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APLICAGAO DO ENSAIO DE SEQUENCIAMENTO GENETICO "NEMABIOMA"
PARA RELACIONAR A COMUNIDADE PARASITARIA DAS LARVAS EM
TERCEIRO ESTADIO A COMPOSIGAO DO BIOMA DE NEMATODEOS ADULTOS
PRESENTES NO TRATO GASTROINTESTINAL DE RUMINANTES

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacao de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cdédigo de Financiamento
00199999.007058/2015-02. Este processo é referente apenas as despesas com viagens
e manutencgao do pesquisador no exterior. As despesas relacionadas as coletas no Brasil
foram financiadas pelo préprio autor e todas as analises de sequenciamento genético

foram custeadas pela universidade canadense.

RESUMO - As perdas potenciais pelas infecgdes por nematédeos em bovinos no Brasil foram
estimadas em $7,1 bilhdes por ano. Indiscutivelmente, deve-se fazer o uso criterioso das
drogas disponiveis, assim como o desenvolvimento de novas formulagdes, para enfrentar a
problematica da resisténcia anti-helmintica. O método atualmente empregado para o teste de
medicamentos é invasivo e, portanto, enfrenta dificuldades em se adequar aos novos modelos
em bem-estar animal. Outras técnicas utilizadas sao as contagens de ovos de nematédeos
por grama de fezes (OPGs) pré e pos-tratamento, que apresentam resultados ndo confiaveis
para este propésito. Com fins cientificos, emprega-se a PCR convencional ou a PCR em
tempo real, técnicas quali e semi- quantitativa, respectivamente. O objetivo deste estudo foi
avaliar a relagdo entre a comunidade parasitaria das larvas em terceiro estadio apods
coproculturas e a composicdo do bioma de nematédeos adultos presentes no trato
gastrointestinal. As propor¢des das larvas foram avaliadas por meio da tradicional morfologia
e 0 novo método de sequenciamento “Nemabioma”, enquanto as contagens e classificagbes
dos vermes adultos foram realizadas pelos cldssicos métodos morfoldgicos. Neste
experimento, utilizaram-se sete bovinos mestigos, naturalmente infectados, entre oito e 12
meses de idade. Contagens de OPG foram realizadas a cada dois dias, do 14° ao 28° dia do
estudo. As culturas de larvas foram realizadas utilizando-se as amostras de fezes colhidas
nos dias 14, 16, 20, 24 e 28 do estudo. As larvas L3 foram sempre extraidas apos 10 dias de
cultura. Os animais foram experimentalmente eutanasiados no dia 28 para a subsequente
colheita e classificagcdo de helmintos adultos. Este € o primeiro estudo que relaciona as
comunidades parasitarias de nematédeos em amostras de larvas e helmintos adultos

utilizando o “Nemabioma”. Os resultados deste estudo indicam que as espécies Haemonchus



placei e Oesophagostomum radiatum sao superestimados na comunidade das L3 avaliadas
pelo “Nemabioma”. Por outro lado, Cooperia punctata e Trichostrongylus axei aparecem sub-
representados. Tal fato explica-se, principalmente, pela diferenca de fecundidade entre as

fémeas das varias espécies de nematédeos adultos que parasitam um mesmo animal.

Palavras-chave: biologia molecular; nematédeo; strongylida

APPLYING THE NEW “NEMABIOME” GENETIC SEQUENCING ASSAY AS A
DIAGNOSIS TEST FOR NEMATODIOIS IN RUMINANTS

ABSTRACT - The potential detrimental effects of cattle nematode infections in Brazil have
been estimated at USD 7.1 billion a year. It is undeniable, the necessity of appropriate
drug use and the development of new formulations, to face the problematic of anthelmintic
drug resistance. The current method for testing new drugs is both invasive and represents
threats against recent animal welfare models. Other approaches currently used are Fecal
Egg Counts (FECs) pre and post treatment, which are not reliable. Occasionally,
conventional and real-time PCR are employed, which are non-quantitative and semi-
quantitative techniques respectively. The objective of this study was to evaluate the
relationship between the parasite community present in cultured fecal samples, and the
composition of adult worms present in the gastrointestinal tract. Species proportions in
larvae were assessed with the traditional morphological analysis and a recently developed
“‘Nemabiome” sequencing assay, while the adult species proportions were assessed with
classical morphological approaches. To this end, an experiment using natural infected
bovines was designed. Seven crossbred calves were selected from eight to 12 months of
age. FECs were done every 2 days, from the 14" to the 28" day of the study. Cultures of
larvae were performed using fecal samples extracted on days +14, +16, +20, +24 and +28.
The L3’s were always extracted after 10 days of culture. The animals were necropsied on
day +28 for collection and subsequent classification and counting of adult worms. This was
the first time the comparison among the community of nematodes species present in
larvae samples, and adult worms, has been described in the literature using these
techniques. Differences in fecundity between nematode species can influence the
apparent composition of larvae in the feces, how this relates to the actual adult worm
burden is crucial to understanding the actual nematode infection, and the resulting

implications. Key-words: molecular biology; nematode; strongylida



1. INTRODUGAO E REVISAO DE LITERATURA

Devido a ascensao e competitividade, o agronegocio brasileiro vem sendo uma
atividade com perspectiva segura e rentavel em todos os seus seguimentos.
Com um clima diversificado, precipitagdes regulares, energia solar abundante e
quase 13% de toda a agua doce disponivel no planeta, o Brasil tem 388
milhdes de hectares de terras agricultaveis férteis e de alta produtividade, dos
quais, 90 milhdes ainda n&o explorados. Esses fatores fazem do pais um lugar
de vocacdo natural para o agronegodcio e todos as atividades relacionados a
suas cadeias produtivas (MAPA, 2016).

Ao considerar as ultimas décadas, os ganhos de produtividade da pecuaria
estdo cada vez maiores, decorrentes, principalmente, da melhoria genética na
implantagédo de rebanho comercial, novas culturas com linhagens de pastagens
naturais e técnicas de manejo reprodutivo. Estes fatores, em conjunto,
impulsionaram para o alcance de melhores taxas de desfrute no rebanho. Se
por um lado isso trouxe beneficios, por outro criou inUmeros problemas

sanitarios, dentre eles, as parasitoses (CRUZ et al., 2009).

De acordo com Vidotto (2002), torna-se inviavel a criagdo econdbmica de
bovinos sem um combate sistematico aos seus principais endo e ectoparasitas.
No entanto, alguns dos entraves de produgdo sao os danos causados pelas
parasitoses, principalmente quando se trata de animais jovens, com idade entre
cinco e 18 meses que sdo os mais acometidos, sendo esta fase uma das
grandes responsaveis pelos imensos prejuizos econdmicos na bovinocultura
(BIANCHIN et al., 1996).

