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CARACTERIZACAO FENOTIPICA E RESPOSTA IMUNE DE CAPRINOS
MESTICOS NATURALMENTE INFECTADOS POR NEMATOIDES
GASTRINTESTINAIS

RESUMO GERAL - O objetivo deste estudo foi avaliar ferramentas fenotipicas,
histoldgicas, imunoldgicas e moleculares para caracterizar caprinos mesticos quanto a
resisténcia e susceptibilidade aos nematoides gastrintestinais. Para isso, foram utilizados
231 animais F,, de ambos os sexos, com idade variando de cinco a dez meses, provenientes
de quatro lotes experimentais. Semanalmente, foram coletadas amostras de fezes e sangue
para realizacdo dos exames: contagem de ovos por grama de fezes (OPG), coprocultura,
volume globular (VG), proteina plasmatica total (PPT), eosinofilos sanguineos (EOS) e
determinacdo dos niveis de imunoglobulinas. Nos mesmos dias das coletas, também foi
realizado o método Famacha. Os animais foram ordenados de acordo com os valores de
OPG, os 12 animais que apresentaram as menores médias foram caracterizados como
resistentes e 0s 12 animais que apresentaram as maiores médias foram caracterizados como
susceptiveis. Os animais do lote experimental 4, como apresentaram a melhor
caracterizacdo fenotipica, foram necropsiados para a recuperacdo dos nematoides
gastrintestinais e amostras de tecidos para andlises histoldgicas e de expressdo génica. O
OPG foi eficaz, nos quatro lotes, para a caracterizacdo de caprinos resistentes e
susceptiveis as parasitoses gastrintestinais nos dois desafios de infeccdo (P<0,05). No
quarto lote, as variaveis: OPG, VG e PPT foram eficazes na identificacdo dos animais
quanto a diferentes niveis de resisténcia. Nos demais lotes, o VG, a PPT, a contagem de
eosinofilos e o Famacha ndo foram téo eficazes como o OPG, para diferenciar caprinos
resistentes e susceptiveis as parasitoses gastrintestinais. Os niveis de IgA e I1gG, em
especial para Haemonchus contortus, nos dois desafios de infeccdo, e a contagem de
eosindfilos no abomaso foram parametros eficazes na resposta imune, indicando que essas
células de defesa apresentam um papel efetor no controle das infec¢des gastrintestinais. Na
expressao génica, a IL-5 e IL-10 apresentaram niveis superiores significativos no grupo
susceptivel, mostrando que a expressdo destas citocinas na quinta semana de infec¢ao pode

ter papel em mecanismos de susceptibilidade a nematoides gastrintestinais.

Palavras-chave: citocinas, expressao génica, OPG, resisténcia genética, verminose
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PHENOTYPIC CHARACTERIZATION AND IMMUNE RESPONSE OF GOAT
CROSSBREDS NATURALLY INFECTED BY GASTROINTESTINAL
NEMATODE

GENERAL ABSTRACT - The aim of this study was to evaluate phenotypic, histologic,
immunologic and molecular tools to characterize goat crossbred in resistant and
susceptibily to gastrointestinal nematodes. For this purpose, we used 231 F, animals of
both genders, of ages between five and ten months, from four different kidding seasons.
Stool and blood samples were collected weekly for eggs per gram of feces (EPG)
determinations, fecal culture, packed cell volume (PCV), total plasma protein (TPP), blood
eosinophils (EOS) and immunological tests. Famacha scores were obtained on the same
sample collection days. The animals were ranked according to EPG values and the 12
animals with lowest means were considered resistant while the 12 animals with the highest
means were considered susceptible. The animals in the experimental lot 4, presented the
best phenotypic characterization and were chosen for, recovery of gastrointestinal
nematodes and tissue samples for histological and gene expression determinations. EPG,
PCV and TPP were effective in the identification of resistant and susceptible. In the other
lots, the PCV, TPP, eosinophil count and Famacha were not as effective as EPG. IgG and
IgA levels, particularly for Haemonchus contortus infection in both challenges, showed
significant differences in some of the studied timepoints. Resistant animals presented
higher eosinophil counts in the abomasum, indicating that these cells participate in the
control of gastrointestinal infections. IL-5 and IL-10 gene expression levels were
significantly higher in the susceptible group, showing that the expression of these
cytokines in the fifth week of infection may have a role in mechanisms of susceptibility to

gastrointestinal nematodes.

