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Resumo

Os problemas sanitarios, nomeadamente, a presenca de parasitas gastrointestinais
e pulmonares, constitui dos maiores entraves a produgdo animal nas ilhas de Sdo Tomé e
Principe. Devido a situacdo insular e economica do pais, a aquisicdo de farmacos
desparasitantes para os animais torna-se dificil. Assim, pretendeu-se encontrar uma solugao
alternativa, econ6mica e viavel para este problema: a utilizacdo da
leguminosa Leucaena leucocephala, planta autoctone na ilha, fazendo parte do pastoreio
natural dos caprinos. Durante 78 dias, avaliou-se os efeitos desta planta na reducéo
da infecgdo por parasitas gastrointestinais e pulmonares. Dividiram-se as cabras em trés
grupos aos quais se administraram diariamente diferentes concentragdes
de L. leucocephala (grupo controlo, 15% e 30%). Quinzenalmente, foram colhidas fezes e
sangue e realizadas técnicas, a fim de se proceder a identificacdo das formas parasitarias
eliminadas, doseamento de proteinas totais e hematécrito e a comparacdo dos resultados
obtidos nos diferentes grupos, durante o ensaio. A administracdo de 15% e 30% desta
planta teve efeitos na reducao do numero de formas parasitarias excretadas, nomeadamente,
de ovos e larvas infectantes de estrongilideos gastrointestinais e de larvas de estrongilideos
pulmonares. A utilizacdo de L. leucocephala comprovou-se como uma possivel estratégia

natural no controlo parasitario de caprinos do pais.

Palavras-chave: S&o Tomé e Principe, Leucaena leucocephala, tropical, cabras, parasitas
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Abstract

The health problems, namely the presence of gastrointestinal and pulmonary parasites,
are the major obstacles to animal production in the islands of S&o Tomé and Principe. Due to
its geographical situation and its economic situation makes it difficult to get antiparasitic drugs.
Thus, it was intended to find an inexpensive viable solution: the use of the Leucaena
leucocephala plant, which grows wild, being part of the natural grazing of goats and sheep.
For 78 days, the effects of this plant in the reduction of infection by gastrointestinal and lung
parasites were evaluated. For this, three groups of goats were fed with different concentration
levels of L. leucocephala administered daily (0%, 15% and 30%). From each group, every 15
days, faeces and blood were collected and laboratorial techniques were carried out to identify
the forms of parasites eliminated, followed by a comparison of the results obtained in the
different groups. The administration of 15% and 30% of this plant had effects on reducing the
number of parasitic forms excreted, namely, gastrointestinal strongilides eggs and infective
larvae and pulmonary strongilides larvae. The use of L. leucocephala has proven to be a

possible alternative as a natural strategy for parasitic control in goats at STP.

Key-words: Sao Tome and Principe, tropics, Leucaena leucocephala, goats, parasites
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l. Introducéo

Localizada na linha do Equador, no Golfo da Guiné, entre 0 Gab&do e a Nigéria,
cobrindo uma &area de 1 001 km? para uma populacdo de cerca de 200 000 habitantes,
encontramos a Republica Democrética de Sdo Tomé e Principe. A potencialidade inexplorada
pelo subsector da Pecuéria contribui para 14% da producdo agricola, a qual emprega 54% da
populacdo (FAO 2017b). Das cerca de 20 000 familias agricultoras, 50% também produzem
gado. Falando de efectivos, em 2017, contava-se com 34 0498 caprinos e ovinos, 1 363
bovinos e 35 320 suinos (Cardoso 2018). A produc¢do pecuaria nacional € insuficiente para
satisfazer a procura e necessidades da populacdo em consumo de proteina animal, assim
como na obtencdo de rendimento para melhorar o bem-estar ou qualidade de vida dos
criadores e outros agentes econdmicos que se dedicam a sua exploracdo, comercializacdo e
transformacao. De acordo com as informac@es disponibilizadas pela Dire¢éo da Pecuaria, em
2017, a produgdo de carne cobre apenas cerca de 59 % das necessidades minimas dos
consumidores, correspondendo a menos de 10g de carne/habitante/ano, segundo as normas
da FAO.

Um dos principais entraves que a pecuaria do pais enfrenta sdo os problemas
sanitarios, nomeadamente, de higiene e de maneiro. Ora por ser uma llha com dificuldade de
acesso a importacdes, ora por dificuldades econémicas duramente sentidas pela grande
maioria da populagdo, poucos sdo aqueles que tém acesso a medicamentos (produtos
farmacéuticos) desparasitantes para 0s animais, constituindo este, entre outros, um dos
maiores entraves ao seu crescimento. Assim, sendo os extratos de plantas indigenas uma
pratica comum e de primeira linha nas opcbes de tratamento e prevencao parasitaria em
paises em desenvolvimento, pretendemos encontrar uma solucao para este problema junto
daquilo que a esta ilha de clima e vegetacao tropical naturalmente nos oferece: Leucaena
leucocephala. Nativa da América do Sul, esta leguminosa € intuitivamente consumida como
forragem natural pelos efectivos (Rubanza et al 2007). Pelos seus compostos fenélicos
(quercetina, taninos condensados, &cido cafeico, acido cumarico e acido ferulico) e alcaloides,
0s nematodes gastrointestinais de pequenos ruminantes apresentam sensibilidades a esta
planta (Salem et al 2011). Contudo, ap6s uma exaustiva pesquisa, depardAmo-nos com uma
necessidade de mais estudos in vivo para identificar e validar a utilizacdo desta planta como
anti-helmintica. Posto isto, propomos avaliar a possibilidade de uma forma pratica e eficiente
de utilizar as folhas de Leucaena leucocephala no combate anti-helmintico em caprinos da
raca Boer, recentemente introduzida no pais e cruzada com a roga local. Sendo uma opgéo
de baixo custo, a qual todo e qualquer produtor sdo-tomense pode ter facilmente acesso,
disponivel todo o ano e de facil integracdo nas praticas culturais tradicionais, esta podera ser
uma opcéo para optimizar a producéo de carne de caprino nacional, combater a subnutrico,

e diminuir os riscos de transmissao de zoonoses entre o Homem e 0s animais.

1
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Il. Actividades desenvolvidas durante o estagio curricular
1. Estégio curricular

O estagio curricular iniciou-se a 13 de setembro de 2018 e terminou a 30 de abril de
2019, sob o acompanhamento do Departamento de Fomento Animal e Departamento de
Saude Animal e Vigilancia Epidemiologica do Sector da Direcéo da Pecuéria, do Ministério da
Agricultura, Pescas e Desenvolvimento Rural da Republica Democratica de Sdo Tomeé e
Principe. Os trabalhos foram desenvolvidos no Centro Nacional de Reproducdo e
Experimentacdo Animal de Nova Olinda (CNREA), no Laboratério Nacional de Biologia
Molecular de Sdo Tomé e Principe, perfazendo um total de 488 horas e no Laboratério de
Parasitologia e de Doencas Parasitarias da Faculdade de Medicina Veterinaria, na

Universidade de Lisboa.

1.1. Centro Nacional de Reproducéao e Experimentacdo Animal de Nova Olinda

No Centro Nacional de Reproducéo e Experimentacdo Animal de Nova Olinda, sob a
orientacdo do Responsavel Técnico Américo Magalhdes e do Dr. Yao DaYin da Equipa
Técnica Agricola da China em Sao Tomé e Principe, foi possivel a participacdo no dia-a-dia
da clinica de animais de producéo e sanidade animal, nomeadamente, de suinos, caprinos e
ovinos. Realizaram-se controlos sanitarios, maneio reprodutivo, procedimentos cirdrgicos
(reducdo de fracturas nos membros posteriores e cesarianas), partos, diagnéstico de
gestacao e tratamento de doencas infeciosas (Diarreias heonatais, Brucelose, Listeriose, Mal
Rubro e Rinite Atréfica dos suinos) e parasitarias.

A par da actividade clinica, diariamente procedeu-se a realizacdo da colheita e
preparacao da folha da planta Leucaena leucocephala e formulacdo de racdo com a mesma,
a qual era administrada ao grupo de 30 caprinos em estudo, apos as horas de pastoreio.

Quinzenalmente, eram recolhidas amostras de fezes deste mesmo grupo.

1.2. Laboratério Nacional de Biologia Molecular de Sdo Tomé e Principe
No periodo de 13 de setembro a 30 de abril, sob a orientacdo da Técnica Veterinaria
Fatima Maiza Vera Cruz e do Técnico Veterinario Juseldo Fernandes executaram-se técnicas

de quantificagdo e qualificacdo das amostras parasitologicas colhidas durante o ensaio.

1.3. Laboratério de Parasitologia e Doencas parasitarias da Faculdade de
Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa
No periodo de 2 a 15 de setembro de 2018, sob a orienta¢do da Dra. Lidia Gomes e
da Professora Doutora Isabel Fonseca, retomou-se, neste laboratério, o processamento das

amostras colhidas em S. Tomé. Num segundo periodo de estégio, decorrido de 2 a 17 de
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Janeiro de 2019, procedeu-se a observacao de esfregacos fecais e de larvas infectantes
obtidas de coproculturas realizadas durante o ensaio experimental descrito no presente
trabalho.

2. Outras actividades desenvolvidas durante este periodo

Simultaneamente ao periodo de estagio curricular, foi possivel a realizacao de outras
actividades médico-veterinarias, principalmente, no ambito do empreendedorismo, do
voluntariado e da clinica de pequenos animais, colaborando com a Associacdo Amigos dos
Animais de S&do Tomé e Principe (AMA STP), com os Veterinarios Sem Fronteiras de Portugal
(VSF Portugal), com o Ministério da Agricultura, Pescas e Desenvolvimento Rural da
Républica Democréatica de Sdo Tomé e Principe e com a Dra. Helda Costa Neto na sua

actividade privada.

2.1. Associacdo Amigos dos Animais de Sdo Tomé e Principe

A 4 de Outubro de 2018, juntamente com a Dra. Helda Neto e alguns locais
interessados e preocupados com o bem-estar e saude animal, fundou-se a ONG AMA STP —
Associacao Amigos dos Animais de Sao Tomé e Principe. Nesta, a estagiaria teve o papel de
membro fundador, fazendo parte integrante da equipa técnica. Desenvolveram-se actividades
de sensibilizacdo na Radio e em escolas sobre varios temas, entre 0s quais: impacto da saude
animal na saude publica do pais, cuidados basicos de higiene, de desparasitacao interna e
externa dos animais e conceito de guarda responsavel. Junto dos produtores, concretizaram-
se pequenas formacdes sobre a utilizagdo sustentavel dos recursos, nomeadamente da
utilizacdo de matéria prima local para producdo de ragédo animal. Realizou-se a primeira feira
de adocdo de cdes e gatos do pais e aprovou-se um orgamento governamental para a
construcao do primeiro Canil Municipal de Sdo Tomé e Principe, para 2020. Por ultimo, houve

oportunidade de prestar assisténcia a Dra. Helda Costa Neto nas suas acdes veterinarias

Flgura 1- Acgoes de senS|b|I|zagao para a guarda responsavel dos anlmals de companhia com as

T R SR u&r&r&s (W) T T e, ™~ T T |

voluntarias em animais errantes ou da populacdo com menos capacidades financeiras:
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cirurgias de ovariohisterectomia e orquiectomia em cées, duas campanhas de controlo
populacional de caes errantes em Santo Anténio, no Principe (onde foram abrangidos um total
de 46 cées), apoio as acg¢bes desenvolvidas pelos VSF Portugal em Sao Tomé e Principe e

actuacdo em emergéncias decorridas de atropelamentos rodoviarios de caes.

2.2. Veterinarios Sem Fronteiras Portugal

No ambito do voluntariado dos Veterinarios Sem Fronteiras de Portugal, foi possivel a
participacdo activa no projecto “Saude Longa para os Caes que Ouvem”.

O projecto consistiu em duas fases de interacédo. A primeira, realizada de setembro a
outubro de 2018, 6 jovens surdos-mudos receberam formacdo para o treino de obediéncia
canina, através de um agente da Policia Judiciaria. Os VSF deram o seu contributo a ensinar
estes mesmo jovens a prestar cuidados basicos de salde aos seus animais e reconhecer
sinais primordiais de doenca nos mesmos. Na segunda fase, realizada em marco de 2019,

concretizaram-se 114 cirurgias, divididas entre ovariohisterectomias e orquiectomias, em

animais errantes da cidade capital Sdo Tomé.

Figura 2 - Formacao de Cuidados bésicos caninos no grupo B caco e campanha de castracdes e
ovariohisterctomias na cidade de Sao Tomé (Fonte: original)

2.3. Ministério da Agricultura, Pescas e Desenvolvimentos Rural

Desde margo de 2019, com a participacdo do Ministro da Agricultura, Engenheiro
Francisco Ramos e o responsavel pelo Projecto de Apoio a Pequena Agricultura Comercial,
Engenheiro Hadrien Bobsmith, foi criado um pequeno apiario, que, por engquanto, conta com
11 colmeias, com previsdes de desdobramento até ao final de 2019. O projecto serviu de
incentivo a criacdo de uma Cooperativa Apicola em S8o Tomé, Satdmel, onde se pretende
exercer 0s principios de sanidade e producgéo apicola, assim como a criacdo de uma nova

actividade no sector agropecuario do pais.
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Figura 3 - Captura de enxame selvagem na cidade de S. Tomé (Fonte: original)

2.4. Clinicade Pequenos Animais

No acompanhamento da actividade da Dra. Helda Costa Neto a titulo privado, houve
oportunidade de assistir e participar na realizacdo de anamnese, ecografias, lista de
diagndsticos diferenciais, seguimento de casos em tratamento, vacinacées, desparasitacoes,
eutanasias e praticas cirdrgicas. Relativamente a estas ultimas, foi possivel a participacao na
preparacdo pré-cirargica, inducdo e manutencao de anestesia fixa e recobro dos pacientes.
Quanto aos procedimentos cirurgicos, foi exequivel a assisténcia cirlrgica em prolapsos do
olho, resolucéo de entropion, de hérnias inguinais e abdominais, remocao de hiperplasias

benignas cutaneas, mastectomias e cesarianas.

Figura 4 - Laparotomia Exploratoria para recolha de material para histopatologia e cao atropelado
antes de amputacdo do membro anterior esquerdo (Fonte: original)
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lll. Revisdo Bibliogréfica
1. Séo Tomé e Principe
1.1. Esbogo ecoldgico das llhas

No seio do Golfo da Guiné, a cruzar a linha do Equador, encontramos as llhas de Séao
Tomé (854 Km?) e Principe (147 Km?). Juntamente com os pequenos afloramentos rochosos
e os ilhéus que as rodeiam, compde o arquipélago da Republica Democréatica de Sdo Tomé
e Principe (STP) (The World Bank 2017), que conta com uma area total de 1 001 Km?, fazendo
de Sdo Tomé e Principe o segundo pais mais pequeno do continente africano (Ministério das
Finangas and Diregéo Geral do Turismo e da Hotelaria 2018).

Encontra-se a uma distancia de 360 Km da costa oeste do Continente Africano, sobre
a linha vulcanica que se estende desde o Monte de Camardes até a llha de Ano Bom (Figura
5), mais precisamente, entre os meridianos 6°20’ e 6°44’ de longitude E e os paralelos 0° &’
0°24 40” de latitude N (Lains e Silva 1958).

As ilhas contam com uma orografia acidentada, sendo que o ponto de altitude maxima
do pais, o Pico de S. Tomé, atinge os 2 024 m (Torrent 2019). Os relevos montanhosos que
apresenta estdo intimamente associados as varias fases de actividade eruptiva decorridos
durante a formacao destas ilhas: as maiores elevacdes que se ramificam segundo o provavel
sentido das lavas vulcéanicas, diminuindo gradualmente de altitude em direcao a costa, ora em
declive acentuado, ora suavemente, formando baias, enseadas, pequenos istmos e praias
(Cardoso and Garcia 1962).

Os solos séo de origem peraferraltica, do tipo argiloso. Tendo em conta a sua rigueza
em matéria organica, profundidade, drenagem, propriedades quimicas, valores de pH e taxa
de azoto, sé@o considerados bons para a producéo agricola e florestal (Cardoso and Garcia
1962; Almeida et al. 2008).

I

Figura 5 - Golfo da Guiné (Fonte: https://pt.wikipedia.org/wiki/Golfo_da_Guin%C3%A9)
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O clima de Sado Tomé é definido como tropical humido ou equatorial oceénico. A
convergéncia dos ventos alisados do Norte deveriam caracterizar o clima da ilha como
convencionalmente tropical, contudo, as chuvas, o relevo e a vegetacdo da ilha acabam por
levar ao estabelecimento de um clima equatorial (Neto Padre 2004)

A combinacdo de determinados factores leva a existéncia de varios microclimas no
interior das ilhas, assim como a auséncia de estacfes bem definidas. Entre esses factores,
salientam-se a forma alongada no sentido Sul-Norte da llha de Sdo Tomé e a sua localizagéo
particular no Golfo da Guiné (The World Bank 2017).

As significativas diferengas de temperatura entre a massa do continente africano (entre
0s 28 e 45°C) e o mar do Golfo da Guiné (consideravelmente mais fresco) levam ao
surgimento de ventos de monc¢éao que se deslocam no sentido de Sul para Norte (DGTH 2018).

Por sua vez, a corrente de 4gua da Guiné, rondando os 27°C, levou Tullot (1951) a
descrever as ilhas de Sao Tomé e Principe como mergulhadas num auténtico “banho-maria”.
Os ventos, ao passarem sobre estas aguas de temperaturas elevadas, saturam-se de
humidade, que, ao entrarem em contacto com as massas insulares, de temperatura mais
baixa, libertam essa mesma humidade sob a forma de fortes aguaceiros. Quando os relevos
assimétricos, mais prevalentes na encosta Sul da ilha de Sdo Tome, interceptam os ventos
de moncédo, conferem entdo ao clima caracteristicas de clima equatorial: muito chuvoso,
principalmente no Sul e em altitude, sem época seca bem definida. A regido Norte e Nordeste
permanece mais protegida, apresentando uma precipitacdo mais baixa e uma estacdo seca
mais rigorosa (Neto Padre 2004; Oliveira and Vaz 2007) (Figura 6).

Assim, considera-se que a precipitacdo é elevada praticamente todo o ano, com
excepcao do periodo decorrido entre Junho e Agosto, época da Gravana, correspondente a
época seca (Giardino et al. 2011). Por sua vez, a época das chuvas decorre de Setembro a
Maio, sendo marcada por um periodo de menor precipitacdo (mas nunca a sua total absoluta
auséncia), designado por “Gravanito” (The World Bank 2017).

A precipitacdo média anual é de 1 000 mm, contudo, na regido Sudeste pode atingir
valores médios de 7 000 mm por ano, (Cardoso 2018).

As temperaturas médias, ao nivel do mar, sdo de 25,4°C, com uma amplitude térmica
de 2,6°C, segundo os dados cedidos pela estacdo meteoroldgica do aeroporto. Contudo, esta
varia muito, nomeadamente com a altitude, podendo atingir valores de 9°C (The World Bank
2017). Segundo Lains e Silva (1958), definem-se trés regides térmico-altimétricas em STP,
consoante as médias calculadas em diferentes pontos do pais: regido megatérmica, zonas
entre o nivel do mar até 300 m de altitude, com temperaturas médias entre os 23-25°C; regido
mesotérmica, zonas entre 0s 300 e os 1 500 m de altitude, com temperaturas médias entre
0s 23°C e os 13,5°C e regido microtérmica, zonas acima dos 1500 m de altitude, com

temperaturas inferiores a 13,5C°C.
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Por fim, na caracterizacao climatica de Sdo Tomé, segundo Neto-Padre (2004), sdo
considerados quatro tipo de climas (exibidos no anexo 1), no sentido Norte-Sul: &rido, semi-

arido, humido e super humido.

Figura 6 - Paisagem do sul da ilha, pico do Cao Grande (em cima) e paisagem do norte da ilha,
Lagoa Azul (em baixo) (Fonte: original)

1.2. Esboco Histérico e S6cio-econdmico

Outrora consideradas a mais rica possesséo portuguesa, tudo indica que as llhas de
S&o Tomé e Principe terdo sido descobertas em 1471 e 1472, por Jodo de Santarém e Pedro
Escobar. A sua vegetagao que se afigurava fértil, a sua localizagdo estratégica “no meio do
Atlantico” e o desejo de D. Jodo Il de descobrir um novo caminho para a India, levou a sua

rapida colonizacdo e ao desenvolvimento de trés ciclos econdémicos: monoculturas de acucar,
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café e cacau (Tenreiro 1961). Este ultimo, introduzido no momento que europa ansiava por
este produto de origem tropical, ocupava 90% do total das explora¢gfes da ilha e permitiu que
Sao Tomé e Principe ocupassem o lugar numero um dos paises africanos exportadores de
cacau, no final do século XIX (Fraga 2006).

Actualmente, o pais é dividido em quatro regides, Regido Norte, Sul, Centro e regido
Auténoma do Principe e sete distritos, Agua Grande, Mé-Z6chi, Lobata, Lembéa, Caué,
Cantagalo na ilha de Sdo Tomé e Pagué na ilha do Principe (Almeida 2012).

Constitui uma das economias mais pequenas de Africa, com um indice de
Desenvolvimento Humano (IDH) de 0,589 (PNUD 2018).

1.3. Esboco do sistema agro-pecuério das llhas

A introducdo de animais domésticos nas llhas de Sdo Tomé e Principe iniciou-se
desde os primérdios da colonizacdo. Privilegiando as espécies que ja tinham demonstrado
uma boa adaptacéo ao clima tropical foram levados bovinos, caprinos, suinos, galinaceos e
equideos (Tenreiro 1961; Morbey 1989). Contudo, foram alguns os contratempos encontrados
por estas espécies neste local particular, nomeadamente, a escassez de terras para pastagem
e o territério acidentado, tornando a pecuaria uma actividade pouco rentavel. Embora
economicamente pouco compensadora para a economia das llhas, a producdo animal
desempenhava um papel crucial na economia da subsisténcia familiar, fornecedora de
proteina animal, contribuindo para a reducéo das deficiéncias nutricionais (Padre 2004).

No inicio do século XX, a producdo animal ganhou outra relevancia, sendo que o0s
animais passaram a ser utilizados néo so para a alimentacdo da méo de obra das empresas
agricolas (rocas), como passaram a fazer parte integrante do trabalho nas mesma: na

fertilizacao de solos e na tracdo (Videira 1954).

1.3.1. Caracterizacédo do sistema

Segundo o INE (2017), em 2017 Sao Tomé e Principe contava com 1 363 bovinos, 34
049 caprinos e ovinos, 35 320 suinos e 231 190 aves.

