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RESUMO

RODRIGUES, V. D. Biomarcadores da nematodiose gastrintestinal em
bovinos de corte criados no brasil central. 2023. MESTRADO — Programa de
Pdés-Graduacdo em Ciéncias Veterinarias. Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS,
2023.

Os biomarcadores sao condigdes especificas durante o processo bioldgico normal
ou patogénico, que podem auxiliar no diagnéstico de enfermidades. Alguns
biomarcadores, como o pepsinogénio, ja foram bem padronizados para bovinos
taurinos infectados por Ostertagia sp. e criados em regides de clima temperado,
porém, ainda nao ha informagdes sobre seu uso em bovinos zebuinos infectados
predominantemente por Cooperia sp. e Haemonchus sp. Diante disso, os
objetivos desse projeto foram avaliar provaveis biomarcadores, que possam
diferenciar animais portadores e nao portadores de nematodioses gastrintestinais
(NGIs) e avaliar correlagdo com indicadores de infecgdo e de saude dos animais.
Na primeira etapa foi definido um biomarcador que diferenciava os grupos, foram
selecionados 36 bovinos da raca Nelore, machos e fémeas com idades entre 10 e
18 meses, mantidos em um mesmo piquete com agua, suplementagdo mineral ad
libitum e naturalmente infectados por NGls. Eles foram distribuidos em um
delineamento em blocos casualizados em dois grupos, com base no exame de
ovos por grama de fezes (OPG), sexo, peso, hemograma e bioquimica sérica no
dia -14, aos quais foram sorteados os seguintes tratamentos: tratado com anti-
helmintico (TRAT A) e n&o tratado com anti-helmintico (CON A). Nos dias 0, 7,
14, 21, 28, 42 e 56 somente no grupo TRAT foi administrado uma dose de
fenbendazole 5mg/kg, via oral. Nessas mesmas datas, foram coletadas fezes e
avaliado o OPG, pela técnica de Mini-FLOTAC, coleta de sangue para avaliar
hemograma, bioquimica sérica e possiveis biomarcadores (fosforo, gastrina e
pepsinogénio). Na segunda etapa avaliou o biomarcador que diferenciou os
grupos TRAT A e CON A, no caso o pepsinogénio. Sendo selecionados 75
bovinos da raca Nelore, com idades entre 12 a 24 meses, machos, separados em
um delineamento em blocos casualizados, com base no OPG, pela técnica de
McMaster e peso no dia 0 e distribuidos em trés grupos: ndo tratado com anti-
helmintico (CON BC), tratado com Moxidectina 0,2 mg/kg P.V. (TRAT B) e tratado
com associagao de lvermectina (0,2 mg/kg P.V.) e Sulféxido de Albendazol (2,5
mg/kg P.V.) (TRAT C). Os niveis de pepsinogénio foram avaliados nos dias 0 e
28. Na primeira etapa, os resultados de peso, albumina, hematdcrito (VG),
eritrocitos e hemoglobina ndo apresentaram diferenga entre os grupos; e houve
correlagao negativa de VG e albumina com pepsinogénio, e albumina apresentou
correlagdo negativa com porcentagem de Haemonchus sp. na coprocultura.
Dentre os biomarcadores, apenas o pepsinogénio diferenciou TRAT A e CON A a
partir do 28° dia do estudo. Isso também se repetiu na segunda etapa, em que os
grupos TRAT B e TRAT C apresentaram diminuigdo dos valores de pepsinogénio
apos o tratamento anti-helmintico. Deste modo, é evidente que o pepsinogénio é
um promissor biomarcador no diagndstico de NGlIs e na avaliagdo de tratamentos
anti-helminticos em bovinos criados a pasto no Brasil central.

Palavras-chave: Bovinocultura, Cooperia sp., Diagndstico, Haemonchus sp.,
Verminose.
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ABSTRACT

RODRIGUES, V. D. Biomarkers of gastrointestinal nematodes in beef cattle
raised in central Brazil. 2023. MASTER'S DEGREE - Graduate Program in
Veterinary Sciences. Faculty of Veterinary Medicine and Animal Science, Federal
University of Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2023.

Biomarkers are specific characteristics during the normal or pathogenic biological
process, which can help in the diagnosis of diseases. Some biomarkers, such as
pepsinogen, have already been well standardized for taurine cattle infected with
Ostertagia sp. and reared in temperate climate regions, however, there is still no
information about its use in zebu cattle infected predominantly by Cooperia sp.
and Haemonchus sp. In view of this, the objectives of this project were to evaluate
candidates for biomarkers that can differentiate between animals carrying and not
carrying gastrointestinal nematodes (NGIs) and to evaluate correlation with
indicators of infection and health of the animals. In the first step to define a
biomarker that differentiated the groups, 36 Nellore cattle, males and females
aged between 10 and 18 months, kept in the same paddock with water, mineral
supplementation ad libitum and naturally infected by NGIs were selected. They
were distributed in a randomized block design into two groups, based on the
examination of eggs per gram of feces (OPG), sex, weight, blood count and serum
biochemistry on day -14, to which the following treatments were randomly
assigned: treated with anthelmintic (TRAT A) and not treated with anthelmintic
(CON A). On days 0, 7, 14, 21, 28, 42 and 56, only the TRAT group received a
dose of fenbendazole 5mg/kg, orally. On these same dates, feces were collected
and EPG was evaluated, using the Mini-FLOTAC technique, blood collection to
assess complete blood count, serum biochemistry and possible biomarkers
(phosphorus, gastrin and pepsinogen). In the second stage, he evaluated under
field conditions the biomarker that differentiated the TRAT A and CON A groups, in
this case pepsinogen. Seventy-five male Nelore cattle, aged between 12 and 24
months, were selected in a randomized block design, based on the OPG, by the
McMaster technique and weight on day 0, and distributed into three groups: not
treated with anti -helmintic (CON BC), treated with Moxidectin 0.2 mg/kg P.V.
(TRAT B) and treated with a combination of Ivermectin (0.2 mg/kg P.V.) and
Albendazole Sulphoxide (2.5 mg/kg P.V.) (TRAT C). Pepsinogen levels were
evaluated on days 0 and 28. In the first stage, the results for weight, albumin,
hematocrit (VG), erythrocytes and hemoglobin did not differ between groups; and
there was a negative correlation of VG and albumin with pepsinogen, and albumin
showed a negative correlation with the percentage of Haemonchus sp. in
coproculture. Among the biomarkers, only pepsinogen differentiated TRAT A and
CON A from the 28th day of the study. This was also repeated in the second
stage, in which TRAT B and TRAT C groups showed a decrease in pepsinogen
values after anthelmintic treatment. Thus, it is evident that pepsinogen is a
promising biomarker in the diagnosis of NGls and in the evaluation of anthelmintic
treatments in cattle raised on pasture in central Brazil.

Keywords: Cattle breeding, Cooperia sp., Diagnosis, Haemonchus sp.,
Verminosis.
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1. INTRODUGAO GERAL

A nematodiose gastrintestinal (NGI) em bovinos normalmente ocorre de
forma assintomatica, com perdas diretas na produtividade e potencializadas pela
resisténcia anti-helmintica (Borges et al., 2013; Heckler et al., 2016; Hdglund et
al., 2018). Excepcionalmente, protocolos sanitarios inapropriados podem resultar
em casos clinicos classicos e até mesmo a morte dos bovinos, como os relatados
recentemente no Brasil (Lima et al.,, 2022). Porém, a baixa percepgao de
produtores sobre os danos causados pela verminose, associada a fatores
operacionais limitantes na realizagdo de exames coproparasitolégicos, reflete na
pouca utilizacdo de diagndstico laboratorial como critério para desverminacao dos
animais ou para monitoramento dos danos causados por nematodas
gastrintestinais (NGls) (Delgado, et al., 2009; Gasbarre et al., 2015).

Segundo dados do servico de Inspecao Sanitaria Animal e Vegetal dos
Estados Unidos até 2007/2008 o diagndstico coproparasitologico era pouco
utilizado nas fazendas, 4,7% realizavam exame, e aquelas que realizavam
tratamentos anti-helminticos, apenas 0,6% utilizavam diagnéstico para definir os
tratamentos, sendo a avaliacido da aparéncia do animal o método mais comum
para determinar o resultado do anti-helmintico (82,3% das propriedades) (USDA,
2010).

Mesmo trabalhos mostrando que animais com OPG baixo tem ganhos de
peso apds o tratamento anti-helmintico (Borges et al.,2013; Heckler et al., 2016;
Zapa et al., 2021), a correlagdo entre ganho de peso e OPG varia conforme a
raga dos animais, categoria animal, suplementagao proteica, presenga de animais
resilientes no rebanho (Zapa et al., 2021), além de quais parasitos mais
encontrados (Coles et al., 2006). Além disso, ha uma interagdo nao esclarecida
entre OPG e carga parasitaria, por apresentar correlagdes positiva (Bryan e Kerr,
1989), nula (Fenerich et al., 1987) ou negativa (Taylor et al., 2002). Portanto,
mesmo sendo uma técnica muito antiga e ja de uso rotineiro a campo, 0 exame
de OPG nao permite identificar precisamente quando os animais deverao ser
tratados.