O estudo mais recente que aborda as potenciais perdas econdmicas por
parasitismo em bovinos no Brasil foi elaborado por GRISI et al., (2014). Neste
trabalho, foram avaliadas as perdas com base no numero total de animais em
situacdo de risco e efeitos prejudiciais esperados sobre a produtividade do
gado no pais. Considerando que os dados das perdas de produgao provém de
bovinos n&o tratados (animais controle), as perdas econdémicas descritas a

seguir nao representam o real impacto do parasitismo em bovinos no Brasil,



mas as perdas potenciais caso o rebanho ndo fosse tratado. As perdas
econdmicas potenciais somadas, ao ano, podem chegar a 13,9 bilhdes de
dolares. Este valor advém da soma dos prejuizos potenciais por cada um dos
parasitos, como discriminado a seguir: Rhipicephalus (B.) microplus (3,2 bi);
Haematobia irritans (2,5 bi); larvas de Dermatobia hominis (380 mi); larvas de
Cochilomyia hominivorax (340 mi); Stomoxys calcitrans (340 mi); nematdédeos

gastrintestinais (7,1 bi).

Quanto ao endoparasitismo em bovinos, destacam-se os nematddeos
gastrintestinais, responsaveis pela gastrenterite parasitaria dos ruminantes, um
dos fatores que muito contribui para o baixo indice de produtividade da
bovinocultura brasileira. Entre os efeitos relacionados, consta a diminuicdo do
consumo voluntario de alimentos (apetite), da capacidade de digestdo e
absorcdo dos nutrientes para o crescimento, do desempenho reprodutivo, da
qualidade de carcaga, do sistema imune, inclusive podendo levar os animais a
obito. (HOLMES, 1987; HAWKINS, 1993).

As infecgdes por helmintos muitas vezes s&o subestimadas pelos criadores,
principalmente nos casos sub-clinicos. Diferentemente dos ectoparasitos, o
endoparasitismo pode passar despercebido pelo produtor e causar perdas
dificeis de serem estimadas (COOP & HOLMES, 1996).

Pinheiro et al., (2000) estimaram que a mortalidade de bezerros causada pela
helmintose, no estado do Rio Grande do Sul, atinja uma amplitude de 10 a
30%, enquanto que a diferenga entre ganho de peso dos bovinos tratados e
nao tratados pode chegar a 50Kg/bezerro.

Em criagdes de bovinos leiteiros, devido ao seu manejo mais intensivo, a
verminose ocasiona prejuizos bem mais evidentes, pois estes sdo forgados a
se alimentar sem muita seletividade e proximos aos bolos fecais. Isto faz com
que adquiram cargas maiores de helmintos, o que, somado ao fator nutricional,
leva a uma diminuicdo na imunidade e aumento nos percentuais de
mortalidade (BIANCHIN & HORNER, 1995).



Embora o controle de parasitos de bovinos represente um importante fator na
producédo, as tentativas de combate empregadas na maioria das fazendas de
criacdes sao realizadas de maneira incorreta por meio do uso excessivo e
desordenado das bases terapéuticas que por sua vez oneram o custo de
producdo e ainda ndo alcangam os objetivos de controle. Ainda, € preciso ser
melhor respeitado o periodo de caréncia dos medicamentos a fim de se evitar

residuos nos produtos de origem animal (SINDAN, 2014).

Os produtores rurais tém sido, ultimamente, menos favorecidos pelos novos
incrementos das industrias farmacéuticas. A escassez de novas moléculas
restringe o controle eficiente das parasitoses. Isto agrava e acelera ainda mais
o fenbmeno da resisténcia parasitaria, uma vez que os helmintos sao

submetidos frequentemente aos mesmos principios ativos. (FAO, 2004).

A resisténcia parasitaria ocorre quando uma estirpe de parasito é capaz de
tolerar doses de um principio que é eficaz contra outras populacbes da mesma
espécie, sendo essa caracteristica herdavel. Desta forma, considera-se
propensa a resisténcia, quando a droga ndo consegue debelar 95% da espécie
parasitaria. Assim, por definicdo, resisténcia lateral € aquela em que uma
espécie sobrevivente a uma droga nao €& afetada por outras de mesmo
mecanismo de acdo, podendo ou ndo ter sido exposta anteriormente a ela.
Quando uma espécie é tolerante a drogas pertencentes a diferentes grupos
quimicos com modos de agao distintos, denomina-se resisténcia cruzada
(PRICHARD, 1980).

Estes fatores, somados, tém levado ao desenvolvimento de pesquisas de
controle complementares, tais como pastejo alternado (FERNANDES et al.,
2004), selecdo de animais geneticamente resistentes (AMARANTE, 2004),
controle biolégico por meio de fungos nematéfagos (ARAUJO et al., 2004) ou
vacinas (HEWITSON & MAIZELS, 2014), dentre outros.

Devido a elevada prolificidade e adaptacdo as diversas condi¢des climaticas,
os endoparasitos possuem ampla distribuicdo geografica e alta prevaléncia,
especialmente em areas de clima tropical e subtropical. Cada parasito possui



um determinado numero de combinagdes ecoldgicas as quais permitem seu

desenvolvimento em determinada regido (MOLENTO, 2005).

Os géneros de helmintos que mais frequentemente parasitam ruminantes na
regido sudeste do Brasil s&o: Haemonchus spp, Cooperia spp,
Oesophagostomum spp e Trichostrongylus spp (ARANTES et al., 1995).

As técnicas de diagndstico comumente aplicadas em helmintologia veterinaria
para ruminantes consistem basicamente na contagem de ovos por grama de
fezes, coproculturas, PCR convencional/ PCR em tempo real e necropsias
parasitologicas. Infelizmente, de maneira geral, os métodos de diagndstico tém
evoluido muito pouco na helmintologia ao longo das ultimas décadas e ainda
apresentam limitagdes quanto a sensibilidade, especificidade ou adequacéao

aos novos modelos em bem-estar animal.

As contagens de ovos por grama de fezes sdo usualmente realizadas de
acordo com uma das trés metodologias a seguir: McMaster (GORDON &
WHITLOCK, 1939), Cornell-Wisconsin (EGWANG, 1982) ou Flotac (CRINGOLI
et al., 2010). Embora existam peculiaridades nos procedimentos, estes
consistem, basicamente, na pesagem e diluicdo das fezes, suspensao dos
ovos de nematodeos em solugéo salina e contagem dos mesmos. Desde que o
status imunolégico dos animais seja levado em consideragdo para a
interpretacédo dos resultados, as contagens de ovos por grama de fezes trazem
resultados confiaveis para a mensuragao da carga parasitaria (AMARANTE &
AMARANTE, 2016). O Flotac € mais preciso e sensivel que o McMaster e
Cornell-Wisconsin, especialmente para amostras com baixas contagens de
ovos (LEVECKE et al, 2012, NEVES et al.,, 2014). Como os ovos de
nematodeos pertencentes a ordem Strongylida s&o morfologicamente iguais, as
técnicas acima citadas sdo apenas quantitativas, ou seja, ndo permitem

diferenciagao entre os parasitos dos diversos géneros inseridos nesta familia.

