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Resumo

FARIAS, Lucas Balinhas. Efeito da aplicacdo de complexo vitaminico e
mineral na recuperagdo eritrocitaria e no desempenho de ovinos
parasitados. 2017. 22f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pds Graduacao
em Zootecnia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Controlar o parasitismo é fundamental para atingir a eficiéncia produtiva
na ovinocultura. Cordeiros desmamados sdo mais susceptiveis a hemoncose,
causada pelo Haemonchus contortus, que € um parasita hematofago, causador
de severa anemia nos animais. Sendo assim, o0 objetivo do presente estudo foi
avaliar o efeito da aplicacdo de um complexo vitaminico e mineral, aplicado
junto com a administracdo de um anti-helmintico eficiente, em cordeiros
parasitados, com sinais caracteristicos de infec¢cdo por Haemonchus contortus,
sobre a recuperacdo eritrocitaria e ganho de peso. Foram utilizados 60
cordeiros, machos e fémeas, da raca Merino Australiano, com 8 e 9 meses de
idade, segregados em quatro grupos: controle; formula 1 (Ferro Dextrano,
Fosforo Orgéanico, Vitamina B12 e substancias que auxiliem na recuperacao
eritrocitaria); formula 2 (Ferro Dextrano, Fosforo Organico e Vitamina B12); e
formula 3 (substancias que auxiliem na recuperacdo eritrocitaria). Foram
analisados hematdcrito, eritrécitos totais, coloracdo da conjutiva, ganho de
peso e proteinas plasméticas totais. Os resultados foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA) através do teste de medidas repetidas no tempo. Todos
0S grupos apresentaram recuperacao eritrocitaria, durante o estudo, porém,
nos primeiros sete dias, apenas os animais do grupo controle ndo obtiveram
melhora, sendo diferente dos demais tratamentos (p=0,03). No ganho de peso
nao houve diferenca entre os tratamentos (p=0,44), apenas entre os periodos
(p>0,001). A coloragcdo da conjutiva ndo diferiu entre os grupos (p=0,174).
Portanto, conclui-se que a administracdo de complexo vitaminico e mineral,
administrado junto com anti-helmintico eficiente, promove uma recuperacao
eritrocitaria mais rapida em cordeiros parasitados, com sinais caracteristicos de
hemoncose.

Palavras-chave: anemia; cordeiros; eritrécitos; parasitismo.



Abstract

FARIAS, Lucas Balinhas. Complex vitamin and mineral effects on the
erythrocyte recovery and performance of parasitized sheep. 2017. 22p.
Dissertation (Master) — Programa de Po6s Graduacdo em Zootecnia.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Controlling parasitism is fundamental to achieving productive efficiency in
sheep. Weaned lambs are more susceptible to Haemonchus contortus
infection, which is a hematophagous parasite, causing severe anemia in
animals. Therefore, the aim of this study was to evaluate the effect of the a
complex vitamin and mineral treatment, applied together with the administration
of an effective anthelmintic, in parasitized lambs, with characteristic signals of
Haemonchus contortus infection, on erythrocyte recovery and weight gain. Sixty
male and female Australian Merino lambs, 8 and 9 months old, were divided
into four groups: control; formula 1 (Iron Dextran, Organic Phosphorus, Vitamin
B12 and substances that aid in erythrocyte recovery); formula 2 (Iron Dextran,
Organic Phosphorus and Vitamin B12); and formula 3 (substances that aid in
erythrocyte recovery). Hematocrit, total erythrocytes, conjutive staining, total
plasma protein and weight gain were analyzed. The results were subjected to
analysis of variance (ANOVA) and repeated measure were performed. All
groups presented erythrocyte recovery during the study, but in the first seven
days, only the animals in the control group did not improve, showing lower
results (p = 0.03) than the other treatments. In weight gain there was no
difference (p = 0.44) between treatments, only between the periods (p> 0.001).
Conjugation staining did not differ between groups (p = 0.174). Therefore, it is
concluded that the administration of complex vitamin and mineral, administered
together with efficient anthelmintic, promotes a fast erythrocyte recovery in
parasitized lambs with characteristic signs of hemoncose.

