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RESUMO

Objetivou-se avaliar os efeitos de diferentes niveis de restri¢do alimentar sobre os parametros
fisico-quimicos do liquido ruminal e o perfil quantitativo, morfolégico ¢ de motilidade dos
protozoarios ciliados de ovinos Santa Inés e caprinos Boer. Foram utilizados 23 machos ndo
castrados, sendo 12 ovinos e 11 caprinos, com peso corporal médio inicial de 24,0 + 3,5 kg,
distribuidos entre alimentagdo ad libitum e restrigoes de 30% e 60% da oferta de matéria seca.
Durante o periodo experimental de 180 dias, todos os animais receberam a mesma ragao total
misturada, composta por 61,46% de feno de Tifton-85 e 38,54% de concentrado, diferindo
apenas quanto a quantidade ofertada. Ao final do experimento, os animais foram abatidos e
amostras de liquido ruminal foram coletadas para determinacdo do pH e da temperatura,
avaliacdo da motilidade dos protozoarios em escala de 0 a 5, quantificacio em camara de
McMaster e identificagdo morfologica por microscopia Optica. As analises estatisticas foram
realizadas separadamente para cada espécie. Modelos lineares foram utilizados para avaliar os
efeitos da restricdo alimentar sobre o pH, a temperatura, a concentracdo e a motilidade dos
protozoarios; o teste de Kruskal-Wallis foi aplicado a ocorréncia dos géneros e a contagem total;
e correlagdes de Pearson foram estimadas entre as varidveis, adotando-se nivel de significancia
de 5%. A restrigdo alimentar ndo influenciou o pH, a temperatura, a concentragdo ou a
motilidade dos protozoarios em nenhuma das espécies (p > 0,05), nem a ocorréncia dos géneros
identificados (p > 0,05). Dos 2.294 ciliados avaliados, 205 (8,94%) foram identificados em
nivel de género, distribuidos em 12 géneros. Entodinium foi predominante em ambas as
espécies, correspondendo a 67,8% dos protozoarios identificados. A concentragdo de
protozoarios apresentou correlagao positiva com a motilidade em ovinos (r = 0,63; p = 0,028)
e caprinos (r=0,75; p = 0,008). Em caprinos, o pH ruminal apresentou correlagdo negativa com
a concentragdo de protozoarios (r = —0,71; p = 0,015). Nas condi¢des avaliadas, a redugao
quantitativa da oferta de matéria seca, sem alteracdo da composicdo da dieta, ndo promoveu
mudangas detectaveis nos parametros fisico-quimicos analisados nem no perfil quantitativo,

morfolégico e de motilidade dos protozoarios ciliados ruminais.

Palavras-chave: Ciliophora; Entodinium; fauna ruminal; pequenos ruminantes; restricao

alimentar.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effects of different levels of feed restriction on the
physicochemical parameters of rumen fluid and on the quantitative and morphological profiles
and motility of ciliate protozoa in Santa Inés sheep and Boer goats. Twenty-three intact males,
comprising 12 sheep and 11 goats, with an initial mean body weight of 24.0 + 3.5 kg, were
assigned to ad libitum feeding or to 30% and 60% restrictions in dry matter allowance. During
the 180-day experimental period, all animals received the same total mixed ration, consisting
of 61.46% Tifton-85 hay and 38.54% concentrate, differing only in the amount offered. At the
end of the experiment, the animals were slaughtered, and rumen fluid samples were collected
to determine pH and temperature, assess protozoal motility on a scale from 0 to 5, quantify
protozoa using a McMaster counting chamber, and perform morphological identification by
light microscopy. Statistical analyses were conducted separately for each species. Linear
models were used to evaluate the effects of feed restriction on rumen pH, temperature, protozoal
concentration, and motility; the Kruskal — Wallis test was applied to the occurrence of genera
and total ciliate counts; and Pearson’ s correlations were estimated among the variables, with
significance set at 5%. Feed restriction did not affect rumen pH, temperature, protozoal
concentration, or motility in either species (p > 0.05), nor did it affect the occurrence of the
identified genera (p > 0.05). Of the 2,294 ciliates evaluated, 205 (8.94%) were identified at the
genus level and distributed among 12 genera. Entodinium was predominant in both species,
accounting for 67.8% of the identified protozoa. Protozoal concentration was positively
correlated with motility in sheep (r = 0.63; p = 0.028) and goats (r = 0.75; p = 0.008). In goats,
rumen pH was negatively correlated with protozoal concentration (r = —0.71; p=0.015). Under
the conditions evaluated, the quantitative reduction in dry matter allowance, without changes
in diet composition, did not produce detectable changes in the physicochemical parameters or

in the quantitative and morphological profiles and motility of rumen ciliate protozoa.