Como método auxiliar as técnicas de contagem de ovos por grama de fezes,
podem ser realizadas as Coproculturas (ROBERTS, & O’SULLIVAN, 1950),
seguidas por classificagbes morfologicas das larvas em terceiro estadio “L3”



(VAN WYK & MAYHEW 2013). A técnica apresenta limitagcbes por dois
motivos: o primeiro é que as amostras de fezes devem ser mantidas em
culturas por um periodo minimo de 7 a 10 dias para que sejam extraidas larvas
em terceiro estagio de desenvolvimento (UENO & GONCALVES, 1998). O
segundo € que nem todas as larvas de espécies de nematdédeos, mesmo em
terceiro estagio, podem ser classificadas por morfologia. A identificagéo,
geralmente, limita-se aos géneros. Quanto ao Haemonchus spp, consegue-se
diferenciar as espécies H. placei, H. similis e H. contortus por uma pessoa
qualificada. Ademais, é possivel a identificagcdo de Strongyloides papillosus,
Bunostomum phlebotomum e Ostertagia ostertagi. Por outro lado, Cooperia spp
nao pode ser diferenciada em C. punctata, C. pectinata e C. spatulata.
Tratando-se de Trichostrongylus spp, nao ha distincdo entre T. axei e T.
colubriformis. Ja o QOesophagostomum spp, em bovinos, acaba sendo
classificado como O. radiatum n&o pela sua morfologia, mas pela sua
especificidade parasitaria, enquanto em pequenos ruminantes nao se
diferencia O. venulosum de O. columbianum. (KEITH, 1953; UENO &
GONCALVES, 1998; VAN WYK & MAYHEW 2013; SANTOS, 2014). De forma
geral, a classificacdo de L3 é dispendiosa em termos de tempo, exige mao-de-
obra bastante qualificada, ndo classifica todas as espécies e por meio desta
técnica, ndo € possivel analisar-se o mesmo numero de larvas que uma técnica

molecular.

Quanto as técnicas moleculares usualmente empregadas, destacam-se a
“‘Convencional Polymerase Chain Reaction” (CPCR) e a “Real Time
Polymerase Chain Reaction” (QPCR). A CPCR é uma técnica bastante
sensivel e permite a identificagdo dos géneros (SCHNIEDER et al., 1999), ou
ainda, das espécies (WIMMER et al.,, 2004) dos principais nematddeos
parasitas de ruminantes, tanto em amostras de ovos como de larvas. A técnica
€ exclusivamente qualitativa e, portanto, ndo expressa os valores quantitativos.
Ainda, sdo necessarios oligonucleotideos iniciadores especificos para cada
uma das espécies investigadas. Ja a qPCR €&, ao mesmo tempo, uma técnica
qualitativa e quantitativa. Por meio deste método, podem ser identificadas e
quantificadas as espécies de nematddeos de ruminantes tanto por meio das
larvas (SAMSON-HIMMELSTJERNA et al. 2002), como dos ovos (ROEBER et



al., 2012). E bastante util e confiavel para amostras que contenham uma ou
apenas poucas espeécies envolvidas. Por exigir oligonucleotideos iniciadores
especificos, as analises podem ser limitadas em alguns casos. Os
oligonucleotideos iniciadores algumas vezes sao género-especificos e, em n&o
raros casos, precisam ser desenhados para as populagdes de acordo com a
regido do globo em que a pesquisa esta sendo conduzida. Além disso, quando
se investiga uma amostra que contenha varias espécies, sdo necessarios
diversos oligonucleotideos iniciadores ao mesmo tempo. Estes diferentes
oligonucleotideos iniciadores competem pelos mesmos recursos e podem
apresentar diferentes desempenhos, o que nao raramente interfere no
resultado quantitativo final. Outro fator que deve ser mencionado é que, por
meio deste modelo, s6 serdo encontradas as espécies de parasitos que o
investigador suspeite previamente que estejam presentes nas amostras. Os

resultados de espécies inesperadas, ndo sdo demonstrados.

A necropsia parasitolégica seguida pela quantificacdo e identificagcdo dos
helmintos adultos (LEVINE, 1968; UENO & GONCALVES,1988; ACHI et al.,
2003, COSTA, 2012) € o método mais sensivel e especifico para a
mensuragao da carga parasitaria (WOQD et al, 1995). Porém, por ser invasiva
e exigir a eutanasia dos animais, a técnica tem enfrentado sérios problemas em

termos de adequacao aos novos modelos em bem-estar animal.

Portanto, a necessidade da aplicagdo de um método qualitativo e quantitativo
que identifique de maneira confiavel as interacbes complexas de nematdédeos
de diferentes espécies por meio das larvas em terceiro estagio de
desenvolvimento (L3) estimularam o delineamento desta pesquisa. A analise
quantitativa e qualitativa ao nivel de espécie pelo novo método de diagnostico
‘Nemabioma” aplicado as larvas certamente sera uma ferramenta fundamental

para o futuro da Helmintologia Veterinaria.



2. OBJETIVOS

Objetivo geral:

Avaliar a relagao entre os resultados do “Nemabioma” aplicado para larvas em
estadio L3, a populagdo de larvas L3 classificadas por morfologia e a real
comunidade parasitaria de bovinos, estabelecida pela contagem e classificagéo
morfolégica dos nematodeos adultos.

Objetivos especificos:

e Comparar os valores obtidos na analise do “Nemabioma” com os

resultados de morfologia das larvas “L3”

e Contrastar o bioma das populacdes de helmintos adultos classificados
por morfologia com a comunidade parasitaria de suas respectivas L3
pelo “Nemabioma”.



3. MATERIAL E METODOS
3.1. Selegao dos bovinos

No dia zero do estudo foram selecionados no Centro de Pesquisas em
Sanidade Animal — CPPAR, FCAV, UNESP sete bovinos mesticos com idade
entre oito e 12 meses, naturalmente infectados por nematdédeos
gastrointestinais, provenientes de Formiga/ MG. Os animais ndo haviam
recebido qualquer medicacao anti-parasitaria nos 150 dias que antecederam o
estudo. Somente foram selecionados para o estudo bovinos que apresentaram
contagens médias individuais de 500 ovos da ordem Strongylida por grama de
fezes (GORDON e WHITLOCK, 1939, modificada). O projeto de pesquisa foi
aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais — CEUA da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias UNESP — Campus de Jaboticabal — SP, sob
numero de protocolo 15881/15.

3.2. Aclimatagao, pesagem, identificagao e alimentagao

No dia +14 do estudo, os animais foram pesados individualmente e
identificados com brinco numérico. Os bovinos receberam silagem de milho, sal
mineral e agua ad libitum durante todo o estudo. Entre os dias zero e +14, os
bezerros foram mantidos em baias individuais com piso de concreto (periodo
de aclimatagdo) e permaneceram nas mesmas instalagdes até o final do

periodo experimental, (D28).