Esse cenario de pouca utilizacdo de exames laboratoriais, variagdes na
correlacdo OPG com carga parasitaria e ganho de peso, evidencia a dificuldade

de diagnosticar danos causados por NGIs em bovinos. A utilizagcdo de exame
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hematoldgico e bioquimico como diagndsticos da infecgao por H. placei ou H.
contortus € imprecisa, pois mesmo em bezerros apresentando discreto edema
submandibular podem n&do ser observadas alteragcbes hematologicas e
bioquimicas (Favero et al., 2016).

Em condicdbes de campo, diversos fatores afetam a execucgao,
interpretacdo e a aceitagdo do diagndstico de verminose, por isso o estudo de
outros métodos de diagndstico na identificagdo da verminose € importante. E uma
op¢ao sado os candidatos a biomarcadores, que sédo caracteristicas moleculares,
histolégicas ou fisioldgicas especificas durante o processo bioldégico normal,
patogénico ou uma intervengao terapéutica, sendo utilizados para detectar uma
doenga, monitorar uma condigdo médica, identificar a progressao de uma doenga,
diferenciar individuos mais susceptiveis a uma afeccédo (FDA-NIH, 2016). De
forma geral, os biomarcadores servem para auxiliar no diagnéstico e controle de
uma situacao especifica.

Alguns parametros sao promissores como biomarcadores de verminose em
bovinos, como a mensuragao do nivel sérico de fosforo, gastrina e pepsinogénio.
O fosforo (P) em infecgdes por Trichostrongylus colubriformis (Dias-Silva et. al.,
2018; Dias-Silva et. al., 2021) e Cooperia sp., se apresenta como um candidato a
biomarcador, pois durante as infecgdes os animais consomem menos matéria
seca, por consequéncia ingerem menor quantidade de P, com isso afeta o fluxo
desse mineral do sangue para o trato gastrointestinal, diminuindo os valores
plasmaticos (Louvandini et al., 2009). A gastrina € um possivel biomarcador em
infeccbes por nematodeos que afetam o abomaso, a NGI no abomaso causa
danos na mucosa do abomaso reduzindo a secrecdo de HCI, e os parasitos
presentes secretam/excretam substancia que afetam o aumento do pH do
abomaso. A elevagao do pH de 2-3 a aproximadamente 6-7, faz com que células
G presentes no antro piloro estimulem a liberacdo de gastrina para garantir
equilibrio na acidez do abomaso (Simpson 2000).

O nivel sérico de pepsinogénio € um biomarcador ja validado para a
deteccao de infecgdes clinicas ou subclinicas por Ostertagia ostertagi, nematédeo
presente em abomaso (Berghen et al 1993; Dorny e Vercruysse, 1998). Isso
baseado em trabalhos que relacionam os valores de pepsinogénio com carga
parasitaria, contaminagao das pastagens, utilizagdo de anti-helminticos, ganho de

peso (Ploeger et. al., 1990; Ploeger et. al., 1994; Ploeger at. al., 1995; Dorny et.
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al., 1999; Hoglund et. al., 2009; Charlier et al.; 2011). Além de ter recomendacgbes
praticas para seu uso como critério para o tratamento dos animais (Charlier et al.;
2011) e monitoramento de verminose no rebanho (Berghen et. al., 1993; Eysker e
Ploeger, 2000). O aumento de pepsinogénio € resultado de infec¢des parasitarias
que causam danos na mucosa, e devido a isso ha redug¢ao na producao de acido
e menor transformacdo do pepsinogénio em pepsina, fazendo com que o
pepsinogénio acumulado extravase para a corrente sanguinea (Simpson, 2000).
Considerando que Cooperia sp. e Haemonchus sp. sao 0s principais
helmintos no Brasil central, por serem os mais prevalentes e por ocasionarem
perdas subclinicas (Heckler et al.; 2016), torna-se necessario o desenvolvimento
de um diagnostico que contribua para o controle efetivo da verminose, sendo
capaz de identificar os danos que as NGls estdo causando nos animais, e nao
somente a quantidade de vermes presente em cada animal. Por isso o uso de
biomarcadores, pode auxiliar propondo tratamentos mais assertivos e

possibilitando um progndéstico das infecgdes.
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2. OBJETIVOS
2.1. Geral

Esse projeto teve o objetivo de diferenciar bovinos portadores de infecgdes

naturais de helmintos através de biomarcadores.

2.2. Especificos

. Identificar potenciais biomarcadores para diagnosticar verminose
subclinica em bovinos criados em areas tropicais.

. Avaliar correlacao entre biomarcadores com parametros indicadores
de saude e de infecgao helmintica.

. Verificar os indices de biomarcadores antes e apds tratamentos anti-

helminticos.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Nematodioses Gastrintestinais

Bovinos com nematodioses gastrintestinais (NGls) podem manifesta-las de
forma sintomatica, apresentando sinais clinicos, ou assintomatica, sem apresentar
sintomatologia. Na apresentagdo assintomatica o animal ndo expressa o seu
potencial produtivo, com ganho de peso abaixo do esperado (Heckler et al, 2016),
menor ingestao de matéria seca (Forbes et al., 2000) e menor aptidao reprodutiva
(Couto et al., 2021), sinais pouco avaliados na propriedade. A verminose tanto
clinica como subclinica é caracterizada pela presenca de varias espécies de
helmintos, mas em cada regido a prevaléncia altera (Craig, 2018).

O NGI mais importante em bovinos em areas de clima temperado é
Ostertagia ostertagi (Craig, 2018), ja no Brasil Central se destacam Haemonchus
sp. e Cooperia sp., que juntos representam de 80 a 90% da populagdo de
parasitas gastrintestinais presentes nos bovinos (Heckler et al., 2016).
Haemonchus sp. tem como caracteristica patogénica causar anemia e alterar a
distribuicdo intravascular de albumina (Gennari et al., 1991), e Cooperia sp. por
afetar a diminuigdo no consumo de matéria seca pelos animais, com isso altera
consumo, absorgédo e retengdo dos nutrientes, culminado em menor ganho de
peso (Louvandini et al., 2009; Stromberg et al., 2012).

As infecgdes por helmintos em bovinos causam perdas econdmicas devido
aos danos diretos dos NGIs e também aos custos com o controle, e as perdas
sao potencializadas com a dificuldade de identificar a verminose subclinica e a
resisténcia anti-helmintica (Borges et al., 2013; Grisi et al., 2014; Heckler et al.,
2016; Hoglund et al., 2018,). Por isso, tratamentos eficazes podem resultar em
ganhos produtivos, por exemplo, bezerros tratados com avermectinas com
eficacia menor que 50% apresentaram ganho de peso igual aos animais n&o
tratados, e menor que animais tratados com anti-helminticos com eficacia de
84%, isso deixa claro que a ineficacia do tratamento de verminose afeta a
produtividade animal (Borges et al., 2013). A nutricdo € outro item que auxilia o
animal a expressar a sua produtividade, ela pode amenizar danos causados por

NGlIs e melhorar indices produtivos, porém para o animal apresentar 0 maximo
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potencial produtivo deve-se levar em consideragdo os danos da NGls
assintomatica. A compreensao dessa interacao nutricdo e verminose € importante
para evitar que falhas nutricionais sejam responsabilizadas de forma equivocada
pela baixa produtividade causada pela verminose subclinica (Craig, 2018).

A verminose assintomatica € um problema que afeta a produtividade e
possivelmente subdiagnosticada no Brasil, pois no pais com aproximadamente
83% dos animais abatidos sao provenientes de criacdo a pasto, e com
expectativa de aumentar a quantidade de animais por hectare (ABIEC, 2022).
Além disso, ha a resisténcia anti-helmintica que ocasiona tratamentos ineficientes
e é subestimada (Borges, 2012), somado a isso ocorre baixa aderéncia ao
controle estratégico de verminose, devido ao desconhecimento pelos pecuaristas
das possiveis formas de controle da verminose (DELGADO, 2009). Essas
caracteristicas de criagdo a pasto com baixa aderéncia ao controle estratégico e

tratamentos ineficientes expdem os animais as perdas produtivas.

3.2. Diagnéstico de verminose

Existe baixa percepcdo dos produtores sobre os danos causados pela
verminose, em questionario feito com produtores de Minas Gerais, apenas 5,7%
deles indicaram a verminose como o principal problema parasitario na
propriedade, com baixa aderéncia a controle estratégico para verminose (Delgado
et al.,, 2009). Esse posicionamento diverge do real impacto que a verminose
causa no bem-estar e na produtividade animal. Estima-se que a verminose no
Brasil tem um potencial de causar prejuizos por volta de US$7,11 milhdes (Grisi et
al., 2014)

E verificado que na maioria das vezes os animais sdo tratados apds
presenca de sinal clinico, de forma aleatéria ou somente nos meses de entrada e
saida das aguas, coincidindo com as campanhas de vacinag&o obrigatdria contra
a febre aftosa, ou seja, esses critérios ndo auxiliam em ganhos produtivos, e
indicam a falta de parédmetros para controlar a verminose (Delgado et al., 2009;
Heclker et al., 2016).