Keywords: Ciliophora; Entodinium; feed restriction; rumen fauna; small ruminants.
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1 INTRODUCAO

A producdo de pequenos ruminantes em regides tropicais e semidridas
frequentemente ocorre sob limitagdes quantitativas e qualitativas da alimentagdo, que podem
comprometer o consumo, o desempenho e a utilizagao dos nutrientes (TEIXEIRA et al., 2006;
BARBOSA et al., 2018; LIMA et al., 2022). Durante periodos de escassez forrageira, a reducao
no consumo de matéria seca limita o aporte de nutrientes ao animal e altera a disponibilidade
de substratos fermentdveis no rimen, compartimento central para a fermentacdo microbiana
dos alimentos e para a sintese de compostos que fornecem energia metabolizavel e proteina
microbiana ao hospedeiro (HENDERSON et al., 2015; HU et al., 2018). Nesse contexto, a
restricdo alimentar pode repercutir ndo apenas sobre o desempenho produtivo, mas também
sobre o ambiente fisico-quimico ruminal, a atividade fermentativa, a microbiota e a estrutura
do trato gastrointestinal (ZOU et al., 2019; LIMA et al., 2022; TEIXEIRA et al., 2022). Assim,
compreender o comportamento do ecossistema ruminal sob menor disponibilidade de nutrientes
¢ essencial para interpretar a adaptagdo digestiva de pequenos ruminantes em condigdes de
limitacao alimentar.

Entre os microrganismos ruminais, os protozoarios ciliados representam um dos
principais componentes eucarioticos do rumen e exercem fungdes relevantes na dindmica
fermentativa (VEIRA, 1986; NEWBOLD et al., 2015). Esses microrganismos participam da
degradacao de carboidratos estruturais e nao estruturais, da ingestdo de particulas alimentares,
da predagdo bacteriana e da reciclagem de nitrogénio no ambiente ruminal (JOUANY, 1996;
IVAN et al.,, 2000; NEWBOLD et al., 2015). No entanto, sua contribui¢do ao hospedeiro
depende do contexto nutricional e fermentativo, uma vez que a presenca de protozoarios
também pode estar associada ao aumento da produgdo de amoénia, a redugdo do fluxo de
proteina bacteriana para o intestino delgado e ao fornecimento de hidrogénio para arqueias
metanogénicas (JOUANY, 1996; NEWBOLD et al., 2015; ANDERSEN et al., 2023). Portanto,
os protozoarios presentes no liquido ruminal devem ser compreendidos como parte de um
sistema fermentativo integrado, e ndo apenas como uma medida isolada de abundancia
microbiana.

A disponibilidade de alimento modula a populagdo de protozodrios ruminais por
influenciar a entrada de substratos, o crescimento microbiano e a taxa de passagem do contetido
ruminal (POTTER; DEHORITY, 1973; DEHORITY, 1984). Mudangas no nivel de alimentacao,
no jejum e na realimentacdo podem alterar a concentragdo desses microrganismos,

evidenciando sua resposta dindmica ao suprimento alimentar (POTTER; DEHORITY, 1973).
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Essa resposta pode variar conforme a composi¢ao da dieta, a disponibilidade de carboidratos
fermentaveis, o tempo em relacdo a alimentagdo e as condic¢des fisico-quimicas do rimen,
especialmente em grupos como Isotrichidae, que apresentam migracao e sequestro associados
a presenca de agucares soliveis e ao acumulo de reservas intracelulares (DEHORITY;
TIRABASSO, 1989).

A restricdo alimentar também pode alterar o ambiente ruminal, especialmente o pH
e o perfil de acidos graxos volateis. Em situagdes de restricdo severa, foram observados
aumento do pH ruminal e redu¢do das concentracdes de acetato, propionato, butirato e acidos
graxos volateis totais, indicando menor atividade fermentativa em resposta a menor
disponibilidade de substratos (HU et al., 2018). No entanto, essas respostas podem variar
conforme a intensidade e a duracdo da restricdo, a composicao da dieta e a capacidade de ajuste
digestivo dos animais (KIM et al., 2019; LIMA et al., 2022; WANG et al., 2025). Dessa forma,
parametros fisico-quimicos do liquido ruminal, quando avaliados em conjunto com a populagao
de ciliados, contribuem para compreender melhor os efeitos da limitagdo nutricional sobre o
ambiente ruminal.

Ovinos e caprinos compartilham caracteristicas digestivas tipicas de pequenos
ruminantes, mas apresentam diferengas importantes no comportamento ingestivo e na sele¢ao
da dieta. Caprinos tendem a selecionar folhas, brotos e fragdes vegetais de maior valor nutritivo,
enquanto ovinos apresentam comportamento de pastejo mais generalista € maior uso de
gramineas e herbaceas (DEVENDRA, 1989; SANTRA; KARIM, 1998). Essas particularidades
podem influenciar a fermentagao ruminal e a composi¢ao da comunidade de protozoarios, uma
vez que os ciliados sao modulados tanto pela dieta quanto por caracteristicas do hospedeiro
(SANTRA; KARIM, 1998; DE LA FUENTE et al., 2009; GURELLI et al., 2016). Além disso,
estudos amplos sobre microbiota ruminal indicam que a dieta exerce forte influéncia sobre a
composi¢do microbiana, enquanto o hospedeiro também pode contribuir para variagcdes na
estrutura da comunidade em condigdes semelhantes de manejo alimentar (HENDERSON et al.,
2015). Assim, a resposta dos protozodarios ruminais a restricdo alimentar ndo depende apenas
da menor oferta de alimento, mas também do modo como cada hospedeiro seleciona, utiliza e
transforma os substratos disponiveis no rimen.