Das racas de bovinos existentes na llha (Figura 7 e 9), fazem parte a raca Alentejana,
Mirandeza (provenientes de Portugal e respectivas colénias no tempo colonial),
Salamsalanquina, Charolesa, Jersey, Africander, Hereford e Holstein-Frisien (provenientes da
Holanda, no &mbito do projecto do Centro Leiteiro de Nova Olinda, em 1979), e mais
recentemente introduzidas, N'Dama (provenientes do Gab&o). Os ovinos contam com as
racas Sulfolk e Djalonké, respectivamente provenientes de Inglaterra e da Guiné. Nos
caprinos, é considerada a raca local do tipo da Guiné, com cruzamentos de Saneen,

Toggenbourgh, Anglo-nubien, (importadas de Inglaterra na década de 80) e Ana (importadas
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da Costa do Marfim em 2000). Em 2017, foi introduzida a raca Boer, importada do Ruanda,
no ambito do projecto integracdo agro-silvo pastoril nas pequenas e micro-exploragdes

Os caprinos, apresentam um fen6tipo de porte robusto e prolifero (Cardoso 2004),
sendo criados em dois tipo de explora¢des: em rogas e em exploragéo do tipo familiar (Bonfim
2002).

Segundo Bonfim (2008), considera-se como ro¢a uma propriedade comprada ou
herdada onde decorre exploracdo agro-pecudria. Nestas, 0s caprinos sao criados em regime
maioritariamente semi-intensivo, com acesso a alimento, méo-de-obra, estabulacéo e servico
técnico veterinario (Bonfim 2002). As exploracdes do tipo familiar, contam com um regime
extensivo, semi-extensivo (recolhidos a noite) ou presos a corda (Neto Padre 2004)(Figura 8).

Em suma, considera-se que o regime predominante nas llhas € o extensivo, onde
cerca de 90% dos caprinos ndo tem alojamento, 63% pasta junto as habita¢cdes, 32% no mato

e 46% presos a corda (Bonfim 2002).

1.3.2. Situacéo socio-ecénima actual e importancia do sector

Com a reforma agraria de S&o Tomé e Principe a 30 de setembro de 1975, grande
parte da populagéo beneficiou do acesso a terra, sendo que o sector primario, nomeadamente
a agricultura, permaneceu como principal actividade econémica (INE 1999). Contudo, esta
reforma néo foi capaz de resolver o problema extremo que vive a populagcdo rural
(correspondente a 54% da populagéo) (FAO 2017b).

Actualmente, o sector primario contribui 4,2% para o PIB do pais (INE 2017). A
producdo animal conta com 4 047 trabalhadores, correspondendo a cerca de 2% da
populacéo, dos quais, segundo Bonfim (2002), se estima que 82 a 93% sejam mulheres. O
salario médio mensal da acividade sao 1300 dobras (STD), o equivalente a 52€, sendo que o

ordenado minimo nacional sdo 44€ (Cardoso 2018).
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O valor de proteina animal consumida em Sdo Tomé e Principe corresponde a
16g/capita/dia, de onde apenas 2g provém de carne (FAOSTAT 2013). A principal carne
consumida é a de aves (Almeida 2012), proveniente, maioritariamente, de importagdes.

A producdo de carne, ovos e leite é insuficiente para cobrir as necessidades do
mercado interno, pelo que os produtos animais e de origem animal contribuem em 6% para o
total das importagdes de Sdo Tomé e Principe (Silva 2014; INE 2017b).

As carnes e o peixe tém um elevado peso na despesa total do agregado familiar face
ao ordenado minimo nacional, traduzindo-se na escassez dos mesmos. Consta-se que
apenas 37,8% da populacdo alguma vez teve acesso a carne de vaca e 0s precos da carne
de ovinos e caprinos € a que sofre maiores variagées ao longo do ano, dado a sua incoerente
disponibilidade (Bonfim 2002; Almeida 2012).

original)

De uma forma geral, considera-se que existe um défice de animais de producéo e de
alimentos de origem animal, tornando S&o Tomé e Principe um pais essencialmente
importador. A presséo do crescimento demografico, que registou, segundo o INE (2017), um
valor de 2% para a taxa de crescimento populacional (considerado significativo), vem colocar
0 pais numa utilizac@o excessiva dos seus recursos e a alertar para a necessidade de investir
mais neste sector: tanto a fim de gerar emprego, como para melhorar e assegurar a seguranga

alimentar da populacdo. Assim, S&o Tomé encontra-se sob uma politica de fomento e
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desenvolvimento da producdo animal e dos respectivos produtos, focando-se na
intensificacdo dos efectivos nacionais (ONU 2019) e promovendo projectos de integracéo
agro-silvo pastoril nas pequenas e micro-exploracoes.

Como maiores dificuldades, enfrentam-se a escassa mao de obra veterinaria existente
no pais e os seus limitados recursos fisicos e financeiros, assim como a incoeréncia de
distribuicdo dos animais pelo arquipélago e a disponibilidade de intervencdes previstas no
ambito de saude publica e animal. A execucdo destas intervencdes € condicionada por
factores de natureza extrinseca imprevisivel de logistica e escassez de recursos, como é
exemplo, a auséncia dos meios necessarios para as intervencfes sanitarias (vacinas,
desparasitantes, etc.)(OIE 2013).

Ainda mais, visto ndo haver producdo de medicamentos veterinérios ou de industria
farmacéutica do pais, este fica totalmente dependente do estrangeiro para a obtencao de todo
e qualquer medicamente comercializado e utilizado. Tal implica autorizacbes prévias de
importacdo, transporte maritimo ou aéreo de medicamentos, tempos de espera pouco
fidedignos e encarecimento do produto final.

Finalmente, segundo os técnicos da Direcdo da Pecuaria, destaca-se ainda o roubo
de animais e os abates imediatos dos mesmos, levando a uma auséncia de crescimento de
efectivos de acordo com as expectativas e uma perda de motivacao por parte dos produtores.

Como factores a favor do desenvolvimento deste sector, destaca-se a natureza insular
do pais, que lhe confere uma situacdo sanitaria privilegiada, livre de fronteiras geograficas

terrestres, assim como a riqueza vegetal do pais destas llhas equatoriais.

Figura 9 - Bovinos na Comunidade de Neves (fonte: original)

12



699 2. Leucaena leucocephala

700 2.1. Contextualizac&o historica e caracterizagao

701 Vulgarmente conhecida como “guaje” no México, “horse tamarin” em Inglaterra, “false
702 acasie” em Franga e “pau foguete” em Sao Tomé e Principe, a Leucena leucocephala , faz
703 parte das 32 espécies que completam o Género Febaceae, da Sub-Familia Mimosideae, que
704  por sua vez, pertence a Familia Fabaceae (CABI 2017).

705 Nativa da América do Sul, mas concretamente, da Peninsula de Yucatan, no México,
706 esta leguminosa passou dos patios mexicanos para praticamente todas as areas tropicais e
707  subtropicais que se encontrem abaixo dos 2 000 metros de altitude (Arbi et al. 2014): nos
708 finais do século XIX, encontrava-se ja introduzida em todos os continentes, com excepcao da
709  Antartida, adquirindo assim designacéo de planta pantropical.

710 E uma pequena-média arvore arbustiva perene e altamente ramificada, podendo
711  atingir alturas entre os 4 a 16 metros de altura. As suas folhas sdo bipinadas de 15 cm a 20
712  cm de comprimento, com 4 a 10 pares de pinas, cada uma com 5 a 20 pares de foliolos. As
713  suas flores sao brancas, agrupadas em pequenos capitulos. Sao meliferas e, por isso, muito
714  procuradas pelas abelhas (Figura 10). Os frutos sdo longas vagens que contém 15 a 30
715 sementes (MuL. Leucocephalaen et al. 2003; Arbi et al. 2014; CABI 2019) (Figura 10).
716  Apresenta uma capacidade de rebotagem de 50 toneladas por hectar por ano, traduzindo-se
717 numa copa permanentemente densa e verde, produtora de elevada biomassa (Feria et al.
718 2011).

Figura 10 - Folhas e vagens de L. leucocephala (Fonte: a esquerca) (Fonte: Original) e Flor de L.
leucocephala (a direita) (Fonte: http://www.florida.plantatlas.usf.edu/plantimage/Leucaena_leucocephala9.jpg)
719

720 As condices ideias para 0 seu desenvolvimento correspondem a temperaturas de 25

721  a 30°C, em climas humidos a subhumidos (com precipitacdes entre a 650 a 3 000 mm/ano)

722 (Booth and Jonavic 2000), tolera muito bem solos alcalinos e o seu habitat é o litoral. Contudo,
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a sua elevada rusticidade, permite-lhe sobreviver e reproduzir-se nos climas mais indspitos,
podendo tolerar até sete meses de seca extrema (Figura 11).

E uma espécie fixadora de nitrogénio e apresenta capacidade de auto-fertilizago,
apresentando sementes desde o 1° ano, que se disseminam por ac¢ao da gravidade, com a
ajuda de insectos e das chuvas. Esta sua caracteristica capacidade de reproducéo, confere-
Ihe o estatuto de espécie invasora (Hughes 1998).

Esta espécie tem inUmeras utilidades, adequadas as diferentes culturas das regiées
do globo onde esta presente. Na Asia, as suas folhas tém uma utilizagio primordial na
gastronomia, para a confeccdo de saladas, enquanto que as suas sementes sdo utilizadas
como substitutas do café; no México, € incorporada em gelados, cosméticos e na industria
farmacéutica e na medicina tradicional humana, nhomeadamente, pelas suas propriedades
anti-inflamatdrias e anti-diabéticas (Feria et al. 2011; Arbi et al. 2014; Souza Pinto et al. 995;
Syamsudin et al. 2010).

Em Sao Tomé e Principe, tal como em muitos outros paises africanos, constata-se que
esta foi introduzida como arvore sombreadora do cacau, ha dois séculos atras. Hoje é
considerada como espécie invasora neste pais, utilizada sobretudo como protector de
terrenos, contra agentes erosivos (Ferrdo 1983). As suas sementes sdo também utilizadas
pelas criangas para produzir os chamados “chocalhos”, que servem, ora para fazer musica,

ora para as suas brincadeiras

.....

Figura 11 — L. leucocephala espontanea num aterro de ferro velho, Sdo Tomé (fonte: original)

2.2. Utilizagdo na producgéo animal: as suas mais-valias e limitagcOes
A L. leucocephala é considerada uma leguminosa de elevada qualidade, com
especial interesse na suplementacao animal, dado o seu contetdo rico em proteina e

o seu perfil de aminoacidos (Haque et al. 2018).
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As suas folhas, quando secas, podem atingir valores de concentracao proteica
de 20 a 25%, podendo elevar o teor proteico do total da racdo animal até 10%
(Cardoso, 2004). Contudo, estas apresentam também factores anti-nutritivos,
nomeadamente, taninos e mimosina que limitam a incorporacédo da leguminosa da
alimentacao diaria dos animais (Lowry et al, 1984). O seu potencial biolégico varia
muito ao longo do ano, estando altamente dependente do clima (Chongo, 2003): na
estacao das chuvas, os seus valores de mimosina, DHS e taninos podem atingir,
respectivamente, 4, 0,93 e 1,77%, enquanto que na época seca, 0sS valores sdo
inferiores 2.5, 0.6 e 2.10%. Na época das chuvas, continuam a ser ingeridas pelos
ruminantes quando presentes na pastagem sem terem efeitos toxicos para 0s mesmo,
visto que a elevada densidade e variedade forrageira permite equilibrar a sua dieta
(Chongo, 2003).

E dotada de uma elevada palatabilidade e digestibilidade, pelo que, quando
utilizada como suplemento no alimento de ruminantes, leva ao aumento da ingestédo
de matéria seca (MS), aumento do crescimento do animal e aumento da producao de
leite (Rubanza et al. 2007a; Alexander and Nacional 2010; Liyana et al. 2016).

Por sua vez, em ensaios realizados in vitro com extratos de folhas de L.
leucocena, comprovam a existéncia de um efeito anti-helmintico em Haemonchus spp.
(Oliveira et al. 2011), Cooperia spp. (Von Son-de Fernex et al. 2015) e
Trychostrongylus spp. (Cunha et al 2004). Segundo Brunet et al (2011), Von Son-de-
Fenex (2015) e Rivero-Perez (2019), a interacdo entre taninos, acido cafeico e
guercetina, presentes sdo responsaveis por uma acc¢ao ovicida, larvicida e adulticida.
Esta sera devida a inibicdo de proteases essenciais a formacdo de proteinas
necessarias em todas as fases de desenvolvimento larvar, nomeadamente, ao nivel
da cuticula do nematode.

Como principal entrave a utilizacdo de L. Leucocephala como suplementacao
animal e como anti-parasitario, destaca-se a presenca de mimosina na sua
constituicdo. Este aminoacido nao proteico, apds ocorrer o seu break-down, tanto pelo
sistema enddgeno enzimatico de L. Leucocephala como pela digestdo ruminal, (Kudo
et al. 1984), origina 3-hidroxi-4 H-pyridone (3,4-DHP), que, apresenta uma estrutura
semelhante & tirosina. Assim, a presenca deste composto pode levar a situacdes de
toxidade, onde ocorre inibicdo da libertagdo de tirosina endogena, incorporacdo da
3,4-DHP em proteinas vitais, em lugar da tirosina, danos dos foliculos pilosos e

consequente alopécia por inibicdo da divisdo mitotica, e, por ultimo, formacdo de
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complexos entre 3,4-DHP e zinco, cobre e ferro, levando a excrecao destes metais
(Gosh 2007).

Contudo, os efeitos toxicos acima descritos, parecem nao se verificar em todas
as populacdes de gado caprino (Ferrdo 1983, Jones 1993, Semenye, 1990, Rudha et
al 1995, Gosh 2007). Este efeito, ainda sem explicacdo definitiva, podera dever-se a
uma hipotética habituacdo dos caprinos a forragem bioactiva, a adaptacao da flora
microbiana ruminal, que, possivelmente, poderdo levar a uma inactivacdo da
mimosina (Adenosum, 1987, Gosh 2007).

Assim, valores de 25% de incorporacgao de L. leucocephala na ragéo de caprinos
séo considerados como seguros, nao levando ao surgimento de efeitos segundarios
(Gosh 2007, Harum 2017).

3. Os Caprinos nos Tropicos
3.1. Importancia dos caprinos no sistema agro-pecuario tropical

Desde os tempos mais remotos que a cabra, mamifero ruminante pertencente a familia
Caprinae, apresenta um papel de destaque na economia familiar, datando de 2 500 A.C. os
primeiros registos da sua domesticacao para obtencao de carne e de leite (Dubeuf 2009).

Dos 617 milhdes de cabras distribuidas mundialmente, 97,3% encontram-se em nos
paises em desenvolvimento. Deste valor, 27,4% encontra-se em Africa (Escarefio et al. 2012).

Desde o seu comportamento afavel & sua elevada rusticidade, sdo varias as mais
valias que levam a utilizacdo da cabra no sistema pecuario tropical. Relativamente a outros
ruminantes, a precocidade da sua maturidade sexual facilita a selecdo de racas e a rapida
proliferacdo do efectivo. Paralelamente, 0 seu curto tempo de gestacdo (150 dias) e de
lactagédo, aliado & auséncia de anestro consequente do fotoperiodo, permite que estes animais
tenham até dois partos por ano (sendo que, na realidade, se idealiza 3 partos em dois
anos)(Edwards 1976). O seu comportamento alimentar, tanto pela sua minuciosidade da
selecdo de alimentos de acordo com as suas necessidades nutricionais como pela sua
capacidade de aproveitamento das ervas mais curtas junto ao solo, confere-lhe um aprecgo
especial em situacdes de escassez alimentar que muitas vezes ocorre nestas areas. Sendo
uma espécie livre de tabus religiosos, os produtos alimentares provenientes da cabra podem
ser comercializados e consumidos em qualquer parte do mundo, respeitando as crengas e
ideologias de cada povo. O seu pequeno porte e comportamento décil permite que o maneio
destes animais seja facilmente feito por mulheres e criancas (Winrock International 1983;
Ruvuga 2016). Por ultimo, apresenta um papel fulcral na acumulacdo de capital das familias

do meio rural em paises em vias de desenvolvimento, tanto pelos diversidade de matérias

16



816
817
818
819
820
821
822
823
824
825
826
827
828
829
830
831
832
833
834
835
836
837
838
839
840
841
842
843
844
845
846
847
848
849
850
851

primas que fornece, como |&, pele, leite e carne, como facilidade do seu transporte (Winrock
International 1983). Segundo Ruvuga (2016), para as populacdes rurais, o gado caprino
representa a principal fonte nutricional, a partir da sua carne, leite e manteiga. Também é

utilizado na agricultura como forca de traccdo e na fertilizagéo de solos.

3.2. RacaBoer em Sado Tomé e Principe

Desconhecendo-se a sua origem concreta, a raca Boer parece ser o resultado do
cruzamento entre a cabra Africana, Angora e Indiana. E uma raca com elevada aptid&o para
a producdo de carne, sendo muito utilizada em cruzamentos com racgas locais das regidoes
tropicais, nomeadamente e como ja referido, em S&o Tomé e Principe. Apresentam um
crescimento rapido, elevada capacidade adaptativa, elevada fertilidade (em condi¢6es ideias,
parem a cada sete meses) e carne de qualidade sdo factores que motivaram estes
cruzamentos (Escareno 2009; Athumani Nguluma 2013; ONU 2019).

4. Parasitas em Caprinos

As parasitoses ocupam um lugar proeminente nas doencas tropicais, tanto pelo
numero de espécies diferentes, como pela diversidade de doencgas que provocam (Pagot
1992; Ruvuga 2016). Segundo Calvete et al (2014), as infeccbes por nematodes
gastrointestinais sdo responsaveis pelas doencas parasitarias com maior impacto na
produtividade de pequenos ruminantes a nivel global, com especial impacto nos tropicos e
sub-tropicos. Seguidamente a estas, encontram-se as coccidioses, responsaveis por efeitos
patogénicos médios a graves nos animais de producéo (Zvinorova et al. 2016).

Segue-se uma breve descricdo dos géneros parasitas de caprinos encontrados em

estudos anteriores (Neto-Padre 2004) e no presente trabalho em Sdo Tomé e Principe

4.1. Nematodes Gastrointestinais
4.1.1. Género Haemonchus

O género insere-se na Familia Trichostrongylidae, Superfamilia Trichostrongyloidea,
da Ordem Strongylida, Classe Nematoda, Filo Nematelmintes (Bowman 2014). Apresenta
uma distribuicdo mundial, com especial importancia em regifes tropicais e subtropicais
(Urquhart et al. 1998).

O ciclo de vida do género Haemonchus é um ciclo directo, ou monoxeno, composto
por uma fase de vida livre, ou exdégena, e uma fase parasitaria, ou endogena.

A fase de vida livre inicia-se com a eliminagdo do ovo para o exterior, 0o qual, em
condi¢cbes consideradas adequadas, embriona e eclode com a libertacdo de uma larva de

primeiro estado (L1), que sofre duas mudas sucessivas, originando as larvas de segundo
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estado (L2) seguidas das larvas de terceiro estado, ou infectantes (L3). Sendo do tipo
rabditdide, as L1 e L2 alimentam-se de bactérias e de outros microrganismos presentes nas
fezes do hospedeiro, ao contrario das L3 que, pela presenca de bainha, sdo incapazes de se
alimentar. A sobrevivéncia destas Ultimas esta dependente de reservas lipidicas acumuladas
nos estados larvares anteriores, cuja disponibilidade esta dependente da actividade larvar. O
desenvolvimento de L1 para L3 pode decorrer em 5 dias, em condi¢cdes Optimas de
desenvolvimento (Urquhart et al. 1998).

Por sua vez, a fase enddgena inicia-se com a ingestéo de L3, que, apos 3 dias, sofrem
desembainhamento, evoluindo para o quarto estado larvar (L4), ao nivel do rimen. Ja no
abomaso, apés 2 a 3 dias, sofrem a muda para o quinto estado larvar (L5) (Hertzberg et al.
2002). Ocorre a sua diferenciagéo sexual, atingindo forma adulta que, entre o0 12° e 15° dias
apoés a ingestdo da L3 iniciam a ovopostura, no lumen do obomaso (periodo pré-patente).
Antes da ultima muda, as larvas desenvolvem uma lanceta perfurante, que lhes permite obter
sangue a superficie da mucosa, onde, quando adultos se movem livremente (Urquhart et al.
1998; Padre 2004).

A epidemiologia deste género difere de regibes temperadas para tropicais e
subtropicais. No desenvolvimento larvar, consideram-se factores de importancia primordial a
temperatura e a humidade, interdependentes entre si: Serra (1979) definiu que para
temperaturas de 33°C e 22-25°C, a humidade relativa ideal para o desenvolvimento larvar na
fase exdgena seria de 96% e 90%, respectivamente.

Por outro lado, em climas tropicais humidos, onde a temperatura nao sofre alteracBes
significativas, existe uma dindmica sazonal do niumero de L3 nos pastos, parecendo ser a
humidade o factor condicionante ao seu desenvolvimento. Durante a época seca, as L4
entram em hipobose no abomaso, retomando o seu desenvolvimento no inicio da época das
chuvas. Assim, apesar de se verificar a presenca de L3 durante todo o ano nos pastos, sdo
em maior nimero na época das chuvas (Urquhart et al. 1998).

Parece existir uma evidéncia de imunidade adquirida por parte do hospedeiro em
relacdo ao Haemonchus spp: ocorre uma diminuigdo do desenvolvimento larvar, influenciado
ndo soO pelas condi¢cdes ambientais, como pela ingestdo continua de larvas, levando a um
aumento ao longo do tempo do periodo necessario para o desenvolvimento endégeno do
parasita (Vicente et al. 2002).

Como principais mecanismos patogénicos, este género apresenta uma leséo directa
gue provoca ha mucosa gastrointestinal e a espoliacdo de sangue. Relativamente a esta
Gltima, a patogenia surge quando a capacidade hematopoiética do animal é ultrapassada
pelas perdas de sangue provocadas pelos parasitas. Cada individuo pode ser responsavel

pela perda de 0,05ml de sangue/dia. Assim, uma populag¢édo de 1 000 individuos poderédo
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provocar uma perda de 50ml de sangue/dia no hospedeiro (Campillo et al. 1999; von Son-de
Fernex et al. 2015)

Deste modo, como principais sinais clinicos destacam-se mucosas palidas,
acompanhadas de um hematdcrito inferior a 15%, fraqueza, dificuldades respiratérias e
edema submandibular (provocado pela perda de proteina no tracto gastrointestinal). As fezes
apresentam-se bem moldadas, com excepcdo do caso de infecbes mistas com
Trichostrongylus spp. e Cooperia spp, onde se podem verificar diarreias. Em situagfes hiper
agudas, pode ocorrer morte subita por gastrite hemorragica, enquanto que situagdes cronicas

se traduzem em inapeténcia, fraqueza e astenia.