Keywords: anemia; lambs; red cells; parasitism.
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1. Introducéao
1.1 Ovinocultura

A criacao de ovinos é praticada em todos os continentes, destinada tanto
a criagcbes comerciais como subsisténcia. Passando por profundas
transformacoes, desde a década de 1990, o aumento da produtividade tornou-
se imprescindivel para a viabilidade técnica e econdmica da atividade
(RODRIGUES et al., 2007). Um grande problema na ovinocultura, que reflete
no quadro econdmico da produtividade, se deve aos Obitos, decorrentes de
falhas no manejo sanitério do rebanho (ALBUQUERQUE et al., 2009).

O rebanho ovino brasileiro tem crescido nos ultimos trés anos. Apos a
queda verificada em 2012, fechou o ano de 2015 com 18,41 milhdes de
cabecas, numero 4,5% superior a 2014, sendo que as regiées nordeste e sul
concentram 87,1% dos ovinos (IBGE, 2016). Porém, a producé@o de ovinos no
Brasil ainda ndo é suficiente para atender o mercado interno, sendo necessaria
a importacédo de carne do Uruguai. Assim, € necessario o desenvolvimento de
medidas para aumentar a produtividade do rebanho, atendendo o mercado
interno e, futuramente, tornar o Brasil também um exportador desse produto.

Um dos principais entraves da producdo ovina sao as infeccdes
parasitarias, causadas principalmente, pelo nematédeo gastrintestinal
Haemonchus contortus, que € encontrado aderido a mucosa do abomaso,
aonde se alimenta (SCHALLIG, 2000), sendo o parasita mais comum
encontrado em ovinos criados em areas tropicais (TAYLOR et al., 2009). Por
ser um parasita hematofago, ou seja, se alimenta de sangue, um animal
parasitado pode perder aproximadamente 140 ml de sangue por dia (HADAS e
STANKIEWICZ, 1997), levando a uma grave anemia, além de edema
submandibular, anorexia e diarreia (REINECK, 1983). Consequentemente,
ocorre uma queda nos indices produtivos como, ganho de peso, producgéo de
|&, taxas de prenhez, natalidade e desmame, além de maior periodo para o
abate e acasalamento, trazendo aos produtores grandes prejuizos, e
acarretando em baixa produtividade. A hemoncose afeta ovinos de varias
idades, porém causa maiores problemas em cordeiros desmamados
(PINHEIRO, 1979), devido sua menor eficiéncia imunolégica (ROCHA et al.,
2005).



Através da producdo de tiol-proteases, as larvas L4 e o0s parasitos
adultos espoliam o hospedeiro (MENDONCA LIMA, 1992), catalisando e
hidrolisando o fibrinogénio, hemoglobina, imunoglobulina G e colageno
(RHOADS e FETTERER, 1995). Cada parasito Haemonchus contortus
alimenta-se por aproximadamente 12 minutos (FREITAS, 1976). Essa perda
sanguinea do sistema vascular causa insuficiéncia circulatéria e o animal pode
entrar em choque hipovolémico, quando os niveis de perda alcancam 35% ou
mais do volume sanguineo total (RADOSTITS et al., 2000). Para diminuir as
perdas produtivas, torna-se importante a presenca de substancias que auxiliem
na recuperacao eritrocitaria, como a vitamina b12 e o ferro, e no metabolismo,

como o fosforo organico.

1.2 Agentes na recuperacao eritrocitaria e no metabolismo

Ferro e vitamina bl2 s&do substancias que agem no sistema
hematopoiético acelerando a recuperacao eritrocitaria, melhorando, desta
forma, o hematocrito e revertendo o quadro anémico de maneira mais rapida. O
ferro € um componente importante de algumas metaloproteinas néo
enzimaticas, tais como hemoglobina, ferredoxina e ferritina. A sua homeostase
ocorre primariamente por ajuste da absorcdo intestinal, sendo influenciada
pelas necessidades e afetada por idade, condicdo do trato gastrointestinal e
disponibilidade do ferro. Casos de parasitismo e infec¢cdes intestinais
aumentam as exigéncias de ferro (Gonzalez & Silva, 2006).