A restrigdo alimentar pode ocorrer em diferentes intensidades, desde redugdes
moderadas no consumo até situagdes mais severas, produzindo respostas ruminais distintas.
Apesar dos avancos no conhecimento sobre microbiota ruminal, ainda s3o limitadas as
informacdes sobre a resposta dos parametros fisico-quimicos e do perfil de protozodrios do

liquido ruminal em pequenos ruminantes submetidos a niveis graduais de restricdo alimentar
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em condicdes tropicais (SANTRA; KARIM, 1998; DE LA FUENTE et al., 2009; LIMA et al.,
2022). Essa lacuna ¢ relevante porque a limitagdo alimentar pode afetar o ecossistema ruminal
de forma dependente da intensidade do desafio, da disponibilidade de substratos fermentaveis
e das caracteristicas da espécie avaliada (POTTER; DEHORITY, 1973; HU et al., 2018; KIM
et al., 2019). Diante disso, o presente estudo teve como objetivo avaliar, em ovinos Santa Inés
machos e em caprinos Boer, os efeitos de diferentes niveis de restrigdo alimentar sobre os
parametros fisico-quimicos e sobre o perfil quantitativo, morfolégico e de motilidade dos

protozoarios presentes no liquido ruminal.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local e aprovacao ética

O estudo foi conduzido no Setor de Digestibilidade do Departamento de Zootecnia
da Universidade Federal do Ceara (UFC), em Fortaleza, Ceara, Brasil. As amostras de liquido
ruminal foram processadas no Laboratorio de Estudos em Reproducdo Animal, igualmente
vinculado a UFC. Todos os procedimentos envolvendo os animais foram previamente

aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFC, sob o protocolo n® 2611202101.

2.2 Animais, instalacdes e delineamento experimental

Foram utilizadas amostras de liquido ruminal provenientes de 23 machos nao
castrados, sendo 12 ovinos da raca Santa Inés e 11 caprinos da raca Boer, com peso corporal
médio inicial de 24,0 £ 3,5 kg. Antes do inicio do experimento, os animais foram
identificados com brincos numerados, pesados, vermifugados, vacinados contra clostridiose e
submetidos a suplementagdo vitaminica, conforme o manejo sanitario adotado.

Apbs os procedimentos sanitarios, os animais passaram por um periodo de
adaptacao de 30 dias as instalagdes, a dieta experimental ¢ ao manejo alimentar. Durante o
periodo experimental, foram mantidos em baias individuais com piso de concreto (1,5 m X
1,5 m), equipadas com comedouros e bebedouros individuais, com fornecimento de agua ad
libitum.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em
arranjo fatorial2 X 3, considerando duas espécies de pequenos ruminantes, ovinos Santa Inés
e caprinos Boer, e trés niveis de oferta alimentar: alimentagdo ad libitum, restricdo de 30% e
restricdo de 60% em relacdo ao consumo observado no grupo ad libitum, com base na matéria
seca da dieta. Esse arranjo permitiu avaliar os efeitos da limitagao alimentar sobre os parametros

fisico-quimicos e o perfil de protozoarios do liquido ruminal dentro de cada espécie.

2.3 Dieta experimental e manejo alimentar

A dieta experimental foi formulada com base nas recomendac6es do Br-Caprinos

& Ovinos (2024), visando atender as exigéncias nutricionais dos animais alimentados ad
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libitum. Utilizou-se uma Unica racdo total misturada para ambas as espécies, composta por feno
de capim Tifton-85, milho grdo moido, farelo de soja, fosfato bicalcico e calcério calcitico. A
relacdo volumoso:concentrado foi de aproximadamente 61:39, com teor de proteina bruta
préximo a 14% na matéria seca.

A alimentacgdo foi fornecida duas vezes ao dia, as 08:00 e 16:00 h. No grupo ad
libitum, a oferta foi ajustada para permitir sobras de até 20%. Nos grupos submetidos a restricao
alimentar, a quantidade ofertada correspondeu a redugdes de 30% ou 60% em relacdo ao
consumo ad libitum, com base na matéria seca da dieta, conforme descrito por Nascimento
(2025). Assim, todos os animais receberam a mesma composicdo dietética, diferindo apenas
quanto a quantidade de matéria seca ofertada.

A composicdo da racdo total misturada utilizada no experimento esta apresentada
na Tabela 1, com a descricdo dos ingredientes, da relacdo volumoso:concentrado e da

composicao bromatoldgica da dieta, expressa com base na matéria seca.

Tabela 1 — Proporg¢ao dos ingredientes e composicao bromatologica da racao total misturada

utilizada na alimentag¢ao de ovinos e caprinos.

Item Valor

Ingredientes (% da racao total misturada)

Feno de Tifton-85 61,46
Farelo de soja 16,45
Milho grao moido 20,79
Fosfato bicalcico 0,81
Calcario calcitico 0,53

Composicao quimica (g/kg de MS)

Matéria seca 899,7
Proteina bruta 161,0
Extrato etéreo 29,3
Matéria mineral 80,9
Matéria organica 919,5
Fibra em detergente neutro 527,9

Fibra em detergente neutro corrigida para cinzas e proteina 497,2
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Fibra em detergente acido 262,6
Carboidratos totais 729,2
Carboidratos nao fibrosos 231,9
Nutrientes digestiveis totais 669,5

MS = matéria seca. Fonte: adaptado de Nascimento (2025).