Key-words: cytokines, EPG, gene expression, genetic resistance, worm



1. CONSIDERACOES INICIAIS

A criagao de caprinos apresenta grande importancia socio-econdmica no Nordeste
brasileiro. O efetivo do rebanho nacional de caprinos ¢ de aproximadamente 8,7 milhdes
de cabecas. A regido Nordeste possui o maior rebanho do pais, representando 98,9% do
efetivo e o Ceara detém 11,72% deste total (IBGE, 2013).

A caprinocultura ¢ utilizada como uma das alternativas mais viaveis para a regiao
semidrida nordestina, em consequéncia da sua resisténcia as intempéries climaticas e por
sua capacidade de aproveitamento de forragens de baixa qualidade no periodo seco (SILVA
et al., 2007). Nessa regido, a introdugdo de ragas exoticas, como a Anglo-nubiana e a
Saanen, ocorre em virtude da busca de melhoria da produtividade do rebanho e a obtencao
de animais mesticos mais produtivos e também adaptados as condi¢des da regido
semiarida. Entretanto, deve-se realizar um controle no processo de introdugdo de novos
grupos genéticos para evitar que ocorra descaracterizagdo e extingdo de ragas nativas.
Nessa descaracterizagdo, poderia se perder uma possivel resisténcia dos animais nativos
frente as infeccdes parasitarias (SANTOS et al., 2005).

De fato para a exploragdo das racas, Anglo-nubiana e Saanen, na regido semiarida,
preconiza-se a utilizagdo de manejo sanitario, nutricional e reprodutivo adequados para
reducdo das infecgbes parasitarias, que se caracteriza como um dos principais fatores
limitantes na producdo de caprinos (VIEIRA, 2008). O controle parasitario € realizado,
principalmente, por meio da utilizacdo de antihelminticos pertencentes a diversos grupos
quimicos. Entretanto, o uso indiscriminado destes produtos quimicos tem favorecido o
desenvolvimento de populacGes de nematoides resistentes, sendo um dos mais importantes
e atuais problemas no controle de parasitos (MELO et al., 2003).

Consequentemente, se faz necessaria a busca de estratégias que promovam 0 USO
minimo de compostos quimicos na producdo animal, de forma que os alimentos oriundos
dessa atividade sejam isentos de compostos quimicos ou contenham concentragdes
minimas aceitaveis, evitando riscos a saide humana e ao meio ambiente. Nesse contexto, o
sistema integrado de controle parasitario, que consiste na adogdo integrada de vérias
estratégias de manejo parasitario (MOLENTO et al., 2004), tais como 0 manejo correto da

pastagem, a suplementacdo nutricional, a vermifugacdo seletiva associado aos uso de



vacinas e a selecdo genética de animais resistentes (LOBO et al., 2009), devem ser
preconizados.

Para a selecdo de animais resistentes em um rebanho, alguns marcadores
fenotipicos podem ser utilizados, tais como contagem de ovos por grama de fezes - OPG
(BASSETO et al., 2009), avaliacdo do volume globular - VG, contagem do nimero de
eosindfilos circulantes - EOS (SOTOMAIOR et al., 2007), proteina plasmatica total — PPT
(ZAROS et al., 2014) e concentracédo de anticorpos circulantes - AC (BRICARELLO et al.,
2007) como também o diagndstico do grau da anemia dos animais pelo método Famacha
(MOLENTO et al., 2004).

Outras abordagens complementares a caracterizacao fenotipica séo utilizadas, como
os estudos de expressdo génica (ZAROS et al., 2007; BRICARELLO et al., 2008) e a
identificacdo de polimorfismos associados com a resisténcia as endoparasitoses
gastrintestinais (SAYERS et al., 2005). Essas ferramentas sdo utilizadas para estudar o
sistema imune do hospedeiro e entender a acdo dos linfocitos T, que sdo as principais
células condutoras dessa resposta imunoldgica, e 0s mecanismos de resisténcia ou
susceptibilidade em infeccBes por nematoides gastrintestinais (IBELLI et al., 2011).

No entanto, essas estratégias tém sido avaliadas, muitas vezes, de forma isolada,
sem considerar suas complementariedades no mesmo experimento, especialmente para 0s
caprinos. Em virtude disso, neste estudo propBe-se avaliar ferramentas fenotipicas,
histoldgicas, imunolédgicas e moleculares para caracterizar caprinos mesticos quanto a
resisténcia e susceptibilidade aos nematoides gastrintestinais.