3.3. Contagens de OPG

Nos dias +14, +16, +18, +20, +22, +24, +26 e +28 foram realizadas contagens
de OPG conforme a metodologia descrita por Gordon e Whitlock (1939), com
algumas modificagbes. As amostras de fezes foram colhidas diretamente da
ampola retal dos bovinos com o auxilio de um saco plastico devidamente
identificado (numero do animal, data de colheita e dia do estudo) e levadas
diretamente ao laboratério do Centro de Pesquisas em Sanidade Animal -
CPPAR, onde foram pesadas e uma aliquota de 2g de cada animal separada
para analise. No laboratorio, estas amostras foram acondicionadas em frascos
de vidro de 150mL e adicionado-se 28mL de solucdo salina saturada. Apos

homogeneizagcdo com o auxilio de bastdes de vidro, o conteudo foi filtrado por



um tamis de 850 ym. A seguir, preencheu-se com o filtrado ambos os lados de
duas camaras de Mc Master, usando pipetas de Pasteur descartaveis. Apos
dois minutos, foram levadas ao microscopio de luz e realizou-se a contagem de
ovos de helmintos gastrintestinais da ordem Strongylida, utilizando aumento de
10x. O resultado obtido nas contagens foi multiplicado por 25 para a obtencao
do valor de ovos por grama de fezes (OPG).

3.4. Coproculturas

Nos dias +14, +16, +18, +20, +22, +24, +26 e +28 uma amostra de
aproximadamente 150 gramas de fezes foi colhida de cada animal e destinada
a obtencdo de larvas de terceiro estadio (L3) por meio de coproculturas
individuais e em duplicata, segundo a técnica de ROBERTS & O'SULLIVAN
(1950), modificada.

Amostras de fezes frescas foram colhidas diretamente da ampola retal dos
animais em cada data experimental. As aliquotas foram misturadas com uma
amostra de igual volume de vermiculita, até a obtengcdo de uma massa umida.
De acordo com a consisténcia da amostra de fezes foi adicionado ou ndo um
pouco de agua. Acrescentou-se agua até que se formasse uma massa que,
quando expremida na palma da mao, fluisse um pouco de liquido. O conteudo
foi bem homogeneizado em um recipiente e cada amostra foi acondicionada
em frascos de vidro de 150mL, até aproximadamente % de sua capacidade.
Um furo foi realizado com o dedo indicador bem no centro do conteudo para o
aumento da aeragcao durante o processo. Apos limpeza dos bordos, os frascos
foram tampados com plascas de Petri, tomando-se o cuidado de colocar um
cordao entre a placa e a borda do recipiente, facilitando, ainda mais a aeracéo.
O objetivo de tal procedimento foi facilitar a aerobiose, o que dificulta o
crescimento de fungos que podem influenciar de maneira prejudicial ao

desenvolvimento das larvas.

Os frascos foram mantidos em condi¢des de temperatura ambiente, uma vez
que quando fixa-se a temperatura, existe uma tendéncia em priorizar o
desenvolvimento das larvas de um determinado género quando comparados
aos demais (UENO & GONCALVEZ, 1998). As amostras foram avaliadas
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diariamente e umidecidas de maneira similar, quando houvesse ressecamento
do cultivo. A colheita das larvas foi realizada sempre apds 10 dias de cultura,
respeitando-se uma amostragem em duplicata para cada animal, em cada dia
de colheita. Os frascos de vidro foram completados até a borda com agua
corrente e tampados com placa de Petri, invertendo-se bruscamente, para
evitar o derramamento de agua. Colocou-se 12mL de agua levemente morna
na placa a aguardou-se quatro horas. Apos este periodo, retirou-se o liquido
com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, o qual foi imediatamente transferido
para um tudo tipo falcon de 15mL e levado a centrifuga. Apds centrifugacéo a
30009 por 3 minutos, o sobrenadante foi descartado, restando cerca de 2mL do
liquido, contendo as larvas, no fundo do tubo. Ao conteudo, foi adicionado
etanol a 70% até que se completasse o volume de 10mL. Estas amostras
foram devidamente seladas e estocadas em freezer a -20° C até o momento do

uso, no Laboratorio de Parasitologia da Universidade de Calgary, Canada.

3.5. Necropsia parasitologica

No dia +28 do estudo foi realizado o processo de eutanasia, conforme
procedimento descrito no “Guidelines on Euthanasia of American Veterinary
Medical Association AVMA - (2007)". Para realizagédo deste procedimento, cada
animal foi primeiramente sedado com cloridrato de xilazina 2g, na dose de
0,3mg/kg (1,5mL/100kg). Aproximadamente 15 minutos apos a administracéo
do sedativo, os bovinos foram anestesiados, pela via intravenosa, com tiopental
sodico 1g (dissolvido em solugéo fisiologica estéril, o que corresponde a 20mL
de solugdo a 5%), na dose de 5mg/kg (19/200kg). Somente apos ser
constatada a inconsciéncia total do animal (auséncia dos reflexos palpebrais e
mastigatorios), realizou-se a sangria dos mesmos, de modo que, a morte do

animal ocorresse por hipovolemia.

Logo apds a eutanasia, foi retirado da cavidade abdominal de cada bovino o
sistema digestorio que, por sua vez, foi separado por meio de ligaduras duplas
utilizando-se um barbante nos diferentes segmentos anatémicos (abomaso,
intestino delgado e intestino grosso). Com o auxilio de um enterétomo, cada
segmento supracitado foi aberto no sentido longitudinal dentro de um balde
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identificado com o numero do animal e segmento anatémico. Em seguida, a
mucosa ja aberta de cada um destes segmentos foi raspada e enxaguada, com
o auxilio de um enterétomo e agua corrente, pondo o seu conteudo (dentro do
balde) posteriormente peneirado em um tamis (USBS-50 - Tyler 48, com
abertura de 0,297mm) recolhendo-se in totum os helmintos (fase adulta ou
larval). A parte solida obtida do conteudo de cada segmento foi fixada em
solucdo de formol a 10%, aquecido a 80°C, e armazenada em um recipiente
plastico contendo a seguinte identificagdo: numero do animal, segmento
anatébmico, data da necropsia e numero do estudo. O enter6tomo e o tamis
foram lavados com agua corrente e sabdo neutro no intervalo entre o
processamento de cada segmento anatémico. Os abomasos foram, ainda,
individualmente submetidos ao processo de digestdo da mucosa com solugéo
de 1% de pepsina em 3% de acido cloridrico a fim de se obter helmintos

presentes na mucosa.

Do conteudo total colhido do abomaso, intestino delgado e intestino grosso,
retirou-se uma aliquota de 10% (apdés homogeneizagcdo) para exame e
estimativa da carga parasitaria (helmintos). Ja o conteudo oriundo da digest&do
do abomaso, foi colhido e analisado in fofum. A colheita, contagem e
identificacdo genérica dos helmintos foram efetuadas em microscopio
estereoscopio (lupa). O diagnostico especifico dos helmintos capturados foi
realizado por meio da avaliagdo da bolsa copuladora e/ou pela regido anterior
do nematddeo, dependendo da espécie encontrada, de acordo com os critérios
taxondmicos descritos por LEVINE (1968); UENO & GONCALVES (1988) e
ACHI et al. (2003), COSTA (2012). Quando uma determinada espécie de
helminto fosse recuperada em mais de um 6rgéo, a carga total desta espécie,
para cada animal, foi calculada somando-se os helmintos presentes em todos

os 6rgaos ou segmentos.