O diagnostico de contagem de ovos por grama de fezes (OPG), método
gue mensura a quantidade de ovos de helmintos eliminados junto com as fezes, é

utilizado como o método para monitoramento de verminose, auxilia na escolha de
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um anti-helmintico e avalia a contaminagdo ambiental (Sabatini et al., 2023).
Porém, as limitagdbes operacionais sdo uma barreira para utiliza-lo em
propriedades rurais (Gasbarre et al., 2015) e seu uso rotineiro é limitado ao
menos por trés motivos: auséncia de correlagdo com peso, auséncia de
correlacdo com a intensidade parasitaria, e dificuldade na interpretacdo dos
resultados.

A correlagdo do OPG com a produtividade dos animais € incerta, pois ha
variagdo do peso e do OPG conforme a imunidade, raga dos animais, categoria
animal, suplementagao proteica, presenca de animais resilientes (Zapa et al.,
2021), além de quais parasitos mais prevalentes (Coles et al., 2006). O OPG
também tem limitagdo ao se correlacionar com a carga parasitaria, por apresentar
correlagdes positiva (Bryan e Kerr, 1989), nula (Fenerich et al., 1987) ou negativa
(Taylor et al., 2002). Para o aproveitamento correto do valor de OPG deve-se
observar aspectos relacionados a execucao laboratorial, e levar em consideracao
a variabilidade do hospedeiro e do ambiente. Por isso a dificuldade e a
impossibilidade de ter um resultado a partir do OPG que defina um limiar de
infeccdo ou produtividade que possa ser usado em diferentes rebanhos (Forbes,
2017).

Esse cenario de pouca utilizagdo de exames laboratoriais, monitoramento
de verminose por peso e variagbes na correlagdo de carga parasitaria e OPG,
mostra a dificuldade de diagnosticar danos causados por NGls em bovinos.
Quando se utiliza exame hematolégico ou bioquimico também pode n&o observar
associagbes com infeccdo de H. placei ou H. contortus, mesmo 0s animais
apresentando discreto edema submandibular, sendo verificadas alteracdes
somente na histopatologia do abomaso (Favero et al., 2016). Sabe-se que fatores
nutricionais (Gennari et al., 1995) e a idade interferem nos valores de referéncia.

A verminose no Brasil central se apresenta com infecgdes mistas que
causam perdas produtivas, com maior prevaléncia de Cooperia sp. e
Haemonchus sp. (Santos et al., 2010; Heckler et al., 2016). A necessidade de um
controle efetivo da verminose nessa regido converge com a utilizagdo de
biomarcadores para o diagnodstico de doengas, triagem de animais assintomaticos
e capacidade de determinar o progndstico do animal (Myers et al., 2017; FDA-
NIH, 2016). Por exemplo: um biomarcador que identifique os danos causados
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pelos NGls, pode determinar como esta o desenvolvimento da doencga e auxiliar

no controle adequado.

3.3. Biomarcadores
3.3.1. Fosforo

O fosforo € um mineral fundamental na dieta dos bovinos, pois atua em
diferentes fases fisioldgicas, produtivas e reprodutivas. E quando se visa um
sistema de produgdo com a maxima capacidade produtiva deve considerar a
verminose como um fator negativo por afetar a cinética de P em bovinos. As
infecgdes parasitarias causadas por C. punctata e T. colubriformis, ocorre no
principal local de absorg¢ao de P na dieta, o intestino delgado superior (Dias Silva,
2021; Louvadini, 2009).

A reducdo na absorgcdo de nutrientes induzida por T. colubriformis pode
causar deficiéncia mineral devido ao aumento da perda de calcio (Ca) e P
disponiveis na dieta. Em ovinos essa deficiéncia de fosforo pode ocorrer pela
indisponibilidade mineral no organismo, seja por ma absorgdo e/ou fluxos
alterados no TGl (Dias e Silva et al., 2021). E em casos de ovinos expostos a
infecgdes altas de T. colubriformis diariamente durante 2 meses apresentaram
reducao de 30% na absorgédo de P exdgeno e aumento da perda enddgena, além
de redugao no plasma (Wilson & Field, 1983).

A infeccdo por C. punctata em bezerros ocasiona queda no consumo de
ragao, diminui¢do do peso vivo e alteragbes no metabolismo do P (Louvandini et
al., 2009). Alteragdes no consumo de matéria seca comegam com NGIs aderidos
na mucosa do intestino, causando transformagdes morfolégicas e bioquimicas
nas ceélulas epiteliais (Holmes e Coop, 1994; Holmes, 1985), isso afeta a
producdo de hormdnios relacionados com a ingestdo de ragdo, como gastrina e
colecistoquinina (Soulsby, 1982). Dessa forma, primeiro ha diminuigdo no
consumo de matéria seca (MS) e por seguinte alteragdo na demanda de alguns
nutrientes para o organismo, como o fésforo. Embora a agdo dos horménios tenha
influéncia na origem da inapeténcia, outro fator como dor abdominal & importante
na alteragdo de consumo (Holmes, 1985).

O impacto dos NGls no consumo de MS e nas exigéncias nutricionais é de

dificil avaliacdo, dessa forma pesquisas sdo necessarias para avaliar as
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consequéncias da verminose e esclarecer recomendacdes. Dessa maneira a
mensuragao do nivel plasmatico de fosforo em infec¢gdes por Trichostrongylus
colubriformis e Cooperia sp. (Dias e Silva et al, 2018; Dias silva, 2021), é uma
alternativa por existir alteragdo no fluxo de P do sangue para o trato

gastrointestinal, diminuindo os valores plasmaticos (Louvandini et al., 2009).

3.3.2. Gastrina

A gastrina se apresenta como possivel biomarcador para verminose,
devido a hipergastrinemia que ocorre em infecgdes por NGls presentes no
abomaso. Isso ocorre quando os parasitos presentes no abomaso causam
inflamacg&o e excretam/secretam (substancias quimicas, dessa forma interferem
na parede parietal bloqueando bomba de prétons e por seguinte diminuindo a
secrecao acida (Simpson, 2000). Esse ambiente com pH alto e produtos da
excrecao e secrecgao do parasito estimula a liberagdo de gastrina por células G, e
a liberacao de gastrina pode perdurar mesmo o pH abomasal voltando ao normal
(Lawton et al., 1996).

Existem variagbes nos niveis de gastrina conforme o perfil da infecgéo, se
ha mais presenca de parasitos em estagio de larvas infectantes (L3) ou adultos.
Em vacas leiteiras em periodo de lactagcéo e submetidas a infecgado experimental
com larvas infectantes de O. ostertagi, verificou-se que em situagdes de animais
assintomaticas e baixo estabelecimento de vermes adultos os niveis de gastrina
nao se alteraram entre os animais, sugerindo o uso da gastrina como biomarcador
para infecgdes ja estabelecidas com vermes adultos (Pitt et al., 1988), isso devido
a gastrina apresentar uma detecgdo sérica mais tardia em comparagdo ao
pepsinogénio (Fox et al. 1987). Essa diferenga no tempo de resposta tem relagao
com a patofisiologia da infeccdo, apesar de ambos estarem relacionados ao
aumento do pH abomasal. A hipergastrinemia ocorre principalmente devido ao
estimulo na mucosa gastrica para liberagao de gastrina. Esse estimulo pode ser
desde a alteracao do pH e até a presencga do parasito (Fox et al. 1987).

A resposta tardia de gastrina frente a vermes adultos também é observada
em bezerros. Em dois grupos de bezerros submetidos a dois tipos de infec¢des
experimentais com O. ostertagi, constante e unica, se verificou que houve

aumento nos niveis de gastrina apds o estabelecimento de vermes adultos, e o
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pico apos a infecgéo unica foi no 19° dia e no grupo com infecgdo constante foi do
27° a 29° dia apods a infecgao inicial, porém nesse ultimo grupo 10 dias depois a
gastrina voltou aos niveis antes da infeccdo. Em bezerros que receberam L3 de
O. ostertagi por 30 dias consecutivos, divididos em infecgbes baixas (500 L3) e
altas (5000 L3), as infecgbes baixas ndo causaram alteragbes na gastrina e no
pepsinogénio, ja nas infecgdes altas foi verificado que a partir do 23° dia comegou
um aumento de gastrina e com pico no 41° dia (1000pg/ml) (Hilderson et al.,
1991). Isso evidencia que a quantidade de vermes adultos na infecgdo interfere
nos niveis de gastrina (MCKELLAR et al., 1987; PITT et al., 1988).

