama de fezes (OPG) no 21°, 24° e 27° dias
apos infeccdo. Aos 28 dias pos infeccdo os animais foram eutanasiados e os
parasitas quantificados e mensurado seu comprimento e quantidade de ovos em
seu interior. As médias foram comparadas por analise de variancia a 5% de
significancia. A carga parasitaria foi semelhante em ambos os grupos, no entanto
o0 OPG foi inferior em todas as coletas nos animais que recebiam
feno+concentrado (P < 0,05). O imunossupressor foi eficiente em reduzir a
contagem de IgG plasmatico e mastocitos e eosinofilos na mucosa do abomaso,
no entanto houve pouco favorecimento ao parasita frente a imunossupressao,
que favoreceu apenas no tamanho dos parasitas machos (P < 0,05). Maior
ganho em peso diario ocorreu nos animais que recebiam concentrado, no
entanto os do grupo feno+concentrado normal apresentaram maiores ganhos
gue o feno+concentrado suprimido (P < 0,05). A alimentacdo com concentrado
ndo exerce efeito direto sobre o estabelecimento de H. contortus. A
suplementacao alimentar favorece maior ganho em peso, ameniza os efeitos
patogénicos do parasita e conduz a padrées hematolégicos normais, com menor
eliminacao de ovos nas fezes.

Palavras-chave: controle de helminto; ovinos; nutricdo; imunidade.



Abstract

The aim of this study was evaluate the effect of diet and immunity on the
establishment of Haemonchus contortus in lambs. The trial was in a 2 x 2 factorial
design, using two diets (hay or hay+concentrate) and two immune states (normal
or supressed). The animals were randomly in four experimental groups (n = 7):
hay suppressed, hay normal, hay+concentrate suppressed and hay+concentrate
normal. The hay was of Cynodon dactylon (CV Coast cross) and will concentrate
offered equivalent to 3% by weight, with weekly adjustments amount.
Immunosuppression was performed four hours before artificial infection and
repeated weekly, Methylprednisolone was used at a dose 1.33 mg/kg bodyweight
(intramuscular) The adaptation period to the diet was 22 days. Each lamb
received 4,000 infective larvae (L3) of H. contortus. Haematological,
performance, immune response weekly and fecal egg count (FEC) at 21, 24 and
27 days after infection were evaluate. The animals were slaughter 28 days after
infection, and the parasites recovered were quantified and measured the length
and number of eggs in females were counts. Means were compare by analysis
of variance at 5 % significance (Tukey’s test). The worm burden was similar in
both groups, however the FEC was lower in all samples on animals that received
hay+concentrate (P < 0.05). The immunosuppressive was effective on reduce the
IgG plasma levels and number of abomasal mucosal mast cell and eosinophils,
however there was little favouritism to parasite against immunosuppression,
which favoured only in the size of male parasites ( P < 0.05). The greater daily
weight gain was observed in animals receiving concentrate, however the group
hay+concentrate normal showed higher weight gains than hay+concentrate
suppressed group (P < 0.05). The supply of concentrate does not exercise direct
effect on establishment of H. contortus. Supplementation favours weight gain,
lessens the pathogenic effects of the parasite and leads to normal haematological
patterns, with lower elimination of eggs in the faeces.

Key words: helminthic control; sheep; nutrition; immunity.
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1. INTRODUCAO

A cadeia produtiva de carne passa por um momento importante para seu
fortalecimento, no cenario mundial houve reducdo do rebanho dos principais
exportadores e elevacdo de precos. Mesmo com baixo consumo de carne ovina
pelos brasileiros, 500 gramas per capita, o Brasil ainda importa parte da carne
consumida ( FAO,2008; ANUALPEC, 2011).

A ovinocultura brasileira apresentou importante crescimento nos ultimos
anos FIGURA 1 (IBGE, 2013). E os habitos e preferéncias de consumo dos
Brasileiros vém passando por mudancas gradativas tornando os consumidores
a cada dia mais seletivos, que buscam produtos com caracteristicas especificas,
0 que abre caminho para alimentos derivados da ovinocultura (Barroso et al.,
2007; Sorio, 2009)
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FIGURA 1: Rebanho efetivo de ovinos no Brasil ao longo dos anos.

Frente a demanda, a cadeia produtiva ovina passa por diversos percal¢cos
nos diferentes setores produtivos. Deficiente integracéo entre os elos da cadeia
onde o produtor € pressionado por altos precos de insumos e baixos pre¢os nos
frigorifico. H&4 ainda caréncia de incentivos governamentais e problemas
sanitarios. Essas sdo caracteristicas que requerem maior atencdo nha
ovinocultura brasileira (SORIO, 2009).

Os problemas sanitarios mais comuns nas propriedades rurais sado de
ordem infecciosa e parasitaria. As helmintoses representam um dos principais
entraves da ovinocultura, levando a grandes perdas econdmicas em decorréncia
de elevadas taxas de mortalidade, reducéo da produtividade e elevacao do custo

de producédo em decorréncia de tratamentos.



11

1.1. Haemonchus contortus

Haemonchus contortus € a principal espécie de helminto parasita
gastrintestinal de pequenos ruminantes no Brasil. Este parasito esta amplamente
distribuido por todo o0 mundo, € a espécie que apresenta maior resisténcia aos
principios anti-helminticos, necessitando de medidas complementares e
especificas que venham a favorecer seu controle (Melo and Bevilaqua, 2005;
Pereira et al., 2008). E um parasita hematéfago da superfamilia
Trichostrongiloidea, os individuos adultos sédo facilmente identificados por sua
localizag&o especifica no abomaso. E considerado o grande helminto da familia
Trichostrongylidae, que agrupa helmintos filiformes, que medem entre dois e trés
centimetros de comprimento. Na extremidade anterior observa-se uma lanceta
bucal desenvolvida para auxiliar na espoliacao sanguinea e papilas cervicais que
sdo projecdes laterais da cuticula. No terco posterior das fémeas tem-se o
apéndice vulvar, ja os machos apresentam bolsa copuladora localizada no final
do corpo, com a presenca de gubernaculo e dois espiculos (FIGURA 2)
(ARAUJO e RODRIGUES, 2002; MARTINEZ-ORTIZ-DE-MONTELLANO et al.,
2013).

FIGURA 2: Haemonchus contortus: A: extremidade anterior — papilas cervicais. B:
extremidade posterior macho — bolsa copuladora e espiculo. C: Apéndice vulvar no
terco final da extremidade posterior da fémea e — ovos no interior do Utero.
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Os ovos desses parasitos sao eliminados nas fezes de forma néo larvada,
e dao origem a larvas. A temperatura 6tima para o desenvolvimento das larvas
estd na faixa de 18 °C a 26 °C, e a umidade relativa do ar ideal é superior a 75%.
O desenvolvimento larval pode ser acelerado ou retardado em temperaturas
inferiores e superiores a ideais (VEGLIA, 1915). Larvas infectantes (L3) podem
sobreviver por longos periodos na pastagem ou bolo fecal, podendo migrar
lateral e verticalmente no solo ou plantas forrageiras e sédo ingeridas junto com
o alimento no momento do pastejo (AMARANTE et al., 1996; SILVA et al., 2008).

Depois de ingerida, a L3 perde sua cuticula extra, bainha de L2 (FIGURA
3), ao passar pelo rimen. No abomaso penetra na mucosa gastrica e muda para
0 quarto estadio larval (L4), o que ocorre entre 24 a 96 horas ap06s a ingestao. A
muda para o quinto estadio (L5) ocorre na luz do abomaso entre 8 e 16 dias pés
infeccdo (BALIC et al.,, 2000). Larvas em quarto estadio jaA sdo capazes de
realizar hematofagia, helmintos adultos chegam a consumir 0,05mL de sangue
por dia e cada fémea adulta é capaz de produzir acima de cinco mil ovos por dia
(COYNE et al., 1991; IBELLI et al., 2011).