O periodo experimental teve duragdo de 180 dias. Durante esse periodo, os animais
foram pesados quinzenalmente para monitoramento do peso corporal e ajuste da oferta

alimentar conforme os respectivos tratamentos.

2.4 Procedimentos de abate e mensura¢iao do pH e temperatura

Ao final do periodo experimental, os animais foram submetidos a jejum de s6lidos
e liquidos por 18 horas e pesados para obten¢ao do peso corporal em jejum. Em seguida, foram
encaminhados ao abate, realizado conforme os procedimentos €ticos e sanitarios aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Cear4. Os animais foram
insensibilizados por concussao cerebral, com pistola de dardo cativo, suspensos e submetidos
a sangria por sec¢do da veia jugular e da artéria carotida. Apds a sangria e a evisceragdo, o trato
gastrointestinal foi retirado para separacdo dos compartimentos digestivos. O rumen foi entdo
isolado para obtencdo das amostras de liquido ruminal por meio da filtragdo com gazes.
Imediatamente apds a coleta das amostras, foi mensurado o pH, utilizando um pHametro digital
e a temperatura, utilizando um termdémetro de espeto. Apods esses procedimentos, as amostras
foram encaminhadas para o laboratorio para posteriores andlises fisico-quimicas e avaliagdo da

comunidade de protozodrios.

2.5 Avaliacio da motilidade, contagem e identificacio dos protozoarios ciliados
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No laboratdrio, as amostras de liquido ruminal foram homogeneizadas e avaliadas
imediatamente apds a coleta, a fim de preservar a atividade dos protozodarios ciliados. Durante
esse procedimento, as amostras foram mantidas em banho-maria a 37 °C. Para a avalia¢ao da
motilidade, uma aliquota de 5 pL de cada amostra fresca foi depositada em ladmina de vidro,
coberta com laminula e observada em microscopio optico, em aumento de 400x. A motilidade
dos protozoarios foi avaliada por um unico avaliador treinado, considerando cinco campos
microscopicos por amostra. A classificacdo foi realizada por escala subjetiva de 0 a 5, em que:
0 = auséncia de protozoarios moveis; 1 = motilidade muito baixa, com poucos protozoarios
apresentando movimentos lentos; 2 = motilidade baixa, com movimentagao reduzida e pouco
deslocamento; 3 = motilidade moderada, com presenca evidente de protozoarios moveis; 4 =
motilidade alta, com grande numero de protozoarios ativos; € 5 = motilidade intensa,
caracterizada por elevada atividade e deslocamento rapido dos protozoarios no campo
microscopico.

Apdés a avaliagdo inicial da motilidade, as amostras foram novamente
homogeneizadas e fixadas em formalina a 18,5%. As amostras fixadas foram conservadas a —20
°C até o processamento laboratorial para contagem e identificagdo morfologica dos
protozoarios ciliados. A preparacao das amostras para contagem foi realizada com adaptagao
da metodologia descrita por Dehority (1984), utilizando coloragdo com Lugol conforme
D’Agosto e Carneiro (1999). Para isso, uma aliquota de 1 mL da amostra fixada foi transferida
para tubo de ensaio, ao qual foram adicionadas trés gotas de solugao de lugol. Apos 15 minutos,
foram adicionados 9 mL de glicerina a 30%, obtendo-se a suspensdo final utilizada para a
contagem.

A quantificacdo dos protozoarios foi realizada em camara de McMaster. Para cada
amostra, | mL da suspensdo previamente fixada, corada e diluida foi utilizado para preencher
a camara de contagem. As duas areas reticuladas da cAmara foram avaliadas em microscopio
optico, registrando-se os protozoarios presentes nas grades de contagem. As leituras foram
realizadas em duplicata, e a média das contagens foi utilizada para estimar a concentragdo de
protozoarios por mililitro de liquido ruminal.

O numero total de protozoarios por mililitro foi calculado multiplicando-se a média
de protozodarios contados pelo fator 50, correspondente ao fator da cdmara de contagem, e pelo
fator 20, referente a dilui¢do final da amostra. Os resultados foram expressos em células por

mililitro de liquido ruminal.
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A identificagdo morfoldgica foi direcionada aos protozodrios ciliados presentes no
liquido ruminal. Para isso, uma aliquota de 10 puL da suspensao preparada foi depositada em
lamina de vidro, coberta com laminula e observada em microscopio dptico, em aumento de
1000%. Os protozoarios foram identificados em nivel de género quando apresentavam
caracteristicas morfologicas compativeis com as descrigdes taxonOmicas para ciliados
ruminais. Quando a visualizacdo ndo permitia identificacdo segura em nivel de gé€nero, os
organismos foram registrados apenas como protozoarios ciliados nao identificados, evitando

classificacdes imprecisas.