Por outro lado, a detecgdo de gastrina poucos dias apds a inoculagao
também pode ser observada em alguns casos. Em cabras submetidas a infecgao
experimental com 10500 L3 de Haemonchus contortus, verificou-se oscilagdes
nos indices, com picos nos dias 7, 14 e 28 pods infecgdo (Fox et. al., 1991).
Variagdes entre estudos e/ou entre animais podem ter relagdo com a variagao de
pH em diferentes regides do abomaso, na secrecdo acida das células nao
afetadas por parasitos e na presenga do parasito adulto (Simpson et al., 2000;
Fox et al., 1987).

3.3.3 Pepsinogénio

A utilizagdo do nivel sérico de pepsinogénio estd mais vinculado a
pesquisas, mas ndo ha uso rotineiro em bovinos a campo, devido aos custos,
dificuldade de padronizacgdo entre os laboratérios e o0 método de amostragem ser
mais invasivo (Sabatini et. al., 2023). Mesmo assim, por ser uma técnica que
afere o dano causado pelo parasito no abomaso, é consolidada no diagnéstico e
controle seletivo de infecgdes por Ostertagia ostertagi (Berghen et al 1993; Dorny
e Vercruysse, 1998; Charlier et al., 2011; Eysker e Ploeger, 2000; Vercruysse e
Claerebout, 2001).

O aumento de pepsinogénio esta relacionado com o dano que ocorre
quando larvas aderidas em glandulas gastricas e se desenvolvem até o quarto
estagio e emergem, durante esse periodo ocorre diminuigdo significativa na
acidez do abomaso e aumento da permeabilidade vascular. Essa alteracdo no pH
do abomaso interfere na transformagéo de pepsinogénio (a enzima inativada) em

pepsina (a enzima ativa); e o aumento da permeabilidade vascular, faz com que
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as substancias presentes no abomaso extravasem para corrente sanguinea
(SIMPSON et al., 1997; SIMPSON, 2000). Esses danos estdo ocorrendo de forma
simultdnea na mucosa gastrica do abomaso, assim o excesso de pepsinogénio
extravasa para corrente sanguinea, onde pode ser aferido em diagnostico
laboratorial.

O pepsinogénio sérico pode ser detectado desde 4-5 dias até 27 dias pos-
infeccbes experimentais com L3 de Haemonchus contortus, e as alteragdes na
acidez e aumento na concentragcao de ions de sédio do fluido abomasal dentro de
3 a 5 dias (COOP R. L., 1971). As mudangas no abomaso e a verificagao de
pepsinogénio sérico decorrem do aumento da permeabilidade da mucosa (FOX et
al., 1991).

A identificagdo de pepsinogénio seérico frente a diferentes desafios vem
sendo estudada em diferentes espécies e categorias animais. Em vacas
infectadas com O. ostetagi sem apresentar ostertagiose clinica e sem alteragao
na producéo de leite ou peso vivo, foi possivel identificar niveis de pepsinogénio
alterados entre os dias 3 e 24 apds infecgdo, com pico no dia 14 (1041mU de
tirosina), e queda significativa nos valores apdés tratamento anti-helmintico (PITT
et al.,, 1988). Ja em bezerros submetidos a infec¢des constantes ou Unica,
verificou-se 0 aumento de pepsinogénio 3 a 6 dias pos infeccdo (aprox. 900mU de
tirosina) permanecendo crescente até o pico maximo entre 25 e 35 dias, nos
bezerros submetidos somente a uma infeccdo os picos maximos foram
alcangados mais cedo (HILDERSON, et al., 1991).

Em cabras nativas com infecgbes unicas de Haemonchus contortus
apresentaram um aumento significativo nos niveis de pepsinogénio a partir do 4°
dia pos infecgdo, com valores de pico (média de 741 mU de tirosina) ocorrendo no
dia 14, e constante até o 40° dia, quando foi realizado o tratamento anti-
helmintico, e apds verificado a redugéo nos valores de pepsinogénio (Fox, 1991).

Diante desses estudos pode-se retirar consideragdes praticas, como a
questdo de infeccdo unica, com doses altas e por um curto periodo de tempo
pode causar mais danos do que uma infec¢ao lenta (HILDERSON, et al., 1991).
Ao comparar os indices de gastrina e pepsinogénio, pode-se inferir que o
pepsinogénio indica o grau de dano, enquanto a gastrina pode estar relacionada
com a quantidade de vermes adultos (Pitt et al., 1988).
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Utilizagao de niveis de pepsinogénio para o diagnéstico de ostertagiose ja
€ estabelecida na Europa, e com valores de referéncias baixo, médio e alto
(Berghen et. al., 1993; DORNY e VERCRUYSSE, 1998), e com recomendagdes
praticas para controle e prevencédo (Vercruysse e Claerebout, 2001). Como
apresentado na Figura 1. Porém ainda nao é validado em areas tropicais com
bovinos criados a pasto e expostos as infecgdes naturais, sem a presenca de
Ostertagia spp. e com predominancia de Haemonchus spp. e Cooperia spp.

O teste de pepsinogénio tem baixas variagdes dentro do lote, isso facilita a
utilizagdo da mensuragdo de poucos animais para estimar a média do grupo, por
exemplo em um lote com 40 animais poderia ser coletado 7 amostras para
sabermos a média do lote (Charlier et al., 2011). No caso de bezerros
estabulados em parte do ano utiliza-se informagdes de pepsinogénio antes de
estabulado com informagbes de manejo da propriedade e histérico de tratamento
para propor um protocolo de controle de verminose adequado para cada lote ou

individuo no préximo ano (Figura 1).

Periodo de paste}c curto
Estender periodo de pastejo
sem qulmloproflax\a

Periodo de pas'ejo curto Estender periodo de pastejo ou
Reduzir quimioprofilaxia
qulmlcpmhlaxla
[ ] [ Reduzir quimioprofilaxia ]

Estender periodo de pastejo o
Reduzir quimioprofilaxia

Periodo de pasle;o nao curto

qulmlcproflaxla

Outro

Pepsinogénio médio
<12 Utyr
Pepsinogénio médio Recomendado n&o fazer
1,2 Utyr- 3,5 Utyr alteragdes
Pepsinogénio médio
>3,5 Utyr

Periodo de pasle]u longo
Reduzir periodo de pastejo
qulmloproflaxla

Periodo de pasle]o longo
sem quimi oprorla ia

Reduzir periodo de pastejo ou
Iniciar quimioprofilaxia

[ Iniciar quimioprofilaxia ]

Reduzir periodo de pastejo ou]

Periodo de pastep nao longo

sem qulmloprofllax\a

out
utro Ampliar a quimioprofilaxia

Figura 1 — Adaptado de Charlier et al., 2011 - Fluxograma que foi usado para fornecer
recomendacgdes de controle de verminose em bezerros de primeiro pastejo. Os limites para os
resultados do pepsinogénio foram baseados em Dorny et al. (1999). Periodo de pastejo curto
quando =< 3 meses e longa quando >= 6 meses. "Outros" significa que as informacdes

disponiveis ndo foram claras o suficiente para classifica-los.
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3.4. Indicadores de saude

3.4.1 Exames Hematolégicos

H. placei em bezerros levam a diminuicdo da contagem de globulos
vermelhos, o que pode causar anemia grave. Em relagdo aos gldébulos brancos,
ha um aumento do numero de leucdcitos, iniciando-se apds a primeira semana
apos a infegdo seguido posteriormente de uma veloz diminuigédo, ainda no periodo
pré-patente (FONSECA, 2006). Duas semanas apos a ingestdo de L3 inicia-se a
perda de hemocomponentes e as alteragbes hematoldgicas tornam-se evidentes
(URQUHART et al., 1998), a determinagdo da hemoglobina sanguinea é o melhor
e mais sensivel método para identificar o grau de alteragdo hematoldgica e o
estagio inicial da infecgédo pelo Haemonchus spp. (Shoo & Wiseman, 1986).

As principais células efetoras envolvidas nas infe¢gdes por nematodas séo
os mastécitos e os eosindfilos (BALIC et. al., 2000). Os mastécitos sao
encontrados no tecido conjuntivo, pele e membranas mucosas e, se presentes
nas mucosas, respondem especificamente a invaséo do parasita (TIZARD, 2008).
O numero de eosindfilos, apds infecgdes por nematodas gastrintestinais, pode
aumentar no sangue e nos tecidos, ocasionando a eliminagao do parasita (BALIC
et. al., 2000; TIZARD, 2008).

A hemoncose causa alteragbes na composi¢cao do plasma em particular,
uma diminuicdo na proteina sérica total, isso fica evidente com a hipoalbuminemia
grave, seguido pelo desenvolvimento de edema submandibular e ascite (Holmes,
1985). O teste metabdlico de componentes sanguineos é uma ferramenta para
diagnosticar, predizer ou monitorar doengas laborais e subnutricdo (RADOSTIST
et al., 2002). Consequentemente, é importante mensurar a atividade sérica de
certas enzimas e a concentracdo de metabdlitos que sdo os principais
marcadores da doenca.