B C

W

FIGURA 3: Larva infectante de Haemonchus. A: Dupla cuticula B: inicio de
desembainhamento. C: desembainhada.

A afeccdo apresenta-se de duas maneiras, forma aguda ou crbnica. A
forma aguda acarreta em perdas significativas em decorréncia de morte dos

animais e queda na producdo. Nos casos cronicos podem apresentar letargia,
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fraqueza muscular, palidez das mucosas, edema sub-mandibula e na regido
ventral do abdémen. Durante a necropsia é possivel observar edema e grande
guantidade de helmintos no interior do abomaso. A parede do abomaso pode
apresentar-se hiperémica com ulceracdes e coagulos sanguineos (AMARANTE
et al., 1999; NISHI et al., 2002).

Atualmente, o controle da haemonchose baseia-se, principalmente, em
tratamentos com anti-helminticos. O problema desses tratamentos € o rapido
aparecimento de cepas resistentes aos farmacos utilizados (ALMEIDA et al.,
2010; RAMOS et al., 2002). A resisténcia a anti-helmintico corresponde a
capacidade de sobrevivéncia de uma parte da populacdo de helmintos
submetidos a um farmaco que é letal a uma populacdo sensivel da mesma
espécie. A dificuldade de controle desses parasitas € um fator preocupante, pois
h& muitos produtores de ovinos no Brasil que poderdo abrir mao da ovinocultura
por ndo terem subsidios para um bom controle da verminose (Echevarria et al.,
1996).

Ao longo dos anos, diversas formas de controle vém sendo estudadas.
Métodos de diagnésticos alternativos, como o FAMACHA® é falho no sentido de
Nao preconizar tratamento a animais resilientes e induzir a tratamentos em
animais resistentes a haemonchose que apresentem anemia por outro fator. Da
mesma forma, calendéarios de vermifugacdo preconizam tratar animais que
muitas vezes estao livres do parasito (CEZAR et al., 2008).

Pesquisas com a utlizacdo de fitoterapicos, homeopatia e controle
bioldgico tém mostrado resultados pouco expressivos ou hecessitam de maiores
pesquisa in vivo (CEZAR et al., 2008; ROCHA et al., 2006; SILVA et al., 2010).

No campo do melhoramento genético as pesquisas apontam para
correlacdo negativa entre resisténcia a haemonchose e aspectos produtivos
(BISHOP e STEAR, 2003).

1.2. Imunidade e nutri¢céo
O sistema imune possui mecanismos efetores capaz de controlar uma
gama de microrganismos. No geral a imunidade mediada por células séo
responsaveis por microrganismos dentro das células do hospedeiro e a
imunidade humoral neutraliza e elimina microrganismos extracelulares. No

entanto infecgbes helminticas necessitam de mecanismos diferente para o
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controle da infec¢@o. Através da ativagcdo de linfocitos T CD4*, é iniciada a
resposta ao parasita, com producédo de células Th2. Os principais componentes
da resposta TH2 sao Inter leucina (IL) 4, IL5, IL13, células dendriticas mastocitos
e eosindfilos, responsaveis por estimular a producéo de anticorpos e sintetizar e
eliminar proteinas capazes de lesionar o tecido do parasita (MAIZELS et al.,
2012; MARSHALL, 2004).

A busca pelo controle da infeccéo parasitaria gera um custo ao animal, que
pode comprometer em torno de 15% da produtividade pois os nutrientes sao
direcionados para o sistema imune e ndo para a producdo. Somado ao custo
imunoldgico, nas infec¢des por Haemonchus h& ainda espoliacdo sanguinea que
pode reduzir o apetite e causar alteragcdes ruminais tornando a digestdo menos
eficiente (GREER, 2008).

Doyle; Kahn; McClure, (2011) evidenciaram que em infec¢bes por H.
contortus ocorre alteracao da funcao ruminal, acarretando em elevacéo do pH,
diminuicdo do nitrogénio amoniacal e &cidos graxos volateis. Também
demonstraram que, hd menor fecundidade de fémeas de H. contortus que
parasitam animais resistentes.

Sao marcantes os beneficios decorrentes da suplementacéo alimentar em
ruminantes. No rebanho ovino a suplementacdo conduz a melhores indices
produtivos, permitindo a terminacdo de animais mais pesados e com maior
rendimento de carcaga (ALVES et al., 2003; DANTAS et al., 2008).

A suplementacdo tém mostrado bons resultados em animais que
receberam alimento concentrado. Bricarello et al. (2005) demonstraram que
cordeiros alimentados com concentrado de elevado teor de proteina albergam
menor carga parasitaria, tem maior Volume Globular (VG) e maior concentragédo
de Proteina Plasmatica (PP) que cordeiros alimentados com baixos niveis de
proteina, portanto, nutricdo favorece animais resistentes ou resilientes a infeccao
por H. contortus. Os maiores beneficios da suplementacdo sobre a resisténcia
do hospedeiro a nematdédeos gastrintestinais sdo expressas quando ofertado
alimentos ricos em proteinas, em vez de alimentos ricos em energia (HOUDIJK,
2012).

No rumen, local do desembainhamento larval de H. contortus, ocorre uma
gama de reagOes e processos fermentativos que favorecem a digestdao. A

manutencdo da temperatura, pH e auséncia de oxigénio sdo fundamentais para
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a ocorréncia de reacdes adequadas. Os mecanismos homeostaticos mantém a
temperatura ruminal relativamente constante a 39 °C, o meio € mantido em
anaerobiose e melhor degradacéo dos alimentos, ocorre com pH de 5,5a 7. Para
a manutencdo do pH em niveis adequados, os ovinos produzem grande
guantidade de saliva (6 a 16 litros por dia), a saliva tem alta alcalinidade o que
estabiliza o pH (BERCHIELLI et al., 2006).

Os Acidos Graxos de Cadeia Curta (AGCC) s&o derivados do metabolismo
microbiano no rimen e sao responsaveis por suprir de 60 a 70 % do
requerimento energético diario. Os principais acidos graxos sao acetato,
propionato e butirato. A concentracao destes no rimen € determinada de acordo
com a relacdo volumoso concentrado da dieta (BERCHIELLI et al., 2006).
Animais que consomem volumoso apresentam 71,4 %, 16 % e 19 % de
concentracao de acetato, propionato e butirato no ramen, enquanto em dieta com
relacdo de 20:80 de volumoso/concentrado as concentracbes podem ser de
53,6, 30,6 e 10,7, respectivamente.

Os efeitos da nutricdo, volumoso versus concentrado, sobre a fisiologia e
bioquimica no sistema gastrintestinal podem causar grandes mudancas nos pré-
estdbmagos. As concentracdes dos produtos finais da fermentacdo, AGCC, séo
afetados pelo tipo de dieta, alterando também a microbiota predominante
(BERGMAN, 1990). Alimentos concentrados determinam maior taxa de
passagem, menor tempo de permanéncia dos alimentos no rimen e menor
volume de abomaso, devido a maior quantidade de carboidratos nao fibrosos
gue séo soluveis e de mais facil digestdo (ALVES et al., 2003; REGADAS-FILHO
etal., 2011).