2.6 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas separadamente para ovinos e caprinos. O
efeito do nivel de restricdo alimentar (0%, 30% e 60%) sobre pH ruminal, temperatura,
concentracdo e motilidade dos protozoarios foi avaliado por meio de modelos lineares,
considerando o nivel de restri¢ao alimentar como efeito fixo. As médias foram estimadas como
médias ajustadas pelo método dos quadrados minimos (least squares means) e apresentadas
com o erro padrao da média (EPM). Para a avaliagdo da ocorréncia dos géneros de protozoarios
ciliados e da contagem total entre os niveis de restricdo alimentar, foi utilizado o teste nao
paramétrico de Kruskal-Wallis. Quando houve auséncia de observac¢des ou variabilidade
insuficiente entre os grupos, o valor de p nao foi estimado. Adicionalmente, as associagdes entre
pH ruminal, temperatura, concentracado e motilidade dos protozoarios foram avaliadas por
correlacao de Pearson. Todas as analises foram conduzidas no software R, adotando-se nivel de

significancia de 5%.
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3 RESULTADOS

A restricdo alimentar ndo influenciou o pH ruminal, a temperatura, a concentracéo

nem a motilidade dos protozoarios, tanto em ovinos quanto em caprinos (p > 0,05; Tabela 2).

Tabela 2 — Parametros fisico-quimicos ruminais e métricas de protozoarios em ovinos da raca

Santa Inés e caprinos da raga Boer submetidos a restricao alimentar (0%, 30% e 60%).

Espécie Variavel 0% (ad libitum) 30% 60% p-valor
Ovinos pH 6,45+0,12  6,38+0,12 6,54+0,12 0,6246
Temperatura (°C) 36,1 £0,35  36,0+0,35 35,2+0,35 0,1840

Concentragdo de protozoarios (x10° células/mL) 3,12+ 0,63 2,25+0,63 3,88+0,63 0,2389

Motilidade de protozoarios (0-5) 2,50+0,74 3,12+0,74 2,88+0,74 0,8388
Caprinos pH 6,24+0,14 6,45+0,14 6,40+0,16 0,5721
Temperatura (°C) 35,4+0,32 34,5+0,32 35,4+0,37 0,1408

Concentracdo de protozoarios (x10° células/mL) 3,00+ 0,73 2,25+0,73 2,17+0,84 0,6992
Motilidade de protozoarios (0-5) 3,12+0,59 2,08+0,59 2,00+0,68 0,3838

Os dados sdo apresentados como médias ajustadas (least squares means) + erro padrdo da média (EPM). Ovinos (n =
12) e caprinos (n = 11). Os efeitos dos niveis de restrigdo alimentar foram avaliados por meio de modelos lineares,
considerando o nivel de restri¢do como efeito fixo. Nao foi detectado efeito dos niveis de restri¢do alimentar (p >
0,05).

Da mesma forma, ndo foram observadas diferencas na ocorréncia dos géneros de
protozodarios ruminais entre os niveis de restri¢cao alimentar em nenhuma das espécies (p > 0,05;
Tabela 3). Em ovinos, ndo foram detectados protozoarios dos géneros Eodinium, Buetschlia,
Diploplastron e Polyplastron. Em caprinos, os géneros Eremoplastron, Dasytricha e

Metadinium ndo foram observados.

Tabela 3 — Valores de p para os géneros de protozoarios ruminais em ovinos da raca Santa Inés

e caprinos da raga Boer submetidos a restri¢do alimentar (0%, 30% e 60%).

Género Ovinos (p-valor) Caprinos (p-valor)
Entodinium 0,6627 0,0587
Diplodinium 0,5730 0,6065
FEodinium NA 0,4169
Eremoplastron 0,2703 NA
Buetschlia NA 0,2636

Isotricha 0,2924 0,4137
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Género Ovinos (p-valor) Caprinos (p-valor)
Dasytricha 0,3679 NA
Diploplastron NA 0,5110
Polyplastron NA 0,4169
Elytroplastron 0,3679 0,4169
Metadinium 0,3679 NA
Enoploplastron 0,3679 0,4169
Contagem total 0,4374 0,9206

Os valores correspondem aos p-valores obtidos pelo teste de Kruskal-Wallis para comparag@o entre os niveis de
restricdo alimentar dentro de cada espécie. Ovinos (n = 12) e caprinos (n = 11). NA indica auséncia de
observagdes ou variabilidade insuficiente para analise estatistica.

A distribuicéo dos protozoarios ciliados identificados esta apresentada na Tabela 4,
e 0s principais morfotipos observados sdo ilustrados na Figura 1. Do total de 2.294 protozoarios
avaliados, 205 (8,94%) foram identificados em nivel de género, enquanto 2.089 (91,06%)
permaneceram como ciliados ndo identificados. Essa proporcdo estd relacionada as
caracteristicas da analise morfolégica convencional, na qual a identificacdo depende da
visualizacao de estruturas diagnosticas compativeis com cada taxon.

Foram identificados 12 géneros de protozoarios ciliados no liquido ruminal de
ovinos e caprinos (Tabela 4). Entre os protozoarios identificados, Entodinium foi predominante
em ambas as espécies, correspondendo a 139 dos 205 ciliados identificados (67,8%) e a 6,06%
do total de protozoarios analisados. Em caprinos, Entodinium representou 70,0% dos
protozoérios identificados, enquanto em ovinos representou 66,1%. Isotricha foi 0 segundo
género mais frequente, com maior ocorréncia em ovinos, seguido por Diplodinium, que
apresentou maior ocorréncia em caprinos. Os demais géneros ocorreram em baixa frequéncia,
com registros de Eremoplastron, Enoploplastron, Diploplastron, Elytroplastron, Buetschlia,
Eodinium, Metadinium, Polyplastron e Dasytricha. O género Polyplastron foi observado

apenas em caprinos.