O ferro desempenha importante funcdo no organismo e, quando
suplementado, aumenta a eritropoiese (ROCHA et al., 2007) por sua acdo na
producdo de células vermelhas do sangue, especialmente pela sintese de
hemoglobina. Este aumento na resposta medular ocorre devido a quantidade
de ferro medular liberada para o eritrGcito imaturo ser proporcional a
concentracdo do ferro sérico, que € influenciada diretamente pela
suplementacao deste mineral (SHOLL et al., 2000). Em torno de 60 a 70% do
ferro encontra-se na hemoglobina, sendo sua principal funcdo o transporte de
oxigénio e gas carbbdnico. O ferro participa na formacdo do grupo heme,
indispensavel para a formagédo da hemoglobina (BAKER & MORGAN, 1994).

Na circulacdo ele é transportado pela transferrina, que também participa
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diretamente na entrada do ferro para o interior da célula por meio da
internalizacdo. A interacdo entre as células eritroides e a transferrina ocorre por
meio de um grande numero de receptores de membrana, presente nos
eritroblastos e nos reticuldcitos (MALIKIDES et al., 2000).

A eritropoietina, hormdnio proteico sintetizado em resposta a uma
hipoxia renal pelas células adjacentes ao tabulo renal proximal, & responsavel
pela regulacdo da eritropoiese. No adulto, o rim é o local de maior producédo do
horménio, embora o figado seja responsavel por 10 a 15% da eritropoietina
plasmatica (CAR, 2000). Em torno de 5 a 7 dias transcorrem do estimulo da
célula tronco eritropoiética pela eritropoietina até a saida de eritrocitos da
medula éssea para a circulagdo sanguinea, o que determina o grau de
resposta é a quantidade de ferro disponivel (SCHOLL et al., 2000).

A vitamina B12 também é importante para a recuperagdo eritrocitaria,
sendo essencial para o processo de formacdo dos glébulos vermelhos, com
importante funcédo na formacéao e maturacao dos eritrocitos (GUYTON & HALL,
2011). Também € necesséria para o metabolismo normal de folato, pois sua
deficiéncia causa alterac6es hematoldgicas (HARVEY, 2008). Ela é necesséria
para a sintese de DNA, indispenséavel para a formacao do trifosfato de timidina,
uma das unidades essenciais da producdo de DNA, e sua deficiéncia culmina
em uma falha na maturacdo nuclear e na divisdo celular (REECE &
SWENSON, 2006; GUYTON & HALL, 2011). Ainda, esta vitamina desempenha
papel fundamental como co-fator enzimatico, principalmente da enzima
metilmalonil-CoA mutase, que age diretamente no metabolismo energético e
desempenha fung¢édo na conversdo de acidos graxos volateis em succinil-CoA,
um essencial passo para a entrada destes no ciclo de Krebs e a sua utilizacéao
como um substrato gliconeogénico (KENNEDY, 1990). Assim, desempenha
importante fung&o no metabolismo energético de ruminantes.

O fésforo € um mineral de grande importancia para os animais, estando
envolvido no crescimento e na diferenciacdo celular, e na composicao de
acidos nucléicos (DNA e RNA) e hormonios (cCAMP e cGMP). Também é
integrante de muitos intermediarios do metabolismo energético (ATP e ADP),
auxiliando na sintese energética através da participacdo de importantes vias
metabdlicas de utilizacdo e transferéncia de energia e da mineralizacdo da
matriz 6ssea (GONZALEZ & SILVA, 2006). Associa-se ainda a lipideos para a
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formacdo das membranas plasméticas (MALLETTE et al., 1960), manutencao
do equilibrio acido-basico e osmético (acdo tampao), e na eficiéncia reprodutiva
(COZZOLINO, 2007). Nos ruminantes é essencial por atender também as
exigéncias da microbiota ruminal (TERNOUTH & SEVILLA, 1990).

O butafosfan (composto de fésforo organico) também auxilia na reducéo
das reacdes metabdlicas de estresse, diminuindo os niveis de cortisol e
elevando os de insulina, horménio que melhora o aporte de glicose para a
célula, melhorando seu funcionamento, sendo também responsavel pelo
armazenamento de energia nas formas de glicogénio, triglicerideos e proteinas
(CUTERI, 2008; DENIZ, 2008). Quimicamente denominado como 1-butilamino-
1-metil &cido etilfosférico, € um derivado organico do &acido fosférico,
responsavel pelo fornecimento de ions fosfato (Pi), essenciais para a catélise
de varias reacdes celulares. Assim, a oferta de Pi, garantida pelo butafosfan,
estimula o metabolismo gliconeogénico e mantém a integridade do tecido e o
correto funcionamento hepatico (HUBER, 2003; CUTERI, 2008).