4.1.2. Género Trichostrongylus

O género insere-se na Familia Trichostrongylidae, Superfamilia Trichostrongyloidea,
Ordem Strongylida, Classe Nematoda, Filo Nematelmintes (Bowman 2014). E um dos
principais responsaveis por gastroenterites parasitarias nos tropicos (Urquhart et al. 1998).

Apresenta um ciclo de vida caracteristico da Familia, semelhante ao descrito para o
género anterior, com excepg¢ao do desembainhamento da L3, que ocorre no abomaso. Em
condicOes ideais de desenvolvimento, a eclosdo dos ovos até ao estado de larva infectante
decorrem em 7 a 14 dias e o periodo pré-patente, em ruminantes, corresponde a 14 a 21 dias.
(Urquhart et al. 1998; Campillo et al. 1999).

A epidemiologia deste género destaca-se pela elevada rusticidade dos seus ovos
embrionados e das larvas infectantes, capazes de sobreviver em condicbes duramente
adversas, tando em temperaturas baixas, como em longos periodos de seca. As larvas
infectantes, apresentam os fendmenos de anidrobiose e hipobiose, retomando a sua
actividade quando com as primeiras chuvas e com a chegada das estacdes mais quentes,
respectivamente. Por parte dos pequenos ruminantes, verifica-se a gradual aquisicdo de
imunidade, que, no caso das cabras, declina durante o periparto (Urquhart et al. 1998).

Apoés a ingestdo de L3, ocorre penetragdo nas glandulas epiteliais da mucosa,
ocorrendo hemorragias e edema, com perda de proteinas plasmaticas para o limen intestinal
(Zuguete 2010).

Embora as infec¢gbes por Trichostrongylus spp se apresentem muitas vezes
assintomaticas, quando em elevado nimero (superior a 10 000), sdo responsaveis pelo
aparecimento de diarreia aguosa prolongada, anorexia (pode haver uma reducéo de ingestéo
de alimento até 45%), fraqueza, emaciagéo, inapeténcia e baixos indicies de crescimento.

Nos animais bem nutridos, apenas os dois Ultimos sintomas séo notaveis (Bowman 2014).
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4.1.3. Género Cooperia

O género insere-se na Familia Trichostrongylidae, Superfamilia Trichostrongyloidea,
Ordem Strongylida, Classe Nematodes, Filo Nematelmintes (Bowman 2014).

O ciclo de vida € muito semelhante ao descritos nos géneros anteriores, apresentando
um periodo pré-patende de 15 a 18 dias (Urquhart et al. 1998; Campillo et al. 1999).

A sua epidemiologia, em regides tropicais e subtropicais, apresenta-se também muito
semelhante ao género Haemonchus, apesar da hipobiose ser caracteristica de longos
periodos de seca (Urquhart et al. 1998; Campillo et al. 1999).

Os sinais clinicos apresentam-se como anorexia, perda de peso, diarreia e edema

submandibular (Bowman 2014).

4.1.4. Género Bunostomum

O género insere-se na Subfamilia Bunostominae, Familia Ancylostomatidae,
Superfamilia Strongyloidea, Ordem Strongylida, Classe Nematoda, Filo Nematelmintes.
(Bowman 2014). Apresenta uma distribuicdo cosmopolita, com especial presenca em paises
tropicais e temperados (Urquhart et al. 1998).

O ciclo de vida é directo, semelhante aos géneros anteriormente descritos. A infeccao
do hospedeiro pode ocorrer por via oral ou via transcutanea, sendo que nesta ultima, as L3
migram até ao pulmao, onde ocorre a muda para L4. Por migracao traqueal, atingem entdo o
intestino delgado, onde atingem o estado adulto. O periodo pré-patente pode ir de 30 a 60
dias (Lagares 2008).

Os parasitas adultos sdo hemato6fagos e a existéncia 100 a 500 individuos é suficiente
para ocorrer anemia, hipoalbuminémia, e, ocasionalmente, perda de peso e diarreia (Urquhart

et al. 1998; Campillo et al. 1999; Filipa Barroca Fernandes Lagares 2008).

4.1.5. Género Oesophagostomum

O género insere-se na Subfamilia Oesophagotominae, Familia Chabertidae,
Superfamilia Strongyloidea, ordem Strongylida, Classe Nematoda e Filo Nematelmintes
(Bowman 2014). As espécies mais patogénicas deste género localizam-se em areas tropicais
e subtropicais, associadas a formacdo de estruturas nodulares no ceco e no colén de
pequenos ruminantes (Urquhart et al. 1998)

O seu ciclo de vida é monoxeno e o modo de infec¢do caracteristico da Familia. Na
fase de desenvolvimento enddgeno, as L3 penetram na mucosa de qualquer parte do intestino
delgado ou grosso, sendo que, em algumas espécies ficam inclusas em nédulos evidentes,
nos quais tem lugar a muda para L4. Estas emergem na superficie da mucosa, migram para

o cblon e desenvolvem-se para adultos. O periodo pré-patente € de aproximadamente 45
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dias. Os ovos sao excretados com 16 ou mais blastomeros, nas fezes, e 6-8 dias depois, se
sujeitos a temperaturas na ordem dos 20-22°C, formam-se as L1. As L3 podem, normalmente,
resistir cerca de 60 dias no exterior, apesar de suportarem baixas temperaturas com
dificuldade. (Bowman et al, 2006; Urquart et al, 1998).

Estes parasitas sdo capazes de desencadear uma resposta imunoldgica, na qual os
anticorpos sintetizados vao actuar sobre as L4 (Zuquete 2010).

Em situacéo de infecgdo macica, o processo cursa de forma aguda, com sinais clinicos
evidentes 7 a 8 dias apds infec¢do, de entre 0s quais a anorexia, a hipertermia, a depresséo
e as coOlicas sdo os mais frequentes. A diarreia é caracteristicamente escura, de odor fétido,
estando, por vezes, acompanhada de estrias de sangue. Podem surgir algumas mortes entre
os infectados (Vazquez 2002; Urquart et al 1998). A forma cronica é, porém, a mais frequente,
tendo como sinal clinico mais caracteristico a diarreia, geralmente, acompanhada pela
expulsao violenta de fezes esverdeadas. Os periodos diarreicos podem alternar com periodos
de obstipacdo, porém, as fezes, quando eliminadas, sdo sempre liquidas. O animal apresenta,
por isso, um quadro geral de anorexia, alteracdes no apetite, desidratacéo, caquexia e anemia
(Vasquez 2002).

Uma vez que a doenca aguda ocorre no periodo pré-patente, os ovos de
Oesophagostomum spp. ndo estdo normalmente presentes nas fezes. Nas formas crénicas,

0S 0vos estao presentes e as L3 podem ser identificadas apds coprocultura (Lagares 2008).

4.1.6. Género Trichuris

O género insere-se na Subfamilia Trichurinae, Familia Trichuridae, Superfamilia
Trichuroidea, ordem Enoplida, Classe Nematoda, Filo Nematelmintes (Bowman 2014).

No ciclo de vida deste parasita, a forma infectante, E1, corresponde a larva de primeiro
estado de desenvolvimento, que se desenvolve no interior dos ovos por um periodo de
aproximadamente 30 dias. As L1 apenas eclodem apés a ingestdo dos ovos pelo hospedeiro.
As L1 penetram nas glandulas da muscosa intestinal, nomeadamente, do ceco, onde se
desenvolvem até ao estado adulto. O periodo pré patente podera ir de 53 a 55 dias (CompilL.
Leucocephalao et al. 1999).

No que se refere a epidemiologia deste género, destaca-se a elevada resisténcia dos
ovos desta espécie, sendo que, sob condi¢des ideais, poderdo sobreviver no exterior até 12

anos. Em animais estabulados, quando o ambiente se encontra contaminado,
facilmente ocorre reinfec¢éo apos o tratamento (Bowman 2014).

A patogenia primordial deste género prende-se com a irritacdo da mucosa do ceco e
do cdlon. Segundo Campillo (1999), os parasitas adultos podem libertar substancias

hemolisantes, que poderdo ser responsaveis por anemias hemoliticas.
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A maioria das infec¢cdes sdo assintomédticas, contudo, quando existem infec¢des
macicas, pode-se verificar enfraquecimento, perda de peso, diarreia aguda e possivel
desidratacdo (Campillo et al. 1999; Bowman 2014)

4.2. Neméatodes Pulmonares
4.2.1. Género Dictyocaulus

O género insere-se na Familia Dictyocaulidae, Superfamilia Trichostrongyloidea
ordem Strongylida, Classe Nematoda, Filo Nematelmintes (Bowman 2014). Apresenta uma
distribuicdo mundial e é responsavel por elevadas perdas econémicas na producao animal,
afectando principalmente os animais mais jovens (Urquhart et al. 1998).

No interior dos brénquios do hospedeiro, eclodem rapidamente dos ovos as L1, que,
juntamento com o muco sao arrastadas até a traqueia. Daqui, ou sao expelidas para o exterior
por reflexos de tosse, ou sao deglutidas e excretadas pelas fezes. As L1 podem também
eclodir durante o transito intestinal. Em condi¢des Optimas de desenvolvimento, ao fim de 5
dias no meio ambiente, as L1 ja se desenvolveram até L3. Estas, através das suas migracdes
verticais (muito limitadas) ou através dos esporangios do fungo Pilobolus (o qual facilita a
dispersao das larvas), disseminam-se pela pastagem. Quando os seus hospedeiros se vao
alimentar, ingerem juntamente com a pastagem as formas infectantes L3, que, ao nivel do
intestino delgado, libertam-se da sua bainha, penetram na mucosa intestinal e atingem o
sistema linfatico até aos linfonodos mesentéricos, onde sofrem a muda para L4. Estas, migram
através do sistema linfatico e circulatério até aos pulmdes, onde, através dos pequenos
capilares, atingem os alvéolos pulmonares. Ja na traqueia e brdonquios, terminam a sua
maturacao sexual, apresentando um periodo pré-patente de 5 semanas.

As condi¢des de humidade e temperatura consideradas ideais para o desenvolvimento
larvar deste género sdo 10°C a 20°C com uma humidade relativa de 52% a 100%. As L3 s&o
muito sensiveis a luz directa e a dissecacao e, em climas tropicais, a ocorréncia de elevadas
cargas parasitarias € mais propicia nos periodos de chuvas, afectando principalmente os
animais mais jovens. As cabras parecem ser mais susceptiveis a infeccdo por este parasita
do que as ovelhas, pelo que pastoreios conjuntos destas duas espécies representam um
factor crucial na disseminacéo da infeccao.

As larvas exercem uma acgao traumatica ao atravessarem a parede intestinal, porém,
esta é de pouca importancia clinica. J4 a acgéo traumatica e irritativa das L4 sobre os capilares
sanguineos e linfaticos e a obstrugcéo e acgéo toxica e irritativa provocada pelas L5 e adultos
nos brénquios, tem consequéncias consideraveis na saude dos hospedeiros (Campillo et al.
1999).
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Os animais mais jovens, em poucas semanas apresentam muco e expectoracdo
hdmida (com muco contendo larvas, ovos e, eventualmente, nematodes adultos). Em casos

mais graves, pode verificar-se dispneia e corrimento nasal (Bowman 2014).

4.2.2. Género Muellerius

O género insere-se na Familia Protostrongylidae, Superfamilia Metastrongyloidea,
ordem Strongylida, Classe Nematoda, Filo Nematelmintes (Bowman 2014).

Tem distribuicdo mundial, & excepcao das regides articas e subarticas (Urquhart et al.,
1998).

Os parasitas deste género sao ovoviviparos. As L1 infectam de forma activa o
Hospedeiro Intermediario (HI), penetrando na regido podalica do gastropode, onde
permanece até se desenvolverem as L3, durante um periodo entre 2 a 3 semanas. Apoés a
ingestao do gastropode com a L3 pelo HD e a sua libertacdo mediante a digestéo, esta migra
pela circulacéo linfatica, podendo ocorrer as mudas nos linfonodos mesentéricos ou nos
pulmdes. Possui um periodo pré-patente de cerca de 10 semanas, chegando o periodo de
paténcia a ultrapassar os 2 anos (Urquhart et al., 1998). A frequéncia de eliminacdo das L1 é
descontinua, o que se deve a localizacéo profunda dos adultos nos pulmdes, também ao facto
de as fémeas apresentarem periodos de inactividade reprodutiva além de ser frequente a
eliminacdo de ovos nao fecundados (Bafios et al.,2002).

A migracdo das L4, desde os capilares para os brdonquios, exerce uma acGao
traumatica, infiltracdo linfocitaria e extravasamento sanguineo consideraveis, além de
descamacédo epitelial, juntamente com pequenos ndédulos da inflamacdo, que sé&o
consequéncia da accéo obstrutiva e irritativa da larva. Em infeccdes macicas e repetidas é
possivel verificar 0 aparecimento de tosse seca, especialmente, apds exercicio intenso,
situacdes que se poderdo agravar em hospedeiros com pulmdes debilitados, evoluindo para
pneumonias secundarias (Bafios et al., 2002; Urquhart et al., 1998). A expresséao clinica da
infeccdo, apesar de rara, ocorre e apresenta-se com maior incidéncia em cabras com mais de
2-3 anos, desenvolvendo-se, primordialmente, uma pneumonia intersticial aguda, se a
infeccdo for macica, apresentando dispneia e tosse continua.

Em infeccbes naturais, pode estar associada a outras parasitoses intestinais ou
hepéticas, da mesma forma que também pode predispor a outras situa¢des clinicas por
debilitar o estado geral do animal (Bafios et al,2002).

As condi¢gbes climaticas sdo determinantes, especialmente, a temperatura e a
pluviosidade, havendo correlacdes especificas entre o clima e as taxas de eliminacédo de L1,
das quais as mais elevadas correspondem a épocas de elevada pluviosidade e a
temperaturas baixas, e as mais reduzidas, a épocas de temperaturas altas e secas (Urquhart
et al. 1998).
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4.3. Céstodes
4.3.1. Género Monezia

O género insere-se na Familia Anoplocephalidae, da Ordem CyclophyL.
Leucocephalaidea, Classe Cestodada e Filo Plathelmintes (Georgi 1982).

O ciclo de vida apresentado por estes parasitas € do tipo indirecto, isto &, heteroxeno,
com a intervencdo de hospedeiro intermediario (HI). Os ovos, presentes na pastagem, sao
ingeridos pelo HI, 4caros orbatideos de vida livre (dos Géneros Scheloribates, Galumna e
Oribatula). Nestes, desenvolve-se a larva cisticercoide, uma forma vesicular com protoescélex
invaginado, constituindo esta a forma infectante para o hospedeiro definitivo (HD). Este, ingere
o HI juntamente com a vegetacéao, e, ao digeri-lo, liberta-se a larva cisticercéide. No intestino
delgado posterior (ileo) do caprino, HD, o protoexcélex da larva desenvagina e fixa-se,
iniciando o seu processo de estrobilizacdo. As formas adultas, originam proglotes ovigeros,
gue se vao destacar e sair nas fezes do hospedeiro. O periodo pré-patente é cerca de 6
semanas e as formas adultas apresentam um curto periodo de vida, persistindo apenas por
trés meses (Bowman 2014).

Os animais mais jovens apresentam uma maior susceptibilidade a este parasita. A
incidéncia esta directamente relacionada com a presenca dos acaros orbatideos na pastagem
e as respectivas flutuacdes sazonais a que estes podem estar expostos (Campillo et al. 1999;
Bowman 2014).

A infeccdo por Monezia, apresenta-se, geralmente, assintomatica. Contudo, quando
presente uma elevada carga parasitaria, principalmente em animais mais jovens, podem
verificar-se anorexia, perda de peso, diarreia e alteracdes respiratorias (Kusiluka and
Kambarage 1996; Urquhart et al. 1998).

4.4. Protozoérios
4.4.1. Género Cryptosporidium

O género insere-se na Subclasse Cryptogregaria, Classe Gregarinomorphea, Filo
Apicomplexa (Ryan et al 2016).

Segundo Campillo et al (1999), quando este género atinge o tracto gastrointestinal dos
caprinos, ocorre a rotura do oocisto e a libertagdo de quatro esporozoitos, que, através de
movimentos de contracdo e extensdo, atingem a bordadura em escova dos enterdcitos, onde,
numa localizacao intracelular extracitoplasmatica, se fixam e se desenvolvem até atingirem o
estado de meronte tipo |, contendo oito merozoitos, e meronte tipo Il, contendo quatro
merozoitos. Os merozoitos tipo |, podem dar origem a novos merontes tipo I, ou, a merontes
tipo Il. Ao ocorrer a roptura destes ultimos, podem originar-se micro ou macrogametas. A

fus@o destas duas estruturas resulta na fertilizacdo do macrogameta, e formacgéo do zigoto,
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ocorrendo depois a esporogonia. Antes da esporulacdo, da-se a formacéo da parede do
oocisto, que, contem no seu interior quatro esporozoitos. Em 80% dos oocistos, verifica-se a
presenca de uma dupla parede, sendo denominados de oocistos de parede espessa,
constituindo as formas de resisténcia encontradas no ambiente e que representam a principal
forma de contaminacado entre hospedeiros. Por sua vez, 0s 00cisto com apenas uma parede,
oocistos de parede fina, constituem as principais formas de autoinfeccdo, ropturando e
libertando esporozoitos que penetram nas células intestinais adjacentes, reiniciando o ciclo
endodgeno. O periodo pré patende pode ir de 3 a 7 dias, consoante a dose infectante e a idade
dos animais.

Segundo Ryan et al (2016), o género Cryptosporidum, anteriormente considerado
como parasita intracelular e extracitoplasmatico obrigatorio, que necessitava do HD para se
replicar, é actualmente considerado como um parasita capaz de terminar o seu ciclo de vida
na auséncia do seu hospedeiro definitivo, apresentando novos estados extracelulares.

Os sinais clinicos provocados pelo parasita consistem em anorexia e diarreias
intermitentes, que, por sua vez, poderdo levar a baixos indice de crescimento. E um dos
principais responsaveis por diarreias neonatais em ruminantes, sendo que os animais adultos
poderdo ser portadores assintomaticos (Bowman 2014).

A criptosporidiose é uma zoonose, representando maior risco para trabalhadores de
exploracdes pecudrias e veterinarios, assim como 0s turistas que ingerem agua ou alimentos

contaminados.

4.4.2. Género Eimeria

O género insere-se na ordem Eucoccidiida, Subclasse Coccida, Classe Sporozoea,
Phylum Apicomplexa (Bowman 2014). Tem distribuicdo mundial e cosmopolita, originando
uma das doencas mais importantes em animais mantidos em grandes rebanhos ou em
sistemas de maneio intensivo (Urquhart et al. 1998).

No seu ciclo de vida, apds serem ingeridos, os esporocistos esporulados libertam os
seus esporozoitos por acgéo da bilis e da tripsina e invadem o epitélio da segunda metade do
intestino delgado. Entre as diferentes espécies e Eimeria spp., a maioria desenvolve um
namero constante de geragfes assexuadas dentro das células do hospedeiro (esquizogonia),
e 0S merozoitos de segunda geragdo originam as ceélulas sexuais (gametogonia): 0s
gametdcitos ou gamontes. Uma vez formado o zigoto, pela unido dos gametas, este esta
rodeado por uma forte membrana (oocisto), que vai ser expulso para o exterior, onde esporula
(esporogonia) e origina quatro esporocistos, cada um com dois esporozoitos, constituindo a
forma infectante para um novo hospedeiro (Argiello and Campillo 2002).

A ingestdo macica de oocistos e a posterior esquizogonia origina a infeccdo de grande

namero de células epiteliais, provocando lesGes consideraveis mesmo antes que o ciclo se
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tenha completado. Assim, um animal pode desenvolver a doenca diarreica antes de comecar
a eliminar oocistos nas fezes. A infecgcéo é autolimitante, mas na pratica esta condicionante
tem pouca importancia uma vez que os animais normalmente estéo sujeitos a uma continua
exposicao a diferentes tipos de Eimeria spp. e reinfec¢des (Vicente 2002; Bowman 2014)

As formas esquizontes destroem o revestimento epitelial, por vezes em largas
extensfes, deixando exposto a descoberto a propria mucosa. A segunda geracdo de
esquizontes, mas sobretudo as formas gametogonicas, produzem ainda maiores danos no
intestino, sendo responsaveis pelo aparecimento “explosivo” da doenga, na maior parte dos

casos ocorridos.(Arguello and Campillo 2002).

4.5. Tratamento e controlo de doencas parasitarias nos trépicos

O parasitismo é considerado como a dificuldade mais desafiante da producédo animal,
gerando, anualmente, perdas que rondam 1000 milhdes de libras (Tak et al. 2017). As
helmintoses sao responsaveis por 80% das doencas parasitarias, sendo que as helmintoses
gastrointestinais tém um impacto de 100% na pobreza dos paises tropicais em vias de
desenvolvimento (Afonso-Roque 2006).

Tendo em conta a precéria disponibilidade médico-veterinaria nestes locais,
frequentemente, o0s tratamentos antiparasitarios nédo sao efectuados nas devidas
concentracoes, na devida periocidade ou com os devidos controlos, levando ao surgimento
de resisténcias e ao consumo de produtos de origem animal contaminados com residuos dos
produtos utilizados. Relativamente a estes Ultimos, destacam-se as avermectinas e 0s
benzimidazéis (Pacheco-Silva et al. 2014). Por outro lado, os meios financeiros para obtencéo
de profilaxias ou terapias quimicas, nem sempre estdo disponiveis. Assim, surge a
necessidade de alternativas mais sustentaveis e adaptadas a realidade tropical, ganhando
destaque o recurso a métodos tradicionais, utilizando os produtos que a terra nos da, estando
estes ao alcance de todos, tal como sugerido por Bonfim (2002). Nesses “produtos da terra”,
procuramos propriedades, que, juntamente com um maneio adequado, permitam um controlo
e tratamento de parasitoses, baseados no efeito directo sobre o parasita, na estimulacdo da
resiliéncia do hospedeiro (selecdo genética, imunonutricdo ou vacinagdo) e/ou na diminuigdo

da contaminacdo ambiental.
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IV. Objectivos

Considerando os dados disponiveis no Laboratorio Nacional de Biologia Molecular de
Sao Tomé e Principe, definiu-se como objectivo principal da presente dissertacao:

Comparacéo das populacOes de parasitas gastrointestinais e pulmonares presentes
em 30 cabras do Centro Nacional de Experimentacdo e Reproduc¢do Animal de Sao Tomé e
Principe, face a suplementacéo com diferentes quantidades (grupo controlo, 15% e 30%) da
variavel em estudo (L. leucocephala), ao longo de 78 dias.

Por sua vez, definiram-se os seguintes objectivos especificos:

1. Identificagdo periddica das formas parasitarias gastrointestinais e pulmonares
eliminadas pelos 30 caprinos alojados no Centro Nacional de Experimentacdo e
Reproducdo Animal de Sdo Tomé e Principe (dias 0, 14, 31, 46,61 e 77).