Menores cargas parasitarias em animais alimentados com concentrado nos
levam a hipétese que menor estabelecimento de H. contortus ocorre por criar
ambiente ruminal desfavoravel, com efeito direto sobre as larvas diminuindo seu
poder de infec¢do. Dessa maneira, 0 objetivo deste trabalho é avaliar o efeito da

dieta e da imunidade sobre o estabelecimento parasitario de H. contortus.
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2. Artigo cientifico

Nas paginas a seguir encontra-se 0 manuscrito a ser encaminhado a revista
Veterinary Parasitology, no formato Original research papers (Regular Papers).
Apoés as consideracfes da banca o artigo sera corrigido e finalizado, quando
entdo sera traduzido para inglés e encaminhado a revista.

Resumo das normas da revista

1 . Os manuscritos devem ser escritos em Inglés.

2 . Ter as linhas numeradas, com margens amplas e espacamento duplo
por toda parte.

3. Manuscritos deve ser organizado na seguinte ordem: titulo, nome dos
autores, endereco postal completo de filiagcdes, telefone, e-mail, endereco,
resumo, palavras-chave, introducdo, material e métodos, resultados, discussao,
concluséo, agradecimentos, referéncias, tabelas, figuras.

4 . Titulos e subtitulos ndo deve ser executado dentro do texto, devem ser
digitados em uma linha separada, sem recuo. Em letras minasculas.

5. Usar unidades do Sistema Internacional.



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

17

Efeito da dieta e resposta imunoldgica sobre o estabelecimento de Haemonchus contortus
em cordeiros

Palavras chaves: controle de helminto; ovinos; nutricdo; imunidade.

RESUMO
Objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da dieta e da imunidade sobre o

estabelecimento de Haemonchus contortus em cordeiros. O experimento foi delineado
em fatorial 2 x 2, duas dietas (feno ou feno+concentrado) e dois estados imunoldgicos
(suprimido ou normal). Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos
experimentais (n=7): feno suprimido, feno normal, feno+concentrado suprimido e
feno+concentrado normal. O feno utilizado foi de Cynodon dactylon (CV coast cross) a
vontade e a racdo ofertada em quantidade equivalente a 3 % do peso, com reajustes
semanais. A imunossupresséo foi realizada 4 horas antes da infeccdo artificial e repetida
semanalmente, foi utilizado Metilprednisolona (Solu-medrol, Pfizer) na dose de 1.33
mg/kg de peso vivo (intramuscular) O periodo de adaptacdo a dieta foi de 22 dias. Cada
cordeiro recebeu 4000 larvas infectantes de H. contortus. Foram avaliados os padrdes
hematoldgicos, desempenho, resposta imunologica semanalmente e realizado contagens
de ovos por grama de fezes (OPG) no 21°, 24° e 27° dias ap0s infeccdo. Aos 28 dias pos
infeccdo os animais foram eutanasiados e 0s parasitas quantificados e mensurado seu
comprimento e quantidade de ovos em seu interior. As médias foram comparadas por
analise de variancia a 5 % de significancia. A carga parasitaria foi semelhante em ambos
0s grupos, no entanto o OPG foi inferior em todas as coletas nos animais que recebiam
feno+concentrado (P < 0,05). O imunossupressor foi eficiente em reduzir a contagem de
IgG plasmatico e mastdcitos e eosindfilos na mucosa do abomaso, no entanto houve
pouco favorecimento ao parasita frente a imunossupressdo, que favoreceu apenas no
tamanho dos parasitas machos (P < 0,05). Maior ganho em peso diario ocorreu nos

animais que recebiam concentrado, no entanto os do grupo feno+concentrado normal



27

28

29

30

31

32
33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

18

apresentaram maiores ganhos que o feno+concentrado suprimido (P < 0,05). A
alimentacdo com concentrado ndo exerce efeito direto sobre o estabelecimento de H.
contortus. A suplementacédo alimentar favorece maior ganho em peso, ameniza os efeitos
patogénicos do parasita e conduz a padrdes hematolégicos normais, com menor
eliminacdo de ovos nas fezes.

INTRODUCAO

O sistema de producdo de ovinos apresenta grande importancia social e
econbmica. Os animais tem alta capacidade reprodutiva, além de adaptar-se facilmente a
diferentes condi¢bes climaticas e ambientais. Embora com amplo potencial de
crescimento, no Brasil a ovinocultura fica limitada por deficiente integracdo na cadeia
produtiva e enfermidades clinicas de dificil controle (Padilha et al., 2008; Sorio, 2009).

Em todo o0 mundo, Haemonchus contortus é o parasita que causa maiores perdas
na producdo de ovinos, por ser hematdfago e muitas vezes encontrado em grandes
quantidades (Achi et al., 2003). A alta prolificidade do parasita, grande variabilidade
genética e uso indiscriminado de anti-helminticos levou a selecdo de cepas resistentes aos
farmacos utilizados em diversas regides do mundo, o que tem forcado o desenvolvimento
de métodos alternativos para o controle desse helminto (Hoste and Torres-Acosta, 2011;
Nagaraj et al., 2012).

Métodos alternativos que possam minimizar a utilizagdo de farmacos estdo
sendo estudados e poderdo minimizar a utilizacéo de anti-helminticos, o que pode retardar
0 surgimento da resisténcia e reduzir os residuos destes em produtos de origem animal.
No entanto, hd um longo caminho para utiliza¢do de tais métodos invivo e a campo (Hoste
and Torres-Acosta, 2011; Moreno-Gonzalo et al., 2013).

Atualmente pesquisas com vacinas estdo sendo desenvolvidas e testadas para
utilizacdo em ovinos e bovinos, porém, os resultados ainda sdo pouco expressivos(

LeJambre et al., 2008; Bassetto et al., 2011).
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Ovinos jovens e fémeas em periparto apresentam resposta imune ineficiente e
sdo as categorias mais vulneraveis a verminose (Romero and Boero, 2001; Rocha et al.,
2004). No entanto, quando nutricdo adequada é ofertada aos animais, ha maior eficiéncia
da resposta imunoldgica e a vulnerabilidade é diminuida. Pesquisas demonstram que ao
se elevar os niveis de proteina na dieta, 0s ovinos passam a expressar maior resisténcia
ou resiliéncia a parasitas gastrintestinais, efeito este decorrente de resposta imunoldgica
mais adequada (Coop and Holmes, 1996; Khan et al., 2012).

Louvandini et al. (2006) ao fornecerem alimento concentrado com alto teor de
proteina bruta a cordeiros, constataram que estes albergavam carga parasitaria duas vezes
menor que 0S animais que receberam baixos teores de proteina. Datta et al. (1998)
verificaram menores taxas de ovos por grama de fezes (OPG) em animais suplementados
com concentrado contendo 19 e 22 % de proteina bruta (PB) e OPG mais elevados em
animais com dietas com 10, 13 e 16 % de PB. Estes pesquisadores sugerem que haja um
efeito direto do tipo da dieta sobre as larvas ou sobre a produgéo de ovos em helmintos
adultos.

H. contortus possui ciclo de vida direto, a forma infectante € a larva em terceiro
estagio (Ls), que possui dupla cuticula (bainha). Apds ser ingerida a Lz inicia o
desembainhamento ao entrar em contato com o liquido ruminal, o que possibilita sua
penetracdo na mucosa do abomaso (Hertzberg et al., 2002). O tipo de dieta interfere no
desembainhamento, que ocorre mais rapido em animais alimentados apenas com capim
que em animais com dieta a base de grdos. E provavel que o retardo no
desembainhamento dificulte ou impeca o estabelecimento do parasita no abomaso
(DeRosa et al., 2005).