Ao avaliar bezerros zebuinos e potenciais patdgenos (protozoarios e
rickettsias transmitidos por carrapatos, tripanossomas e parasitas intestinais), foi
avaliada a relagdo entre patdégenos e os parametros hematolégicos com a
diminuicao significativa de VG em coinfecgdes de tripanossomas e NGls. Ocorreu

diminuigdo significativa na contagem de hemacias em verminoses com OPG
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maior que 1000, e a verminose foi considerada o segundo patégeno que mais
causa anemia em bezerros criados no leste africano (van Wik et al., 2014). Por
isso na identificagdo da verminose considerar outros patégenos é importante em

condigdes a campo.

3.4.2. OPG e Coprocultura

Um pilar importante no controle de verminose é o diagnostico, e a
contagem de ovos por grama de fezes (OPG), baseado principalmente pela
técnica de McMaster (GORDON e WHITLOCK, 1939), devido a sua facilidade de
execugao e pouco investimento para implementacdo € o método mais utilizado
dentre os diagnosticos disponiveis (Vercruysse e Claerebout, 2001). O método de
OPG vem sendo aprimorado nos ultimos anos, através do Mini-FLOTAC e do
FECPAK, com o intuito de minimizar a baixa replicabilidade e variada
sensibilidade, que afetam a sua utilizagdo a campo (Cringoli et. al., 2017).

Outro ponto que afeta a aplicabilidade da técnica de McMaster € a
dificuldade em interpretar os resultados em bovinos. Pois € necessario olhar
fatores ligados aos parasitos, ao hospedeiro e ao ambiente. Aos parasitos se
destaca a patogenicidade parasitaria, pois OPG baixos provenientes de espécies
como Ostertagia spp. e Cooperia spp. podem causar perdas de produtividade; ja
ligado ao hospedeiro destaca caracteristica racial e a categoria animal (bezerros,
vacas, touros). Os animais conforme vao chegando a vida adulta, véao
desenvolvendo imunidade, porém, dependendo do periodo reprodutivo de fémeas
e/ou da estacédo do ano podem ficar mais sensiveis a infecgdes (HOglund et. al.,
2021). Em relagdo ao ambiente é importante conhecer a epidemiologia na regido
e a taxa de lotacao, que tem relagao positiva com a capacidade dos animais de se
infectarem (Thamsborg et. al., 1998), além de verificar as condigdes nutricionais
da dieta, pois animais em condi¢des adequadas sdo mais resilientes as NGls
(Zapa et. al., 2020).

O diagndstico de OPG auxilia a estimar a contaminagao de pastagem com
ovos de NGIs (Vercruysse e Claerebout, 2001), porém deve ter cuidados na
interpretacdo pois é uma técnica executada com uma amostra de fezes que
representa apenas 0,0008% da quantidade total de fezes que um bovino produz

por dia (Sabatini et al., 2023). A associagdo de exames coproparasitoldgicos,
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OPG e coprocultura, identifica a quantidade de ovos de estrongilideos e a
propor¢ao de L3, com isso estima a quantidade de cada género de NGIs
presentes. Mas se o intuito for definir medidas de controle deve-se associar o
OPG, a coprocultura, histérico de tratamentos, manejos, ganho de peso e
condicdes climaticas, pois se utilizar o OPG sozinho existe o risco de definir agdes
inapropriadas (Sabatini et al., 2023).

As medidas de controle a partir de diagnosticos coproparasitologicos sao
um desafio devido a falta de limiares nesses diagnosticos para orientar sobre um
momento adequado de tratamento, e aliado a isso a interacdo parasita x
hospedeiro se tornou mais dindmica diante de propriedades rurais com diferentes
caracteristicas. Um exemplo dessa dinamica € quando se compara ragas taurinas
(Bos taurus) com zebuinas (Bos taurus indicus) diante os desafios por NGls, e
verifica que os zebuinos sdo geneticamente mais resistentes as NGlIs (O'Kelly,
1980), porém em situagdes que o OPG foi igual a zero e os animais nao foram
suplementados, os animais com sangue taurino exibiram maior ganho de peso
(Zapa et. al., 2020).

Produtores e técnicos devem ter cautela ao utilizar o OPG com o intuito de
relacionar com a produtividade, como o ganho de peso, pois ha variagées nos
resultados de OPG entre ragas, entre categorias (amamentando, desmamados e
sobreano), e animais suplementados e ndo suplementados (Zapa et. al.; 2020).
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ARTIGO |
BIOMARCADORES DA NEMATODIOSE

GASTRINTESTINAL EM BOVINOS DE CORTE CRIADOS
NO BRASIL CENTRAL

Resumo

Os biomarcadores s&o caracteristicas moleculares, histologicas ou fisioldgicas
especificas durante o processo biolégico normal ou patogénico, que podem
auxiliar no diagnoéstico de enfermidades, sendo promissores no diagndstico de
nematodioses gastrintestinais (NGIs) em bovinos, que normalmente se
apresentam de forma subclinica, com perdas produtivas. Diante disso, o objetivo
desse projeto foi de verificar quais biomarcadores podem diferenciar animais
portadores e ndo portadores de NGls e avaliar antes e depois de tratamentos anti-
helminticos. Foram realizadas duas etapas, na primeira foram selecionados 36
bovinos da raga Nelore, machos e fémeas com idades entre 10 e 18 meses,
mantidos em um mesmo piquete com agua, suplementagcdo mineral ad libitum e
naturalmente infectados por NGls. Eles foram distribuidos em um delineamento
em blocos casualizados, e divididos em dois grupos, tratado com anti-helmintico
(TRAT A) e néo tratado com anti-helmintico (CON A), com base no exame de
ovos por grama de fezes (OPG), sexo, peso, hemograma e bioquimica sérica no
dia -14. Nos dias 0, 7, 14, 21, 28, 42 e 56 somente no grupo TRAT foi
administrado uma dose de fenbendazole 5mg/kg, via oral. Todos os dias do
experimento foram coletadas fezes e avaliado o OPG, pela técnica de Mini-
FLOTAC, coleta de sangue para avaliar hemograma, bioquimica sérica e
possiveis biomarcadores (fosforo, gastrina e pepsinogénio). Na segunda etapa,
foram selecionados 75 bovinos da raca Nelore, com idades entre 12 a 24 meses,
machos, separados em um delineamento em blocos casualizados, com base no
OPG, pela técnica de McMaster e peso no dia 0 e distribuidos em trés grupos:
ndo tratado com anti-helmintico (CON BC), tratado com Moxidectina 0,2 mg/kg
P.V. (TRAT B) e tratado com associagdao de Ivermectina (0,2 mg/kg P.V.) e
Sulféxido de Albendazol (2,5 mg/kg P.V.) (TRAT C). Na primeira parte os
resultados de peso, albumina, hematdcrito (VG), eritrcitos e hemoglobina nao
apresentaram diferenga entre os grupos; e houve correlagdo negativa de VG e
albumina com pepsinogénio, e albumina apresentou correlagcdo negativa com
porcentagem de Haemonchus sp. na coprocultura. Dentre os biomarcadores,
apenas o pepsinogénio diferenciou TRAT e CON a partir do 28° dia do estudo, os
grupos TRAT A, TRAT B e TRAT C apresentaram diminuigdo dos valores de
pepsinogénio apods o tratamento anti-helmintico. Deste modo, os resultados
evidenciam que o pepsinogénio € um promissor biomarcador para verminose,
com capacidade de identificar e diferenciar as infeccbées por NGl's e avaliar
tratamentos anti-helminticos em bovinos criados a pasto no Brasil central.

Palavras-chave: Pepsinogénio, Cooperia sp., Diagnostico, Haemonchus sp.,
Verminose.
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Introducgao

A nematodiose gastrintestinal (NGI) em bovinos normalmente ocorre de
forma assintomatica, com perdas diretas na produtividade e potencializadas pela
resisténcia anti-helmintica (Borges et al., 2013; Heckler et al., 2016; Hoglund et
al., 2018). Excepcionalmente aparece de forma clinica, associada a protocolos
sanitarios inapropriados que podem resultar em casos clinicos classicos e até
mesmo a morte dos bovinos, como os relatados recentemente no Brasil (Lima et
al., 2022). Essas caracteristicas da verminose refletem a baixa percepgédo de
produtores sobre os danos causados pela verminose (Delgado, et al., 2009).

Hoje o diagndstico da verminose € baseado na contagem de ovos por
grama de fezes (OPG), método que mensura a quantidade de ovos de helmintos
eliminados junto com as fezes, € utilizado como o método para monitoramento de
verminose, auxilia na escolha de um anti-helmintico e avalia a contaminagao
ambiental causada por NGI (Sabatini et al., 2023). Mas se o intuito for definir
medidas de controle, deve-se associar o OPG, a coprocultura, categoria animal,
histérico de tratamentos, manejos, ganho de peso e condigdes climaticas, pois
com a utilizacdo do OPG sozinho existe o risco de definir agcdes inapropriadas
(Sabatini et al., 2023). Evidenciando a dificuldade e a impossibilidade de ter um
resultado a partir do OPG que defina um limiar de infec¢do ou produtividade para
ser usado a campo (Forbes, 2017). Outro ponto a considerar sdo as limitagcoes
operacionais na realizagao de exames coproparasitolégicos, que reflete na pouca
utilizacdo em propriedades rurais como critério para desverminagao dos animais
ou para monitoramento dos danos causados pela NGI (Gasbarre et al., 2015).