2. Doseamento periddico do hematdcrito e das proteinas totais dos animais em estudo
(dias 0, 14, 31, 46, 61 e 77).

3. Monitorizacdo da saude animal pela pesagem e avaliacédo da condicao corporal dos
caprinos no inicio e no final do estudo (dia 0 e dia 77).

Andlise estatistica dos dados obtidos nos pontos 1, 2 e 3.
Divulgacao dos resultados obtidos pela Direcéo da Pecuéaria de S&o Tomé e Principe
junto dos pequenos e meédios produtores de animais do pais e disponibilizacdo de

apoio para a sua aplicacao.

V. Material e Métodos

1. Caracterizacao do local de estudo

A nordeste da llha de S&o Tomé, no distrito de Cantagalo e no seio da Roc¢a de Nova
Olinda (Figura 12), encontramos o Centro Nacional de Experimentacéo e Reprodu¢cédo Animal
(CNERANO), sob a administracdo da Direcdo da Pecuaria e da Equipa Técnica Agricola da
China em Sdo Tomé e Principe. O Centro ocupa uma area de 21 hectares, 0s quais se
encontram divididos em diferentes sectores, como podemos observar na figura 13.

Os trabalhos experimentais decorreram no sector nimero 4, onde ficavam alojados os
30 caprinos que foram alvo do presente estudo, no sector nimero 8, local de pastoreio
conjunto dos mesmos caprinos, 30 ovinos e 10 bovinos, e, por ultimo, no sector nimero 6,

local de producéo de racéo.
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" llha de Sdo Tomé

Figura 12 - Localizacdo da Roca de Nova Olinda (Fonte: Torrent 2019)

Figura 13 — Planta do Centro de Experimentacdo e Reproducdo Animal de Nova Olinda (Fonte:
Adaptado de Google Maps)

1- Suinicultura; 2- Estdbulos de Ruminantes; 3- Avicultura; 4- Estdbulos de Pequenos Ruminantes; 5- Laboratério
de reproducéo animal; 6- Fabrica de racéo; 7- Area de producio agricola; 8- Area de pastoreio

O ecossistema florestal, nomeadamente de zona de floresta hiimida de baixa altitude
com influéncia costeira, que caracteriza o local (Carvalho 2001), conta com a predominancia
das seguintes espécies vegetais: Polyscias quintasii (folha cabra), Polycias quintasii (Quégué

fasso), Celtis prantlii (pau fede), Cissus curvipoda (cissu), Cocus nucifera (coqueiro) e
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Adansonia digitata (Micondd). Conta ainda com algumas espécies de plantas forrageiras bem
adaptadas ao local, inclusive Panicum maximum (capim), pennisetum purpureum (capim

elefante) e Leucaena leucocephala (pau foguete).

Figura 14 - Sector de Pastoreio do CNERANO (Fonte: original)

1.1. Epocade Estudo

Os trabalhos decorreram entre o final da estacdo seca (Gravana) e a época das
chuvas, de 27 de Setembro a 17 de Dezembro de 2018. O CNERANO encontra-se inserida
na zona arida da llha. Durante todo o ensaio, diariamente, procedeu-se a medicdo e respectivo
registo da temperatura e humidade relativa junto do solo no sector 8 da roga de Nova Olinda,
utilizando o aparelho electrénico 174H, da marca testo. Relativamente as médias mensais de
precipitacdo, estas foram dispensadas pela Estacdo Meteorolégica do Aeroporto Internacional

de S&o Tomé e Principe.

2. Caracterizacdo dos animais em estudo

Foram alvo do presente estudo 30 caprinos da raga Boer, todos eles adultos (entre os
24 e 36 meses), pertencentes ao efectivo do CNERANO. Os animais faziam parte integrante
de um grupo de 113 animais provenientes do Ruanda, doados pela FAO ao Ministério da
Agricultura e Desenvolvimento Rural de S&o Tomé e Principe, em 2017, com o intuito de
promover a producdo pecuaria e incrementar a seguranga alimentar do pais (FAO 2017a).

Aos animais nédo foi realizada qualquer tipo de desparasitacdo interna desde maio de
2018, antes tinham sido desparasitados com febendazol em pasta oral.

Os 30 caprinos foram divididos em trés grupos. A cada grupo foram colocados colares
de cores diferentes: colares amarelos, correspondente ao grupo Controlo (GC), colares

laranjas, correspondentes ao Grupo 1 (G1), e, por fim, colares vermelhos, correspondente ao
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1239  Grupo 2 (G2). Cada grupo contava com 10 elementos e, a fim de diferenciar mesmos os
1240 animais, a cada coleira foi atribuido um nimero de 1 a 10 (Figuras 15 e 16).
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Figura 16 - Colares de identificacao e animais identificados com os respectivos (Fonte:original)
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3. Avaliacéo do peso e condi¢ao corporal

Procedeu-se a avaliacdo da condicao corporal de cada um dos animais, no inicio (TO)
e no final do periodo experimental (T5), de acordo com a escala de Condicdo Corporal
estabelecida pela North Carolina State University College of Agriculture and Life Sciences
(Luginbuhl and H. Poore 2015), assim como a pesagem de cada um dos animais, com a
balanga TCS Electronic Price Plataform Scale, nos mesmo periodos.

4. Avaliacéo dainfeccédo por parasitas gastrointestinais e pulmonares
4.1. Colheita de amostras

No dia 1 de Outubro de 2018 (TO0), colheram-se amostras aos 30 animais em estudo.

As amostras fecais foram colhidas directamente da ampola rectal dos animais e
colocadas em sacos de plasticos transparentes, individuais, devidamente identificados
(nimero do animal, grupo e data).

Todas as amostras foram acondicionadas numa mala térmica com acumulador de frio
e transportadas para o Laboratério de Biologia Molecular de Sdo Tomé e Principe (LBMSTP)
no prazo de duas a quatro horas apoés a colheita, tendo sido conservadas no frigorifico a 4°C
até ao seu processamento. Este procedimento foi realizado quinzenalmente até ao final do

ensaio.

4.2. Técnicas utilizadas para as analises coprolégicas
As técnicas qualitativas e quantitativas permitem verificar a existéncia ou auséncia de

formas parasitarias, quantificar e identificar parasitas presentes nos animais (Bowman 2014).

4.2.1. Métodos Qualitativos
4.2.1.1. Esfregaco fecal
O esfregaco fecal € um método directo e rapido, que nos permite ter uma nogéo
aproximada do grau de parasitismo. A sua realizacdo procedeu-se da forma a seguir descrita:
1- Homogeneizou-se a amostra, com auxilio de uma vareta de vidro;
2- Distribuiu-se uma camada fina e homogénea de fezes sobre uma lamina,
previamente identificada (n°, grupo do animal e data).
3- Aguardou-se que a camada de fezes secasse ao ar, sobre a lamina, durante 24
horas.
Quando seco, procedeu-se a coloragdo do material, recorrendo-se a técnica de
coloracéo de Ziehl-Neelsen (Casemore, D. P., Armstrong, M. & Sands 1985):
1 — Fixou-se a amostra com metanol durante 1 minuto.

2 — Corou-se com fucsina durante 10 minutos.
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3 — Procedeu-se a lavagem da lamina com agua corrente.

4 — Lavou-se com élcool cloridrico a 1%.

5 — Lavou-se novamente a lamina com agua corrente.

6 — Corou-se com verde malaquite a 0,4% durante 30 segundos.
7 — Finalizou-se com lavagem da lamina com agua corrente.

8 - Observou-se ao microscépio com a ocular x10 e objectiva x100.

4.2.1.2. Método de Willis
O Método de Willis permite-nos identificar ovos e oocistos de parasitas com uma
densidade inferior a do liquido de diluicdo da amostra. Estes concentram-se a superficie
enquanto os detritos fecais, maioritariamente mais pesados, sedimentam (Madeira de
Carvalho et al. 2011). No presente estudo, utilizou-se solucdo saturada a 25% de sacarose
como liquido diluidor. A técnica executou-se da seguinte forma:
1 - Homogeneizacdo de 2g de fezes em 28ml de solucdo satura de sacarose, com
auxilio de uma vareta de vidro.
2 - Filtragdo da mistura, através de um passador, para um tubo de ensaio, até se
formar um menisco.
- Colocacéo de uma lamela no topo do tubo de ensaio.
- Repouso durante um periodo minimo de 10 minutos.
- Remocéo e colocacdo da lamela numa lamina para observacdo ao microscopio

Optico com a ocular x10 objectivas de x10 e x40x (Madeira de Carvalho et al. 2011).

4.2.1.3. Método de Sedimentacéo

Para a realizacdo deste método utilizou-se a solucdo de diluicdo restante apos
terminado o método de Willis, descrito no ponto n° 4.2.1.2.. As formas parasitarias mais
densas que a solugdo depositam-se no fundo do tubo de ensaio, no sedimento. Assim,
eliminou-se o sobrenadante, adicionou-se 2 gotas de Azul de Metileno ao sedimento e
homogeneizou-se com auxilio de uma pipeta de Pasteur. Colocou-se uma gota do sedimento
corado numa lamina, cobriu-se a mesma com lamela e observa-se ao microscépio com a
ocular x10 e as objectivas de 4 e 40x (Thienpoint, D., Rochette et al. 1986; Madeira de
Carvalho 2001). O Azul de Metileno permite a coloragdo dos detritos da amostra de azul,
enguanto que as formas parasitarias, nas quais o corante azul ndo penetra, se mantém

amarelo-acastanhadas, facilitando a sua deteccéo pelo contraste criado (Kaufmann 1996).
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4.2.1.4. Método de Baermann

A aplicacao deste método teve o intuito de diagnosticar helmintoses pulmonares por
isolamento de larvas de primeiro estadio (L1).

De cada amostra, foram retiradas cerca de 2g de fezes (Ueno and Goncgalves 1998),
gue, por sua vez, foram embrulhadas dentro de um quadrado de gaze de 2x2cm, formando
uma estrutura semelhante a uma bolsa. Paralelamente, encheu-se um copo cénico de plastico
com agua engarrafada, a temperatura ambiente (cerca de 24°C). Mergulhou-se a estrutura
em bolsa e deixou-se repousar durante 24 horas (Alho et al. 2013) (Figura 2). Utilizou-se agua
engarrafada e potavel visto que ndo é possivel garantir a qualidade da agua da torneira em
STP (pH, salinidade, auséncia de formas parasitarias, etc.), 0 que poderia interferir com o
sucesso do método (Cesarz et al. 2019). Tirando-se partido do hidro e termotropismo positivos
das larvas, quando estimuladas pelo calor e pela humidade estas migram até a superficie da
massa fecal. Por sua vez, pela auséncia de tenséo superficial na agua e pela incapacidade
das larvas de nadarem contra a gravidade, tém tendéncia a sedimentar no fundo dos copos
(Bowman 2003).

Decorridas 24 horas, removeu-se a bolsa contendo a amostra de fezes, eliminou-se
0 sobrenadante e deixou-se repousar o restante cerca de 10 minutos. Com o auxilio de uma
micropipeta, aspirou-se 500 pl que se colocaram entre lamina e lamela e observaram-se ao
microscopio, com a ocular x10 e objectiva x10 e x40, para contagem e identificacdo das larvas

existentes.

Figura 17 - Método de Baermann (Fonte: original)

4.2.1.5. Coproculturas
O presente método foi aplicado com o intuito de atribuir condi¢cBes de desenvolvimento
aos ovos de estrongilideos existentes nas amostras fecais, a fim de obter formas infectantes
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(L3) e determinar a abundancia proporcional média dos géneros presentes. A preparagao das
coproculturas foi realizada no dia de colheita das amostras.

Partindo de 8g de fezes de cada amostra, antecipadamente homogeneizada com a
adicdo de um pouco de agua, encheram-se pequenos copos de plastico previamente
identificados (n° do animal, grupo e data) com o material fecal (Figura 18). De forma a garantir
a oxigenacao, foi realizado um orificio no centro da massa fecal. Cobriram-se 0s copos com
papel de aluminio, onde se efectuaram pequenos furos, e colocaram-se 0s copos na estufa a
26 - 27°C durante 7 dias. Visto que a presenca de humidade € um requisito para o
desenvolvimento larvar, para a garantia da mesma em valores adequados, foi colocado um
recipiente com agua no interior da estufa. Durante o periodo em estufa, as amostras foram
diariamente remexidas com uma vareta de vidro e, quando necessario pulverizadas com
agua, de forma a evitar o aparecimento de fungos e a manutencao do grau de humidade.

Decorrido o periodo de desenvolvimento, retiraram-se 0s recipientes da estufa. Estes
foram repletos de agua e invertidos para uma placa de Petri. Na placa de Petri, adicionaram-
se cerca de 10ml de agua e aguardaram-se 24 horas. Este tempo foi necessario para que
ocorresse migracdo das larvas para o a placa de Petri, devido ao seu hidrotropismo e
fototropismos positivos e geotropismo negativo. Decorridas as 24 horas, o liquido existente
nas placas de Petri foi recolhido e colocado em tubos de ensaio, devidamente identificados
(n° de animal, grupo e data) e centrifugados a 1200 rpm, durante 4 minutos (Pereira, 1993;
Ueno et al. 1998; Madeira de Carvalho 2001; Neto Padre 2004).

Figura 18 - Preparacéo da técnica de coprocultura e acondicionamento do material (Fonte:
original)

Para as amostras que se pretendia fazer uma observacdo imediata, descartou-se o
sobrenadante até restar cerca de 1ml de liquido no tubo de ensaio. Com auxilio de uma
micropipeta, retiraram-se 20 pul, colocaram-se entre lamina e lamela e observou-se ao
microscopio Optico com ocular x10 e objectiva x10 e x40.

As amostras destinadas a observacéo posterior, acrescentou-se agua destilada até

perfazer um total de 8ml de solucéo no interior dos tubos de ensaio. Selaram-se os mesmo
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com parafilme e foram colocados no frigorifico, a 4°C (Figura 18). As amostras assim
conservadas foram observadas com a maior brevidade possivel.

Tendo em conta que partimos de 8g de fezes para a realizagdo da coprocultura, com
o auxilio do vortex, ressuspenderam-se as larvas em 8ml de 4gua destilada, dos quais se
retiraram 3 ml, que foram distribuidos por trés tubos Eppendorf Procedeu-se a contagem de
todas as larvas presentes em cada um dos Eppendorf.

Com o objectivo de identificar as L3 ao género, a 50 larvas colhidas de forma aleatéria
em cada uma das amostras, foram registados os parametros morfométricos possiveis de
determinar, tendo em conta o grau de conservacao das larvas (Van Wyk et al 2013). Assim,
foram determinados os seguintes parametros (Figura 19):

e Comprimento total do corpo (CT)

e Comprimento do es6fago (CE)

e Comprimento da cauda (CCL)

e Comprimento da extenséo da cauda (CCB)

e Comprimento do filamento (CF)

Figura 19 - Diagrama dos parametros morfol6gicos de 13. (Fonte: Van Wyk et al 2013)
a- CT b- CEc- CCLd- CCB e- CCBf- CF

Embora se pretendesse aplicar o método descrito para a avaliagdo das formas
parasitarias presentes nos animais desde o momento TO deste estudo, tal ndo foi possivel de
se concretizar. Contudo, foi possivel aplicd-lo no ambito da avaliagdo da acg¢do da

suplementacgéo da L. leucocephala, descrito no ponto 6.

4.2.2. Métodos Quantitativos
Os métodos quantitativos permitem deduzir os parasitas adultos albergados pelos

hospedeiros (Madeira de Carvalho et al. 2011).
4.2.2.1. Método de MacMaster

O método de MacMaster pretende determinar o0 nUmero de ovos por grama (OPG) de

fezes.

35



1392
1393
1394
1395
1396
1397
1398
1399
1400
1401
1402
1403
1404
1405

1406
1407
1408
1409
1410
1411
1412
1413
1414
1415
1416
1417

Com a mesma diluicao utilizada no método de Willis (2g de fezes em 28 ml de solucéo
saturada de sacarose a 25%), foram preenchidas as duas células da camara de MacMaster,
as quais foram observadas cinco minutos depois (Figura 20). Este tempo é necessario para
que os ovos possam flutuar e aderir & face interna da lamina superior da camara, permitindo
entdo a sua contagem ao microscopio éptico com a ocular de x10 e objectiva de 10x e 40x. O
numero total de ovos contados foi multiplicado por 50, valor de correc¢do da técnica e que
nos indica o limiar de detecéo, obtendo-se assim o numero de OPG (Thienpoint et al. 1986;
Madeira de Carvalho 2001). Sempre que ndo foram observados ovos, o animal era
considerado negativo.

Relativamente a caracterizacdo da intensidade de infecdo, foram considerados os
seguintes valores, segundo Madeira de Carvalho et al. (2011):

e Fraca: <400 - 500 OPG
e Média: 1000 — 2500 OPG
e Macica: >2500 OPG

Figura 20 - Preparacao da Técnica de MacMaster (Fonte: original)

4.2.2.2 Taxa de viabilidade dos ovos
Para a determinacgédo da taxa de viabilidade dos ovos, foi relacionado o nimero de L3
obtidas por grama de fezes, com o nimero de ovos por grama de fezes determinado na

mesma amostra.

5. Avaliagdo do hematocrito e proteinas totais
5.1. Colheita de amostras
No dia 1 de Outubro de 2018 (T0), colheram-se amostras dos 30 animais em estudo.
Foram colhidos 5ml de sangue da veia jugular de cada um dos animais, colocado em
tubos de colheita com anticoagulante, acido etilenodiaminotetroacético (EDTA), devidamente
identificados (nimero do animal, grupo e data). As amostras foram conservadas pelo frio e
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transportadas para o Laboratorio de Biologia Molecular de Sdo Tomé e Principe (LBMSTP),

onde permaneceram a temperatura de refrigeracdo até ao seu processamento. Este

procedimento foi realizado quinzenalmente até ao final do ensaio.

5.2. Determinacdo de Hematocrito
O hematdcrito foi determinado no préprio dia de colheita de amostras, procedendo-se
da seguinte forma(Thrall 2000; Mthetho et al. 2015):

1- Com uma ligeira inclinacdo, encostou-se o tubo de microhematdcrito a superficie
do sangue contido nos tubos de colheita, permitindo a subida do mesmo por
capilaridade.

2- Cobriu-se uma das extremidades com o dedo indicador enquanto a outra era
pressionada contra o material selante.

3- Centrifugaram-se os tubos centrifuga durante 5 minutos a 12.000 rpm.

4- Distinguiram-se as trés camadas no tubo de microhematdcrito apds a
centrifugacao: a coluna de eritrocitos, o “buffy coat” e a coluna de plasma. Com o
auxilio da régua de leitura do encaixe no rotor da centrifuga, mensurou-se o
comprimento da coluna de eritrocitos, correspondendo este valor ao hematécrito
do animal (Figura 21).

Considerou-se como valor de referéncia valores entre 22 a 38% (Mthetho et al. 2015).

%

100

/ 90
80

70
60
50
40
30
30 20

20 10
0 T 0

Figura 21 - Esquema de leitura de hematécrito com auxilio de uma régua (Fonte:
https://www.getbodysmart.com/circulatory-system/hematocrit-test

5.3. Determinacéo de Proteinas Totais
A determinacéo da concentragdo de proteinas plasmaticas (PT) foi também realizada
no dia da colheita, a partir do plasma que se encontrava no capilar apos determinagéo do
hematocrito.
1- Quebrou-se o tubo de microhematdécrito a nivel do “buffy coat”.
2- Dispbs-se uma pequena gota da coluna de plasma num refractometro modelo
Hand Held Refractometer ZGRC-30ATG.
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3- Mensurou-se a concentracdo de proteinas plasmaticas através da escala ocular

presente no aparelho de refractometro.

O refractébmetro clinico permite a estimacdo da concentracdo de um soluto numa
solucdo, seguindo o principio da refrac¢cdo. Este dita que um soluto desvia a luz que passa
através da solucao proporcionalmente a sua concentragéo (Thrall 2000).

Considerou-se o intervalo de valores de referéncia entre 5.9 a 7.4g/dl (Mthetho et al.
2015).

6. Avaliagdo da Suplementag&o com Leucaena leococephala
6.1. Identificacdo da espécie

Previamente ao inicio do estudo, com o auxilio do botanico Dr. Faustino de Oliveira,
membro da Direccao das Florestas de Sdo Tomé e Principe, procedeu-se a recolha de dois
exemplares, de dois locais distintos, da planta que se considerava ser Leucaena
leucocephala. As coordenadas dos locais foram identificadas com o eTrex10., da marca
Garmin ®. Transportaram-se 0s exemplares para o Herbario Nacional de Sao Tomé e Principe
(STPH), inserido no Centro de Investigacdo Agraria e Tecnoldgica de Sdo Tomé e Principe
(CIAT), onde se procedeu a confirmacdo da espécie em questdo. Ambos os exemplares

passaram a fazer parte da cole¢cdo botanica de Sdo Tomé e Principe, disponiveis para
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Figura 22 — Exemplares MI 02 e MI 01 do Herbario Nacional de S&0 Tomé e “|5'ri'~rici‘p;é (Fdﬁfé:
original)
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consulta imediata no STPH (Figura 18)., ou na base de dados on-line Universidade de

Coimbra, a partir de 2019 (https://www.uc.pt/herbario_digital).

6.2. Processamento de L. leucocephala e administracdo a populacdo em
estudo
A partir do dia 27 de setembro de 2018, todas as manhas, procedia-se a recolha das
folhas de L. leucocephala. A recolha era efectuada por dois funcionarios do CNERANO e pela
autora, decorrendo nos locais onde foram colhidos e identificados os exemplares descritos na
alinea 6.1.: numa pequena propriedade agricola privada na Cidade de Sao Tomé (Figura 25)
e nos limiares da roca de Nova Olinda (Figura 26).

Figura 23 - L. leucocephala do local de colheita da cidade e respectivo transporte até ao
CNERANO (Fonte: original)
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Figura 24 - Apanha de L. leucephala no CNERANO (Fonte: Chen, 2019)

Ap6s a sua recolha, dispunham-se as folhas ao longo dos tabuleiros da estufa solar
existente no CNERANO, onde ficavam a secar durante 48 a 72 horas, de acordo com o nivel
de insolacdo (Figura 25). A temperatura média diaria da estufa foi de 35°C, segundo o
termémetro analégico DYWSJ inserido no seu interior. A partir de 10kg de matéria fresca, era

possivel obter, apds o periodo em estufa, cerca de 5kg de matéria seca.