3.6. Classificagao morfolégica das L3

Uma aliquota de 5 mL das amostras de larvas em estagio L3 provenientes de
cada uma das coproculturas referentes as colheitas nos dias +14, +16, +18,
+20, +22, +24, +26 e +28 foi submetida as analises morfolégicas. As larvas

foram mortas por uma solugédo de lugol, apds serem depositadas em Iamina e



12

cobertas por laminula. Apos este procedimento foram levadas ao microscopio
de luz e 50 larvas foram identificadas ao nivel de género, de acordo com os
critérios taxondémicos descritos por VAN WYK & MAYHEW (2013).

3.7. Extracao do DNA gendémico

Os frascos contendo as L3 foram retirados do freezer e aproximadamente 1000
larvas foram isoladas. O etanol a 70% foi removido das amostras por meio de
trés centrifugacdes por 3min a 2500g com 1mL de tampé&o (50Mm KCL; 10mM
Tris (pH 8.3); 2,5 mM MgCly; 0,45% Nonidet P-40; 0,45% Tween 20; 0,01%
gelatina). O conteudo final foi ressupenso em 50uL do mesmo tampao. As
amostras foram incubadas 95°C por 15 minutos e, em seguida, levadas ao
freezer e mantidas a -80°C por 60 minutos. Apds este perido, foram retiradas
do freezer e adicionado 150uL do tampéao de extragdo (50Mm KCL; 10mM Tris
(pH 8.3); 2,5 mM MgCly; 0,45% Nonidet P-40; 0,45% Tween 20; 0,01% gelatina
+ 120pg/mL de proteinase K). As larvas foram novamente incubadas, a 60°C
por 120 minutos e 750 RPM. Apds esta estapa de incubacgao, a proteinase K foi
inativada por aquecimento a 95°C por 20 minutos. Ao final deste processo,
foram preparadas diluicbes de 1:10 em agua de grau reativa e o conteudo

estocado a -80° C até o momento do uso.

3.8. Sequenciamento “deep amplicon” do rDNA ITS-2

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados para amplificar o rDNA ITS-2 no
deep sequencing sao modificagdes dos oligonucleotideos iniciadores NC1 e
NC2, os quais sdo complementares as sequéncias 5.8S e 28S,
respectivamente (GASSER at al.,, 2003). Adaptadores foram adicionados a
estes oligonucleotideos iniciadores para permitir o subsequente anelamento do
oligonucleotideo iniciador seguinte. Quatro oligonucleotideos iniciadores
“foward” (NC1Adp, NC1Adp1N, NC1Adp2N, NC1Adp3N) e oligonucleotideos
iniciadores “reverse” (NC2Adp, NC2Adp1N, NC2Adp2N, NC2Adp3N) foram
utilizados. “Adp” representa a “tag” de sequenciamento e “N” € o numero de
nucleotideos aleatérios incluidos entre a sequéncia especifica dos
oligonucleotideos iniciadores e a sequéncia “adapter” para aumentar a
diversidade de “amplicons” gerada. Os oligonucleotideos iniciadores foram
projetados para prevenir a saturagdo dos canais de sequenciamento. Os
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multiplos oligonucleotideos iniciadores “forward” (NC1) e “reverse” (NC2) foram
misturados em iguais propor¢cées e usados para a PCR sob as seguintes
condi¢des: SuL KAPA HiFi HotStart Fidelity Buffer (5X) (KAPA Biosystems,
USA), 0.75uL NC1+Adapter Primer (10uM), 0.75uL NC2+Adapter Primer
(10uM), 0.75uL dNTPs (10mM), 0.5uL KAPA HiFi HotStart Polymerase (0.5U),
13.25uL ddH20, 4uL do DNA extraido das larvas em diluicdo de 1:10. As
condigbes térmicas e de temperatura foram: 95°C por 3 minutos, seguidos por
25 ciclos a 98°C por 20seg., 62°C por 15seg., 72°C por 15seg., seguidos pela
extensao final a 72°C por 2 minutos. Os produtos da PCR foram purificados
com o AMPure XP Magnetic Beads (1X) (Beckman Coulter, Inc.), de acordo
com o protocolo do fabricante. As “tags” indices e P5/P7 foram ent&o
adicionadas aos “amplicons” do rDNA ITS-2 utilizando-se ciclos limitados de
amplificacdo pela PCR. Oito “forward” e 12 “reverse barcoded primers” foram
misturados para fazer uma combinacdo unica de 96 “barcodes”. A seguintes
condigbes para PCR foram utilizadas: 5uL KAPA HiFi HotStart Fidelity Buffer
(5X) (KAPA Biosystems, USA), 1.25uL Forward Primer (N501-508) (10uM),
1.25uL Reverse Primer (N701-712) (10uM), 0.75uL dNTPs (10mM), 0.5uL
KAPA HiFi Polymerase (0.5U), 14.25uL H20 e 2uL do produto de amplificagado
do primeiro ciclo. Os parametros para o termociclador foram de 98°C por 45
segundos, seguidos por setes ciclos a 98°C por 20 seg., 63°C por 20seg. e
72°C por dois minutos. Os produtos foram purificados pelo “AMPure XP
magnetic beads (1X)” e uma “master sequencing library” for criada pela mistura
de aproximadamente 50ng dos produtos da purificagdo. A concentragao final
da “pooled library” foi mensurada com o “KAPA gPCR Library Quantification Kit”
(KAPA Biosytems, USA), seguindo as recomendag¢des do protocolo do
fabricante. A “pooled library” foi submetida ao “MiSeq Desktop Sequencer”
utilizando-se “600 cycle pair-end reagent kit” (MiSeq Reagent Kits v2, MS-103-
2003) a uma concentragao de 12.5nM com a adigédo de 25% “PhiX Control v3”.
O “MiSeq” foi programado para gerar apenas documentos “FASTQ” com “no
post-run analysis”. O “MiSeq” separou automaticamente todas a sequéncias
por amostras durante o processo “post-run” por meio da identificagdo dos

indices.
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3.9. Bioinformatica e analise estatistica

As sequéncias consenso foram construidas a partir das sobreposi¢cdes dos
reads com pair-end gerados em formato FASTQ, com o auxilio dos padrbes da
versdo FLASH 1.2.7 (MAGOC & SALZBERG, 2011). A versdo BLASTN 2.2.29+
foi entdo utilizada para contrastar as sequéncias formadas com uma base de
dados de sequéncias de referéncia, gerada a partir do sequenciamento dos
“rDNA ITS-2” de uma unica larva, isolada de uma cultura pura (CAMACHO et
al., 2009). Foi definido um limiar de identidade > 97% entre a sequéncia
testada e a sequéncia referéncia de cada espécie. Esta margem leva em
consideragao os erros de sequenciamento e a variagcdo intra-espécies na
regido ITS-2. Sequéncias negativamente identificadas por este método foram
ainda pesquisadas por BLASTN, contra a base de dados do GenBank, para a
obtencdo de um melhor resultado. Sequéncias que nao corresponderam a
nenhuma sequéncia de “rDNA ITS-2” do Genbank foram classifiadas como
sequéncias de artefatos ou contaminantes e, consequentemente, néo
computadas. A composicdo percentual de cada espécie na amostra foi
calculada pela divisdo entre o numero de leituras da espécie pelo numero total
de leituras da amostra. As amostras com menos de 2000 leituras foram
descartadas, umas vez que o resultado ¢é indicativo que uma das etapas de
preparacdao da amostra falhou. As estatisticas foram realizadas com o auxilio
do SPSS Statistics (IBM Corp. 2012. IBM SPSS Statistics para Macintosh,
verséo 21.0 Armonk, NY:. IBM Corp).
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4. RESULTADOS

Os resultados deste estudo sdo cruciais para o melhor entendimento de como
a fecundidade das diferentes espécies de parasitos adultos se reflete no bioma
de suas respectivas populagdes de larvas. Por meio dos resultados obtidos
serdo discutidos fatores como sobrevivéncia das larvas as condigdes
ambientais, especificidade parasitaria e fecundidade.