Tabela 4 — Distribui¢do de protozodrios ciliados identificados em nivel de género no rimen de
ovinos (n = 12) e caprinos (n = 11), com porcentagem calculada em relagdo ao total de

protozoarios analisados.

Género / categoria Ovinos Caprinos Total % do total
Entodinium 76 63 139 6,06
Isotricha 27 13 40 1,74

Diplodinium 3 7 10 0,44
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Eremoplastron 4 0 4 0,17
Enoploplastron 2 1 3 0,13
Diploplastron 0 2 2 0,09
Elytroplastron 1 1 2 0,09
Buetschlia 0 1 1 0,04
FEodinium 0 1 1 0,04
Metadinium 1 0 1 0,04
Polyplastron 0 1 1 0,04
Dasytricha 1 0 1 0,04
Subtotal identificado 115 90 205 8,94
Nio identificados 1.084 1.005 2.089 91,06
Total analisado 1.199 1.095 2.294 100,00

Nota: A porcentagem foi calculada como: % = (total da categoria + 2.294) x 100.

Figura 1 — Fotomicrografias dos principais géneros de protozoarios ciliados identificados no

liquido ruminal de ovinos Santa Inés e caprinos Boer, observados em microscépio éptico em

aumento de 1000x. A: Entodinium; B: Isotricha; C: Diploplastron. Entodinium foi o género

predominante entre 0s protozoarios identificados.

A andlise de correlacdo evidenciou associacdo positiva entre a concentracdo e a
motilidade dos protozoarios em ambas as espécies (ovinos: r = 0,63; p = 0,028; caprinos: r =



25

0,75; p = 0,008; Tabela 5). Adicionalmente, em caprinos, foi observada associa¢édo negativa

entre o pH ruminal e a concentragdo de protozoarios (r = -0,71; p = 0,015; Tabela 5). As demais

correlagdes ndo apresentaram significancia estatistica (p > 0,05).

Tabela 5 — Matriz de correlagdo de Pearson entre varidveis ruminais em ovinos da raga Santa

Inés e caprinos da raca Boer.

Concentragdo de protozoarios

Motilidade de

Espécie Variavel pH Temperatura (°C) )
(x10° células/mL) protozoarios (0-5)
Ovinos pH 1,00 —0,53 (0,074) -0,13 (0,681) —0,29 (0,365)
Temperatura (°C) —-0,53 (0,074) 1,00 —0,21 (0,505) 0,35 (0,261)
Concentragdo de protozoarios
—0,13 (0,681) —0,21 (0,505) 1,00 0,63 (0,028)
(x10¢ células/mL)
Motilidade de protozoarios (0-5)  —0,29 (0,365) 0,35 (0,261) 0,63 (0,028) 1,00
Caprinos pH 1,00 —0,57 (0,067) —0,71 (0,015) —0,59 (0,055)
Temperatura (°C) -0,57 (0,067) 1,00 0,18 (0,590) 0,18 (0,600)
Concentracdo de protozoarios
—-0,71 (0,015) 0,18 (0,590) 1,00 0,75 (0,008)
(x10° células/mL)
Motilidade de protozoarios (0-5)  —0,59 (0,055) 0,18 (0,600) 0,75 (0,008) 1,00

Os valores correspondem aos coeficientes de correlacdo de Pearson (r), com os respectivos valores de p entre
parénteses. Ovinos (n = 12) e caprinos (n = 11).
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4 DISCUSSAO

Considerando que o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da restricdo
alimentar sobre os parametros fisico-quimicos do liquido ruminal e sobre a concentracéo,
motilidade e ocorréncia de protozoérios ciliados em ovinos Santa Inés e caprinos Boer, 0s
resultados indicam que a reducdo da oferta alimentar em 30% e 60% ndo promoveu alteragdes
detectaveis nas variaveis avaliadas. Essa resposta sugere que, nas condicdes experimentais
adotadas, a restricdo quantitativa da dieta ndo foi suficiente para modificar o ambiente ruminal
de forma expressiva nem para comprometer as metricas gerais da fauna ciliada. Esse achado é
particularmente relevante para pequenos ruminantes, pois indica que a redugdo no consumo,
quando ocorre sem alteracdo na composicdo da dieta, pode ter impacto limitado sobre
indicadores béasicos do ambiente ruminal e da populacdo protozoaria. No entanto, essa
interpretacéo deve ser direcionada as variaveis mensuradas, uma vez que o estudo néo avaliou
diretamente produtos da fermentacdo, digestibilidade, taxa de passagem ou composicdo
molecular da microbiota.

Os valores de pH observados, variando de 6,24 a 6,54, permaneceram dentro da
faixa geralmente considerada adequada para a fermentacdo ruminal, especialmente para
microrganismos associados a degradacdo da fibra. Em condi¢6es fisiologicas, valores proximos
a neutralidade, aproximadamente entre 6,0 e 7,0 (NAGARAJA, 2016), favorecem a atividade
de bactérias fibroliticas e contribuem para a manutencdo da comunidade microbiana ruminal.
Por outro lado, valores abaixo de 6,0 podem reduzir a atividade celulolitica, enquanto reducdes
mais acentuadas, proximas ou inferiores a 5,5-5,8, estéo associadas a acidificacdo ruminal e a
alteracdes mais marcantes na microbiota (NAGARAJA, 2016). Assim, a auséncia de efeito da
restricdo sobre o pH sugere que a diminuicdo da quantidade ofertada ndo provocou
desequilibrio &cido-basico detectavel no rimen. Esse resultado é coerente com a manutencao
da mesma composicao da dieta entre os tratamentos, indicando que a intensidade da restricao,
isoladamente, pode ndo ser suficiente para alterar o pH quando ainda ha substrato fermentavel
disponivel.