,,,,,

B o s RS ] >

Figura 25 - Colocacao da folha de L. leucocephala nos tabuleiros da estufa (fonte:
fotografia por Chen)

Considerando-se uma média de 30kg por animal, cada animal deveria ter acesso a

5,2MJ por dia, pretendendo-se que tais valores fossem obtidos através de uma dieta
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isoproteica e isocalorica. Com base nos dados anteriormente descritos, elaborou-se o plano
de pastoreio e de arragoamento a seguir descrito.

e Formulacgdo para o Grupo 1: 15% de L. leucocephala seca com 85% de racéo

e Formulacéo para o Grupo 2: 30% de L. leucocephala seca com 70% de racéo

o Formulagéo para o Grupo Controlo: Apenas capim recolhido do pasto

Posto isto, as formula¢cbes eram divididas em doses diarias para serem distribuidas
aos diferentes grupos, considerando-se que cada animal, por dia, deveria consumir (Figura
26):

e No Grupo 1: 180g de L. leucocephala seca com 50g de bagaco de soja e 300g de

pastagem;

e No Grupo 2: 90g de L. leucocephala seca com 50g de farinha de milho e 400g de

pastagem;

e No Grupo Controlo: Pastagem ad libitum.

Os animais permaneciam em regime de exploracéo considerado extensivo, pastando
diariamente no sector 8. O Grupo Controlo e o Grupo 1 saiam para o pasto as 7 horas e o
Grupo 2 as 8 horas, sendo que todos os animais eram recolhidos em simultaneo as 12 horas
(perfazendo um total de 5 horas de pastagem para os primeiros e de 4 horas para os ultimos.),
sempre acompanhados por um funcionario do CNERANO.

Apoés o periodo de pastagem, os trés grupos animais eram fechados nos respectivos
parques e as formula¢cGes adequadas a cada um deles eram entdo distribuidas (Figuras 27 e
28). Ao Grupo Controlo, era apenas administrado capim colhido do pasto pelos trabalhadores.
Todos os pargues possuiam agua ad libitum disponivel. Os animais iniciaram o consumo da

combinacéo de L. leucocephala com racéo dia 1 de Outubro de 2018.

Figura 26 - Preparacéo dos arracoamentos para distribuir aos animais (Fonte: original)

41



Figura 28 - Ingestédo de arracoamento pelos animais (Fonte: original)

1510 6.3. Avaliacdo da accéo de L. leucocephala
1511 A fim de se avaliar o efeito da suplementacdo de L. leucocephala nas formas
1512 parasitarias, no hematdcrito e nas proteinas totais, realizaram-se as técnicas referidas no

1513 ponto 4. e no ponto 5. deste trabalho. Colheram-se amostras nos seguintes tempos:

1514 e Dia 15 de Outubro (T1)
1515 e Dia 1 de Novembro (T2)
1516 e Dia 16 de Novembro (T3)
1517 e Dia 1 de Dezembro (T4)
1518 e Dia 17 de Dezembro (T5)
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Por sua vez, com o intuito de se avaliar também o efeito no peso e nas condigbes
corporais dos animais, voltou-se a repetir os procedimentos indicados no ponto 3. do presente
trabalho.

6. Andlise Estatistica dos dados

Usou-se o software Excel e R (verséo 3.6.0) para a analise dos dados. As distribuices
dos dados relativos a contagens (ovos, oocistos e larvas) foram comparadas com distribui¢cdes
padrao (normal, log-normal, Poisson e binomial negativa) através de graficos quantil-quantil,
de forma a identificar a distribuicdo mais proxima para os dados em questdo. Os dados foram
analisados através de um modelo linear generalizado misto, com base numa distribuicéo log-
normal e através do método de estimacdo de parametros Penalized Quasi-Likelihood. Os
modelos construidos foram testados por ANOVA.

Nos casos em que se detectaram diferencas significativas ao nivel dos efeitos
principais, efectuaram-se testes post hoc por contrastes emparelhados com ajustamento de
Holm. A relagéo entre as contagens (ovos, oocistos e larvas) e as medi¢bes (hematdcrito e
proteinas totais) foi analisada através de testes de correlacdo pelo método de Spearman. Foi
seleccionado como nivel de significancia a = 0,05.

Utilizou-se a ferramenta Epi Tools (http://epitools.ausvet.com.au) para fazer o calculo das

prevaléncias e também do intervalo de confianca de 95% pelo método de Wilson.

VI. Resultados
1. Condicionantes ocorridos durante o estudo

Durante o decorrer do ensaio houve a perda de dois animais: um pertencente ao GC
e outro ao G1. O primeiro tera sido morto por um cao errante, ao passo que o0 segundo
manifestou a evolugéo de uma condicdo com sintomatologia neurolégica. O caprino comegou
por apresentar anorexia, evoluindo para uma prostragéo e apatia profundas. Num intervalo de
de cerca de 4 horas, o animal deixou de ter capacidade para se levantar, deitado em decubito
lateral, realizando movimentos de pedalar sucessivos e, momentos antes do seu 6bito,
apresentou hemorragias activas provenientes das oérbitas.

Procedeu-se a sua necrépsia e detectou-se que as suas meninges exibiam sinais de
inflamacéo, pela cor avermelhada que possuiam. Por nédo ser possivel o diagndstico definitivo
e por suspeita de uma possivel doenga infectocontagiosa, realizou-se uma terapéutica
profilactica a todo o efectivo, utilizando oxitetraciclina.

Apo6s dois dias de administracdo do arracoamento, os individuos de G1 e G2
comecaram a fazer uma selec¢do do bagaco de soja e do farelo de milho, respectivamente,

em detrimento da folha de L. leucocephala seca. Assim, passou a proceder-se a farinacdo da
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folha juntamente com os restantes ingredientes, de forma a obter uma mistura homogénea
gue era entdo distribuida aos animais.

Relativamente as coproculturas, inicialmente, pretendia-se proceder a sua realizacéo
em todos os tempos de colheita. Contudo, condicionalismos logisticos de ordem laboratorial
nao o permitiram, nomeadamente, a auséncia de uma estufa funcional.

Ainda sobre a mesma técnica, pretendia-se a identificacdo ao género das larvas,
porém néo foi possivel cumprir este objectivo, tendo em conta o grau de autolise apresentado,
o qual se evidenciou na forte vacuolizacao das células intestinais, ndo permitindo contabilizar
0 seu numero. Tal ocorreu, possivelmente, ou por alteracées de temperatura quer no interior
da estufa quer no interior do frigorifico durante o seu acondicionamento, oriundos dos
constantes cortes de energias que ocorrem no pais, ou por possiveis diferencas de pressao
a que as L3 foram submetidas durante o seu transporte de avido. Contudo, a medicdo dos
restantes parametros, referidos no ponto 5.1.2.5., do capitulo IV. Materiais e Métodos do

presente trabalho, foi realizada e encontra-se disponivel no anexo 7.

2. Caracterizacdo das amostras parasitarias

Tendo em conta a semelhanca morfolégica dos ovos das superfamilias Strongyloidea
e Trichostrongyloidea a diferenciacdo entre os ovos de ambas torna-se dificil. Assim, sempre
gue estes foram observados, foram registados como ovos de estrongilideos gastrointestinais
(EGI).

Relativamente aos parasitas respiratérios, apenas se conseguiu identificar com confianca,
de acordo com as suas caracteristicas morfologicas, uma L1 de Muellerius. As restantes foram
consideradas estrongilideos pulmonares registando-se o seu nimero total por amostra.

A aplicacdo das diferentes metodologias de diagndstico parasitolégico (Willis,
Sedimentacdo, Baerman e esfregacos fecais) foram aplicadas em todos os periodos de
recolha (Anexos 4 e 6) e permitiram identificar a presenca de ovos de EGI, Trichuris sp. (Figura
30 e Figura 31), Moniezia spp. (Figura 31), Estrongilideos pulmonares (Figura 3), Eimeria spp.
(Figura 31) e Cryptosporidium spp. (Figura 31).

Para efeitos de caracterizacdo da amostra parasitaria antes e apos a suplementacdo com
L. leucocephala, na apresentacdo de resultados e discussdo, apenas se consideraram as

prevaléncias do primeiro e do Ultimo momento do ensaio (TO e T5).
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Figura 31 - Ovo de Trichuris (amarelo), ovo de EGI (salm&o), ovo de Moniezia benedeni (vermelho)
e oocisto (branco), x 120(Fonte: original)
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Figura 29 - Oocisto de Cryptosporidium x 1200 Figura 30 - L1 observadas pelo método de
(Fonte: original) Baermann x 1400 (Fonte: original)
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2.1 Prevaléncias

A prevaléncia de EGI registada antes da suplementacdo com L. leucocephala (TO) e
no final do ensaio (T5), ndo se alterou no GC (100%), diminuiu no G1 (de 100% para 22%),
assim como no grupo G2 (de 100% para 70%) tal como se pode observar no grafico 1.

Grafico 1 - Prevaléncia de EGI nos diferentes grupos de caprinos nos momentos TOe T5
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A prevaléncia de ovos de Trichuris nas fezes no TO, relativamente a T5, aumentou no
GC (de 40% para 66%), diminuiu no Gl (de 40% para 0%), assim como no G2 (de 70% para
50%), como se pode obervar no grafico 2.

Nos Estrongilideos pulmonares (EP), a prevaléncia registada tendo por base o nimero
de ovos eliminados no TO, relativamente a registada em T5, aumentou no GC (de 50% para
100%), manteve-se no G1 (em 100%) e aumentou no G2 (de 70% para 80%), como se pode

observar no gréfico 3.

Gréfico 2- Prevaléncia de ovos de Trichuris Gréfico 3 - Prevaléncia de estrongilideos
nos diferentes grupos de caprinos nos pulmonares nos diferentes grupos de
momentos TO e T5 caprinos nos momentos TO e TS
Louz
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A prevaléncia de Moniezia benedeni prévia a suplementacdo com L. leucocephala, em
TO, relativamete a prevaléncia no final do ensaio, em T5, manteve-se, no GC, diminuiu no G1

(de 10% para 0%) e manteve-se em G2 (0%), como podemos obsevar no gréfico 4.

Grafico 4 - Prevliéncia de Moniezia benedeni nos diferentes grupos de caprinos nos
momentos TOe T5
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A prevaléncia de oocistos de Eimeria prévia a suplementacdo com L. leucocephala,

em TO, relativamente a prevaléncia no final do ensaio, em T5, manteve-se no GC (T=100),
diminuiu no G1 (de 80% para 77%) e manteve-se no G2 (100%), como podemos observar no
gréfico 5.
Finalmente, a prevaléncia de oocistos de Cryptosporidium prévia a suplementacdo L.
leucocephala, em TO, relativamete a prevaléncia no final do ensaio, em T5, aumentou no GC
(de 20%para 22%), no G1 (de 0% para 10%) e diminuiu no G2 (de 10% para 0%) (Tabela 1;
Grafico 6)

Gréfico 6 - Prevaléncia de Cryptosporidium
nos diferentes grupos de caprinos nos
momentos TO e T5

Grafico 5 - Prevaléncia de Eimeria nos
diferentes grupos de caprinos nos momentos
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2.2. Niveis de eliminacdo de EGI (OPG)

Os resultados totais quanto aos niveis de eliminacdo, OPG de EGI, encontram-se no
Anexo 4 do presente trabalho.

Os niveis de eliminacao sofreram variagcdes ao longo do ensaio, sendo possivel
observar nos graficos 7 e 8, que G1 e G2 registaram uma redu¢do no nimero de OPG ao
longo do tempo, ndo se verificando o mesmo em GC, no qual se observa uma tendéncia
oposta.

Ao longo do estudo, os dados recolhidos através da contagem do numero de OPG de
fezes nos animais de cada grupo, nos diferentes tempos, permitiram, segundo o teste ANOVA,
identificar uma interagéo entre o tempo e a variavel grupo significativa (p=4,117). Isto &, foi
possivel detectar diferencas estatisticamente significativas relativamente a evolucdo do
numero de OPG de EGI excretados pelos diferentes grupos ao longo do tempo.

Pela aplicacéo do teste Chi-quadrado, avaliaram-se 0s grupos entre si, detectando-se
também por este teste diferencas estatisticamente significativas entre GC e G2 (p=4,543"%) e
entre G1 e G2 (p=0.01581), ao longo do tempo. Isto é,a eliminacdo de ovos de EGI sofre uma
alteracéo consideravelmente diferente quando os animais sao suplementados com 30% de L.
leucephala, face ao grupo controle. Por sua vez, esta eliminacdo também se comporta de
forma diferente quando os animais sao suplementados com 30% face a 15% de L. leucephala.

No gréafico 8, podemos observar uma reduc¢éo no nimero de OPG eliminados ao longo
do tempo pelos animais do G1 e G2. O mesmo néo se verificou no GC, no qual se observa
uma tendéncia oposta, ou seja, de aumento. Neste gréafico identifica-se também uma grande
variancia dos valores de OPG, em T e em T5, apresentando valores minimos menores ou
iguais a 50 OPG (sendo que, 50 OPG ¢ o nivel de deteccao do teste) e valores maximos de
400 OPG em T4 e 250 OPG em T5.

Grafico 7 — Evolucdo do nimero médio de OPG de EGI ao longo do tempo
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Grafico 8 - Evolugao de OPG de EGI ao longo do estudo
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2.3. Larvas L3 obtidas por coprocultura

As caracteristicas morfologicas observadas nas larvas, indicam estarmos em presenca
das formas infectantes de estrongilideos gastrointestinais, as larvas no seu 3° estadio - L3.

A contagem do numero total de larvas, em cada uma das amostras, nos tempos T2 e
T5, encontra-se no Anexo 6. Foram ainda observadas e determinados os parametros
morfométricos referidos anteriormente a 3000 larvas encontrando-se o registo dos mesmos
no Anexo 7,

Nos graficos 9 e 10, parece haver uma tendéncia decrescente do nimero de L3 em
G1 e G2, observando-se uma tendéncia oposta em GC. No entanto, pela aplicacdo do teste
ANOVA, a interacgdo entre 0 tempo e 0S grupos ndo é estatisticamente significativa
(p=0.8758), ou seja, ndo se detectaram diferengas estatisticamente significativas entre os trés

grupos de ensaio, no que respeita ao nimero de L3 obtidas ao longo do tempo.
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Grafico 9 - Evolucgao das L3 de EGIl ao longo do estudo
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Grafico 10 — Evolugao do nimero de L3 ao longo do estudo
% ns
5
.% Grupo
E’ $| Controlo
S $ Leucena 15%
f ‘ Leucena 30%
&
i *** p<0,001
** p<0,01
** p<0,05
. ns p>0,05
T2 T5
Tempo de tratamento
1654 Na identificagdo das L3, para determinacdo da abundancia proporcional média,

1655 verificou-se que, com base nos parametros determinados néo foi possivel definir ao género
1656 um numero consideravel de larvas, facto que condiciona claramente os resultados. Assim
1657 sendo, entendeu-se como mais apropriado ndo os considerar.

1658
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2.4. Taxade viabilidade dos ovos de EGI

Pela observacao do Gréfico 10, podemos verificar que a viabilidade dos ovos de EGI
aumentou entre T2 e T5, em todos 0s grupos. Este aumento foi mais acentuado em G2,
seguido de G1 e, por fim, de GC. Isto €, dos ovos eliminados por todos os grupos, aqueles
gue apresentaram maior numero de larvas eclodidas, sdo, por ordem decrescente o G2,
seguido de G1 e, por fim o GC.
Averiguou-se que a interacdo entre o tempo e variavel grupo, € significativa (p<2%), ou seja,
detectaram-se diferencas estatisticamente significativas no nimero de L3 obtidas em relacéo
ao numero de ovos, ao longo do tempo entre os 3 grupos testados. Contudo, as correlacées

nao sao significativas (p>0,5).

Gréfico 11 - Viabilidade dos ovos de EGlem T2 e T5
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2.5. Niveis de eliminagdo de Eimeria, OoPG

Os resultados obtidos pela técnica de MacMaster relativos ao nimero de OoPG
encontram-se no Anexo 4 do presente trabalho.

Pela observacdo do Grafico 11, verifica-se que a eliminacdo de OoPG se comportou

de forma muito diferente nos trés grupos, ao longo do tempo.
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Na eliminacdo de oocistos de Eimeria spp, ndo se verificaram diferencas significativas
(p=0.91704) ao longo do ensaio e entre os diferentes grupos, tal como é possivel observar no
Gréfico 11.

Grafico 11 - Evolucéo do namero médio de OoPG de coccideas nos diferentes tempos de
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2.6. Larvas L1 de estrongilideos pulmonares

O processamento laboratorial das amostras coprologicas através do Método de
Baermann, permitiu-nos observar a presenca de larvas de primeiro estado (L1) de
estrongilideos pulmonares.

No Grafico 12 e 13, pode-se identificar um aumento gradual no GC, e, contrariamente,
uma diminuicdo no G1 e G2 do numero de L1 eliminadas.

Verificou-se que a evolugdo do numero de larvas ao longo do tempo apresenta uma
interaccéo estatisticamente significativa entre o tempo e os grupos (p=2.281"3).

Ap6s a aplicacdo da analise post hoc, podemos entdo constatar que existiram
diferencas estatisticamente significativas entre os trés grupos, comprovando-se um efeito da
diferente concentragdo de L. leucephala no numero de larvas eliminadas ao longo do tempo
no G1 e no G2, quando comparadas com grupo controlo. Por sua vez, essa diminui¢cao foi

superior no G1 relativamente ao G2.
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Grafico 12 - Evolucéo das médias do n° L1 de estrongilideos pulmonares ao longo do estudo
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Grafico 13 - Avaliagdo do nimero de L1 de estrongilideos pulmonares nos diferentes tempos
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3. Avaliacdo de Hemato6crito e Proteinas Totais

Os valores relativos a estes parametros encontram-se no Anexo 4 do presente
trabalho.

Os valores foram relacionados com o valor de OPG de EGI, no qual ndo se tendo
verificou uma relacao estatisticamente significativa entre a evolugdo do hematdcrito e das
proteinas totais ao longo do tempo e nos diferentes grupos. Isto €, ao longo do estudo, ndo
se verificou um efeito das diferentes concentragfes de L. leucocephala nestes parametros.

4. Interacéo do Hospedeiro

Pelo teste ANOVA, néo se verificou uma diferenga estatisticamente significativa entre
0s pesos dos animais em TO e T5, assim como entre a condi¢cao corporal em TO e T5 também
nao demonstrou nenhuma diferenca estatisticamente significativa.

A média dos pesos e da condicao corporal dos diferentes grupos encontra-se na tabela
1 e 2, respectivamente, estando os valores individuais de cada animal disponiveis no anexo
3.

Tabela 1 - Médiade pesos em TO e T5 (kg)

TO T5
GC | 28,7 28,6
Gl | 30,2 301
G2 | 33,2 331

Tabela 2 - Médiada CCem TO e T5
TO T5
GC ‘ 2,7 26
G1 ‘ 35 35
G2 ‘ 31 31

5. Divulgacéo dos resultados obtidos

Procedeu-se a transmisséo de todos os resultados obtidos a Direc¢do da Pecuaria de
Sdo Tomé e Principe, nomeadamente, ao Departamento de Saude Animal e Vigilancia
Epidemioldgica e de ao Departamento de Fomento Animal.

Os resultados obtidos pela aplicagdo dos métodos laboratoriais foram cedidos ao

LBMSTP, tendo estes ficado no registo nacional anual de andlises do laboratoério. Tal permitiu
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uma actualizacdo da prevaléncia das formas parasitarias presentes nos caprinos do
CNERANO e da intensidade das respectivas infestagfes parasitarias.

Foi elaborado um breve relatério sobre a prevaléncia das formas parasitarias
encontradas nos caprinos em estudo e sobre a ac¢ao de L. leucocephala nas mesmas, nas
concentracdes de 0%, 15% e 30%, no periodo dos 78 dias de estudo. O mesmo relatério foi
cedido aos Médicos Veterinarios Oficiais e a todos os técnicos da 22Fase da Equipa Agricola
da China em Sao Tomé e Principe.

VIl. Discusséo

Todos os objectivos propostos no inicio deste trabalho foram atingidos.

Como é do conhecimento da comunidade cientifica, as parasitoses gastrointestinais
representam um problema a escala mundial na producdo animal, ganhando primordial
destaque em muitos paises em vias de desenvolvimento (World Health Organization 2015).
Os helmintes gastrointestinais e pulmonares, constituem um factor chave como entrave a
producdo de pequenos ruminantes (M and K 2004; Zeryehun T. 2012; Futagbi et al. 2015).
Em S&o Tomé, as condi¢cbes edafoclimaticas sao favoraveis ao desenvolvimento parasitario,
nomeadamente de EGI, tal como referido por Neto-Padre (2004).

As formas parasitarias observadas neste trabalho vém testemunhar o referido
anteriormente, porque mesmo nao tendo sido possivel identificar com precisdo os géneros
em questdo, os estrongilideos gastrointestinais e pulmonares estavam presentes em 100%
do efectivo caprino em estudo, previamente a administracdo de qualquer tipo de
suplementacédo. Relativamente aos EGI, no Grupo Controlo a prevaléncia de 100% manteve-
se até ao final dos 78 dias de ensaio, enquanto que, no Grupo 1 e Grupo 2, diminuiu,
respectivamente para 22% e 70%. Simultaneamente, o nivel de eliminacdo de OPG e o
numero de L3/g de fezes, aumentaram no GC e diminuiram no G1 e em G2 de forma
significativa ao longo do periodo de ensaio. Estes resultados estdo em concordancia com os
dos estudos de Adenola (2006), Salem (2011), Hernandez (2014), Von Son-de-Fernex (2015)
e Soares (2015), que sugerem que a utilizacdo de L. leucocephala tem um efeito anti-
helmintico em EGI.

O efeito anti-helmintico desta forrageira tropical ocorrera, de acordo com Klongsiriwet
et al. (2015), por uma accao sinergética entre diferentes metabolitos secundarios presentes
nas folhas desta planta, nomeadamente, taninos e compostos flavandides, como a quercetina
e 0 acido cafeico. Segundo von Son-de Fernex et al. (2015), Hernandez et al. (2014) e Brunet
et al. (2011), a quercetina actua como inibidora da P-glicoproteina, transportadora primordial
no transporte de xenobidticos. O &cido cafeico, actua como inibidor da protedlise e lipdlise,

com consequéncias na matrix de protéases necessarias ao desenvolvimento do embrido,
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ecloséo da larva e respectiva alimentacéo e desenvolvimento (Soares et al. 2015; von Son-
de Fernex et al. 2015).

Porém, os resultados obtidos no presente trabalho s6 nos permitem discutir o possivel
efeito da L. leucocephala no nimero de ovos eliminados na totalidade das espécies, uma vez
gue os dados obtidos ndo permitem detectar uma diferenca estatisticamente significativa no
namero total de larvas, ao longo do tempo (de TO a T5).