Menores cargas parasitarias em animais alimentados com concentrado nos

levaram a formular a hipo6tese de que menor estabelecimento de H. contortus poderia
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ocorrer se 0 ambiente ruminal estiver desfavoravel, o que exerceria efeito deletério sobre
as larvas, diminuindo seu potencial de infec¢do. Sabe-se que muitas alterac6es ocorrem
no rumen em funcdo da proporcdo volumoso/concentrado ofertado na dieta: ocorre
modificacdo do pH, alteracbes nas concentracfes de acidos graxos de cadeia curta
produzidos, e mudancas na microbiota ruminal (Berchielli et al., 2006). Dessa maneira, 0
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da dieta e da imunidade sobre o
estabelecimento parasitario de H. contortus.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido de acordo com o0s principios éticos da
experimentacdo animal e foi aprovado pelo Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) protocolo N°86/2012-CEUA/FMVZ.

Ovinos foram infectados artificialmente aos cinco meses de vida com H.
contortus, para avaliar o efeito da dieta e da imunidade sobre o estabelecimento do
parasita.

Cordeiros machos da raga Suffolk, recém desmamados (trés meses de vida) e
criados a pasto foram adquiridos em um criatério comercial da regido de Botucatu-SP.
Os animais foram conduzidos e alocados em baias coletivas, dois por baia, no Laboratdrio
de Helmintologia Veterindria do Instituto de Biociéncia de Botucatu, unidade da
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho (UNESP), campus de Botucatu.

Foram necessarios quatro protocolos de tratamentos anti-helminticos para
eliminar a infec¢do natural dos cordeiros, que ap6s o primeiro protocolo continuaram
albergando Srogyloides sp: Protocolo 1, Monepantel (Zolvix®, Novartis) na dose de 2,5
mg/kg + Cloridato de Levamisol (Ripercol®L, Fort Dodge) na dose de 5 mg/kg; dez dias
apos foi realizado o protocolo 2, Moxidectina (Cydectin®, Fort Dodge) na dose de 0,7
mg/kg + Albendazole (Valbazen 10, Pfizer) na dose de 5 mg/kg; protocolo 3, Albendazole

(Valbazen 10, Pfizer) na dose de 5 mg/kg por trés dias consecutivos e finalmente
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protocolo 4, Albendazole (Valbazen 10, Pfizer) na dose de 10 mg/kg + Cloridato de
Levamisol (Ripercol®L, Fort Dodge) na dose de 10 mg/kg. Auséncia de foi confirmada
através da técnica de willis e coprocultura (Ueno and Gongalves, 1998).

Todos os animais foram vacinados contra clostridioses (Sintoxan® Polivalente,
Merial) conforme recomendacdo do fabricante e passaram a receber coccidiostatico
(Deccox®, Alpharma) na dose de 0,5 mg/kg por dia, além de suplemento mineral
(Presencefos® ovinos, Presence) e agua ad libitum.

O delineamento experimental foi conduzido em fatorial 2 x 2, duas dietas (feno
ou feno+concentrado) e dois estados imunolégicos (suprimido ou normal). Os animais
foram distribuidos aleatoriamente, sete animais por grupo, em quatro grupos
experimentais: feno suprimido, feno normal, feno+concentrado suprimido e
feno+concentrado normal. O peso dos animais no inicio do periodo de adaptacdo e no
momento da infeccdo esta expresso na Tabela 1.

Todos os animais receberam feno Cynodon dactylon (CV coast cross) a vontade,
adicionalmente os animais do grupo concentrado receberam ragao comercial (Suplementa
Ovinos Campo, Presence). A composi¢do bromatoldgica dos alimentos ofertados estdo
descritos na Tabela 2. A racdo foi ofertada em quantidade equivalente a 3 % do peso do
animal e reajustada semanalmente. O periodo de adaptacéo a dieta foi de 22 dias.

A imunossupressao foi realizada 4 horas antes da infeccédo artificial e repetida
semanalmente. Foi utilizado Metilprednisolona (Solu-medrol, Pfizer) na dose de 1.33
mg/kg de peso vivo, administrada por via intramuscular (Greer et al., 2007).

Uma cepa de H. contortus resistente a anti-helminticos (Almeida et al., 2010)
que estava criopreservada foi utilizada para infectar duas ovelhas jovens, estas serviram

de doadoras para producdo de L3, utilizadas na infec¢do dos animais do experimento.
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Cada cordeiro recebeu por via oral, aproximadamente 4000 Lz de H. contortus
suspensas em agua destilada. O momento da infeccdo foi considerado como momento
zero e os dias anteriores a infeccdo sdo apresentado com sinal de menos ao lado.

Semanalmente foram avaliados os pesos dos animais e coletado sangue através
de flebocentese da jugular para determinacdo de volume globular (VG) e proteina
plasmatica total (PPT). Apds esse processo, o plasma das amostras foi mantido congelado
a-20 °C para posterior Ensaio de Imunoadsor¢do Enzimatico (ELISA). Amostras de fezes
foram coletadas no 21°, 24° e 27° dia ap0s infeccdo, para realizacdo de contagem de ovos
por grama de fezes conforme descrito por Ueno and Gongalves, (1998), com fator de
multiplicacdo de 100 para cada ovo visualizado.

Os animais foram eutanasiados 28 dias ap0s a infeccdo. O abomaso foi aberto
ao longo da curvatura maior e os parasitas coletados da luz do abomaso, aferido o peso
do abomaso e entdo recuperado os parasitas imaturos (Ueno and Gongalves, 1998). O
contetdo do abomaso foi fixado em formol aldeido a 5 % e o nimero total de helmintos
estimado a partir de uma aliquota de 10 % do contetido do abomaso.

O contetdo ruminal foi coletado em tubos de 50 mL, centrifugado a 1500 RPM
por 15 minutos e aferido o pH. Uma aliquota de 1200 pL do sobrenadante do liquido
ruminal foi adicionada a um tubo de micro ensaio contendo 300 pL de é&cido
metafosférico a 25 % e armazenado sob refrigeracdo, a -20°c até o processamento. Os
acidos graxos de cadeia curta (AGCC) foram quantificados através de cromatografia
gasosa, com algumas modificacGes na metodologia de Palmquist and Conrad (1971) e
Nocek et al. (1987) conforme descrito a seguir: a temperatura de 115°C foi mantido por
3,20 min, 123 °C mantido por 1,25 minutos e 126 °C mantido por 5,00 minutos. Apds
centrifugacéo do fluido ruminal (11.000 rpm por 30 minutos a 4 °C), foram coletados 800

uL do sobrenadante e adicionado 100 pL de acido 2-etil-butirico (padrdo interno) e 200
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uL de acido férmico PA. Da mesma maneira, foi preparada a solucéo de padrdo externo
contendo concentragbes conhecidas de cada AGCC (acido acético, propionico,
isobutirico, butirico, isovalérico e valérico) para calibracdo do integrador. Um microlitro
desta amostra foi injetada em cromatdgrafo a gas Shimadzu 2014 acoplado a um detector
de lonizacdo de Chama (FID), com uma coluna GP 10 % SP-1200/1 H3PO4 80/100
Chromosorb WAW.

O comprimento de dez parasitas machos e dez fémeas de cada animal foram
colhidos aleatoriamente, a média dos parasitas de cada animal foi utilizada para anélise
estatistica. Cinco parasitas fémeas de H. contortus de cada animal foram maceradas
quimicamente para quantificacdo dos ovos no utero. Com os parasitas no interior de um
microtubo de 1.5 mL foi adicionado 950 pL de hipoclorito de sédio a 0,25 % de cloro
ativo. O conteudo foi agitado em vdrtex a cada dois minutos até que ndo fosse possivel
visualizacdo de partes do parasita, adaptado de Kloosterman et al. (1978). Nesse momento
adicionou-se 50 pL tiossulfato de sodio a 1 % (anticloro) para evitar que 0s 0vos
continuassem a ser degradados. Os ovos foram contados em dez aliquotas de dez
microlitros cada, e entdo estimado o nimero de ovos por fémea.