A necessidade de um controle efetivo da verminose converge com a
utilizacdo de biomarcadores, que sao caracteristicas moleculares, histologicas ou
fisiolégicas especificas, sendo utilizados para detectar uma doenga, monitorar
uma condicdo médica, identificar a progressdo de uma doenga, diferenciar
individuos mais susceptiveis a uma afeccao (Myers et al., 2017; FDA-NIH, 2016).
De forma geral, os biomarcadores servem para auxiliar no diagnodstico e controle
de uma situagao especifica (FDA-NIH, 2016).

Alguns parametros que podem ser biomarcadores de verminose em areas

tropicais sdo promissores, como o0s niveis de fésforo apods infecgcdes por
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Trichostrongylus colubriformis e Cooperia sp., que ocasionam queda no consumo
de racao, diminui¢cao do peso vivo e por consequéncia alteragdes no metabolismo
de alguns nutrientes (Louvandini et al., 2009; Dias-Silva et. al., 2021). A gastrina é
um possivel biomarcador devido a hipergastrinemia que ocorre em infec¢des por
NGls presentes no abomaso (Simpson 2000). A utilizacdo de niveis de
pepsinogénio para o diagnostico de ostertagiose ja € estabelecida na Europa, e
com valores de referéncias baixo, médio e alto (Berghen et. al., 1993; DORNY e
VERCRUYSSE, 1998), e com recomendagdes praticas para o controle e a
prevencao de verminose (Vercruysse e Claerebout, 2001). Porém ainda nao é
validado em areas tropicais com bovinos zebuinos criados a pasto e expostos as
infecgdes naturais, sem a presenca de Ostertagia spp. € com predominancia de
Haemonchus spp. e Cooperia spp.

Diante das dificuldades e problemas apontados anteriormente, o presente
estudo teve como objetivo de identificar potenciais biomarcadores para
diagnosticar verminose subclinica e correlaciona-los com tratamentos anti-
helminticos e indicadores de saude em bovinos zebuinos criados em areas

tropicais e naturalmente infectados por Haemonchus sp. e Cooperia sp.

Material e Métodos
Etapas
Etapa |

Na etapa | da pesquisa foram avaliados possiveis danos fisiolégicos (Peso,
Albumina, VG, Eritrocitos e Hemoglobina); indicadores de infecgdo (OPG e
coprocultura); e candidatos a biomarcadores (Fosforo, Gastrina e Pepsinogénio)
com o objetivo de correlaciona-los entre si e definir um biomarcador adequado

para regiao tropical.

Etapa Il

Na etapa Il foi reavaliado o dano fisiologico através do Peso; reavaliado o
OPG, como indicador de infecgao e a validacdo a campo do melhor biomarcador
(pepsinogénio). Isso com o objetivo de validar o Pepsinogénio como candidato e o

periodo de amostragem apresentado na primeira etapa.
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Etapa |

Local do experimento

O experimento a campo foi realizado em duas etapas, a primeira na
Fazenda Escola da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(FAMEZ/UFMS), localizada em Terenos, Mato Grosso do Sul, Brasil.

Coleta de amostras

As coletas de sangue foram realizadas por pung¢do da veia jugular, e
armazenadas em tubos com EDTA para analise hematoldgica, bioquimica e
plasma para gastrina, e em tubo sem anticoagulante, para obter soro para analise
de pepsinogénio e fosforo. As fezes coletadas diretamente da ampola retal e foi
realizada a pesagem dos animais. Na primeira etapa do estudo foram realizadas
nos dias -14, zero, +7, +14, +21, +28, +42 e +56.

Animais e grupos experimentais

Na primeira etapa do estudo foram selecionados 36 bovinos da raga
Nelore, com idades entre 10 e 18 meses, 18 machos e 18 fémeas, com OPG
acima de 50 e sem histérico prévio de tratamento com anti-helmintico nos ultimos
quatro meses.

Os animais foram distribuidos em um delineamento em blocos
casualizados, com base no OPG, sexo, peso, hemograma e bioquimica sérica no
dia -14. Os animais foram distribuidos em dois grupos: naturalmente infectado por
NGls e tratado (TRAT A) e o outro naturalmente infectado por NGls e nao tratado
(CON A).

O grupo TRAT A recebeu uma dose de fenbendazole 5mg/kg P.V.
(Panacur® Suspensdo 10% - MSD Saude Animal), por via oral em todos dias de
coleta, com intuito mitigar efeitos deletérios causados por NGI. No dia -14, todos
os animais foram tratados contra Rhipicephalus microplus com uma formulagao

carrapaticida contendo Fluazuron 2,5mg/kg (Tackzuron® - Zoetis).

Avaliacéo da condicéo fisiologica dos animais
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Na primeira etapa, peso (kg), hematocrito (%VG), hemograma de séries
vermelha e a albumina foram realizados para a avaliagdo da condig¢ao fisiologica

dos animais nos dias -14, 0, 14, 28 e 56.

Biomarcadores

O Fosforo sérico (mg/dL) foi analisado com kit comercial Cobas 111® com
base em espectrofotometria. As dosagens de gastrina foram realizadas por meio
de kits de diagnédstico imunoenzimaticos especificos (Bovine Gastrin (astrin-34)
ELISA Kit®). Os valores de pepsinogénio foram obtidos conforme o protocolo de
Dorny e Vercruisse (1998) com as seguintes modificagdes: utilizagdo de tampao
Glicina-HCI (0,1M) em vez de Glicina-NaCl-HCI (0,1M); adigdo de duas solugdes
padroes de Tirosina, com diluicbes de 0,1 a 0,5 umol/ml. Essas avaliacbes foram
realizadas na primeira parte do estudo nos dias zero, +7, +14, +21, +28, +42 e
+56; e na segunda parte realizado diagndstico de pepsinogénio.

Determinacao da carga parasitaria

A quantificacdo de ovos por grama de fezes (OPG) foi avaliado em cada
data do estudo, sendo colhidas amostras de fezes individuais diretamente da
ampola retal, transportadas sob refrigeragdo até o Laboratério de Doengas
ParasitariasslFAMEZ/UFMS (LADPAR) e submetidas ao exame parasitoldgico, na
primeira parte do estudo pela técnica de Mini-FLOTAC (Cringoli et al., 2013) de
acordo com Noel et al., (2017) com as seguintes modificagbes: utilizacdo de
solucéo de flutuagdo de sulfato de magnésio (1.2 g/ml), ndo utilizacdo de Fill-
FLOTAC, tempo para flutuagdo dos ovos de cinco minutos.

Destas mesmas amostras, foram realizadas coproculturas em pool para
cada grupo para a determinagdo dos géneros de nematdédeos presentes
(ROBERTS & O'SULLIVAN, 1950).

Etapa ll

Local do experimento
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Por seguinte na segunda etapa realizada em propriedade rural localizada
em Nioaque, Mato Grosso do Sul, Brasil. Houve a validacdo a campo do melhor
biomarcador e mais adequado periodo de amostragem apresentados na primeira
etapa.

Em ambas etapas os animais dos grupos, controle e tratamento, foram
mantidos no mesmo piquete com pastagem de Brachiaria spp., com

disponibilidade de agua e suplementagao mineral ad libitum.

Coleta de amostras

As coletas de sangue, de fezes e a pesagem dos animais seguiram o
padrao da primeira etapa. coletadas diretamente da ampola retal e foi realizada a
pesagem dos animais. Na segunda etapa foram realizadas nos dias zero, junto
com o tratamento, e dia 28 pds tratamento.

Animais e grupos experimentais

Na segunda etapa foram selecionados 75 bovinos da raga Nelore, com
idades entre 12 a 24 meses, machos, sem historico recente de tratamento anti-
helmintico. Na fazenda havia histérico de problemas com verminose sintomatica
em lotes contemporaneos. No dia 0 os animais foram separados de forma
aleatoria em trés grupos, conforme os tratamentos pré-estabelecidos: tratado via
subcutdnea com associagao de ivermectina (0,2 mg/kg P.V.) + sulféxido de
albendazol (2,5 mg/kg P.V.; Evol® - Ourofino Saude Animal) (TRAT B); e outro
grupo tratado via subcutdnea com moxidectina 0,2 mg/kg P.V. (Cydectin® 1% —
Zoetis) (TRAT C). sem tratamento anti-helmintico (CON BC); Esses tratamentos
anti-helminticos foram escolhidos por serem de classes diferentes, Lactonas
macrociclicas e Benzimidazois, e pela criacdo de bovinos no Brasil essas

moléculas terem boa eficacia (Gomes et al., 2022; Teixeira et al., 2021).

Avaliagao da condigao fisioldgica dos animais

Na segunda etapa, o peso (kg) avaliado para definir a condi¢ao fisiologica

dos animais nos dias zero e 28.