Por ultimo, os taninos parecem ter efeitos directos e indirectos nos EGI, assim como
no aumento do potencial imunitario dos hospedeiro face aos parasitas (Brunet et al. 2011;
Soares et al. 2015). Este efeitos parecem advir da sua capacidade de ligacdo a proteinas ,
nomeadamente, proteinas estruturais presentes na cuticula do parasita (von Son-de Fernex
et al. 2015) e da inibicdo de preoteases. Assim, a ac¢ao sinergética destes componentes
podera culminar no espessamento da cuticula do ovo e em mortalidade embrionaria por
toxicidade celular, provocada por acumulacdo de produtos metabdlicos no seu interior e
alteracdo dos diferentes estados de desenvolvimento do parasita (Brunet et al. 2011;
Hernandez et al. 2014; Soares et al. 2015; von Son-de Fernex et al. 2015). Segundo Brunete
et al. (2011), especificamente em relacdo a L3, os taninos parecem ser responsaveis pela
degenerescéncia das suas células intestinais.

Sobre a viabilidade dos ovos, observou-se um aumento nos trés grupos entre os dois
momentos de ensaio (TO e T5). Contudo, este aumento foi superior no Grupo 2 seguido do
grupo 1, comparativamente ao Grupo C. Segundo Ademola et al (2006), no seu ensaio com
extratos de L. leucocephala em Haemonchus spp., estes ndo afectam o desenvolvimento de
L1 para L3, contudo, afectam a sobrevivéncia de L3. No entanto, neste estudo, ndo foi possivel
obter informacéo sobre a sobrevivéncia das L3, visto que, por questdes logisticas, tal ndo foi
exequivel.

Curiosamente, a diminuigdo dos niveis de OPG de EGI e do numero de L3 que se
verificou em T5 foi superior no grupo que recebeu uma suplementagdo de 15% de L.
leucocephala na racdo, em relacdo ao grupo que recebeu uma suplementacdo de 30%. Tal
estd de acordo com o referido por Castafieda-Ramirez et al. (2017), que nos sugere gque a
accdo anti-helmintica dos taninos sobre os ovos ndo é concentracdo-dependente. Por sua
vez, segundo Naumann et al. (2017), a ligacdo dos taninos a proteinas leva a formacéo de
complexos. Quando o racio taninos/proteinas € elevado, ocorre a precipitacdo destes
complexos. Quando o racio é mais reduzido, ocorre a inter-ligacéo entre diferentes complexos.
Por sua vez, segundo Naumann et al. (2014), um menor peso molecular dos taninos esta
associado a uma maior capacidade de ligagéo a proteinas. Posto isto, uma hipétese possivel
para justificar este resultado, sera que o facto de, em menores concentracdes de taninos, por

estes ndo precipitarem de imediato, ficam livres para actuarem noutras proteinas presentes
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na cuticula dos parasitas, para além de que, a afinidade para estas é maior, tendo em conta
0s pesos moleculares.

Os niveis de eliminacdo de OPG de EGI que se observaram em T5, no G1 e no G2,
apresentam uma grande variancia, como se pode observar no Gréafico 8 do Capitulo VI. Uma
hipétese que justifigue esta amplitude de valores,tal como observados nos trabalhos de
Sorathiya et al. (2017), sera o estado fisioldgico dos animais, nomeadamente, o facto de se
encontrarem no periodo peri-parto ou em lactacdo, o factor influente na resposta do
hospedeiro a infec¢do parasitaria, figurada pela oscilagéo dos valores do nivel de OPG. Esta
€ uma possibilidade, tendo em conta que os animais integrados no estudo se encontravam
em diferentes estados fisiol6gicos, tal como se pode observar no Anexo 3.

Quanto a prevaléncia de estrongilideos pulmonares, em T5, comprovou-se que esta
aumentou no GC e no G2 e que, no caso de G1, manteve-se em 100%. Ainda em T5, o
namero de L1 de estrongilideos pulmonares observados no G1 e no G2, em oposi¢cao as
prevaléncias registou uma diminui¢do, ao contrario do GC, onde nimero aumentou. Estes
Gltimos resultados, relativos ao comportamento do namero de L1 nos diferentes grupos no
momento final do estudo, vao ao encontro do trabalho de Hernandez et al. (2014). Por sua
vez, tendo em conta que os trabalhos se iniciaram no inicio da época das chuvas, e que estas
sdo propicias tanto ao desenvolvimento do fungo Pilobus, importante na disperséo das larvas
de Dictyocaulus spp., como de mollsculos gastropodes terrestres (caracois e lesmas),
hospedeiros intermedidrios dos outros estrongilideos pulmonares, como Muellerius spp., seria
de esperar um aumento substancial destes parasitas na pastagem do CNERANO, tal como
nos estadbulos onde os animais eram confinados. Este aumento, podera ter tido como
consequéncia uma facil e rapida reinfeccdo dos hospedeiros definitivos, neste caso, das
cabras em estudo, justificando o aumento e a manutencdo de prevaléncias. Tal situacao,
reflete que os niveis de prevaléncia sdo importantes, mas, os niveis de eliminagéo, ou seja, a
abundancia relativa das formas parasitarias eliminadas para o meio ambiente, tém também
uma importancia primordial, tendo em conta o impacto que tem na dinamica das relacdes
entre as populacdes parasitarias e de hospedeiros. De referir que ambos os géneros,
Dictyocaulus e Muellerius foram observados na ilha de Sdo Tomé por Neto-Padre (2004).

No que concerne a presenca de protozoarios, as prevaléncias mantiveram-se estaveis
entre TO e T5, tanto para Eimeria spp., como para Cryptosporidium spp.. Contudo, e apesar
de ndo se demonstrarem alteragfes estatisticamente significativas entre os niveis de
eliminacdo de OoPG de Eimeria spp., observou-se uma ligeira diminuicdo de OoPG em G1.
Este resultado esta de acordo com o mencionado no trabalho de Hernandez et al (2014).

Os valores de hematdcrito ndo demonstraram qualquer relagdo com o aumento ou

com a diminui¢cdo do numero de OPG de EGI.
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As proteinas totais mantiveram-se estaveis durante todo o ensaio nos trés grupos em
estudo, tendo-se mantido dentro dos intervalos de referéncia para a espécie.

Os pesos dos animais mantiveram-se estaveis nos trés grupos, terminando o ensaio
com um peso médio superior ao caracteristico da raca, 28,2kg (Manzi et al. 2013).

Nos grupos G1 e G2, ndo houve reducdo na ingestdo de matéria seca, ou seja, de
racdo suplementada com L. leucocephala, que seria uma eventualidade dado a possivel
reducdo de alteracdo da palatabilidade provocada pela presenca de taninos nesta planta
(Naumann et al. 2017).

Durante os 78 dias de ensaio, ndo se observaram quaisquer sinais de toxicidade nos
grupos que receberam ragdo suplementada com L. leucocephala. Tal vai ao encontro dos
trabalhos de Rubanza et al. (2007b) e de Hernandez et al. (2014), mas esta em desacordo
com os resultados obtidos por Jones et al. (1986) e de Chakraborty et al (1988). No referente
a esta discrepancia, ha a salientar que, em algumas regiées do globo, ndo houve qualquer
tipo de toxicidade associada a administracdo desta planta em cabras, sendo possivelmente,
devido a uma diferente metabolizacdo da mimosina (Ghosh et al. 2007), ap6s uma adaptacéo
da flora microbiana do rimen (Smith et al. 1988; Odenyo et al. 1997; Smith et al. 2005).

VIII. Conclusdes e Perspectivas Futuras

Em S&o Tomé e Principe, a utilizacdo de forragens tropicais no controlo integrado de
parasitoses é uma solugéo sustentavel e ambientalmente aceitavel, acessivel a todos e que
permite diminuir a importacdo de farmacos e estimula a economia local. A L. leucocephala,
planta invasiva local e distribuida por todo o pais, parece ser uma opcédo viavel, quando
incorporada numa concentracdo de 15% na alimentacao diaria de caprinos, comprovando-se
gue actua na reducdo do numero de ovos de estrongilideos gastrointestinais e larvas de
pulmonares.

Contudo, continua a haver aspectos a explorar, nomeadamente, a caracteriza¢do da
diversidade parasitaria presente, particularmente os géneros de EGI, verificar a sensibilidade
dos diferentes géneros ao efeito da L. leucocephala (se algum é mais sensivel ao seu efeito,
através da determinacdo da abundéancia proporcional média dos diferentes géneros antes e
depois da sua administragédo) e a de uma possivel toxicidade num periodo superior aos 78
dias de estudo. Assim sugere-se que estas questbes possam ser respondidas num futuro
ensaio, por um periodo mais alargado no tempo que o do presente trabalho.

Por ultimo, continuar a disseminar as informacdes obtidas neste trabalho e introduzi-
las na prética da pecuéaria de uma forma sustentavel define-se como primordial seguimento

deste trabalho.
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Anexos

Anexo 1 - Mapa dos climas da llha de Sdo Tomé (Neto-Padre 2004).

HHEU DAS CABRAS
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Anexo 2 - Registo de Temperatura e Humidade Relativa ao longo do ensaio

Més Dia Temperatura Humidade
(eC) Relativa (%)
Setembro 15 28 75
Setembro 16 28 75
Setembro 17 30 80
Setembro 18 38 75
Setembro 19 39 80
Setembro 20 39 80
Setembro 21 28,5 80
Setembro 22 28,5 86
Setembro 23 27 85
Setembro 24 27 80
Setembro 25 27 80
Setembro 26 28 82
Setembro 27 28 90
Setembro 28 27 85
Setembro 29 28 80
Setembro 30 29 90
Outubro 1 28 80
Outubro 2 28 85
Outubro 3 27,7 86
Outubro 4 27 95
Outubro 5 27 90
Outubro 6 27 82
Outubro 7 26 88
Outubro 8 26 88
Outubro 9 25 88
Outubro 10 26 90
Outubro 11 25 85
Outubro 12 25,5 80
Outubro 13 26 89
Outubro 14 27 88
Outubro 15 27 82
Outubro 16 27 85
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Anexo 3 — Pesos, condigéo fisioldgica e estado fisioldégico no inicio e final do ensaio

. . Peso Estado
Animal Género Tempo (kg) Fisiolégico
GC1 F TO 22,4 2 ND
GC1 F T5 21,2 2 ND
GC2 F TO 34,2 3 Gestante
GC2 F T5 21 2 Aleitante
GC3 F TO 28,6 3 ND
GC3 F T5 22,2 3 ND
GC4 F TO 36,8 3 ND
GC4 F T5 34 3 ND
GC5 F TO 31,6 3 ND
GC5 F T5 28 3 ND
GC6 F TO 28,2 3 Gestante
GC6 F T5 - - ND
GC7 F TO 23 2 ND
GC7 F T5 24 3 ND
GC8 F TO 38 3 ND
GC8 F T5 37 3 ND
GC9 F TO 35,8 3 Gestante
GC9 F T5 28,4 3 Aleitante
GC10 F TO 23 2 Gestante
GC10 F T5 21,1 2 Aborto
1.G1 F TO 22,4 2,5 ND
1.G1 F T5 25,2 3 Gestante
2.G1 F TO 34,2 4 Gestante
2.G1 F T5 27,5 3,5 Aleitante
3.G1 F TO 28,6 3 Gestante
3.G1 F T5 28,2 3 Aleitante
4.G1 M TO 36,8 4 ND
4.G1 M T5 36,7 4 Gestante
5.G1 F TO 31,6 3 ND
5.G1 F T5 33,7 4 ND
6.G1 F TO 28,2 3 ND
6.G1 F T5 - - -
7.G1 F TO 23 2 ND
7.G1 F T5 25,5 3 ND
8.G1 F TO 38 4 Gestante
8.G1 F T5 32,2 4 Aleitante
9.G1 F TO 35,8 4 Gestante
9.G1 F T5 32,3 4 Aleitante
10.G1 F T0 23 3 Aleitante
10.G1 F T5 22 3 ND
1.G2 F TO 30 3 ND
1.G2 F T5 32,2 4 Gestante
2.G2 F TO 25 3 ND
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2.G2
3.G2
3.G2
4.G2
4.G2
5.G2
5.G2
6.G2
6.G2
7.G2
7.G2
8.G2
8.G2
9.G2
9.G2
10.G2
10.G2

M m T T M mm mm m mm mm m m < < m

T5
T0
T5
T0
T5
T0
T5
T0
T5
T0
T5
T0
T5
T0
T5
T0
T5

26,1
36,2
37
30,6
34,3
36
37,1
34,2
28,2
41
35,1
32
28
31
33,3
43,4
28,5
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ND
ND
Gestante
Parida
ND
ND
ND
Gestante
Aleitante
Gestante
Aleitante
Gestante
Aleitante
ND
ND
Gestante
Aleitante



Anexo 4 - Registo de resultados do hematdcrito, proteinas totais e das técnicas de MacMaster, Flutacdo, Sedimentacao e Baermann,
nos diferentes tempos de recolha de amostras

MacMaster Flutuagao Sedimentagao Baermann
Animal Tempo  Ht PT OPG | OPG | OPG EGI Cc  Trich. Mon. EGI Cc Trich. Mon. Dyctio.
EGI Cc Ct
1C TO 40 | 7 750 | 900 O 20 14 0 0 0O 0 0 0
1C T1 35 75 650 750 O 19 10 0 0 0|0 0 0 0
1C T2 50 8 150 250 O 6 5 0 0 5 0 0 0 0
1C T3 70, 8 800 | 450 O 31 0 0 6 O 0 0 0
1C T4 70 10 850 @ 275 0 0 19 0 0 0|6 0 0 0
1C T5 60 8 950 1350 O 29 36 1 0 10 96 0 0 0
2C TO 40 |7,5| 2650 | 650 O 14 11 0 0 0|1 0 0 1
2C T1 40 7,5/ 1900 @ 500 O 11 10 0 0 1 0 0 0 0
2C T2 35 8 0 800 O 0 0 0O 0 0 0
2C T3 15 8 100 500 O 0 0 0|0 0 0 0
2C T4 5585 400 450 O 10 0 0 1 8 0 0 0
2C T5 40 85| 1950 650 O 32 27 0 0 15 32 0 0 13
3C TO 30 7 1000 1650 O 18 14 3 0 5 16 5 0 3
3C T1 35 8 900 1750 O 14 1 0 2 27 2 0 4
3C T2 35 7 900 1250 O 7 1 0 0|38 0 0 20
3C T3 60 7 1200 1300 O 22 21 8 0 3 1 0 83
3C T4 10 75 350 500 O 34 36 5 0 8 4 0 81
3C T5 20 6 425 600 O 16 24 10 0 11 7 0 159
4c TO 80|/ 8 400 1600 O | 700 | 900 0 0 3 10 7 0 0
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5
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1750
2350
250
300
200
550
750
900
100
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1200
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550
600
650
300
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350
2000
2200
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16
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135
50
164
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1850
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8C
8C
9C
9C
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10C
10C
10C
10C
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10C
1.G1
1.G1
1.G1
1.G1
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2.G1
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5
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T1
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5
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T2
T3
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5
T0
T1
T2
T3
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5
T0
T1
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T3
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45
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30
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15
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15
10
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20
15
10
10
55
55
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35
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8,5
8,5
8,5

NN 0

8,5
8,5
8,5
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1600
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300
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3.G1
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5
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5
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5
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7.G1
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9.G1
9.G1
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10.G1
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10.G1
10.G1
10.G1
10.G1
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1.G2
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5
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30
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3300
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100
1500
2900
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500
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2.G2 T1 35 8 500 600 0 7 21 0 0 10 10 0 0 6
2.G2 T2 70 8,5/ 800 750 0 20 5 2 0 0 O 0 0 0
2.G2 T3 80 9 400 @ 800 0 14 26 0 0 0 11 0 0 0
2.G2 T4 30 7 250 1550 3 0 18 0 0 0 9 0 0 0
2.G2 T5 35 7 200 1600 O 13 4 0 15 1 0 2
3.G2 TO 45 19,5 1200 @ 800 0 30 24 5 0 2 2 5 0 4
3.G2 T1 45 9 1000 @ 750 0 24 22 7 0 6 2 4 0 49
3.G2 T2 80 9 5000 @ 800 0 89 19 9 0 40 | 8 3 0 63
3.G2 T3 80 9 7500 @850 0 404 @ 25 12 0 60 4 2 0 89
3.G2 T4 40 | 8 11500 @950 0 574 @ 29 14 0 81 5 4 0 111
3.G2 T5 40 '7,5 9200 1200 O 698 @ 36 18 0 66 11 2 0 256
4.G2 TO 60 |7,5 200 500 0 10 14 0 0 8 13 0 0 2
4.G2 T1 60 7,5 350 @ 400 0 8 15 0 0 10 15 0 0 0
4.G2 T2 65| 8 150 @ 400 0 3 6 0 0 3.1 0 0 0
4.G2 T3 70 9 100 1100 0 o 8 0 0 0 5 0 0 0
4.G2 T4 50| 10 50 900 0 0 4 0 0 0 3 0 0 0
4.G2 T5 50 9 50 1100 O 0 8 0 0 0 2 0 0 0
5.G2 TO 60| 7 600 2800 O 8 32 3 0 4 3 2 0 0
5.G2 T1 50/7,5 1050 3100 O 3 22 3 0 1 5 0 0 0
5.G2 T2 50/7,5 550 3500 O 16 89 0 0 0 14 0 0 0
5.G2 T3 40 7,5 350 2000 O 7 52 0 0 2 |16 0 0 0
5.G2 T4 45 8 200 | 800 0 0 12 0 0 0 4 0 0 0
5.G2 T5 50 /7,5 150 650 0 2 13 0 0 0 2 0 0 0
6.G2 TO 60| 8 300 350 0 5 3 0 0 2 0 0 13
6.G2 T1 50| 8 550 300 0 2 3 0 0 O 2 0 26
6.G2 T2 40 9 300 1450 O 267 | 46 9 0 3.9 2 0 109
6.G2 T3 40 9 2950 1500 O 31 51 9 0 0 20 2 0 112
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Anexo 5 - Resultados esfegacos fecais

TO T1 T2 T3 T4 5

Animal

1C
2C
3C
4C
5C
6C
7C
8C
9C
10C
1G1
2G1

3G1
4G1

5G1
6G1

7G1
8G1

9G1

N

10G1
1G2
2G2
3G3
4G3

5G2
6G2
7G2
8G2
9G2

P

10G2

80



Anexo 6 — NUmero de larvas contadas em 3ml de cada amostra no inicio e no final do
estudo

Animal T2 T5
1C 12 259
2C 34 859
3C 11 82
4C 8 50
5C 4 747
6C 38 ND
7C 4 149
8C 4 804
9C 10 73
10C 4 144

1G1 98 267
2G1 117 22
3G1 16 3
4G1 192 153
5G1 24 8
6G1 7 ND
7G1 14 7
8G1 ND ND
9G1 257 120
10G1 98 51
1G2 245 1547
2G2 537 8
3G3 57 41
4G3 9 2
5G2 772 177
6G2 4 0
7G2 11 640
8G2 28 53
9G2 521 36
10G2 797 189
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Anexo 7 - Morfometria das L3 dos tempos T2 e T5

cCcB CF

CCL
70
64
60
65

CE
170
140
140
170
172
178

Grupo CcT

Tempo

50
30
55

750
640
620
670
700

T1

T1

T1

30
33

T1

69
69
70
69
70
63

T1

74
75

750
740
700
710
630
750
720
700
800
700
720
650
740
700
710
880
680
670
850
800
850
750
720
730
880
860
670
870
750
730
720
690
850
730
720
890
695

T1

180
170
170
170
180
150
180
144
180
160
170
180
175
180
163
170
170
160
160
170
180
170
165
162
160
170
160
180
178
180
180
160
180
180
160
180
170
170

T1

30
33
55
75

T1

T1

T1

69
71

T1

60
75

T1

70
80
68
70
65

T1

75

T1

74
50
30
75

T1

T1

T1

74
70
72

T1

75

T1

70
150
30
40

T1

90

68
62

T1

T1

62

T1

102

155
100
155
75

69
70
70
70
69
69
71

T1

60
102

T1

T1

T1

30
50
100
150
20
155
75

T1

T1

60
105

T1

70
69
70
69
68
65

T1

T1

109

T1

T1

75

T1

70
50
155
75

T1

70
70
70
68
71

T1

94

T1

T1

76
120
55
30
33

T1

72

T1

70
70
70

T1

680
750

T1

T1
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T1
T1
T1
T1
T1
T1
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2

O 0O o000

C1.1
C1.2
C1.3
Cl1.4
C1.5
Cl1.6
C1.7
C1.8
C1.9
C1.10
C1.11
C1.12
C1.13
C1.14
C1.15
Cl.16
C1.17
C1.18
C1.19
C1.20
C1.21
C1.22
C1.23
C1.24
C1.25
C1.26
C1.27
C1.28
C1.29
C1.30
C1.31
C1.32
C1.33
C1.34
C1.35
C1.36
C1.37
C1.38
C1.39
C1.40

750
900
910
900
950
660
700
750
690
700
850
750
900
740
800
860
750
660
750
680
980
1000
810
830
910
880
810
710
710
720
800
670
760
630
870
830
690
700
900
890
650
920
820
760
900
910

175
165
165
160
160
180
125
170
130
170
190
172
180
135
160
80
170
120
170
125
180
170
162
179
180
90
140
120
120
130
160
120
140
150
90
180
170
170
180
95
140
190
160
140
180
180
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70
70
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74
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15
23
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25
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60
17
25
20
25
30
25
30
30
170
25
25
60
26
20
24
25
20
21
30
40
50
25
25
26
75
60
25
40
60
20
45
62
58

75
110
155
105
150

10

38

45

55

40

70

45
150

40

70

72

45

55

43

58
175

93

65

68
148

80

70

65

76

39

68

55

80

55

89

70
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55
150
55
55
43

53
60
30
29
23
25
60
60
171
25
25

150
180
150
150
170

630
900
630
632
750
880
920
930

Cl.41

T2

105

Cl1.42
C1.43
C1.44
C1.45
C1.46
C1.47
C1.48
C1.49
C1.50

T2

T2

T2

T2

91
102
119

153
170
170

90
190
180

T2

T2

T2

56

80
70
55
35

172

1000
850
670
690
650
760
920
920
670
720
750
760
760
700
720
700
800
670
750
800
620
900
710
700
750
630

T2

170
160
120
150
140
190
180
170
150
170
150
138
160
150
170
143

T2

T1

12
25

T1

54
30
170
175

T1

50
60
30
25

T1

119
105

T1

T1

18
120
43

T1

15
23
55
43

T1

T1

80
80
40

T1

T1

55
35
75

T1

85

T1

40

T1

70
55
55

20
30
20
23
52

T1

120
170
160
155

T1

T1

70
40

T1

T1

105

150
75

60
23

180
120
125
88

T1

11

T1

38
75

15
40

T1

T1

53 55

150
170
150
140
150
160
88

T1

56

80
35

170
30
30
33
22
23

1000
650
700
620
810
880
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170
180
80
170
150
150
172
180
180
180
178
170
140
180
170
150
180

106

30
25
30
30
75
72
70
70
72
68
35
75
25
40
55
80
60
80
45
62
25
60
65
130
140
17
25
65
70
63
69
20
25
70
80
69
74
69
70
69
70
64
70
69
71
60