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da aplicacdo de um
complexo vitaminico e mineral, aplicado junto com a administracdo de um anti-
helmintico eficiente, em cordeiros parasitados, com sinais caracteristicos de
infeccdo por Haemonchus contortus, sobre a recuperacgao eritrocitaria e ganho

de peso.

2. Material e Métodos

Todos os procedimentos envolvendo os animais deste estudo foram de
acordo com o estabelecido pelo Comité de Etica e Experimentacdo Animal da
Universidade Federal de Pelotas, estando registrado e aprovado sob numero
50500018. O estudo foi realizado em uma propriedade comercial com sistema
de criacdo a pasto, em regime extensivo, localizada no municipio de Pinheiro
Machado, Rio Grande do Sul, de coordenadas geograficas 31° 30' 37.2" sul 53°
26' 11.3" oeste, nos meses de marco e abril de 2016.

Foram utilizados 60 cordeiros, machos e fémeas, da raga Merino
Australiano, mantidos em campo nativo, com 8 e 9 meses de idade, com peso
médio de 19,9 Kg, segregados em quatro grupos (controle, formula 1, férmula 2

e férmula 3), acompanhados durante 35 dias. Para manter a homogeneidade
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dos grupos foi considerado peso corporal e infeccdo parasitaria (ovos por
grama de fezes). A Férmula 1 era composta por Ferro Dextrano, Fosforo
Organico, Cianocobalamina (vitamina B12) e substancias que auxiliem na
recuperacao eritrocitaria. A Férmula 2 consistia de Ferro Dextrano, Fésforo
Orgénico e vitamina B12. J4 a Formula 3 continha substancias que auxiliem na
recuperacgao eritrocitaria. Os grupos foram manejados conjuntamente durante o
periodo experimental, e receberam a aplicacdo da formula de acordo com seu
grupo no dia 0.

No inicio do experimento coletou-se fezes de todos os animais para
andlise coproparasitolégica, através da técnica de Gordon e Whitlock (1939).
Posteriormente todos os animais foram dosificados com o anti-helmintico
closantel sodico e aplicacdo das respectivas formulas de cada grupo. Amostras
de sangue foram coletadas nos dias 0, 7 e 35 de todos os animais, através de
puncdo da veia jugular, utilizando tubos Vacutainer® com anticoagulante
EDTA. As amostras sanguineas foram armazenadas em caixas térmicas e
encaminhadas ao laboratoério de bioquimica do NUPEEC (Nucleo de Pesquisa,
Ensino e Extensdao em Pecuaria) da Universidade Federal de Pelotas. Avaliou-
se no laboratério Hematécrito (Ht), Proteinas Plasméaticas Totais (PPT) e
Eritrocitos Totais.

Os valores de Ht foram determinados pela técnica do micro-hematdcrito,
utilizando tubos capilares e centrifugacdo a 10.000 rpm por 5 minutos, e o
namero de eritrécitos totais foi realizado em um contador automético de células
CC-530® (CELM, SP, Brasil), apos serem diluidas em um diluidor automatico
DA-500® (CELM, SP, Brasil).

Nos dias 0, 7 e 35 também foi realizada a pesagem dos animais, com
balanca eletrbnica, e a avaliacdo da coloracdo da conjutiva, analisada segundo
o cartdo Famacha®, em que as tonalidades do vermelho-rosado ao branco
representam, respectivamente, os graus de 1 a 5 na cartela.

Os dados foram submetidos a analise no programa NCSS 7.0 (2007).
Foram considerados no modelo os efeitos fixos de tratamento (controle; F1; F2;
e F3), de periodo (0; 7; e 35 dias), efeito aleatério do animal, bem como suas
interacdes. As variaveis foram submetidas a andlise de variancia (ANOVA) em
medidas repetidas no tempo. Com a finalidade de separar os efeitos de cada

tratamento e suas interacoes, foi realizada uma analise de contrastes. As
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médias foram comparadas através da decomposicdo da soma dos quadrados
para os tratamentos em contrastes ortogonais, considerando-se as diferentes
substancias presentes em cada formula (tratamento). Sendo considerados

significativos valores iguais ou inferiores a P <0,05.