A Figura 1 mostra as contagens de ovos por gramas (OPGs) de fezes
individuas, ao passo que a Figura 2 sintetiza os valores de acordo com as
meédias aritméticas em cada data experimental. Na Figura 1, nota-se que no
inicio do experimento todos os animais apresentavam contagens de OPG
iguais ou superiores a 500. Os valores variaram de 325 (animal C no D22) a
9.600 (animal F no D22). No D28 todas as amostras apresentaram maiores
numeros de ovos por grama de fezes em raz&o do jejum alimentar aplicado aos
animais no periodo que antecedeu a necropsia parasitologica. Este fato pode
ser confirmado com os dados da Tabela 2. Nesta, observa-se uma pequena
variacdo das médias aritméticas das contagens de ovos entre os dias 14 e 26,
sendo 1813 ovos o valor médio minimo e 22790 maximo. Ja no dia 28, a média
das contagens dos sete animais foi de 6957 OPG.
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4.1. Contagens de OPG
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Figura 1. Contagens individuais de ovos por grama de fezes (OPG) dos animais A,
B, C, D, E, F e G entre os dias 14 e 28.
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Figura 2. Média aritmética das contagens individuais de ovos por grama de fezes
(OPG) dos setes animais entre os dias 14 e 28
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Os valores estimados das contagens de nematdédeos adultos encontram-se
expressos nas Tabelas 3 e 4. Estes valores sdo o produto da multiplicacao das
contagens dos nematddeos adultos por 10, uma vez que se coletou 10% do
conteudo total para a quantificacdo dos helmintos adultos. Cooperia punctata
foi o parasito recuperado em maior quantidade (59.420), seguido pelo H.placei
(36.460), T.axei (20.181), C.pectinata (4.121), C.spatulata (3077), O.radiatum
(1920), T.colubriformis (296), H.similis (96) e Trichuris discolor (42). |dentificou-
se ainda, aproximadamente 803 Dictyocaulus viviparus nas traquéias,
brénquios e bronquiolos. O numero total de parasitos adultos recuperados nao
quer dizer, necessariamente, que aquela espécie foi a que estava presente em
maior quantidade de individuos. O Oesophagostomum radiatum, por exemplo,
embora em menor quantidade que a C. pectinata, esteve presente em seis dos

sete animais, enquanto a esta ultima em apenas um individuo.
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4.2. Contagens e classificagao morfolégica de nematédeos adultos
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Figura 3. Numero total estimado de nematdédeos adultos recuperados apos a
necropsia parasitoléogica no dia 28. (Cooperia punctata, Haemonchus placei,
Trichostrongylus axei e Cooperia pectinata)
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Figura 4. Numero total estimado de nematdédeos adultos recuperados apos a
necropsia parasitolégica no dia 28. (Oesophagostoum radiatum, Cooperia spatulata,
Trichostrongylus colubriformis, Haemonchus similis, Trichuris discolor, formas
imaturas L4 e Dictyocaulus viviparus).
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Na Figura 5 estdo representados graficamente os resultados obtidos na
classificagdo morfologica das larvas em estadio L3. Por meio deste método,
foi possivel classifica-las, somente, de acordo com os géneros. Nos animais
identificados como D, F e G, nota-se que houve maior variagao dos resultados
ao longo das colheitas e, de maneira geral, os parasitos dos géneros
Oesophagostomum spp e Trichostrongylus spp tiveram uma representagcéo
percentual menor e, portanto, observa-se maior variagdo em presenca ou
auséncia nas amostras do mesmo animal ao longo dos dias. Quando
calculada a médias percentuais de cada género por data experimental
(Figura.6), nota-se no D16 que o Oesophagostomum spp estava praticamente
ausente (1,1%). O mesmo ocorreu com o Trichostrongylus spp no D20 (0,3%).
Houve predominancia do género Haemonchus spp em cinco dos sete animais,

seguido por Cooperia spp.



4.3. Classificagao morfolégica das L3
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Figura 5. Classificagcdo morfoldgica das L3 provenientes dos animais A, B, C, D, E, F,

e G, entre os dias 14 e 28 (agrupadas por géneros).
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Figura 6. Média aritmética da classificagdo morfolégica das L3 provenientes dos
animais A, B, C, D, E, F, e G, entre os dias 14 e 28 (agrupadas por datas e géneros).
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Os resultados das analises por meio do ensaio sequenciamento genético
‘nambaioma” para larvas em estadio L3 encontram-se na Figura 7. Nota-se
que por meio desta técnica as larvas s&o classificadas em espécies, ao invés
de generos, como trouxeram as Figuras anteriores (5 e 6) de classificacéo
morfologicas das L3. Ainda referente a Figura 7, observa-se pouca variagéo
nas amostras analizadas de um mesmo animal ao longo dos 14 dias de
analises. A Figura 8 sintetiza os resultados do “nambioma”por data
experimental, calculando as meédias aritméticas dos percentuais de
determinado parasito presente nos bovinos. Existe uma dominancia do
H.placei, seguido por C.punctata, O.radiatum, T.axei, C.pectinata, C.spatulata e

H.similis.
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Figura 7. “Nemabioma” das L3 provenientes dos animais A, B, C, D, E, F, e G, entre os

dias 14 e 28. (agrupadas por espécies)
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D, E, F, e G, entre os dias 14 e 28 (agrupadas por datas e espécies).
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4.5. Classificagcao morfolégica das L3 vs “Nemabioma” das L3

A Figura 9 traz a comparagédo da classificagdo morfolégica das L3 com os

resultados do “nemabioma” de tais larvas. Nota-se uma consisténcia entre os

dados, especialmente para Cooperia spp € Haemonchus spp. Os dados

referentes ao Oesophagostomum spp e Trichostrongylus spp indicam que

estes parasitos aparecem em maior percentagem no sequenciamento genético,

quando comparados a morfologia.
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Figura 9. Médias aritméticas do “Nemabioma das L3 e médias aritméticas” da
classificagcdo morfolodgica das L3, provenientes dos animais A, B, C, D, E, F, e G,
entre os dias 14 e 28 (agrupadas por datas e géneros).
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4.6. classificacao morfolégica dos namatédeos adultos vs “Nemabioma”
das L3