55
43
58
175
60
60
60
75
70
150
55
40
70
50
70
36
55
75
80
151
45
150
30
150
60
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70
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33
55
75
72
45
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150
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T1
T1
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2

G1.2.49
G1.2.50
G1.2.1
G1.2.2
G1.2.3
G1.24
G1.2.5
G1.2.6
G1.2.7
G1.2.8
G1.2.9
G1.2.10
Gl.2.11
G1l.2.12
G1.2.13
G1.2.14
G1.2.15
G1.2.16
G1.2.17
G1.2.18
G1.2.19
G1.2.20
Gl1.2.21
G1.2.22
G1.2.23
G1.2.24
G1.2.25
G1.2.26
G1.2.27
G1.2.28
G1.2.29
G1.2.30
G1.2.31
G1.2.32
G1.2.33
G1.2.34
G1.2.35
G1.2.36
G1.2.37
G1.2.38
G1.2.39
G1.2.40
G1.2.41
G1.2.42
G1.2.43
G1.2.44

760
900
885
730
680
725
670
730
850
840
830
712
712
730
730
711
720
840
850
840
860
730
850
733
780
730
810
810
780
780
730
810
840
730
710
850
840
890
710
850
840
885
711
710
710
735

140
180
180
172
175
170
175
179
160
160
160
170
170
165
166
179
172
160
163
160
180
179
160
178
190
180
160
160
190
190
170
160
160
170
175
163
160
180
175
160
160
180
176
175
175
190

107

45
62
102
70
69
70
68
70
70
70
70
70
70
70
70
68
70
70
70
70
100
70
70
70
80
70
70
70
79
80
70
70
70
70
68
70
70
100
70
70
70
100
69
70
70
80

80
151
75
50
10
45
10
75
155
140
120
30
36
51
55
55
43
140
150
140
75
75
155
76
45
75
110
110
45
45
50
110
140
55
30
150
140
75
30
150
142
75
32
30
33

80
14
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107
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102
100
20
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11
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T2
T2
T2
T2
T2
T2
T1
T1
T1
T1
T1
T1
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T1
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T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1

G1.2.45
G1.2.46
G1.2.47
G1.2.48
G1.2.49
G1.2.50
G1.3.1
G1.3.2
G1.3.3
G1.3.4
G1.3.5
G1.3.6
G1.3.7
G1.3.8
G1.3.9
G1.3.10
G1.3.11
G1.3.12
G1.3.13
G1.3.14
G1.3.15
G1.3.16
G1.3.17
G1.3.18
G1.3.19
G1.3.20
G1.3.21
G1.3.22
G1.3.23
G1.3.24
G1.3.25
G1.3.26
G1.3.27
G1.3.28
G1.3.29
G1.3.30
G1.3.31
G1.3.32
G1.3.33
G1.3.34
G1.3.35
G1.3.36
G1.3.37
G1.3.38
G1.3.39
G1.3.40

710
695
730
677
695
690
730
830
910
880
750
860
750
800
650
700
700
700
710
860
800
650
700
750
640
620
750
900
770
680
980
695
680
750
750
900
770
710
630
660
700
720
700
690
810
710

175
160
170
172
170
175
160
179
180
90
180
80
170
150
150
172
170
170
175
80
150
150
172
170
140
140
175
165
165
125
180
180
170
170
175
165
165
170
170
120
180
160
170
168
140
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70
70
70
70
69
70
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60
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20
25
70
80
69
75
72
70
20
70
80
69
70
64
60
69
70
23
30
30
70
70
70
69
70
23
70
63
30
70
70
70
71
20
24

30

50

15
10
75
68
148
80
75
72
45
110
62
33
60
60
60
72
110
62
33
50
30
55
75
110
45
58
175
55
30
33
75
110
45
33
55
55
75
50
30
30
70
65
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T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2

G1.3.41
G1.3.42
G1.3.43
G1.3.44
G1.3.45
G1.3.46
G1.3.47
G1.3.48
G1.3.49
G1.3.50
G1.3.1
G1.3.2
G1.3.3
G1.3.4
G1.3.5
G1.3.6
G1.3.7
G1.3.8
G1.3.9
G1.3.10
G1.3.11
G1.3.12
G1.3.13
G1.3.14
G1.3.15
G1.3.16
G1.3.17
G1.3.18
G1.3.19
G1.3.20
G1.3.21
G1.3.22
G1.3.23
G1.3.24
G1.3.25
G1.3.26
G1.3.27
G1.3.28
G1.3.29
G1.3.30
G1.3.31
G1.3.32
G1.3.33
G1.3.34
G1.3.35
G1.3.36

710
900
760
900
750
720
900
670
890
695
850
840
830
840
850
840
711
710
710
730
732
730
730
730
780
780
780
730
710
735
730
710
810
780
730
850
820
850
840
885
670
695
850
710
695
730

120
180
140
180
170
150
180
120
160
180
160
160
160
160
165
160
180
170
170
165
180
180
180
178
190
190
190
180
175
190
180
180
160
190
180
162
160
160
160
180
172
170
160
175
160
170

109

25
60
45
62
70
71
60
30
71
70
70
70
70
70
70
70
69
70
70
70
70
70
70
70
80
79
80
70
70
80
70
68
70
80
70
70
70
70
70
100
70
69
70
70
70
70

76
150
80
151
32
60
150
55
120
55
155
150
120
140
150
141
55
30
36
51
75
75
75
76
45
46
45
74
33

75
55
110
45
75
155
120
155
142
75

15
155
30

50

82

80

82

72

105
100
90
100
102

100
85
105
90
15

100
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T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1

G1.3.37
G1.3.38
G1.3.39
G1.3.40
G1.3.41
G1.3.42
G1.3.43
G1.3.44
G1.3.45
G1.3.46
G1.3.47
G1.3.48
G1.3.49
G1.3.50
Gl14.1
G1.4.2
G14.3
Gl1.4.4
G1.4.5
G1.4.6
G1.4.7
G1.4.8
G1.4.9
G1.4.10
Gl1.4.11
G1.4.12
G1.4.13
G1.4.14
G1.4.15
G1.4.16
G1.4.17
G1.4.18
G1.4.19
G1.4.20
Gl1.4.21
G1.4.22
G1.4.23
G1.4.24
G1.4.25
G1.4.26
G1.4.27
G1.4.28
G1.4.29
G1.4.30
G1.4.31
G1.4.32

720
850
860
730
850
715
710
720
670
690
685
730
850
840
760
630
700
700
710
700
720
700
690
760
740
800
670
890
695
540
900
670
650
700
740
800
650
700
710
750
860
750
820
710
710
870

172
160
180
179
160
176
175
180
175
170
170
180
160
160
140
150
170
170
175
180
160
170
168
150
180
160
120
160
180
170
180
170
150
170
135
160
170
170
175
180
80
180
180
180
175
90

110

70
70
100
70
70
69
70
70
70
69
70
70
70
70
40
50
75
72
70
70
70
70
71
80
70
21
30
71
70
70
60
65
60
75
17
25
65
72
70
69
20
68
70
72
70
25

45
155
75
75
155
32
30
60

20
10
70
155
138
80
55
60
60
60
75
50
30
30
125
75
68
55
120
55
4
150
30
50
60
40
70
30
60
60
75
72
75
76
70
60
89

105
20
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T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2

G1.4.33
G1.4.34
G1.4.35
G1.4.36
G1.4.37
G1.4.38
G1.4.39
G1.4.40
G1.4.41
G1.4.42
G1.4.43
G1.4.44
G1.4.45
G1.4.46
G1.4.47
G1.4.48
G1.4.49
G1.4.50
Gl14.1
G1.4.2
G1.4.3
Gl1.4.4
G1.4.5
Gl.4.6
G1.4.7
G1.4.8
G1.4.9
G1.4.10
Gl1.4.11
G1.4.12
G1.4.13
G1.4.14
G1.4.15
G1.4.16
G1.4.17
G1.4.18
G1.4.19
G1.4.20
G1.4.21
G1.4.22
G1.4.23
G1.4.24
G1.4.25
G1.4.26
G1.4.27
G1.4.28

660
750
700
700
710
630
660
750
680
900
850
750
820
900
750
900
740
800
720
650
740
760
1002
880
980
800
930
770
780
660
710
800
700
685
730
850
710
735
710
820
730
710
680
730
730
620

120
170
170
170
170
170
120
170
125
150
140
180
180
180
172
180
135
160
170
180
160
160
165
170
170
165
170
150
150
140
170
160
170
170
180
160
175
190
175
160
180
175
175
179
170
155

111

30
25
75
72
70
63
30
25
30
130
140
68
70
62
25
60
17
25
70
68
70
70
75
69
70
70
70
80
80
50
65
100
70
70
70
70
70
80
70
69
70
70
68
70
70
52

55
43
60
60
33
55
55
43
58
150
60
75
76
151
45
150
40
70
40
10
50
70
250
185
200
100
180
125
135
10
30
60
30
10
70
155
33

30
110
75

32

10

75

54

40
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T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
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T2
T2
T2
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1

G1.4.29
G1.4.30
G1.4.31
G1.4.32
G1.4.33
G1.4.34
G1.4.35
G1.4.36
G1.4.37
G1.4.38
G1.4.39
G1.4.40
Gl1.4.41
G1.4.42
G1.4.43
G1.4.44
G1.4.45
G1.4.46
G1.4.47
G1.4.48
G1.4.49
G1.4.50
G1.5.1
G1.5.2
G1.5.3
G1.54
G1.5.5
G1.5.6
G1.5.7
G1.5.8
G1.5.9
G1.5.10
G1.5.11
G1.5.12
G1.5.13
G1.5.14
G1.5.15
G1.5.16
G1.5.17
G1.5.18
G1.5.19
G1.5.20
G1.5.21
G1.5.22
G1.5.23
G1.5.24

900
710
730
800
800
780
780
730
800
750
750
710
730
850
715
880
720
670
850
710
850
850
880
690
700
800
760
700
710
700
650
800
620
670
900
850
650
800
750
700
1000
750
850
750
860
750

180
120
170
160
160
190
190
175
180
180
178
180
179
160
176
163
180
175
160
175
160
162
163
130
170
144
140
170
170
175
100
180
140
170
150
140
150
180
180
165
160
180
190
200
80
170
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60
23
70
70
69
79
80
70
69
70
69
68
70
70
69
68
70
70
70
70
70
70
68
35
75
80
45
72
70
70
55
80
60
65
130
140
80
69
70
60
68
68
25
40
20
25

150
75
52

100

100
45
45
50
75
50
74
55
75

155
32

150
60

155
30
155
155
150
55
40
75
80
60
33
75
70
36
55
30
150
60
62
75
50
50
155
60
70
50
72
45
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T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2

G1.5.25
G1.5.26
G1.5.27
G1.5.28
G1.5.29
G1.5.30
G1.5.31
G1.5.32
G1.5.33
G1.5.34
G1.5.35
G1.5.36
G1.5.37
G1.5.38
G1.5.39
G1.5.40
G1.5.41
G1.5.42
G1.5.43
G1.5.44
G1.5.45
G1.5.46
G1.5.47
G1.5.48
G1.5.49
G1.5.50
G1.5.1
G1.5.2
G1.5.3
G1.54
G1.5.5
G1.5.6
G1.5.7
G1.5.8
G1.5.9
G1.5.10
G1.5.11
G1.5.12
G1.5.13
G1.5.14
G1.5.15
G1.5.16
G1.5.17
G1.5.18
G1.5.19
G1.5.20

800
750
820
900
630
660
750
680
650
800
620
650
800
750
900
850
750
670
900
850
800
650
710
630
720
650
800
780
770
900
730
710
711
800
650
710
710
760
730
730
920
732
820
730
900
710

150
180
180
180
170
120
170
125
100
180
140
150
180
170
150
140
180
170
150
140
143
170
170
170
160
170
150
190
185
150
160
170
160
143
170
170
180
140
180
170
190
180
160
180
180
150

113

70
69
70
62
63
30
25
30
55
80
60
80
69
25
130
140
68
65
130
140
20
65
70
63
70
65
70
80
75
130
69
70
69
20
65
70
70
45
70
70
60
70
20
70
62
15

110
75
76

151
55
55
43
58
70
36
55
62
75
42

150
60
75
30

150
60
70
30
33
55
50
30

110
40
30

150
50
30
52
70
30
33
56
80
75
75

180
77
65
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T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
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T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1

G1.5.21
G1.5.22
G1.5.23
G1.5.24
G1.5.25
G1.5.26
G1.5.27
G1.5.28
G1.5.29
G1.5.30
G1.5.31
G1.5.32
G1.5.33
G1.5.34
G1.5.35
G1.5.36
G1.5.37
G1.5.38
G1.5.39
G1.5.40
G1.541
G1.5.42
G1.5.43
G1.5.44
G1.5.45
G1.5.46
G1.5.47
G1.5.48
G1.5.49
G1.5.50
Gl.6.1
G1.6.2
G1.6.3
G1.6.4
G1.6.5
G1.6.6
G1.6.7
G1.6.8
G1.6.9
G1.6.10
G1.6.11
G1.6.12
G1.6.13
G1.6.14
G1.6.15
G1.6.16

780
780
730
720
730
730
710
695
910
880
810
710
740
800
790
690
730
770
790
680
790
850
780
780
730
700
720
900
700
620
700
720
650
740
700
720
700
800
670
750
680
980
1000
710
660
750

190
190
180
150
180
180
180
180
180
90

140
120
135
160
180
180
180
170
180
165
180
160
190
190
180
180
160
180
140
150
180
160
170
180
160
150
170
143
120
170
125
180
170
180
120
170

114

79
80
70
16
70
70
68
70
60
26
20
24
17
25
70
70
71
69
70
70
69
70
79
80
70
68
70
60
30
33
68
70
65
74
55
35
75
20
30
20
30
30
170
72
30
25

45 5
45 5
75 9
80 20
75 11
75 8
55 5
55 0
148 0
80 48
70 0
65 7
40 0
70 0
75 8
30 0
75 0
33 0
75 8
30 0
45 11
155 102
45 5
45 5
75 9
74 0
50 0
150 100
75 0
50 0
74 0
50 0
30 0
75 0
40 0
85 0
40 0
70 0
55 0
55 0
58 0
175 122
93 60
70 0
55 0
43 0



T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
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T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2

G1.6.17
G1.6.18
G1.6.19
G1.6.20
G1.6.21
G1.6.22
G1.6.23
G1.6.24
G1.6.25
G1.6.26
G1.6.27
G1.6.28
G1.6.29
G1.6.30
G1.6.31
G1.6.32
G1.6.33
G1.6.34
G1.6.35
G1.6.36
G1.6.37
G1.6.38
G1.6.39
G1.6.40
G1.6.41
G1.6.42
G1.6.43
G1.6.44
G1.6.45
G1.6.46
G1.6.47
G1.6.48
G1.6.49
G1.6.50
G1.6.1
G1.6.2
G1.6.3
G1.6.4
G1.6.5
G1.6.6
G1.6.7
G1.6.8
G1.6.9
G1.6.10
G1.6.11
G1.6.12

700
760
800
620
695
680
710
700
700
728
800
750
750
900
720
700
880
690
760
670
890
695
900
750
850
750
750
760
900
680
750
810
770
730
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC

175
138
160
155
180
170
120
125
170
160
144
170
175
165
170
180
163
130
140
120
160
180
180
180
190
170
180
140
180
170
170
162
165
135
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC

115

70
43
23
52
70
70
25
15
75
66
80
70
69
70
30
70
68
35
45
30
71
70
60
68
25
70
68
45
62
70
70
25
23
18
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC

75
80
70
40
55
30
76
38
40
75
75
33
75
110
50
75
150
55
80
55
120
55
150
60
70
32
60
80
151
30
33
65
45
40
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
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T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1

G1.6.13
Gl.6.14
G1.6.15
G1.6.16
G1.6.17
G1.6.18
G1.6.19
G1.6.20
Gl.6.21
G1.6.22
G1.6.23
G1.6.24
G1.6.25
G1.6.26
G1.6.27
G1.6.28
G1.6.29
G1.6.30
G1.6.31
G1.6.32
G1.6.33
G1.6.34
G1.6.35
G1.6.36
G1.6.37
G1.6.38
G1.6.39
G1.6.40
G1.6.41
G1.6.42
G1.6.43
G1.6.44
G1.6.45
G1.6.46
G1.6.47
G1.6.48
G1.6.49
G1.6.50
G1.7.1
G1.7.2
G1.7.3
G1.7.4
G1.7.5
G1.7.6
G1.7.7
G1.7.8

NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
750
720
750
880
690
760
695
750

NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
180
150
175
163
130
140
180
170
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NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
69
71
69
68
35
45
70
70

NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
75
60
75
150
55
80
55
50

NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
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T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T2
T2
T2
T2

G1.7.9
G1.7.10
G1.7.11
G1.7.12
G1.7.13
G1.7.14
G1.7.15
G1.7.16
G1.7.17
G1.7.18
G1.7.19
G1.7.20
G1.7.21
G1.7.22
G1.7.23
G1.7.24
G1.7.25
G1.7.26
G1.7.27
G1.7.28
G1.7.29
G1.7.30
G1.7.31
G1.7.32
G1.7.33
G1.7.34
G1.7.35
G1.7.36
G1.7.37
G1.7.38
G1.7.39
G1.7.40
G1.7.41
G1.7.42
G1.7.43
G1.7.44
G1.7.45
G1.7.46
G1.7.47
G1.7.48
G1.7.49
G1.7.50

G1.7.1

G1.7.2

G1.7.3

G1.7.4

640
620
900
720
670
890
670
700
750
740
700
710
630
750
820
700
880
690
728
800
750
710
700
700
660
750
700
700
710
700
760
680
980
760
900
680
720
700
700
720
720
700
870
695
850
690

140
140
165
140
120
160
170
172
178
180
170
170
170
180
180
180
163
130
160
144
170
175
170
170
120
170
180
175
180
175
138
125
180
140
180
170
150
170
180
160
140
170
160
170
160
175
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64
60
70
30
30
71
65
69
69
70
69
70
63
68
70
70
68
35
66
80
70
70
75
72
30
25
70
70
72
70
43
30
30
45
62
70
35
75
68
70
30
75
80
70
70
70

30 0
55 0
110 77

55 0
120 72
30 0
33 0
74 0
75 0
30 0
33 0
55 0
75 10
76 12
75 0
150 90
55
75
75
33
60
60
60
55
43
75
75
70
75
80
58
175 129
80 0
151 80
30
85
40
74
50
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T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
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T2
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T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2

G1.7.5
G1.7.6
G1.7.7
G1.7.8
G1.7.9
G1.7.10
G1l.7.11
G1.7.12
G1.7.13
G1.7.14
G1.7.15
G1.7.16
G1.7.17
G1.7.18
G1.7.19
G1.7.20
G1.7.21
G1.7.22
G1.7.23
G1.7.24
G1.7.25
G1.7.26
G1.7.27
G1.7.28
G1.7.29
G1.7.30
G1.7.31
G1.7.32
G1.7.33
G1.7.34
G1.7.35
G1.7.36
G1.7.37
G1.7.38
G1.7.39
G1.7.40
G1.7.41
G1.7.42
G1.7.43
G1.7.44
G1.7.45
G1.7.46
G1.7.47
G1.7.48
G1.7.49
G1.7.50

690
780
780
730
710
730
730
710
790
680
790
850
780
900
700
620
800
780
770
900
750
820
660
750
850
750
760
900
730
730
780
780
730
710
730
730
710
711
850
840
885
710
850
730
845
852

170
190
190
180
170
180
165
180
180
165
180
160
190
180
140
150
150
190
185
150
180
180
120
170
190
200
140
180
172
170
190
190
180
175
170
180
180
180
160
160
180
180
160
180
160
160

118

69
79
80
70
70
70
70
68
70
70
69
70
79
60
30
33
70
80
75
130
68
70
30
25
25
40
45
62
25
68
79
80
70
70
70
70
68
69
70
70
100
70
70
70
70
72

20
46
45
74
30
75
50
55
75
30
45
155
45
150
75
50
110
40
30
150
75
76
55
43
70
50
80
151
45
50
45
45
75
30
55
75
55
55
150
140
75
56
155
75
140
155
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T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
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T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1

G1.8.1
G1.8.2
G1.8.3
G1.8.4
G1.8.5
G1.8.6
G1.8.7
G1.8.8
G1.8.9
G1.8.10
G1.8.11
G1.8.12
G1.8.13
G1.8.14
G1.8.15
G1.8.16
G1.8.17
G1.8.18
G1.8.19
G1.8.20
G1.8.21
G1.8.22
G1.8.23
G1.8.24
G1.8.25
G1.8.26
G1.8.27
G1.8.28
G1.8.29
G1.8.30
G1.8.31
G1.8.32
G1.8.33
G1.8.34
G1.8.35
G1.8.36
G1.8.37
G1.8.38
G1.8.39
G1.8.40
G1.8.41
G1.8.42
G1.8.43
G1.8.44
G1.8.45
G1.8.46

880
690
700
800
760
680
980
760
710
700
650
800
620
670
900
850
900
680
720
700
670
750
680
980
1000
710
660
700
720
620
720
650
750
700
695
680
710
700
720
700
800
720
640
890
710
630

163
130
170
144
140
125
180
140
170
175
100
180
140
170
150
140
180
170
150
170
120
170
125
180
170
180
120
180
160
140
160
170
170
175
180
170
120
125
140
170
170
140
140
160
170
170

119

68
35
75
80
45
30
30
45
70
70
55
80
60
65
130
140
62
70
35
75
30
20
30
30
170
72
30
68
70
60
70
65
25
70
70
70
25
15
30
75
44
30
64
71
70
63

150 90
55
40
75
80
58
175 129
80
33
75
70
36
55
30
150
60
151
30
85
40
55
55
58
175 122
93
70
55
74
50
55
50
30
43
75
55
30
76
38
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T1
T1
T1
T1
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2

G1.8.47
G1.8.48
G1.8.49
G1.8.50
G1.8.1
G1.8.2
G1.8.3
G1.8.4
G1.8.5
G1.8.6
G1.8.7
G1.8.8
G1.8.9
G1.8.10
G1.8.11
G1.8.12
G1.8.13
G1.8.14
G1.8.15
G1.8.16
G1.8.17
G1.8.18
G1.8.19
G1.8.20
G1.8.21
G1.8.22
G1.8.23
G1.8.24
G1.8.25
G1.8.26
G1.8.27
G1.8.28
G1.8.29
G1.8.30
G1.8.31
G1.8.32
G1.8.33
G1.8.34
G1.8.35
G1.8.36
G1.8.37
G1.8.38
G1.8.39
G1.8.40
G1.8.41
G1.8.42

750
700
720
680
780
730
710
700
620
800
730
780
780
730
730
710
711
850
850
885
670
780
780
730
720
730
730
900
760
900
885
730
680
710
730
730
710
730
845
848
880
650
540
800
850
850