Apos a lavagem o abomaso foi pesado e amostras de tecidos foram retiradas de
duas regides anatbmicas (regido fandica e pilorica), fixadas em formol tamponado
comercial a 10 % durante 48 horas. As amostras foram desidratadas em &lcool a 70 %,
acondicionadas em cassetes para cortes histologicos e embebidos em cera de parafina.
Secdes de 4 um de espessura foram corados com azul de toluidina a 1 % ou hematoxilina
e eosina.

Os mastacitos foram quantificados nos cortes corados em azul de toluidina e os
eosinofilos em hematoxilina e eosina e as células quantificadas através de visualizacdo

em microscopio éptico. A area do campo de observacdo no microscopio foi calculada
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através de lamina micrométrica e o numero de células visualizadas transformado para
células por milimetro quadrado. As células foram quantificadas em 30 campos.

Placas de Poliestireno para micro-titulacdo (F96 Microplaca - Maxisorp © -
NUNC, EUA) foram sensibilizadas com 100 puL por pogo, com antigenos totais do plasma
sanguineo (5 pg / mL) diluido em tampdo de bicarbonato-fosfato (pH 9,6). As placas
foram incubadas overnight a 4 °C e todas as incubacdes subsequentes foram de 1 hora a
37 °C, apo6s adicionar 100 pL de reagente.

As lavagens foram realizadas seis vezes com agua ultra-pura (11 EASYpure UV,
Barnstead, EUA) contendo 0,05 % de Tween 20 (ProPure ® - Amresco).

Apbs a sensibilizacdo, foi efetuado o blogueio com 0,1 % de gelatina (Amresco,
EUA) e 0,05 % de Tween 20 (ProPure ® - Amresco) em PBS pH 7,2 (PBS-GT). As
amostras de soro foram diluidas em PBS-GT (1:500) e aplicados em duplicata. As placas
foram entdo incubadas com conjugado de peroxidase de coelho anti-1gG ovino diluido a
1:10.000 (A130-101P, Bethyl Laboratories, Inc., EUA).

A solucdo de substrato de OPD (dicloridrato de 1,2-fenilenodiamina, Dako,
Dinamarca), foi adicionada a cada pogo e a reacdo enzimética prosseguiu a temperatura
ambiente no escuro durante 15 minutos, sendo interrompida com uma solucéo de 4cido
sulfarico a5 %.

A leitura das placas ocorreu imediatamente apds o bloqueio, utilizando um leitor
de ELISA automatico (Biotrak 11, Amersham-Biosciences, UK) a 492 nm.

O soro padréo positivo para H. contortus foi obtido de uma ovelha com vérias
reinfeccBes por estes nematddeos e o controle negativo foi proveniente de animais jovens
sem exposicao a helmintos, mantidos estabulados.

Os dados foram submetidos a testes de normalidade e similaridade de variancia.

Dados referente a contagens de OPG, mastocitos e eosindfilos foram previamente
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transformados (log10 (x+1)). As médias dos grupos foram comparadas por analise de
variancia. Medidas repetidas foi utilizado para determina efeito do tempo na contagem de
OPG, VG e PPT. Diferencas entre os grupos foram determinados pelo teste de Tukey a 5
% de significancia.

RESULTADOS

Parasitologia

Na contagem de OPG ndo houve interagdo tempo x dieta x imunidade (P > 0,05)
ou tempo x imunidade (P > 0,05). No entanto, houve interagdo tempo x dieta (P < 0,05);
as contagens de OPG apresentaram niveis crescentes ao longo do tempo, porém o
crescimento foi menos expressivo na dieta feno+concentrado (Figura 1). Os animais
alimentados apenas com feno eliminaram em média 3,2 vezes mais 0vos que 0s animais
alimentados com feno+concentrado.

Ndo houve influéncia significativa da dieta ou imunidade sobre a carga
parasitaria ou interacdo dieta x imunidade (P > 0,05). As médias de carga parasitaria,
comprimento dos parasitas machos e fémeas, bem como a quantidade de ovos
recuperados por fémea sdo mostrados na Tabela 3

Alterag6es no comprimento dos parasitas machos ocorreu em fungéo da dieta (P
< 0,001) e da imunidade (P < 0,02) mas ndo houve interacdo entre esses fatores. Os
animais suprimidos e 0s que receberam apenas feno apresentaram machos de menor
comprimento (P < 0,05). O comprimento das fémeas (P = 0,001), bem como a quantidade
de ovos por fémea (P < 0,05). foi afetada apenas pela dieta: as fémeas oriundas dos
cordeiros alimentado apenas com feno eram maiores e apresentavam maior quantidade
de ovos, ou seja, eram mais prolificas.

Na Tabela 4 estdo expressos os valores médios da densidade Optica para pesquisa

de 1gG sérica anti-H. contortus e de mastocitos e eosinéfilos na mucosa do abomaso.
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Efeito da dieta (P < 0,02) e da imunidade (P < 0,03) foram verificados sobre a producéo
de anticorpos, com maiores valores na dieta feno+concentrado e no animais com
imunidade normal. Quanto as células da mucosa do abomaso, ndo houve interacdo dieta
X imunidade em nenhuma das contagens. Houve feito da dieta (P < 0,05) sobre os
mastocitos na regido fundica e pildrica do abomaso, com maior numero de células no
grupo feno+concentrado e influéncia da imunidade (P < 0,05), com menores valores em
animais suprimidos. Os eosindfilos em ambas as regides anatdmicas do abomaso foram

influenciados pela imunidade (P < 0,05) e a dieta teve influéncia apenas na regido pilorica.

Desempenho e hematologia

Ocorreu interacdo significativa dieta x imunidade para o ganho em peso diario
(GPD) (P < 0,05). Animais do grupo feno+concentrado normal tiveram maior ganho em
peso diario que o grupo feno+concentrado suprimido. Ambos 0s grupos que receberam
apenas feno tinham significativamente menor GPD que os grupos alimentados com
concentrado (Figura 2).

N&o houve efeito da imunidade nos valores de VG em nenhuma ocasido (P >
0,05). Por outro lado, a dieta teve influéncia significativa (P < 0,05) da terceira coleta (14
dias pos infecgdo) até o final do experimento, quando os animais que receberam apenas
feno apresentaram médias inferiores (Figura 3). Em relacdo a essa variavel, houve
interacdo significativa entre tempo x dieta (P < 0,001).

Influéncia da imunidade nos valores de PPT foi verificada em todas as coletas
de D0 a D28 (P <0,05), animais suprimidos apresentavam médias superiores. A dieta teve
influéncia significativa (P < 0,05) da terceira coleta (14 dias pds infec¢do) até o final do
experimento, quando os animais que receberam feno+concentrado apresentaram médias

superiores (Figura 4). Ocorreu interagéo significativa dieta x imunidade (P < 0,05) nas
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coletas do D7 ao D28 e ainda interacdo tempo x dieta (P < 0,0001) com decréscimo nos
animais alimentados com feno, mas ndo houve interacdo tempo x imunidade (P > 0,05).

Alguns animais apresentaram quadro de anemia no dia 28 pos infeccido (VG <
24 % e PPT <6 g/dL). Sendo 3 animais no grupo feno normal, VG de 23, 20, 21 % e PPT
de 5,6, 5,6, 4,8 g/dL; 2 no grupo feno suprimido, VG 24, 21 % e PPT de 5,4, 5,6 g/dL; e
por fim, 2 no grupo feno+concentrado normal 23 e 24 % e 5,4 e 5,2 g/dL, respectivamente.