A figura 10 traz os resultados do “nemabioma” aplicado as larvas em estadio L3
aplicada as amostras de fezes coletadas na ultima data experimental (D28) e
contrasta tais dados percentuais a comunidade parasitaria de nematdédeos
adultos recuperados e classificados dos bovinos na mesma data experimental.
Os resultados expressos nesta figura sao individuais, ou seja, para cada um
dos sete animais (nomeados de A a G). Analisando esta tabela, nota-se que os
resultados do “nemabioma” ndo sdo exatamente o reflexo dos resultados da
comunidade parasitaria de vermes adultos. O Oesophagostomum radiatum foi
identificado em seis dos sete individuos e, em todos eles, sua proporcao
percentual no “nemabioma” foi maior que na populagdo de vermes adultos. A
Cooperia pectinata também esteve presente em seis dos sete animais e, ao
contrario do verme anteriormente citado, apareceu subestimada no
nemabioma, em cinco dos seis individuos. A Cooperia pectinata mostrou-se em
menor frequéncia, o que nos impede de fazer tais inferéncias. Ja a Cooperia
spatulata, interessantemente, foi identificada apenas no individuo C. Quanto ao
Haemonchus placei, foi identificado em todos os animais por ambas as
técnicas e, assim como o Oesophagostomum radiatum, suas proporgoes
percentuais foram superestimadas pelo “nemabioma”. Observando os dados
referentes ao Haemonchus similis, este aparece em consideravel menor
frequéncia que o par de seu género, sendo identificado em apenas 3 animais
pelo “nemabioma”, ao passo que, em apenas um individuo pela técnica de
identificacdo morfologica dos helmintos adultos. Por fim, o ultimo género de
nematelmintos trazido por esta tabela, foi o Trichostrongylus spp. O T. axei
apareceu em todos os individuos, sempre subestimado percentualmente nas
comunidades de L3 pelo “nemabioma”. O T.colubriformis apareceu em
baixissima frequéncia e percentualidade, o que dificulta fazer alusbes aos
resultados deste parasito.
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Figura 10. Bioma das L3 reveladas pelo “Nemabioma” e comunidades parasitarias
dos nematddeos adultos dos animais A, B, C, D, E, F, e G no dia 28 (agrupados por
especies).
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A figura de numero 11, nada mais € que a média aritmética dos percentuais de
cada parasito identificados por morfologia de adultos e “nemabioma” das L3.
Ela é, basicamente, a sintese por meio das médias aritméticas dos dados
individuais presentes na tabela 10, anteriormente expressa. De acordo com a
tabela 11, nota-se claramente que a proporgcdo do Oesophagostomum radiatum
e 0 Haemonchus placei sao superestimadas nas comunidades das L3 em
comparagdao com as populagdes dos helmintos adultos. Por outro lado,
Cooperia pectinata e Trichostrongylus axei, sdo subestimados nas L3,
reveladas pelo “nemabioma” Cooperia pectinata, Cooperia spatulata,
Haemonchus similis e Trichostrongylus colubriformis aparecem em menos
frequéncia e percentagem e, portanto, ndo serdo comparados por uma técnica
ou outra. Nota-se que na carga parasitaria no animal, representa por
nematodeos adultos, ha o predominio de Coperia punctata (52.3%), seguinda
pelo Haemonchus placei (28,2%). Na populagédo de L3, porém, o Haemonchus
placei representa 42.1% das larvas enquanto a C.punctata apenas 35,0% do
total. O.radiatum passa de 1,9% nos adultos para 11,9% nas larvas e T.axei
varia de 11,2% para 7,1%.
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Figura 11. Média aritmética do bioma L3 reveladas pelo “Nemabioma” e média
aritmética das comunidades parasitarias dos nematédeos adultos dos animais A, B,
C,D, E, F, e G no dia 28 (agrupados por espécies).
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5. DISCUSSAO

5.1. Contagens de OPG e de nematédeos adultos

As contagens de ovos por grama de fezes mantiveram-se pouco variaveis
durante toda a fase de coleta das amostras (dias 14 a 28), o que demonstra um
certo equilibrio entre parasito e hospedeiro. O nivel de infeccdo dos animais foi
considerado moderado (200-700 OPG) a pesado (>700 OPG). (Ueno &
Gongalves, 1998).

Quanto aos nematdédeos adultos recuperados, foram identificadas 10 espécies,
0 que representa um bioma bastante rico para ser pesquisado, uma vez que
dificilmente é encontrado em outras areas do globo. E dominado
essencialmente pela Cooperia punctata, seguida pelo Haemonchus placei. Os
dados corroboram com os achados de em Oliveira (1988), trés dos quatro
experimentos descritos em Lopes et al., (2014) e com os dados de Silva et al.,
(2015) Borges 2001, Oliveira 1985. Em menores quantidades, recuperou-se
Cooperia pectinata, Cooperia spatulata, Haemocnhus similis, Trichostrongylus
axei, Trichostrongylus colubriformis, Oesophagostomum radiatum, Trichuris
discolor e Dictyocaulus viviparus.

5.2. Classificagao morfolégica das larvas e “nemabioma” das L3

Na classificagdo morfologica das larvas, certa variagdo nos dados obtidos em
uma mesma amostra de datas experimentais seriadas pode ser explicada, em
parte, pelo fato de serem analisadas apenas 50 L3. Além disso, os erros
humanos podem ser consideraveis, pois o0 método consiste, basicamente, em
avaliar o comprimento da cauda, com a excegao dos pontos refringentes das
cooperias (VAN WYK & MAYHEW 2013), que muitas vezes sdo de dificil
identificacdo. O Trichostrongylus spp e o Oesophagostomum spp podem,
inclusive, ter sido classificados como Hemonchus spp. Tal fato justifica-se, pois,
no “nemabioma” os dados para estes géneros, ou melhor, ja identificados em
espécies, foram mais consistentes. Ressalta-se que, na analise molecular,
foram utilizadas 1.000 larvas em vez de apenas 50. O método de

sequenciamento genético apresentou grande vantagem frente a analise
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molecular, pois, além de nos proporcionar dados mais consistentes, os

resultados foram demonstrados de acordo com as espécies em vez do género.

5.3. Classificagao morfolégica dos adultos e “nemabioma” das L3

As analises por meio do novo método “nemabioma” permitiram uma
comparagao Unica. Foi a primeira vez que se comparou as comunidades de
nematodeos adultos (em espécie) com o bioma de L3 (em espécie). Catto &
Ueno (1981) e Girdo et al., (1985), ja na década de 80 haviam realizado
trabalhos de natureza parecida neste pais. Ambos consistiram, basicamente,
em quantificar e avaliar morfologicamente os nematddeos adultos recuperados
de bovinos e as L3 extraidas de coproculturas. O fato das populagdes de L3
obtidas em coproculturas nao refletirem exatamente a proporcdo dos
nematdédeos adultos recuperados dos animais intrigou a ciéncia por muito
tempo, mas infelizmente inferéncias n&o podiam ser feitas com seguranga, uma
vez que para L3 falava-se em género e para os adultos, em espécies. Ou, seja,
nao era possivel comparar populagdes de determinado género com biomas de
determinadas espécies. Para ilustrar, foram confeccionas duas figuras, de
acordo com os dados extraidos dos artigos dos proprios autores. A Figura 12
refere-se aos dados publicados por Catto & Ueno (1981), enquanto a Figura 13
foi elaborada com base nos valores de e Girdo et al., (1985).