Biomarcadores
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Os valores de pepsinogénio foram obtidos conforme o protocolo realizado

na etapa |. Com avaliacdes realizadas nos dias zero e 28.

Determinacao da carga parasitaria
Desde a coleta de amostras até a refrigeracdo no LADPAR foi padr&o igual

na etapa I. O OPG na segunda parte do estudo foi determinado pela técnica de
McMaster (GORDON, e WHITLOCK, 1939) nos dias zero e 28.

Analise estatistica

Os dados de fosforo, gastrina, pepsinogénio, peso, OPG, albumina, VG,
eritrécitos e hemoglobina foram submetidos ao teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov. Eritrocitos, fosforo e pepsinogénio, OPG, VG e
hemoglobina apresentaram distribuicdo normal, enquanto gastrina, peso e
albumina, nao apresentaram normalidade, portanto, os dados foram
transformados em Log (x+1). Os dados foram submetidos a analise de variancia
de dois fatores (tratamento e tempo) com medidas repetidas e, posteriormente, o
teste de comparagdes multiplas de Sidak intra e intergrupos. Na avaliagdo de
correlacao foi utilizado teste de correlagdo de Spearman As analises foram
realizadas ao nivel de significancia de 5%, utilizando o programa GraphPad Prism
version 6.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego, California, E.U.A.,

www.graphpad.com).

Resultados
Indicadores de danos fisiolégicos

Peso

Em ambas etapas do estudo ndo houve diferengca entre os grupos. Na
primeira etapa do estudo os dois grupos apresentaram pesos semelhantes
durante todo o experimento. E na segunda etapa todos os grupos perderam peso,

em média 6,7kg.
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Tabela 1 - Tabela com média do peso (kg) de bovinos em cada etapa,
pertencentes aos grupos controle e tratamento durante o estudo.

ETAPA 1 ETAPA 2

DIA CONA TRATA CONBC TRATB TRATC
-14 200.2 205.00 - - -

0 209.6 214.4 325.6 320.6 316.4
7 211.3 213.4 - - -
14 216.8 219.9 - - -
21 208.1 207.1 - - -
28 210.6 213.3 322.4 314.0 306.3
42 212.1 217.9 - - -
56 215.2 222.0 - - -

Albumina e VG

Nao houve diferenga nos niveis de albumina entre os grupos (p>0,05),

porém houve variagao intragrupo significativa do dia -14 com o restante dos dias

(Figura 1). Nos valores de VG é possivel verificar que o grupo tratado apresentou

diferencga intragrupo (p<0,05) do dia 56 com os dias 0, 7, 14 e 28 (Figura 2) e foi

possivel verificar que alguns animais de ambos grupos apresentaram indices

maiores que os de referéncia (24 a 46 %).
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Figura 1 - Boxplot, com quartil (1°, 2°, 3° e 4°) e mediana de valores de Albumina (mg/L) em

bovinos pertencentes aos grupos controle e tratado
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Figura 2 — Boxplot, com quartil (1°, 2°, 3° e 4°) e mediana de valores de Volume Globular (%) em

bovinos pertencentes aos grupos controle e tratado

Eritrocitos e Hemoglobina

Em relagdo aos valores de eritrocitos e hemoglobina ndo houve diferenga
entre os grupos. Ao observar valores dos eritrocitos e hemoglobina do grupo
TRAT A observou aumento (p<0,05) dos valores no ultimo dia do experimento
(D56) em relagao as médias pré-tratamento, porém todos os dias com valores
médios dentro do valor de referéncia (hemoglobina: 8 a 15 g/dL; numero de
eritrécitos (5 a 10 x10”6/uL)).

Indicador de infecgao - OPG

As médias de OPG nos animais do grupo CON A permaneceram estaveis e
préoximas a média de 389, sem variagao significativa entre as datas experimentais.
Os tratamentos realizados no grupo TRAT A resultaram em redugao (p<0,05) nas
médias de OPG do 7° ao 56° DPT, com valores médios entre 1,7 e 21,2,
respectivamente. Com isso houve diferenga significativa (p<0,05) entre os grupos
a partir do 7° dia.

Na segunda etapa os animais apresentavam OPG médio de 220 no inicio
do estudo. O grupo controle (CON BC) apresentou OPG médio de 230
considerando as duas datas do estudo, e nos grupos tratamento 1 (TRAT B) e
tratamento 2 (TRAT C) tiveram redugcdo no OPG apds tratamentos anti-

helminticos com eficacia de 95,75% e 96,02%, respectivamente.
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Tabela 2 - Tabela com média da coprocultura de bovinos em cada etapa, pertencentes ao grupo
controle durante o estudo.

ETAPA 1
DIA Haemonchus Cooperia Oesophagostomum Trichostrongylus
sp. sp. sp. sp.
-14 59 37 4 0
0 72 25 2 1
7 62 34 3 0
14 54 42 4 0
21 45 49 6 0
28 54 40 6 0
42 24 74 2 0
56 42 49 8 0

56; ja no hormédnio da gastrina n&o foi observado variagéo intragrupo (Figura 3).

Biomarcadores

Fosforo e Gastrina

Nao foi possivel diferenciar (p>0,05) através de fosforo e gastrina animais
dos TRAT A e CON A. A variagdo durante os dias de fésforo foi verificada
semelhante nos dois grupos, com diminui¢ao (p<0,05) dos valores nos dias 42 e
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Figura 3 — Grafico de linhas, com médias de fésforo sérico e gastrina de bovinos

pertencentes aos grupos controle e tratado

Pepsinogénio
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Os niveis séricos de pepsinogénio diferiram entre os grupos TRAT A e
CON A a partir do 28° dia p6s tratamento (DPT) (Figura 4). Durante o estudo,

comparando entre os dias de coleta, ndo houve diferenca (p>0,05) nos valores

meédios de pepsinogénio no grupo CON A, enquanto no grupo TRAT A houve

reducao nos dias 21, 42 e 56, quando comparados ao dia 0 (p<0,05).

Pepsinogénio (Utyr/ml)

3_
J CONA
8 TRATA
2- *
* *
0 | | | | | | 1

Dias

Figura 4 - Boxplot, com quartil (1°, 2°, 3° e 4°) e mediana de valores de pepsinogénio sérico

(Unidade de Tirosina/ml de sangue) em bovinos pertencentes aos grupos controle e tratado

*diferencga significativa (p<0,05) entre os grupos pelo teste de comparagdes multiplas e Sidak

Tabela 2 - Tabela com média do pepsinogénio (Utyr/ml) de bovinos em cada
etapa, pertencentes aos grupos controle e tratamento durante o estudo.

ETAPA 1 ETAPA 2

DIA CONA TRATA CONBC TRATB TRATC
0 1.34 1.43 2.26 2.20 212
7 1.22 1.25 - - -

14 1.17 1.27 - - -

21 1.10 1.11 - - -

28 1.36 1.18 2.30 1.92 1.92
42 1.39 1.16 - - -

56 1.37 1.20 - - -

Na segunda etapa do experimento, no dia 0 (D0O) ndo houve diferenga entre

os grupos (p>0,05), ja no dia 28 (D28) houve diferenga estatistica entre os grupos

(P<0.0001), com o grupo CON BC apresentando os maiores valores, 2,30 Utyr/ml,
do que os tratados TRAT B (1,92 Utyr/ml) e TRAT C (1,92 Utyr/ml) (Figura 5). Em

relacdo aos valores individuais observa variagdes de 1,35 a 3,03 UTyr/ml.
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Além disso nos grupos tratamentos houve redugao significativa do nos
valores de pepsinogénio comparando o DO com D28, e no grupo controle os

valores permaneceram estaveis ao longo do tempo (Figura 5).

44 p=0.0004 p=0.0083
e — *
g 3 DOTRATB
237 3 D28 TRAT B
o , B3 DOTRATC
c 24
< O3 D28 TRATC
o
£, 3 DO CONBC
o = D28 CONBC
o

o

T T T T T T
ID0 D28||D0 D28I D0 D28,

TRATB TRATC CONBC

Figura 5 - Boxplot, com quartil (1°, 2°, 3° e 4°) e mediana de valores de pepsinogénio sérico
(Unidade de Tirosina/ml de sangue) em bovinos pertencentes aos grupos tratamentos e controle
*diferenga significativa (p<0,05) entre grupo controle e os grupos tratados no D28 pelo teste de
comparagdes multiplas e Sidak

Correlagoes

No teste de correlagdo de Spearman nao houve correlagao (p>0,05) entre
os biomarcadores (gastrina, fésforo e pepsinogénio), assim como entre OPG e os
biomarcadores. Porém houve correlacdo fraca e negativa de albumina com
pepsinogénio (p-valor=0,0378; rho= -0,1591), e VG com pepsinogénio (p-valor
=0,0203; rho=-0,1464).

No grupo TRAT A, houve correlagdo negativa entre os valores de albumina
(p<0,05) com a porcentagem de larvas infectantes (L3) de Haemonchus sp.
recuperadas na coprocultura (Figura 6).
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Figura 6 - Correlagdo de albumina e quantidade proporgéo de larvas infectantes de Haemonchus

sp. recuperada de coprocultura.