Interacédo dieta x imunidade néo foi verificado para o peso do abomaso vazio, no
entanto houve influéncia da dieta (P < 0,001), animais alimentados com
feno+concentrado apresentaram abomasos mais pesados que os alimentados com feno
(Tabela 5).

Na Tabela 6 estdo expressos pH ruminal e concentragdes de seus principais
acidos graxos de cadeia curta. Houve interacdo dieta x imunidade (P < 0,05) no pH e
concentracdo de propionato. A dieta influenciou nas médias de pH (P < 0,001), acetato
(P < 0,05), propionato (P < 0,001) e butirato (P < 0,001), enquanto que imunidade teve
influéncia somente sobre a concentracdo de propionato (P < 0,05).

DISCUSSAO

As alteracbes no ambiente ruminal decorrente de suplementacdo com
concentrado ndo prejudicou o estabelecimento de H. contortus pois 0 nimero de parasitas
recuperados do abomaso foram semelhantes em ambos os grupos, derrubando nossa
hipotese que as alteragdes no rumen decorrentes desse tipo de alimentagdo seriam
suficientes para causar danos diretos sobre as larvas infectantes e por consequéncia
reduzir o estabelecimento.

As menores contagens de OPG verificadas quando ofertado concentrado
evidenciam a vantagem da suplementacao alimentar para auxilio do controle do parasita.
A campo, grande quantidade e ovos sdo eliminados nas pastagens diariamente, se a

dispersdo de ovos for diminuida ira reduzir a reinfecgo.
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Louvandini et al. (2006) também verificaram efeito benéfico de reducdo no OPG
suplementando animais a pasto com 19 % PB, no entanto os beneficios foram mais
evidentes no periodo seco, época em que ha reducdo da imunidade em decorréncia da
baixa quantidade e qualidade da forragem. E ainda, no periodo chuvoso foi constada
maior capacidade dos animais em expressar resisténcia ou resiliéncia em funcdo da
suplementacdo com 500 g/animal/dia, reduzindo a necessidade de tratamento com anti-
helminticos.

De um ponto de vista epidemioldgico, as vantagens na redugdo do OPG sdo
pouco evidentes a curto prazo, mas os beneficios acumulam-se, sendo essencial quando
se deseja um controle ao longo do tempo, revisado por Saddiqi et al. (2011). Nossos
resultados evidenciam reducdo na contagem de OPG, no entanto a quantidade de
concentrado oferecido neste experimento foi elevada, o que pode ndo ser viavel
economicamente para o produtor.

Muitas alternativas tem surgido a fim de diminuir os custos com alimentacao.
Uma dessas alternativas € a utilizacdo de proteinas ndo degradaveis, que reduzem
significativamente o custo, e mantém um desempenho ponderal satisfatério (Rogério et
al., 2012). Desta maneira, a nutricdo se destaca como alternativa para controle das
helmintoses, minimizando o surgimento de resisténcia anti-helmintica e residuos destes
na carne.

Lacroux et al. (2006) encontraram reducao no desenvolvimento de H. contortus
e fecundidade das fémeas em cordeiros infectados, tratados com anti-helmintico e depois
desafiados, quanto a mobilizacdo de mecanismos efetores da resposta Th2 sdo mais fortes
e mais rapidos. Nos animais desafiados a infiltracdo de mastocitos e eosinofilos ocorreu
trés dias pds reinfeccdo, enquanto que na infeccdo primaria, a infiltracdo foi observada

15 dias pos infeccdo. Aos 28 dias a infiltracdo de mastdcitos e eosinofilos foram similares
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nos animais nos grupos desafiado e infeccdo primaria. Neste experimento, maior
producdo de 1gG, mastocitos e eosinofilos ocorreu em animais alimentados com
feno+concentrado, o que provavelmente resultou em menores comprimentos dos
parasitas em funcdo da resposta imune. Nos animais alimentados com feno ndo houve
resposta imunolégica suficiente para interferir no comprimento dos parasitas.

Estudos demonstraram que a eliminacdo do parasita esta associada ao humero
de mastdcitos e eosindfilos na mucosa e que quanto mais exposto ao parasita, maior o
potencial de expressdo da imunidade (Balic et al., 2000; Kemp et al., 2009). Maior
resposta imunoldgica foi verificada no grupo feno+concentrado, no entanto flutuacdes no
numero de células ocorreram entre as regido fundica e pilérica do abomaso. Strain and
Stear (2001) e Mufioz-Guzman et al. (2012) demonstram que a producdo de anticorpos e
células do sistema imune sdo maiores em animais que recebem alimentacdo com
concentrado, mas que a distribuicéo dessas células nas diferentes regides do abomaso néo
é homogeénea.

Foi demonstrado em ratos que a transferéncia passiva de anticorpos pode reduzir
o comprimento e fecundidade de helmintos, embora a carga parasitaria seja pouco
alterada, da mesma maneira que ratos deficientes em células B sdo mais susceptiveis a
infeccdo. O papel dos anticorpos na reducdo da fecundidade dos parasitas continua
obscuro, mas é fato que estes limitam a producédo de ovos sem remover os adultos e em
alguns casos a reducdo no numero de ovos precede a eliminacdo do parasita adulto
(revisado por Maizels et al., 2012)

A resposta imunoldgica de animais resistentes exige maior deslocamento de
nutrientes para a imunidade, enquanto que animais que nao expressam adequadamente a
imunidade, perdem nutrientes em func¢éo da espoliacdo causada pelo parasitismo (Doyle

etal., 2011).
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Como os animais utilizados no experimento tiveram contato com nematodeos
gastrintestinais antes de serem adquiridos para o experimento, possivelmente ja
expressavam alguma imunidade, o que contribuiu para a maior e mais rapida expressao
da imunidade naqueles com maior suporte nutricional. E provavel que os niveis
nutricionais adequados no momento da infeccdo tenha dado suporte ao animal para
expressar a resposta imune adquirida mais rapidamente e de maneira mais eficaz nos
animais feno+concentrado normal, que embora insuficiente para evitar o estabelecimento,
resultou em parasita machos e fémeas de menor tamanho, menor quantidade de ovos no
interior das fémeas e baixas contagens de OPG, o que reduz os efeitos patogénicos
causados pelo parasitismo permitindo maior ganho em peso diario.

Embora o efeito do imunossupressor seja claro em reduzir o numero de
mastocitos e eosindfilos na mucosa do abomaso e producdo de anticorpos, a supresséo
dessas resposta parece ter sido pouco evidente em causar alteragdes sobre a biologia e
morfologia dos parasitas, pois apenas o comprimento do parasita macho foi afetado pela
imunidade. A quantidade de ovos por fémea ndo foi afetado pela imunossupresséo, mas
animais de imunidade normal tiveram menor quantidade de ovos. E provavel que a
diferenca na quantidade de ovos seja mais evidente e benéfica quando se objetiva o
controle do parasita e € avaliado a producéo diaria de ovos, que ndo foi mensurada neste
trabalho.

Animais alimentados com concentrado tinham valores de VG e PPT dentro da
normalidade, porém no feno+concentrado suprimido o PPT foi mais elevado que nos
demais grupos, porém com resposta imunologica semelhante ao grupo feno. A reposicédo
de células e proteinas do sistema imune tem um custo elevado para o animal (Greer,
2008). Sob niveis nutricionais baixos 0s animais ndo conseguem reestabelecer os padrdes

hematoldgicos, o que resulta em anemia que pode ser fatal (Miller and Horohov, 2006).
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Infecgbes por H. contortus além de causar reducdo no apetite, elevam os
requisitos minimos de aminoacidos, ou seja, 0s animais tem maior necessidades de
proteina (Rowe et al., 1988). Datta et al. (1998) verificaram maior capacidade dos animais
em resistir aos efeitos adversos da infec¢do por H. contortus, com padrdes hematoldgicos
dentro da normalidade e maior ganho em peso em cordeiros recebendo concentrado com
19 ou 22 % de PB.