Essa interpretacdo ganha forca quando comparada a estudos com restricdo mais
severa ou jejum. Potter e Dehority (1973) demonstraram que mudancas no nivel de alimentacao
e periodos de jejum podem modificar a concentracdo de protozodrios ruminais, principalmente
pela interagdo entre disponibilidade de substrato, taxa de passagem e horério apds a
alimentacdo. Em caprinos submetidos a restricdo alimentar seguida de jejum, Elsheikh et al.

(2019) observaram reducdo de acidos graxos de cadeia curta e da osmolaridade, mas sem
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reducédo significativa do pH ruminal e da contagem de protozoérios. J& Hu et al. (2018), ao
avaliarem restricdo alimentar severa em ovelhas gestantes, relataram aumento do pH e reducéo
das concentracdes de acetato, propionato, butirato e &cidos graxos volateis totais. Em bovinos,
Kim et al. (2019) verificaram que o jejum de curta duracgdo alterou parcialmente a microbiota
ruminal e modificou caracteristicas fermentativas in vitro, embora ndo tenha alterado
significativamente o pH e a digestibilidade da matéria seca. Esses estudos mostram que a
resposta ruminal a restricdo depende da intensidade do desafio, da duracdo, da espécie, do
estado fisiologico e da dieta. Portanto, os resultados do presente estudo sugerem estabilidade
dos indicadores avaliados, mas ndo excluem a possibilidade de alteragfes fermentativas mais
sutis ndo mensuradas.

A temperatura do liquido ruminal também permaneceu semelhante entre 0s niveis
de restricdo alimentar em ambas as espécies. Esse resultado indica que a reducéo da oferta de
alimento ndo promoveu alteracGes térmicas detectaveis no ambiente ruminal nas condigcdes
avaliadas. No entanto, essa variavel deve ser interpretada em conjunto com o0s demais
parametros, pois ndo permite, isoladamente, inferir a intensidade da fermentacdo microbiana.

A concentracdo e a motilidade dos protozoarios ciliados também ndo foram
influenciadas pelos niveis de restricdo alimentar. A populacéo protozoéria do rimen é sensivel
ao tipo e a quantidade de alimento ingerido, ao pH, a taxa de passagem, ao tempo apos a
alimentacéo e a disponibilidade de carboidratos fermentaveis (POTTER; DEHORITY, 1973;
WARNER, 1966; DEHORITY; TIRABASSO, 1989). Além disso, alguns grupos, como 0s
isotriquideos, podem apresentar variacfes associadas ao horario de alimentacdo e a migracao
no rimen, o que reforca a importancia do momento de amostragem na interpretacdo dos dados
(DEHORITY; TIRABASSO, 1989). No presente estudo, a auséncia de diferenca significativa
sugere que as restricoes de 30% e 60% ndo comprometeram a fracdo ciliada observavel no
liquido ruminal nem a motilidade dos protozoarios nas condi¢cdes avaliadas. Uma explicacdo
plausivel é que a manutencdo da mesma composicao da dieta, alterando-se apenas a quantidade
ofertada, tenha preservado condi¢cbes minimas para a permanéncia desses microrganismos.
Avaliac@es futuras de fermentacdo e microbiota ruminal poderdo esclarecer se essa auséncia de
resposta também se mantém em nivel funcional.

A analise morfoldgica revelou a presenca de 12 géneros de protozoarios ciliados no
liguido ruminal, com predominancia de Entodinium em ovinos e caprinos. Esse achado esta de
acordo com a literatura, que descreve Entodinium como um dos géneros mais frequentes e
abundantes no rdmen de ruminantes domésticos (SKILLMAN et al., 2006; GURELLI et al.,
2016; GURELLI; MOHAMED, 2021; DA SILVA et al., 2023). A predominancia desse género
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pode estar relacionada & sua ampla distribuicdo e frequente ocorréncia sob diferentes condicdes
alimentares, tornando-o um componente recorrente da fauna ciliada ruminal. Contudo, no
presente estudo, essa predominancia deve ser interpretada como um padréo taxonémico entre
0s protozoarios identificados, e ndo como evidéncia direta de maior atividade metabdlica ou
estabilidade funcional do ramen.

A auséncia de diferenca na ocorréncia dos géneros entre os niveis de restricdo
alimentar indica que a reducdo quantitativa da dieta ndo modificou a distribui¢do dos taxons
identificaveis dentro de cada espécie. Ainda assim, algumas diferencas qualitativas foram
observadas entre ovinos e caprinos, como a auséncia de determinados géneros em uma das
espécies e a ocorréncia de Polyplastron apenas em caprinos. Essas variacdes devem ser
interpretadas com cautela, pois muitos géneros ocorreram em baixa frequéncia e com nimero
reduzido de observacgdes. Estudos comparativos mostram que a composicao da fauna ciliada
pode variar em funcdo da espécie hospedeira, dieta, regido geografica, manejo alimentar e
metodologia de amostragem (DE LA FUENTE et al., 2009; HENDERSON et al., 2015;
GURELLI et al., 2016). Portanto, as diferencas qualitativas observadas podem refletir variacdo
individual ou espécie-especifica, mas ndo devem ser atribuidas diretamente a restricdo
alimentar.