Para tanto foram propostos os seguintes objetivos especificos: caracterizagao
fenotipica de caprinos mesticos (2 sangue Anglo-nubiana e )2 sangue Saanen) quanto a
resisténcia e susceptibilidade as verminoses gastrintestinais; determinagdo dos niveis de
imunoglobulinas (IgA e IgG); quantificagdo das células de defesa (eosinofilos e leucocitos

globulares) e avaliagdo da expressao de genes envolvidos nas infecgdes gastrintestinais.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Nematoides gastrintestinais

Os principais nematoides que parasitam o abomaso dos ruminantes sao Haemonchus
sp., Ostertagia sp. e Trichostrongylus axei. No intestino delgado encontram-se
Trichostrongylus colubriformis, Cooperia sp., Bunostomum sp., Strongyloides sp. e
Nematodirus sp., € no intestino grosso Oesophagostomum sp. e Trichuris sp. (RUAS;
BERNE, 2001).

As espécies Haemonchus contortus, Trichostrongylus colubriformis, Strongyloides
papillosus e Oesophagostomum columbianum sdo endoparasitoses que apresentam maior
prevaléncia, sendo consideradas as principais causadoras de prejuizos econdmicos na
exploragcdo de pequenos ruminantes (VIEIRA, 2008). Haemonchus contortus se destaca
como o parasito de maior patogenicidade para caprinos e ovinos, especialmente em regides
de clima tropical e subtropical (MILLER; HOROHOV, 2006) seguido por Trichostrongylus
colubriformis (AMARANTE, 2004). Nas culturas fecais de trabalho realizado com ovinos
Somalis na regido Nordeste o género predominante foi Haemonchus sp. (88%) seguido por

Trichostrongylus sp. (8%) e Oesophagostomum sp. (4%) (ZAROS et al., 2014).

2.1.1. Haemonchus contortus

Em pequenos ruminantes, Haemonchus contortus € o principal responsavel por
infeccdes de elevada intensidade (COSTA et al., 2009). A patogenicidade deste parasito
esta relacionada com sua hematofagia, que é responsavel por ocasionar lesdes na regidao do
abomaso do hospedeiro. Esse parasito tem capacidade de sugar cerca de 0,05 mL de
sangue ao dia (TAYLOR et al., 2007). Em infeccdes elevadas, um animal pode perder
cerca de 140 mL de sangue por dia. A perda continua de sangue leva a um esgotamento das
reservas de ferro e proteinas séricas (RUAS; BERNE, 2007) e por consequéncia, a
hipoalbuminemia, com o desenvolvimento de edemas particularmente na face, “edema
sub-mandibular” (HOLMES, 1985).

Na fase aguda da infeccdo, Haemonchus contortus ocasiona danos a produtividade
dos animais como perda de peso, anemia, desidratacdo, fraqueza, apatia, pelos arrepiados e
sem brilho. Em infecgdes hiperagudas, facilmente se nota as mucosas ocular, gengival e
vulvar extremamente palidas, associadas com alteragdes no consumo de alimentos, na

funcdo gastrintestinal, nos metabolismos proteico, energético e mineral e na composicéo



corporea (FOX, 1997). Quando a infeccdo ndo é controlada podem ocasionar elevados
indices de mortalidade (VIEIRA, 2008).

2.1.2.  Trichostrongylus colubriformis

As infecgcbes por Trichostrongylus colubriformis compromete as funcdes
reprodutivas dos animais e diminui¢do gradativa no sistema de producdo de carne, leite e 1&
(CHARLES, 1992). No intestino delgado, este parasito causa atrofia nas vilosidades,
erosdo do epitélio intestinal e espessamento de mucosa, com consequente reducdo na
absorcéo de nutrientes. Isto ocasiona perda de peso, diarreia e debilidade do animal em
funcdo de uma anemia secundéaria devido a méa absorcdo nutricional (GREGORY et al.,
1985). As leses epiteliais ocasionadas em decorréncia da exsudacdo de proteinas séricas
totais para a luz intestinal resultam em significativas diminuicdes na concentracdo de

albuminas, causa de graves quadros de hipoalbuminemia nos animais (STEEL et al., 1980).

2.2. Componentes do sistema imune em infeccdes por nematoides gastrintestinais

2.2.1. Células sentinelas

As células sentinelas sdo ativadas na presencga de patdgenos, apos a ativacdo essas
células sintetizam e secretam citocinas e outras moléculas, como as lectinas (colectinas e
galectinas), a qual desencadeia a inflamag&o, enquanto inicia a intensificagdo da imunidade
adquirida. As principais células sentinelas ativadas em infec¢cdes gastrintestinais sdo
eosinofilos, mastdcitos leucdcitos globulares (TIZARD, 2008).