Embora infec¢Ges causadas por Haemonchus sejam descritas como depressoras
do apetite, com reducdo da ingestdo de matéria seca (Datta et al., 1998), e
metilprednisolona ser apontada como capaz de contrabalancear a reducdo de ingestéo
causada por Teladorsagia circumcincta (Greer et al., 2008), o grupo feno+concentrado
normal ganhou mais peso que o feno+concentrado suprimido. Provavelmente a reducdo
de apetite seja menos evidente quando a dieta da aporte a maior imunidade, o que reduz
0 tamanho do parasita e seu efeito patogénico, no entanto, a ingestdo voluntaria de
alimento ndo foi mensurada nesse experimento.

Assim como nesse estudo, Scott et al. (1998) encontraram abomasos mais
pesados em animais alimentados com concentrado, estes atribuem esse fato a hiperplasia
das células da mucosa do abomaso, o que poderia permitir a manutencdo de niveis de
pepsinogénio na tentativa de maior aproveitamento das proteinas e consequentemente,
maior ganho em peso diario.

O pH ruminal e concentragdes dos &cidos graxos de cadeia curta se mantiveram
dentro dos padrdes de normalidade da espécie e dietas ofertadas (Kleen et al., 2003). No
entanto, a imunossupressdo levou a niveis de pH e propionato mais baixos, sendo
semelhantes nos grupos feno+concentrado suprimido e feno suprimido, mais uma vez o
mecanismos que conduziram a esse fato seria melhor elucidado avaliando a ingestao

diaria.
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O maior ganho em peso é uma medida almejada por ovinocultores, as vantagens
da suplementacdo alimentar como medida de controle do parasitismo é outro grande
trunfo da suplementacdo. Se a alternativa de suplementacao for utilizada a campo e de
maneira racional, é possivel obter maior ganho em peso, amenizar os efeitos patogénicos
do parasita, reduzir a contaminacao das pastagens e até mesmo diminuir 0 nimero de
tratamentos com anti-helmintico, o que reduz a presséo de selecdo a parasitas resistentes.
No entanto, mais pesquisas sdo necessarias para identificacdo do ponto de equilibrio entre
a quantidade de concentrado fornecido, menor eliminacdo de ovos dos parasitas,
produtividade e viabilidade econémica.
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Tabela 1: Média (z erro padrdo) de peso vivo no inicio da adaptacdo 22 dias antes da
infeccdo (d - 22), dia da infec¢do (d 0) e dia da eutanésia (d 28) de cordeiros infectados
artificialmente com 4000 L3 de Haemonchus contortus. Os animais foram distribuidos
em quatro grupos (n = 7): animais com dieta a base de feno (feno) ou com adicional
de concentrado (3 % peso vivo diario) (concentrado) e imunidade normal (normal) ou
imunossuprimido com metilprednisolona semanalmente (suprimido).

Peso vivo (kg) Dieta Imunidade Média geral
Normal Suprimido
Adaptacéo (d -22) Feno 22,40 £0,95%% 21,49+1,05% 21,94+0,69a

Concentrado 22,99 +0,60% 23,04 +0,81%* 23,01+0,48a
Média geral 22,69 + 0,54A 22,26 £ 0,67A
Interacdo dieta*imunidade: F = 0,31; P = 0,581

Infecgdo (d 0) Feno 21,47 £0,77%° 20,97 +1,45% 21,22 +0,79b
Concentrado 26,10 + 0,742 24,97 £ 1,25%% 2554 +0,7a
Média geral 23,79 £0,81A 22,97 + 1,07A
Interacdo dieta*imunidade: F = 0,08; P = 0,775

Eutanasia (d 28) Feno 24,33 £1,05%° 24,20+ 1,20 24,26 +0,76b
Concentrado 33,61+0,82%% 30,81+1,13%% 32,21+0,77a
Média geral 28,97 £ 1,44A 275+ 1,21A
Interacdo dieta*imunidade: F =1,59; P = 0,22

Para cada peso vivo letras diferentes em maiusculo indicam diferenca estatistica entre
linha (P < 0,05), letras diferentes minusculo indicam diferenca estatistica na coluna (P <
0,05) para média geral, da mesma maneira que as letras sobrescritas indicam as diferencas
comparando 0s grupos experimentais na linha (maidsculo) e na coluna (minusculo) (P <
0,05).



518 Tabela 2: Composicdo bromatoldgica dos alimentos utilizados.
Feno Concentrado

Matéria seca 88,0 89,2
Proteina Bruta 8,2 17,1
Fibra bruta 31,32 11,5

Fibra em detergente neutro 77,3 32,0
Fibra em detergente acido 37,3 13,6
Extrato etéreo - 7,6
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Tabela 3: Média (£ erro padrao) de carga parasitaria, comprimento de machos (mm),
fémeas (mm) e ovos por fémea parasitando cordeiros infectados artificialmente com
4000 L3 de Haemonchus contortus. Os animais foram distribuidos em quatro grupos
(n = 7): animais com dieta a base de feno (feno) ou com adicional de concentrado (3
% peso Vvivo diario) (concentrado) e imunidade normal (normal) ou imunossuprimido
com metilprednisolona semanalmente (suprimido).

Variavel Dieta Imunidade Média geral
Normal Suprimido
Carga parasitaria Feno 1084 + 10272 1001 + 15342 1042 + 89a

Concentrado 1051 + 10542 957 + 126”2 1004 + 80a
Média geral 1068 + 70A 979 + 95A
Interacdo dieta*imunidade: F = 0,00; P = 0,966

Comprimento machos Feno 14,00 £ 0,144 14,34 + 0,194 14,17 +0,12b
(mm) Concentrado 12,08 + 0,45 13,34 +0,328% 12,71 +0,35a
Média geral 13,04 £ 0,35B 13,84 + 0,23A
Interacdo dieta*imunidade: F = 2,35; P = 0,138

Comprimento fémeas Feno 21,29 £0,30% 21,54 +0,32A% 21,41 +0,22a
(mm) Concentrado 18,36 + 1,01~ 19,39 + 0,64 18,87 + 0,60b
Média geral 19,82 £+ 0,65A 20,46 £ 0,45A
Interacdo dieta*imunidade: F = 0,39; P = 0,539

Ovos por fémea Feno 852 + 734¢ 955 + 674 903 + 50a
Concentrado 686 + 11172 725 + 9142 706 * 69b
Média geral 769 £ 68A 840 £ 63A

Interacdo dieta*imunidade: F = 0,13; P =0,717

Para cada variavel letras diferentes em maiusculo indicam diferenca estatistica entre linha
(P < 0,05), letras diferentes minusculo indicam diferenca estatistica na coluna (P < 0,05)
para média geral, da mesma maneira que as letras sobrescritas indicam as diferencas
comparando 0s grupos experimentais na linha (maidsculo) e na coluna (minusculo) (P <
0,05).
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Tabela 4: Média (z erro padréo) de 1gG sérico, mastdcitos regidao fundica, mastocitos
regido pildrica, eosindfilos regido fundica e eosindfilos regido pilorica do abomaso de
cordeiros infectados artificialmente com 4000 L3 de Haemonchus contortus. Os
animais foram distribuidos em quatro grupos (n = 7): animais com dieta a base de feno
(feno) ou com adicional de concentrado (3 % peso vivo diario) (concentrado) e
imunidade normal (normal) ou imunossuprimido com metilprednisolona
semanalmente (suprimido).