Um ponto metodoldgico importante foi a elevada proporcdo de ciliados nao
identificados em nivel de género. Dos 2.294 protozoarios avaliados, apenas 205 foram
classificados morfologicamente, enquanto 2.089 permaneceram como ciliados néo
identificados. Essa limitacdo é compativel com a identificacdo morfologica convencional, que
depende da preservacéo celular, do posicionamento do protozoario na lamina e da visualizacéo
de estruturas diagnosticas, como macrontcleo, ciliatura, formato corporal e placas esqueléticas.
Dehority (1984) demonstrou que procedimentos de amostragem, separacdo entre fracdes
liquida e solida e manipulacdo do contetdo ruminal podem influenciar a contagem total e a
distribuicdo genérica dos protozoarios. D’Agosto e Carneiro (1999) destacaram que o uso de
Lugol melhora a visualizacdo de pequenos ciliados e de placas esqueléticas, favorecendo a
identificacdo, mas ndo elimina completamente as limitagdes da microscopia. Assim, 0s
resultados taxondmicos deste estudo devem ser compreendidos como uma caracterizacdo dos
géneros identificaveis sob as condi¢cbes metodoldgicas empregadas.

As correlagbes observadas acrescentam uma dimensdo complementar a
interpretacdo dos dados. A associagdo positiva entre concentracdo e motilidade em ovinos e
caprinos indica que amostras com maior densidade de protozoarios tenderam a apresentar

maiores escores de motilidade. Esse resultado sugere que abundancia e condi¢do celular



29

observavel variaram de forma conjunta, possivelmente refletindo condicdes comuns do
ambiente ruminal no momento da avaliacdo. No entanto, como a motilidade foi avaliada por
escore visual, essa associacdo ndo deve ser interpretada como medida direta de atividade
metabdlica. Em caprinos, a correlacdo negativa entre pH e concentracdo de protozoarios
também deve ser vista com cautela, pois ocorreu dentro de uma faixa fisiolégica de pH. Dessa
forma, o achado pode indicar sensibilidade da populacdo protozoéria a pequenas varia¢fes do
ambiente ruminal, mas ndo permite estabelecer relacdo causal.

De modo geral, os resultados indicam que a restricdo alimentar de 30% e 60%, nas
condicdes avaliadas, ndo promoveu alteracbes detectaveis no pH, na temperatura do liquido
ruminal, na concentracdo, na motilidade e na ocorréncia dos principais géneros de protozoarios
ciliados em ovinos Santa Inés e caprinos Boer. Esse achado sugere que a redugédo quantitativa
da oferta alimentar, quando ndo associada a mudanga na composicao da dieta, pode ter efeito
limitado sobre indicadores basicos do ambiente ruminal e da fauna ciliada. No entanto, essa
interpretacdo deve permanecer restrita as varidveis mensuradas, uma vez que parametros
fermentativos, digestibilidade, taxa de passagem e microbiota molecular ndo foram avaliados.
Assim, estudos futuros integrando avaliacdo morfologica, fermentacdo ruminal e ferramentas
moleculares poderdo esclarecer se essa auséncia de resposta também se mantém em nivel

funcional.
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5 CONCLUSAO

Nas condigdes experimentais deste estudo, os niveis de restricdo alimentar
avaliados ndo alteraram o pH ruminal, a temperatura do liquido ruminal, a concentracdo e a
motilidade dos protozoérios ciliados em ovinos Santa Inés e caprinos Boer. Da mesma forma,
a ocorréncia dos géneros identificados ndo diferiu entre os niveis de restricdo alimentar,
indicando que a reducdo na oferta de matéria seca, mantendo-se a mesma composicao dietética,
ndo promoveu alteragdes detectaveis nos parametros fisico-quimicos nem no perfil quantitativo,
morfoldgico e de motilidade dos ciliados ruminais.

A comunidade de protozoarios identificada foi caracterizada pela predominancia do
género Entodinium em ambas as especies. Além disso, a associacdo positiva entre a
concentracdo e a motilidade dos protozoarios em ovinos e caprinos indica que amostras com
maior densidade de ciliados também apresentaram maiores escores de motilidade. Em caprinos,
a correlacdo negativa entre o pH ruminal e a concentracdo de protozodarios sugere que pequenas
variacdes no ambiente ruminal podem estar associadas a dindmica populacional dos ciliados,
sem permitir, contudo, o estabelecimento de relacao causal.

Assim, ovinos Santa Inés e caprinos Boer ndo apresentaram alteracdes detectaveis
nos parametros ruminais avaliados, mesmo sob restricdo alimentar de até 60%. Esses achados
contribuem para a compreensdo da resposta do ambiente ruminal de pequenos ruminantes
submetidos a limitacdo alimentar e reforcam que os efeitos da restricdo devem ser interpretados

considerando a intensidade do desafio, a composicéo da dieta e as variaveis avaliadas.
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