29

100%

90%

80%

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%

1

adults

larvae

B Trichostrongylus spp
B Haemocnhus spp
B Cooperia spp

Oesophagostomum spp

Figura 12. Bioma descrito por Catto & Ueno, Regido Centro-Oeste, Brasil, 1981.
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Em ambas as figuras (12 e 13), nota-se que para a populagdo de
nematédeos adultos ha predominancia da Cooperia spp sobre o
Harmonchus spp. Nas populagdes de L3, ocorre justamente o oposto, ou
seja, a Cooperia spp € sub representada quando comparada ao
Haemonchus spp.

Comparando-se as populagcdes de um mesmo parasita nos adultos com L3,
nota-se que o Haemonchus spp e QOesophagostomum spp sao
superestimados nas populagdes de larvas, enquanto a Cooperia spp €
subestimada.

Todos os resultados acima descritos corroboram com os achados desta
pesquisa, demonstrados anteriormente na tabela 11, porém, estratificados

em espécies.

Quanto ao Trichostrongylus spp, os dados apresentados por Girdo et. al
(1985) também condizem com os achados desta pesquisa, ou seja, a
populacdo de Trichostrongylus spp € subestimada na comunidade de L3.
No estudo de Catto & Ueno (1981), ele € superestimado, porém, n&o se
especifica qual a espécie do nematddeo, Trichostrongylus axei ou
Trichostrongylus colubriformis.

Com base nos dados referentes ao numero meédio de ovos de nematdédeos
produzidos diariamente por suas respectivas fémeas, apresentados nos
quadros 1 e 2 a seguir, podemos afirmar que Haemonchus placei e
Oesophagostomum radiatum sao superestimados nas culturas de L3 pois
as fémeas destes helmintos sdo mais prolificas quando comparadas as
genitoras de Cooperia punctata e Trichostrongylus axei.
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Tabela 1. Numero médio de ovos de nematddeos liberados por cada fémea.

(FAO.ORG)
Género Postura diaria de ovos/fémealdia
Haemonchus 5.000-15.000
Trichostrongylus 100-200
Cooperia 1000-3000
Ostertagia 100-200
Nematodirus 50-100
Oesophagostomum 5.000 — 10.000
Chabertia 5.000 - 10.000

Tabela 2. Numero médio de ovos de nematddeos liberados por cada fémea.

(UENO & GONCALVES, 1998)

Género Postura diaria de ovos/fémealdia
Haemonchus 5.000-10.000

Trichostrongylus 100-200

Cooperia 100-200

Ostertagia 100-200

Nematodirus 50-100

Oesophagostomum 3.000
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Um fato curioso € que mesmo as fémas de Haemonchus placei e
Oesophagostomum radiatum serem mais prolificas, estas espécies encontram-
se, na maioria das vezes, em menor quantidade nos animais, quando
comparadas a Coooperia punctata. Dentre diversos questionamentos, dois

merecem destaque.

O primeiro seria justificar a sobrevivéncia destas larvas nas condigbes
ambientais de determinada regido. Ou seja, mesmo sendo produzidas e
eliminadas no meio ambiente maior quantidade, determinada espécie pode nao
atingir o seu objetivo de parasitar o hospedeiro pelo fato de suas larvas n&o
resistirem como outras as diversidades climaticas. Com base nesta suposicao,
investigou-se em literatura a sobrevivéncia das larvas destas espécies no

Brasil.

Catto (1982), estudou a sobrevivéncia de quatro géneros de nematdédeos
parasitas de bovinos no Brasil Central, sendo eles: Oesophagostomum spp,
Cooperia spp, Haemonchus spp e Trichostrongylus spp. Este autor relatou que,
na época critica do ano (estagao seca), as larvas que foram mais resistentes as
adversidades climaticas, foram justamente as do género Cooperia spp. Na
estacdo seca, 66% das L3 recuperadas dos bolos fecais foram do género
Cooperia, 17,3% de Haemonchus spp e 16,5% identificadas como
Oesophagostomum spp. Ja as larvas de Trichostrongylus spp ocorreram em

numeros inexpressivos.

Reinecke (1960), na Africa do Sul, observou que as larvas de Cooperia spp
eram mais adaptadas aos extremos de temperatura e dessecacéo,
apresentando maior capacidade de sobrevivéncia e migragao.

Os dois estudos supracitados explicam, parcialmente, o porqué de, embora as
cooperias serem produzidas em menor quantidade, estdo em maior proporgao

no intestino dos bovinos.

Ainda, o fato de as Cooperias apresentarem o periodo pré-patente mais curto
que os demais nematédeos em questao, favorece o seu estabelecimento no

hospedeiro mais rapidamente, especialmente no inicio da estagdo chuvosa,
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uma vez que o desenvolvimento das larvas esta intimamente relacionado aos

indices pluviométricos (Catto, 1982).

Larvas dos géneros Cooperia, Haemonchus e Oesophagostomum foram
encontradas nas pastagens até 20 cm e entre 20 e 40 cm de distancia do bolo
fecal. Cooperia (60,97%) foi o género mais prevalente nas pastagens e
Haemonchus (42,65%) foi o género mais prevalente nas coproculturas. (Dias
et. al., 2007).

Outro fator que ndo pode ser ignorado é o fenébmeno tido como especificidade
parasitaria. Favero et al (2016) ao realizar a primo-infecgdo em bezerros com
Haemonchus placei e Haemonchus contortus nao observou diferengas nas
taxas de infeccdo e nem na producdo de ovos pelas fémeas dos diferentes
nematodeos. Ja Santos et al (2014) comprovou que, em cordeiros, quando s&o
sensibilizados com um primeiro in6culo e depois desafiados novamente com as
larvas de H.placei e H.contortus existe uma maior resposta imunologica
(imunoglobulinas e células inflamatorias na mucosa abomasal) dos cordeiros
frente ao H.placei e, além disso, uma baixissima taxa de estabelecimento do
H.placei nestes animais.

6. CONCLUSAO

Conclui-se que o novo ensaio de sequenciamento genético aplicado para
larvas em estadio L3 reflete de maneira bastante préxima as proporgdes L3 em
uma comunidade parasitaria. Além disso, tem grande vantagem sobre a técnica
tradicional de classificagcdo morfologica de larvas em terceiro estadio, por
permitir a identificacdo da espécie e ndo somente do género. Quando o novo
ensaio de sequenciamento genético € comparado com a real propor¢cao da
comunidade parasitaria de nematodeos adultos, O.radiatum e H.placei s&o
superestimados, enquanto C.punctata e T.axei, subestimados. Tal fato explica-
se, justamente, pelas fémeas de O.radiatum e H.placei eliminarem muito mais
ovos diariamente que (genitoras das espécies C.punctata e T.axei.
Indiscutivelmente, a nova técnica de sequenciamento genético apresentada
pela primeira vez no pais, veio para preencher lacunas e trazer respostas na

pesquisa em Parasitologia Veterinaria.
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