Discussao

No presente trabalho foi possivel avaliar diferentes candidatos a
biomarcadores da verminose subclinica em zebuinos infectados naturalmente
pelos géneros Haemonchus e Cooperia, e sua correlagdo com OPG e parametros
fisiologicos. O pepsinogéncio apresentou melhores resultados na primeira etapa,
por isso, foi escolhido para a segunda etapa, de validagado a campo.

A utilizagdo de parametros fisioldgicos, hematoldgicos e bioquimicos, como
diagndstico de verminose foi impreciso no presente trabalho, os valores de
eritrécitos e hemoglobina se mantiveram dentro dos limites de referéncia, e pelos
valores de VG e Albumina, n&o foi possivel diferenciar os grupos, mesmo alguns
animais de forma esporadica apresentando valores a cima do valor de referéncia,
isso deve ser devido a fatores individuais que interferem nesses indices, como os
fatores nutricionais (Gennari et al., 1995) e a idade (Borges, 2008). Esses
resultados sdo semelhantes aos dados de infecgbes experimentais de H. placei
ou H. contortus em bezerros apresentando discreto edema submandibular, porém
sem alteragdes nos parametros hematologico e bioquimico, sendo identificado
alteragdes somente na histologia do abomaso (Favero et al., 2016). Dessa forma,

no presente estudo, os animais apresentavam verminose subclinica, pois mesmo
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apos o tratamento supressivo de anti-helmintico os parametros sanitario (peso) e
fisioloégicos nao apresentaram alteragdes suficientes para diferenciar os grupos.

Também nao foi possivel diferenciar animais dos grupos tratado e controle
com os resultados de P, o que limita seu uso a campo como biomarcador para
verminose, mesmo sabendo que € viavel a mensuragao do nivel plasmatico de P
em infecgbes por Trichostrongylus colubriformis e Cooperia sp. (Dias e Silva et al,
2018; Dias Silva, 2021), e existe alteragao no fluxo de P do sangue para o trato
gastrointestinal, diminuindo os valores plasmaticos (Louvandini et al., 2009).
Porém, a dificuldade no diagndstico acontece por diversos fatores que interferem
no metabolismo, como quantidade de parasitos, ingestao de fésforo e o tipo do
diagnostico, o mais indicado para diagnosticar a cinética de fésforo € seguir
metodologia com identificagdo radioativa (Lovadini et al.; 2009), porém ainda nao
€ possivel aferir os danos causados por verminose subclinica de forma pratica a
partir do fosforo.

A gastrina, outro possivel biomarcador, também n&o diferenciou os grupos
CON A e TRAT A, isso pode ter ocorido devido ao perfil de infeccdo no presente
cenario, com animais que apresentavam predominancia de Haemonchus sp. e
Cooperia sp. com OPG baixo, e para ser diagnosticada é necessario que os
parasitos presentes no abomaso causem lesdo suficiente para estimular a
liberagdo de gastrina por células G (Lawton et al., 1996), por isso ela se apresenta
como um biomarcador que identifica infecgdo alta ou baixa em animais adultos
com maior quantidade de vermes maduros (MCKELLAR et al., 1987; PITT et al.,
1988), o que pode nao ter ocorrido no presente estudo. Logo, que o pico maximo
de 92,5pg/ml encontrado no grupo CON A equivale a resultados de animais sem
contato com parasito em estudos de inoculagcéo de O. ostertagi, com valores de
93pg/ml a 100pg/ml (Entrocasso et al., 1989; Berghen,1993). E nos animais com
ostertagiose os valores podem ser de 184 a 1000 pg/ml (Entrocasso et al., 1989;
Berghen,1993; Forbes, 2009). Ao comparar a gastrina, com os indices de
pepsinogénio, pode-se inferir que o pepsinogénio indica o grau de dano, enquanto
a gastrina pode estar relacionada com a quantidade de vermes adultos (Pitt et al.,
1988).

No presente estudo foi verificada a diminuigdo do pepsinogénio a partir do
21° dia apos o tratamento anti-helmintico na primeira etapa do estudo e também

possibilitou diferenciar os grupos tratados dos controles no 28° dia em ambas
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etapas. Em trabalhos com inoculagédo experimental com O. ostertagi (COOP R. L.,
1971; PITT et al., 1988; HILDERSON, et al., 1991) em que avaliaram o aumento
de pepsinogénio apods infec¢ao, foram identificadas variagdes por volta de 24 a 35
dias apos a inoculagdo. A verificagdo de pepsinogénio sérico/plasmatico e as
mudancas no abomaso decorrem do aumento da permeabilidade da mucosa
(FOX et al., 1991). Por isso, ainda ha necessidade de determinar qual seria o
intervalo pos-tratamento para avaliar se os niveis de pepsinogénio retornariam
aos aceitaveis em animais infectados experimentalmente com Haemonchus sp. e
Cooperia sp.

O pepsinogénio se apresentou como possivel biomarcador para zebuinos
criados em condigbes semelhantes a deste estudo (tropical), com a confirmagéo
dos resultados de pepsinogénio obtidos nas etapas 1 e 2, com a continuagao do
estudo em uma propriedade com historico de verminose clinica e em uma
situagdo dos animais apresentando emagrecimento, foi possivel confirmar os
resultados da etapa 1. Os valores de referéncia baixo (0,9 Utyr/ml), médio (2,1
Utyr/ml) e alto (5,1 Utyr/ml) ja estabelecidos (DORNY e VERCRUYSSE, 1998)
para bovinos infectados por Ostertagia sp., quando comparados aos resultados
obtidos no presente estudo, verifica-se que na primeira etapa os valores do TRAT
A e CON A ficaram baixos; e na segunda etapa do estudo todos os grupos no DO
tinham valores de referéncia médios e apds os tratamentos, TRAT B e TRAT C,
diminuiram para valores de referéncia baixos, somente o CON BC continuou com
os valores médios. Considerando que os animais na etapa 2 apresentavam sinais
clinicos de verminose, mas ainda assim n&o foram classificados no estrato alto de
pepsinogénio, talvez seja necessario reavaliar os valores limites para a
estratificacdo em baixo, médio e alto para as condi¢gdes do presente estudo, que
sdo representativas de grande parte da pecuaria em regides tropicais, com
animais zebuinos expostos permanentemente a infeccbes mistas,
predominantemente pelos géneros Haemonchus e Cooperia.

Outros valores que podem ser considerados no monitoramento do rebanho,
€ 0 VG e a albumina, que apresentaram correlagédo negativa com pepsinogénio.
Isso é coerente com o parasitismo, pois a hemoncose causa alteracbes na
composicao do plasma, em particular uma diminuicdo na proteina sérica total,
ficando evidente a hipoalbuminemia, e em casos graves desenvolvendo edema

submandibular e ascite (Holmes, 1985).
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Portanto, no presente estudo, VG e a albumina podem auxiliar de forma
pontual no monitoramento de NGIs em bovinos criados em regides tropicais,
enquanto fosforo e gastrina n&o se apresentaram como bons biomarcadores. O
pepsinogénio foi capaz de identificar animais com verminose clinica e subclinica e
também pode ser utilizado como um parametro para avaliacdo de tratamentos
anti-helminticos.

Diante desses resultados importantes para o monitoramento de NG|l em
bovinos criados em regides tropicais, aparece novas oportunidades de estudo,
como no presente trabalho nao foi utilizado infeccdo experimental, futuros
trabalhos devem validar liminares “baixo, médio e alto” de pepsinogénio para
situacdes semelhantes a essa, e compreender de forma precisa a correlagéo de

pepsinogénio com VG e albumina.
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5. CONSIDERAGOES GERAL

A utilizagdo de biomarcadores €& promissora e efetiva no controle de
enfermidades. Por isso existe a necessidade de um biomarcador que possa
contribuir no controle efetivo da verminose, principalmente em animais
assintomaticos. No presente estudo fésforo e gastrina ndo apresentaram
capacidade de ser um biomarcador para verminose, ja o pepsinogénio mostrou
capacidade de identificar e diferenciar infec¢des e o tratamento anti-helmintico em
bovinos criados a pasto no Brasil central. Assim sendo, deve-se estimular novas
pesquisas para compreender valores de referéncia e como usa-lo em protocolos

de controle de verminose.

6. IMPACTO ECONOMICO, SOCIAL, TECNOLOGICO E/OU
INOVAQAO

O presente trabalho tem como impacto econdémico auxiliar no controle
efetivo da verminose em bovinos, buscando um diagnéstico mais preciso sobre os
danos causados pela NGI, infecgdes que afetam a produtividade na pecuaria,
principalmente em animais assintomaticos.

Essa pesquisa apresenta um impacto tecnolégico e inovador por ser o

primeiro estudo que utiliza os indices de pepsinogénio para diagnosticar infecgbes
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1637 naturais com predominancia de Haemonchus spp. € Cooperia spp. em areas

1638 tropicais com bovinos criados a pasto.
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