3. Resultados e Discussao

Os animais estavam com uma carga parasitaria alta no dia 0 (média de
5775 ovos por grama de fezes), jA no dia 7 a média de OPG foi de 2,7,
evidenciando a eficiéncia do anti-helmintico utilizado no tratamento da
parasitose (Closantel sédico — Diantel®). Além disso, houve aumento no
hematdcrito dos animais nos trés periodos estudados com média de 27,33 %,
28,72 % e 35,39 % (p>0,001; Figura 1), nos dias 0, 7 e 35, respectivamente,
demonstrando uma boa recuperacdo eritrocitaria apdés a hematofagia do
Haemonchus contortus (Hernandez, 2016). Estes resultados corroboram
Kawano et al. (2001), que também encontraram hematocrito mais baixo no
periodo em que ocorreu o pico de OPG, visto que hematdécrito e contagem de
glébulos vermelhos diminuem significativamente em animais infectados com
Haemonchus contortus (Rouatbi et al., 2016). No presente estudo, as fémeas
apresentaram hematdcrito significativamente superior aos machos (28,99% e
25,68% respectivamente; p=0,016), resultado semelhante ao encontrado por
Gauly et al. (2006), que observaram menores valores de hematdcrito para
machos, relacionando esse resultado, provavelmente, com a producdo de
testosterona em machos inteiros, porém sugeriram novos estudos para
comprovar a relacdo. Entretanto, os machos do presente estudo eram

castrados e também apresentaram valor de hematdcrito menor.
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Figura 1. Hematocrito médio dos cordeiros nas trés avaliagbes
realizadas durante o estudo (p>0,001).

Na primeira semana, 0s animais do grupo controle tiveram uma
diminuicdo no hematdécrito (Figura 2), ao contrario dos outros grupos. Os
cordeiros deste grupo ndo receberam ferro, vitamina B12 e demais substancias
eritropoiéticas, o que pode ter dificultado uma recuperacdo eritrocitaria mais
rapida, visto que Rocha et al. (2013) encontraram melhora na eritropoiese de
cordeiros que receberam ferro dextrano na forma injetavel; e que a vitamina
B12 é necessaria para a proliferacdo celular durante a diferenciacéo
eritrocitaria (Koury et al., 2004).

40+ p=0,17 -+- Controle
38 ' -©- F1
36 -+ F2

-9 F3

Hematocrito %
w
»

N

»
-
-~

Dias

Figura 2. Hematdcrito médio dos cordeiros em cada grupo nas trés
avaliacoes realizadas durante o estudo.
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Observando-se a andlise de contraste (Figura 4 e Tabela 1), o
hematocrito médio do grupo controle foi menor (p<0,05) que o dos outros
grupos durante todo o estudo, embora tenha havido uma recuperacéo
eritrocitaria em todos os lotes, ap0s o tratamento anti-helmintico. Quando
ocorre um decréscimo no hematoécrito, o sistema hematopoiético responde,
liberando eritropoietina, produzida pelo rim, que estimula as células troncos
hematopoiéticas a produzirem eritrocitos. Porém, o que determina o grau da
resposta € a quantidade de ferro disponivel, levando em torno de 5 a 7 dias
para que ocorra a liberacdo dos eritrécitos na circulacdo apds a secrecao de
eritropoietina (Sholl, 2000). Portanto, no dia 7 j& foi possivel observar uma
recuperacao eritrocitaria nos grupos F1 e F2. O numero de eritrgcitos totais nao
diferiu entre os grupos (p=0,125), apenas entre os periodos estudados

(p=0,001), resultados semelhantes ao hematdcrito.

40~ n=
p=0,15 -0 F3

- [2
- F1
—+- Controle

Hematocrito %
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he

Figura 3. Hematécrito médio dos cordeiros em cada grupo nas trés
avaliagOes realizadas durante o estudo.
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Tabela 1. Analise de contraste dos quatro grupos avaliando hematocrito

e peso.