180
125
140
170
190
180
170
140
150
150
170
190
190
170
180
180
180
160
160
180
172
190
190
170
150
180
180
180
140
180
180
172
175
175
170
180
180
180
160
160
163
170
170
180
160
162

120

69
15
30
70
80
70
70
30
33
70
68
79
80
70
70
68
69
70
70
100
70
79
80
60
16
70
70
60
45
62
102
70
69
70
70
70
68
70
70
72
68
36
70
69
70
70

75
38

30
45
74
30
75
50
110
50
45
45
55
75
55
55
150
155
75

45
45
60
80
75
75
150
80
151
75
50
10
30
55
75
55
75
140
155
150

75
155
155
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T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1

G1.8.43
G1.8.44
G1.8.45
G1.8.46
G1.8.47
G1.8.48
G1.8.49
G1.8.50
G1.9.1
G1.9.2
G1.9.3
G194
G1.9.5
G1.9.6
G1.9.7
G1.9.8
G1.9.9
G1.9.10
G1.9.11
G1.9.12
G1.9.13
G1.9.14
G1.9.15
G1.9.16
G1.9.17
G1.9.18
G1.9.19
G1.9.20
G1.9.21
G1.9.22
G1.9.23
G1.9.24
G1.9.25
G1.9.26
G1.9.27
G1.9.28
G1.9.29
G1.9.30
G1.9.31
G1.9.32
G1.9.33
G1.9.34
G1.9.35
G1.9.36
G1.9.37
G1.9.38

850
820
810
850
840
850
800
850
800
770
750
660
660
750
700
700
750
710
700
800
900
700
800
720
800
700
710
710
720
900
750
700
695
680
710
720
650
770
750
710
700
710
900
760
880
810

162
160
160
165
160
160
180
160
160
170
170
140
120
170
170
170
170
170
150
160
180
125
170
140
144
180
120
120
150
180
180
170
180
170
120
160
170
170
140
120
180
120
180
140
90

140

121

70
70
70
65
60
69
69
70
25
25
25
40
30
25
75
72
70
70
70
25
60
15
44
30
80
68
24
25
71
60
69
69
70
70
25
70
65
60
40
25
68
25
60
45
26
20

155
120
110
160
140
155
75
155
70
70
45
55
55
43
60
60
50
33
120
70
150
38
70
50
75
74
65
76
60
150
75
30
55
30
76
50
30
75
80
76
74
76
150
80
80
70

103
90
70
90
86

102
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T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2

G1.9.39
G1.9.40
G1.9.41
G1.9.42
G1.9.43
G1.9.44
G1.9.45
G1.9.46
G1.9.47
G1.9.48
G1.9.49
G1.9.50
G1.9.1
G1.9.2
G1.9.3
G194
G1.9.5
G1.9.6
G1.9.7
G1.9.8
G1.9.9
G1.9.10
G1.9.11
G1.9.12
G1.9.13
G1.9.14
G1.9.15
G1.9.16
G1.9.17
G1.9.18
G1.9.19
G1.9.20
G1.9.21
G1.9.22
G1.9.23
G1.9.24
G1.9.25
G1.9.26
G1.9.27
G1.9.28
G1.9.29
G1.9.30
G1.9.31
G1.9.32
G1.9.33
G1.9.34

710
890
695
820
880
810
710
900
750
710
710
870
700
650
700
660
700
710
700
700
800
800
810
700
800
700
700
800
700
711
700
710
710
710
700
750
740
700
710
630
810
770
730
731
695
850

120
160
180
180
90

140
120
180
170
180
175
90

170
175
172
175
175
175
170
169
160
162
160
170
160
170
169
160
170
180
170
175
175
180
172
178
180
170
170
170
162
165
135
175
165
160

122

24
71
70
70
26
20
24
62
70
72
70
25
69
70
72
69
70
68
70
65
68
70
68
69
70
70
65
68
70
69
70
68
68
70
69
69
70
69
70
63
25
23
18
68
69
68

65 10
120 72
55 0
76 12
80 8
70 0
65 10
151 80
32 0
70 0
60 5
89 58
30 0
30 3
31 0
5 2
20 0
33 0
20 0
20 0
150 150
100 70
110 75
30 0
100 60
20 0
20 0
150 150
20 0
55 6
20 0
33 0
33 0
56 5
33 0
74 0
75 0
30 0
33 0
55 0
65 0
45 0
40 0
75 10
15 0
155 102



T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1

G1.9.35
G1.9.36
G1.9.37
G1.9.38
G1.9.39
G1.9.40
G1.9.41
G1.9.42
G1.9.43
G1.9.44
G1.9.45
G1.9.46
G1.9.47
G1.9.48
G1.9.49
G1.9.50
G1.10.1
G1.10.2
G1.10.3
G1.10.4
G1.10.5
G1.10.6
G1.10.7
G1.10.8
G1.10.9
G1.10.10
G1.10.11
G1.10.12
G1.10.13
G1.10.14
G1.10.15
G1.10.16
G1.10.17
G1.10.18
G1.10.19
G1.10.20
G1.10.21
G1.10.22
G1.10.23
G1.10.24
G1.10.25
G1.10.26
G1.10.27
G1.10.28
G1.10.29
G1.10.30

850
848
720
650
850
780
780
730
670
850
710
850
710
700
750
750
670
730
710
630
660
650
680
980
760
900
680
720
700
700
650
710
630
750
880
690
700
800
760
700
710
700
650
800
620
670

160
163
170
180
160
190
190
180
175
160
175
160
180
172
178
178
120
170
170
170
120
150
125
180
140
180
170
150
170
180
170
170
170
180
163
130
170
144
140
170
170
175
100
180
140
170

123

70
69
70
68
70
79
80
70
70
70
70
70
70
69
69
69
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69
70
63
30
80
30
30
45
62
70
35
75
68
65
70
63
69
68
35
75
80
45
72
70
70
55
80
60
65

152
155
40
10
155
45
45
75

155
30
155
56
33
74
74
55
75
33
55
55
62
58
175
80
151
30
85
40
74
30
33
55
75
150
55
40
75
80
60
33
75
70
36
55
30
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T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2

G1.10.31
G1.10.32
G1.10.33
G1.10.34
G1.10.35
G1.10.36
G1.10.37
G1.10.38
G1.10.39
G1.10.40
G1.10.41
G1.10.42
G1.10.43
G1.10.44
G1.10.45
G1.10.46
G1.10.47
G1.10.48
G1.10.49
G1.10.50
Gil.10.1
G1.10.2
G1.10.3
G1.10.4
G1.10.5
G1.10.6
G1.10.7
G1.10.8
G1.10.9
G1.10.10
G1.10.11
G1.10.12
G1.10.13
G1.10.14
G1.10.15
G1.10.16
G1.10.17
G1.10.18
G1.10.19
G1.10.20
G1.10.21
G1.10.22
G1.10.23
G1.10.24
G1.10.25
G1.10.26

900
850
720
720
700
980
1000
710
660
700
800
720
640
620
750
700
670
750
680
890
731
695
730
850
670
690
730
840
830
730
690
850
850
848
720
650
740
760
730
720
850
885
670
690
780
780

150
140
160
140
170
180
170
180
120
125
170
140
140
140
170
175
120
170
125
160
175
165
180
170
160
120
180
160
160
180
120
160
160
163
170
180
160
160
170
172
160
180
172
170
190
190

124

130
140
70
30
75
30
170
72
30
15
44
30
64
60
25
70
30
20
30
71
68
69
70
70
70
70
70
70
70
70
70
68
70
69
70
68
70
70
70
70
70
100
70
69
79
80

150
60
50

40
175
92
70
55
38
70
50
30
55
43
75
55
55
58
120
75
15
75
70
55
35
75
140
130
75
35
155
152
155
40
10
50
70
50
45
155
75

20
46
45
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T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1

G1.10.27
G1.10.28
G1.10.29
G1.10.30
G1.10.31
G1.10.32
G1.10.33
G1.10.34
G1.10.35
G1.10.36
G1.10.37
G1.10.38
G1.10.39
G1.10.40
G1.10.41
G1.10.42
G1.10.43
G1.10.44
G1.10.45
G1.10.46
G1.10.47
G1.10.48
G1.10.49
G1.10.50
G2.11
G2.1.2
G2.1.3
G2.14
G2.15
G2.1.6
G2.1.7
G2.1.8
G2.1.9
G2.1.10
G2.1.11
G2.1.12
G2.1.13
G2.1.14
G2.1.15
G2.1.16
G2.1.17
G2.1.18
G2.1.19
G2.1.20
G2.1.21
G2.1.22

730
710
735
725
670
730
850
840
830
810
780
780
730
810
710
735
710
695
730
710
710
730
730
710
695
680
710
700
710
630
720
700
800
850
750
900
720
700
980
750
710
750
670
730
710
880

180
175
190
170
175
179
160
160
160
160
190
190
170
160
175
190
175
160
170
180
170
180
165
180
180
170
120
170
170
170
160
170
180
190
172
180
140
170
180
170
180
170
120
170
170
90

125

70
70
80
70
68
70
70
70
70
70
79
80
70
70
70
80
70
70
70
70
70
70
70
68
70
70
25
69
70
63
70
75
80
25
25
60
30
75
30
70
72
25
30
69
70
26

74
33

45
10
75
155
140
120
110
45
45
50
110
33

30

50
56
30
50
50
55
55
30
76
30
33
55
50
40
36
70
45
150
5
40
175
32
70
43
55
75
33
80

10
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107
102
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T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2

G2.1.23
G2.1.24
G2.1.25
G2.1.26
G2.1.27
G2.1.28
G2.1.29
G2.1.30
G2.1.31
G2.1.32
G2.1.33
G2.1.34
G2.1.35
G2.1.36
G2.1.37
G2.1.38
G2.1.39
G2.1.40
G2.1.41
G2.1.42
G2.1.43
G2.1.44
G2.1.45
G2.1.46
G2.1.47
G2.1.48
G2.1.49
G2.1.50
G2.11
G2.1.2
G2.1.3
G2.14
G2.15
G2.1.6
G2.1.7
G2.1.8
G2.1.9
G2.1.10
G2.1.11
G2.1.12
G2.1.13
G2.1.14
G2.1.15
G2.1.16
G2.1.17
G2.1.18

810
880
690
700
750
700
720
680
750
750
720
730
750
900
760
900
770
750
770
800
770
740
800
860
750
660
690
700
750
660
700
780
800
810
700
660
730
700
760
760
700
700
720
800
700
730

140
163
130
170
180
125
140
170
172
172
140
135
168
180
140
165
165
172
165
160
165
135
160
80

170
120
130
170
170
150
160
190
160
160
170
150
170
170
140
140
170
170
160
155
170
170

126

20
68
35
75
69
15
80
70
25
25
30
18
24
60
45
70
23
25
23
25
23
17
25
20
25
30
35
75
45
50
70
80
70
70
65
50
70
65
50
50
65
65
60
70
65
69

70
150
55
40
75
38
120
30
45
45

40
44
150
80
110
45
45
45
70
45
40
70
72
45
55
55
40
32
10
20
45
100
110
25
10
50
25
60
60
25
25
40
100
25
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T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1

G2.1.19
G2.1.20
G2.1.21
G2.1.22
G2.1.23
G2.1.24
G2.1.25
G2.1.26
G2.1.27
G2.1.28
G2.1.29
G2.1.30
G2.1.31
G2.1.32
G2.1.33
G2.1.34
G2.1.35
G2.1.36
G2.1.37
G2.1.38
G2.1.39
G2.1.40
G2.1.41
G2.1.42
G2.1.43
G2.1.44
G2.1.45
G2.1.46
G2.1.47
G2.1.48
G2.1.49
G2.1.50
G2.21
G2.2.2
G2.2.3
G2.24
G2.25
G2.2.6
G2.2.7
G2.2.8
G2.2.9
G2.2.10
G2.2.11
G2.2.12
G2.2.13
G2.2.14

710
700
770
700
700
700
750
780
800
800
650
650
800
700
900
650
500
1005
850
600
800
600
670
900
650
830
700
800
800
630
700
700
810
830
650
710
620
740
680
980
1000
910
880
810
880
810

175
170
170
175
170
140
150
160
150
170
160
170

2000

170
180
170
140
165
160
150
190
150
170
175
170
160
170
160
162
150
170
170
162
179
170
120
150
180
125
180
170
180
90

140
90

140

127

70
70
70
65
65
70
80
80
60
70
40
50
70
69
70
50
30
80
70
60
80
60
60
70
50
70
65
70
70
55
65
65
25
25
65
24
33
70
30
30
170
60
26
20
26
20

30
25
28
25
25
20
125
45
120
100
10
130
10
20
160
130

205
155
140
45
150
35
200
130
135
25
100
100
150
25
25
65
68
30
65
50
75
58
175
93
148
80
70
80
70

150
102
80
15
70
52
120
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T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2

G2.2.15
G2.2.16
G2.2.17
G2.2.18
G2.2.19
G2.2.20
G2.2.21
G2.2.22
G2.2.23
G2.2.24
G2.2.25
G2.2.26
G2.2.27
G2.2.28
G2.2.29
G2.2.30
G2.2.31
G2.2.32
G2.2.33
G2.2.34
G2.2.35
G2.2.36
G2.2.37
G2.2.38
G2.2.39
G2.2.40
G2.2.41
G2.2.42
G2.2.43
G2.2.44
G2.2.45
G2.2.46
G2.2.47
G2.2.48
G2.2.49
G2.2.50
G2.21
G2.2.2
G2.2.3
G2.24
G2.25
G2.2.6
G2.2.7
G2.2.8
G2.2.9
G2.2.10

710
640
700
710
710
700
700
800
830
710
630
910
620
800
700
710
720
650
800
720
730
680
640
700
720
750
750
800
720
720
720
770
800
728
720
800
660
700
780
800
700
760
760
780
800
800

120
140
180
120
120
170
125
170
179
170
170
180
140
144
180
170
160
170
170
140
160
170
140
180
160
180
170
144
140
140
160
165
170
160
140
144
150
160
190
160
170
140
140
160
150
170

128

24
64
70
24
25
69
15
44
25
70
63
60
60
80
68
70
70
65
44
30
70
70
64
68
70
69
70
80
30
30
70
23
44
66
30
80
50
70
80
70
65
50
50
80
60
70

65
30
75
65
76
30
38
70
68
33
55
148
55
75
74
33
50
30
70
50
75
30
30
74
50
75
50
75
50
50
50
45
70
75
52
75
10
20
45
100
25
60
60
45
120
100
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T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T1
T1
T1
T1
T1
T1

G2.2.11
G2.2.12
G2.2.13
G2.2.14
G2.2.15
G2.2.16
G2.2.17
G2.2.18
G2.2.19
G2.2.20
G2.2.21
G2.2.22
G2.2.23
G2.2.24
G2.2.25
G2.2.26
G2.2.27
G2.2.28
G2.2.29
G2.2.30
G2.2.31
G2.2.32
G2.2.33
G2.2.34
G2.2.35
G2.2.36
G2.2.37
G2.2.38
G2.2.39
G2.2.40
G2.2.41
G2.2.42
G2.2.43
G2.2.44
G2.2.45
G2.2.46
G2.2.47
G2.2.48
G2.2.49
G2.2.50
G2.3.1
G2.3.2
G2.3.3
G234
G2.3.5
G2.3.6

800
700
900
800
630
700
700
730
710
710
700
770
750
780
800
800
600
670
630
700
700
750
660
900
650
500
650
830
700
800
800
900
700
700
700
800
650
710
725
720
750
660
750
810
830
880

2000
170
180
162
150
170
170
170
175
175
170
170
150
160
150
190
150
170
150
170
170
170
150
180
170
140
170
160
170
160
160
175
170
170
170
170
160
175
170
170
170
120
170
162
179

90

129

70
69
70
70
55
65
65
69
70
70
70
70
80
80
60
80
60
60
55
65
65
45
50
70
50
30
50
70
65
70
70
70
65
65
65
70
40
65
70
70
25
30
25
25
25
26

10
20
160
100
150
25
25
50
30
30
25
28
125
45
120
45
150
35
150
25
25
32
10
160
130

130
135
25
100
100
200
21
25
30
100
10
30
45
40
45
55
43
65
68
80

120
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T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T2
T2

G2.3.7
G2.3.8
G2.3.9
G2.3.10
G2.3.11
G2.3.12
G2.3.13
G2.3.14
G2.3.15
G2.3.16
G2.3.17
G2.3.18
G2.3.19
G2.3.20
G2.3.21
G2.3.22
G2.3.23
G2.3.24
G2.3.25
G2.3.26
G2.3.27
G2.3.28
G2.3.29
G2.3.30
G2.3.31
G2.3.32
G2.3.33
G2.3.34
G2.3.35
G2.3.36
G2.3.37
G2.3.38
G2.3.39
G2.3.40
G2.3.41
G2.3.42
G2.3.43
G2.3.44
G2.3.45
G2.3.46
G2.3.47
G2.3.48
G2.3.49
G2.3.50
G2.3.1
G2.3.2

810
710
670
890
695
690
810
750
720
900
710
710
700
720
980
695
900
760
900
770
710
630
660
700
750
750
900
680
800
670
710
720
760
680
980
910
1000
760
900
900
740
710
720
620
730
700

140
120
120
160
180
168
140
170
150
180
120
120
180
160
180
180
180
140
180
165
170
170
120
170
170
175
165
170
160
120
120
130
140
125
180
180
170
140
180
180
135
170
160
150
160
170

130

20
24
30
71
70
71
20
70
71
60
24
25
70
70
30
70
60
45
62
23
70
63
30
70
70
69
70
70
21
30
25
20
40
30
30
60
170
45
62
62
17
70
70
33
68
65

70
65
55
120
55
30
70
32
60
150
65
76
75
50
175
55
150
80
151
45
33
55
55
30
33
75
110
30
68
55
76
39
80
58
175
148
93
80
151
151
40
33
50
50
75
30

129

104
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T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2

G2.3.3
G2.34
G2.3.5
G2.3.6
G2.3.7
G2.3.8
G2.3.9
G2.3.10
G2.3.11
G2.3.12
G2.3.13
G2.3.14
G2.3.15
G2.3.16
G2.3.17
G2.3.18
G2.3.19
G2.3.20
G2.3.21
G2.3.22
G2.3.23
G2.3.24
G2.3.25
G2.3.26
G2.3.27
G2.3.28
G2.3.29
G2.3.30
G2.3.31
G2.3.32
G2.3.33
G2.3.34
G2.3.35
G2.3.36
G2.3.37
G2.3.38
G2.3.39
G2.3.40
G2.3.41
G2.3.42
G2.3.43
G2.3.44
G2.3.45
G2.3.46
G2.3.47
G2.3.48

800
650
710
700
700
720
800
650
830
700
800
650
710
800
700
760
800
800
800
730
710
710
730
800
650
630
700
730
710
710
700
730
720
800
700
730
800
650
710
700
780
700
700
730
710
710

170
160
175
170
170
160
155
170
160
170
170
160
175
160
170
140
150
170
190
170
180
170
180
170
160
150
170
170
175
175
170
170
172
155
170
170
170
160
175
160
190
170
170
170
175
175

131

70
40
65
65
65
60
70
50
70
65
70
40
65
70
65
50
60
70
70
70
70
70
70
70
40
55
65
69
70
70
70
70
70
70
65
69
70
40
65
70
80
65
65
69
70
70

100
10
30
25
25
40

100

130

135
25

100
10
30

100
25
60

120

100
10
50
56
30
50

100
10

150
25
50
30
30
25
50
45

100
25
50

100
10
30
20
45
25
25
50
30
30
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T2
T2
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1

G2.3.49
G2.3.50
G2.4.1
G2.4.2
G2.4.3
G2.4.4
G2.4.5
G2.4.6
G2.4.7
G2.4.8
G2.4.9
G2.4.10
G2.4.11
G2.4.12
G2.4.13
G2.4.14
G2.4.15
G2.4.16
G2.4.17
G2.4.18
G2.4.19
G2.4.20
G2.4.21
G2.4.22
G2.4.23
G2.4.24
G2.4.25
G2.4.26
G2.4.27
G2.4.28
G2.4.29
G2.4.30
G2.4.31
G2.4.32
G2.4.33
G2.4.34
G2.4.35
G2.4.36
G2.4.37
G2.4.38
G2.4.39
G2.4.40
G2.4.41
G2.4.42
G2.4.43
G2.4.44

710
710
900
760
800
860
760
695
750
700
710
630
750
720
750
640
620
670
890
680
980
750
740
810
750
820
810
700
710
640
700
670
700
830
710
880
690
710
700
620
800
710
720
630
910
710

175
175
180
140
160
80

140
180
170
170
170
170
180
150
175
140
140
120
160
125
180
178
180
140
180
180
140
180
120
140
180
170
172
179
170
163
130
120
170
140
144
170
160
170
180
120

132

70
70
60
45
25
20
45
70
70
69
70
63
69
71
69
64
60
30
71
30
30
69
70
20
68
70
20
70
24
64
70
65
69
25
70
68
35
25
69
60
80
70
70
63
60
24

30
30
150
80
70
72
80
55
50
30
33
55
75
60
75
30
55
55
120
58
175
74
75
70
75
76
70
75
65
30
75
30
33
68
33
150
55
76
30
55
75
33
50
55
148
65

82

B
R oo

O O O OO O o0 oo o oo

N
© N

122

o

=
N O

O O O O oo o O o



T1
T1
T1
T1
T1
T1
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2

G2.4.45
G2.4.46
G2.4.47
G2.4.48
G2.4.49
G2.4.50
G2.4.1
G2.4.2
G2.4.3
G2.4.4
G2.4.5
G2.4.6
G2.4.7
G2.4.8
G2.4.9
G2.4.10
G2.4.11
G2.4.12
G2.4.13
G2.4.14
G2.4.15
G2.4.16
G2.4.17
G2.4.18
G2.4.19
G2.4.20
G2.4.21
G2.4.22
G2.4.23
G2.4.24
G2.4.25
G2.4.26
G2.4.27
G2.4.28
G2.4.29
G2.4.30
G2.4.31
G2.4.32
G2.4.33
G2.4.34
G2.4.35
G2.4.36
G2.4.37
G2.4.38
G2.4.39
G2.4.40

700
800
700
900
720
880
600
800
600
670
650
710
700
780
730
800
650
630
700
780
800
780
800
800
750
780
800
900
650
700
700
650
630
700
710
700
780
710
710
710
660
700
780
780
780
710

125
170
180
165
140
163
150
190
150
170
160
175
160
190
180
170
160
150
160
190
160
160
150
170
150
160
150
180
170
170
170
160
150
160
175
160
190
175
175
175
150
160
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880
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740
680
700
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840
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850
840
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800
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710
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75
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65
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730
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900
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170
170
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180
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175
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180
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65
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70
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65
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70
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