Variével Dieta Imunidade Média geral
Normal Suprimido
Feno 0,131 +£0,038> 0,100 +0,019° 0,116 = 0,021b

19G (densidade Opti
gG (densidade Optica) ' o iado  0,272+0,046° 0,134+0,028° 0203 + 0,032a

Média geral 0,201 + 0,035A 0,117 £0,017B
Interacdo dieta*imunidade: F = 2,42; P = 0,133

Mastécito regido Feno 12,73 +2,04% 561+ 1,735 9,17 +1,62b
fundica (células/mmg2) Concentrado 27,59 £4,82% 6,21 +1,3452 16,9 + 3,82a
Média geral 20,16 £ 3,25A 591 +1,05B
Interacdo dieta*imunidade: F =1,99; P = 0,172

Mastécito regido Feno 10,46 +2,61% 4,70+ 1,627 7,58 + 1,68a
pildrica (células/mm2) Concentrado 16,52 + 2,514 6,21 + 2,02B2 11,37 +2,11a
Média geral 13,49 + 1,93A 5,46 + 1,26B
Interacdo dieta*imunidade: F = 0,35; P = 0,558

Eosindfilos regido Feno 3,94 £ 0,83Aa 2,12 £ 0,80Aa 3,03+ 0,61a
fundica (células/mmz?) Concentrado 10,31 +2,84Aa 1,36 £0,76Ba 5,84 +1,88a
Média geral 7,12 +1,67A 1,74 +£0,54B
Interacdo dieta*imunidade: F = 3,79; P = 0,063

Eosinofilos regido Feno 11,82 £3,22%  2,88+0,72" 7,35+ 2,01b
pilérica (célulassrmm2)  Concentrado 24,25 £ 4,28% 9,70 + 2,554 16,98 + 3,13a
Média geral 18,04 + 3,10A 6,29 + 1,59B
Interacdo dieta*imunidade: F = 0,00; P = 0,95

Para cada variavel letras diferentes em maiusculo indicam diferenca estatistica entre linha
(P < 0,05), letras diferentes minusculo indicam diferenga estatistica na coluna (P < 0,05)
para média geral, da mesma maneira que as letras sobrescritas indicam as diferencas
comparando o0s grupos experimentais na linha (maidsculo) e na coluna (minusculo) (P <
0,05).
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Tabela 5: Média (z erro padrdo) do peso do abomaso vazio de cordeiros infectados
artificialmente com 4000 L3 de Haemonchus contortus. Os animais foram distribuidos
em quatro grupos (n = 7): animais com dieta a base de feno (feno) ou com adicional
de concentrado (3 % peso vivo diario) (concentrado) e imunidade normal (normal) ou
imunossuprimido com metilprednisolona semanalmente (suprimido).

Variavel Dieta Imunidade Média geral
Normal Suprimido
Abomaso vazio (g) Feno 128+ 6 129+ 4 129+ 3b
Concentrado 170+ 8 150+ 4 160 + 5a
Média geral 149 £+ 7A 140 + 4A

Interacdo dieta*imunidade: F = 3,37; P = 0,064

Letras diferentes em mailsculo indicam diferenca estatistica entre linha (P < 0,05), letras
diferentes minusculo indicam diferenga estatistica na coluna (P < 0,05) para média geral,
da mesma maneira que as letras sobrescritas indicam as diferengas comparando 0s grupos
experimentais na linha (maiusculo) e na coluna (minusculo) (P < 0,05).
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Tabela 6: Média (z erro padrdo) de pH, acetato (mmol/L), propionato (mmol/L) e
butirato (mmol/L) do liquido ruminal de cordeiros infectados artificialmente com 4000
L3 de Haemonchus contortus. Os animais foram distribuidos em quatro grupos (n =
7): animais com dieta a base de feno (feno) ou com adicional de concentrado (3 %
peso Vvivo diario) (concentrado) e imunidade normal (normal) ou imunossuprimido
com metilprednisolona semanalmente (suprimido).

Variavel Dieta Imunidade Média geral
Normal Suprimido
pH Feno 6,59 + 0,074 6,50 + 0,052 6,55 + 0,08a
Concentrado 5,83 + 0,08B° 6,25 + 0,147 6,04 = 0,10b
Média geral 6,21 +0,12A 6,38 = 0,08A

Interacdo dieta*imunidade: F = 7,91; P = 0,01

Acetato Feno 54,73 + 2,554 55,95 + 1,504 55,34 +1,43a
Concentrado 54,06 + 2,524 46,91 + 2,044° 50,48 + 1,85b
Média geral 54,40 + 1,73A 51,43 + 1,75A

Interacdo dieta*imunidade: F = 3,63; P = 0,069

Propionato  Feno 12,09 + 0,924° 11,10 £ 0,46 11,59 £ 0,51b
Concentrado 23,54 + 1,617 15,86 + 1,83B2 19,70 + 1,58a
Média geral 17,81 + 1,82A 13,48 +1,12B

Interacdo dieta*imunidade: F = 6,39; P = 0,018

Butirato Feno 4,25 + 0,30AP 4,24 +0,28AP 4,25 +0,20b
Concentrado 9,30 £ 0,527 7,34 £0,71B2 8,32 + 0,50a
Média geral 6,78 £ 0,76A 5,79 £ 0,57A

Interacdo dieta*imunidade: F = 4,00; P = 0,057

Para cada variavel letras diferentes em maiusculo indicam diferenca estatistica entre linha
(P < 0,05), letras diferentes minusculo indicam diferenca estatistica na coluna (P < 0,05)
para média geral, da mesma maneira que as letras sobrescritas indicam as diferencas
comparando o0s grupos experimentais na linha (maidsculo) e na coluna (minusculo) (P <
0,05).
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8000 -
7000 -

@

& 6000 -

3

© 5000 A

£

S 4000

(a2}

S 3000 -

o

$ 2000 -

@)
1000 A

21 24 27
Dias apo6s infeccdo

Figura 1: Média de ovos por grama de fezes aos 21, 24 e 27 dias apés infeccdo de
cordeiros infectados artificialmente com 4000 L3 de Haemonchus contortus, Os
animais foram distribuidos em quatro grupos (n = 7): animais com dieta a base de feno
(feno) ou com adicional de concentrado (3 % peso vivo diario) (concentrado) e
imunidade normal (normal) ou imunossuprimido com metilprednisolona
semanalmente (suprimido), Barra = erro padréo.
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Figura 2: Média de ganho em peso diario de cordeiros infectados artificialmente com
4000 L3 de Haemonchus contortus, Os animais foram distribuidos em quatro grupos
(n =7): animais com dieta a base de feno (feno) ou com adicional de concentrado (3
% peso Vvivo diario) (concentrado) e imunidade normal (normal) ou imunossuprimido
com metilprednisolona semanalmente (suprimido), Barra = erro padréo.
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Figura 3: Media de volume globular de cordeiros infectados artificialmente com 4000
L3 de Haemonchus contortus, Os animais foram distribuidos em quatro grupos (n =
7). animais com dieta a base de feno (feno) ou com adicional de concentrado (3 %
peso vivo diario) (concentrado) e imunidade normal (normal) ou imunossuprimido
com metilprednisolona semanalmente (suprimido), Barra = erro padréo.
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Figura 4: Média de proteina plasmatica total de cordeiros infectados artificialmente
com 4000 L3 de Haemonchus contortus, Os animais foram distribuidos em quatro
grupos (n = 7): animais com dieta a base de feno (feno) ou com adicional de
concentrado (3 % peso vivo diario) (concentrado) e imunidade normal (normal) ou
imunossuprimido com metilprednisolona semanalmente (suprimido), Barra = erro
padréo.
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