Analise de contraste

Tratamentos Anélise de contraste
Controle F1 F2 F3 EP P Cont. Cont. FleF3
VS. vs. F3 vs. F2
Trat.
Hematocrito 29,41 32,04 31,21 31,08 0,480 0,15 0,03 0,14 0,73
Peso 20,38 20,17 20,84 21,23 0,227 0,33 0,50 0,18 0,81

A coloracdo da conjutiva analisada segundo o cartdo Famacha®, nao

diferiu entre os grupos (p=0,174) (Figura 5). A coloracdo da conjuntiva esta

correlacionada com o hematdcrito (Van Wyk et al., 1997),

e, No presente

trabalho, apesar de no hematécrito ter sido observado uma diferenca entre os

animais tratados e nao tratados, na coloracdo da conjuntiva ndo obteve-se o

mesmo resultado.
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Figura 4. Coloragdo da conjuntiva média dos cordeiros em cada grupo

nas trés avaliacdes realizadas durante o estudo.



17

O peso foi diferente nos trés periodos, com média de 19,64kg, 20,61kg e
20,90kg (p>0,0001), nos dias 0, 7 e 35, respectivamente. A infeccdo por
Haemonchus contortus tem efeito direto no ganho de peso e no
desenvolvimento corporal dos animais (Soca et al., 2005), logo, a recuperacéo
eritrocitaria e o aumento do ganho de peso estdo diretamente relacionados
(Swenson, 2006). Dessa forma, o tratamento para a haemoncose melhorou o
hematdcrito e, consequentemente, o ganho de peso, porém, entre 0S grupos
nao se observou diferenca no ganho de peso (p=0,4476; Figura 6). Devido a
aplicacado de cianocobalamina nos grupos F1 e F2, esperava-se que esses
animais obtivessem um maior ganho de peso, pois, ela aumenta a eficiéncia da
producdo de energia a partir do propionato, tornando o Ciclo de Krebs mais
ativo, aumentando assim a gliconeogenése (Rollin et al., 2010). Além disso,
com a aplicacdo de butafosfan esperava-se que melhoraria o ganho de peso
dos animais, por ele ter um papel importante na sintese de ATP e,

consequentemente, no metabolismo energético (Rollin et al. 2010).

-o- Controle
- F1
- F2
-%- F3

22+ p=0,4476

o4
~

35
Dias

Figura 5. Peso médio dos cordeiros em cada grupo nas trés avaliagbes

realizadas durante o estudo.

Os resultados médios de proteinas plasmaéticas totais foram diferentes
nas trés avaliagbes (Figura 7). Os valores de PPT mais altos estdo
relacionados a desidratacdo dos animais (Almeida et al., 2008) No dia 0 os
grupos F2 e F3, 6,66 e 7,37 respectivamente, apresentaram diferenca (p=0,01),
No dia 7 os grupos F1 e F2 diferiram do grupo controle (p>0,01), sendo 6,58;

6,64; e 7,18 respectivamente, para cada grupo, esse resultado demostra que
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0Ss animais do grupo controle poderiam estar mais desidratados, podendo
elevar o hematocrito devido a hemoconcentracdo, causando uma policitemia
relativa (Watson, 2000), ou seja 0s animais do grupo controle com contagem
de proteinas plasmaticas totais igual aos grupos F1 e F2, poderiam apresentar
um hematocrito ainda menor. O mesmo foi observado no dia 35, em que 0s

grupos F1 e C diferiram (p>0,05), com valores de 7,52 e 7,96 respectivamente.

T
o 8.0+
_g : -¢- Controle
E - F1
wn 7.5+ -4 F2
m .
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T
=
2]
T 7.0
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2]
T
£
]
- 6.5
—
o
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Figura 6. Proteina plasmatica total média dos cordeiros em cada grupo

nas trés avaliacOes realizadas durante o estudo.

4. Conclusao

A administracdo de complexo vitaminico e mineral, administrado junto
com anti-helmintico eficiente, promove uma recuperacao eritrocitaria mais
rapida em cordeiros parasitados, com sinais caracteristicos de hemoncose. O

ganho de peso nao foi influenciado pelos tratamentos.
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