Os eosino6filos sdo produzidos na medula éssea e encontrados em nimero reduzido
na circulacéo sanguinea. Nas infecges por helmintos, o niumero destas células aumenta no
sangue (eosinofilia) pela acdo, principalmente, da interleucina 5 (IL-5), proveniente de
linfécitos Th2. Por meio de quimiorreceptores liberados por mastocitos, os eosinéfilos
chegam aos tecidos do trato gastrintestinal, liberando mediadores inflamatdrios
extremamente potentes que danificam a cuticula ou até mesmo matam os helmintos
recobertos com a imunoglobulina IgE. Contudo, a presenca dos eosinofilos no tecido, por
si sO, ndo é suficiente e depende da interagdo com outros fatores, como a acdo de
mastocitos e IL-4 (BALIC et al., 2006). Os eosinofilos e mastocitos sdo as principais
celulas efetoras, tipicamente associadas com infecc¢des helminticas (BALIC et al., 2000).



Assim como o0s eosinofilos, os mastocitos amadurecem nos tecidos e quando
presentes nas mucosas respondem especificamente a invasdo por parasitas. O numero de
mastocitos pode aumentar em infecgdes por nematoides gastrintestinais devido a acdo da
interleucina 3 (IL-3) (LANTZ et al., 1998; TIZARD, 2008). Quando estas células séo
ativadas, devido a acdo de IgE, liberam mediadores inflamatérios como histamina,
leucotrienos, serotonina, proteoglicanos, proteases e diversas citocinas. Esses mediadores
no hospedeiro ocasionam a contracdo da musculatura lisa, 0 aumento da permeabilidade
vascular e da producdo de muco. A somatoria destes eventos favorecem o desalojamento e
a expulséo de helmintos gastrintestinais (TIZARD, 2002).

Os leucdcitos globulares também sdo produzidos na medula 6ssea. Em infeccOes
parasitarias liberam enzimas para a luz e tecidos epiteliais dos 6rgdos gastrintestinais,
afetando os nematoides, porém, com efeitos minimos aos tecidos do hospedeiro (BALIC et
al., 2000).

Em trabalho realizado com cordeiros da raga Romney e mesticos Romney x Suffolk
infectados por Trichostrongylus colubriformis, observou-se uma elevada contagem de
eosinofilos, mastocitos e leucdcitos globulares na mucosa (SHAW et al.,1998). Em outro
trabalho com ovinos Romney, observou-se aumento do niumero de mastdcitos e leucécitos
globulares na mucosa do intestino delgado nos animais mais resistentes (BISSET et al.,
1996). Mediante ao exposto, destaca-se a importancia destas células na resposta

imunoldgica contra estabelecimento dos parasitas no trato gastrintestinal.

2.2.2.  Imunoglobulinas (Igs)

As imunoglobulinas ou anticorpos sao glicoproteinas produzidas por linfocitos B, em
resposta a estimulacdo antigénica. Elas possuem vérias funcdes efetoras, como
neutralizacdo de antigenos, ativacdo de complemento, fagocitose e destruicdo de
microrganismos (ABBAS et al., 2012). Em infec¢Bes helminticas, as imunoglobulinas IgE,
IgA, 1gG1 e IgG2 atuam na resposta imune (AMARANTE et al., 2004).

Dentre as imunoglobulina, a IgE esta envolvida em processos alérgicos e € um dos
principais mecanismos de protecdo contra as helmintoses (TIZARD, 2002). Esta
imunoglobulina, juntamente com os mastocitos e basofilos, promove a reagéo inflamatoria,
por meio da liberacdo de mediadores quimicos como histamina e fatores quimioatraentes

(TIZARD, 2013). Shaw et al. (1997) reportaram aumento significativo de IgE em ovinos



infectados por Trichostrongylus axei, quando comparados com animais ndo infectados.
Neste estudo, tambem foi observado que a cinética da resposta de IgE no soro foi similar a
observada na mucosa do abomaso.

As imunoglobulinas IgA, 1gG1 e 1gG2 também exercem papel protetor nas infecgdes
gastrintestinais, ao promoverem neutralizacdo de proteases utilizadas pelas larvas
infectantes (L3) durante invaséo tecidual, formacdo de imunocomplexos nas aberturas orais
e anais dos parasitas, impedimento da ecdise, além da inibicdo do desenvolvimento larval
(TIZARD, 2002).

Amarante et al. (2005) observaram que os niveis de IgA especifica para nematoides
gastrintestinais estavam inversamente associadas com a carga parasitaria e a contagem de
OPG em ovinos das racas Santa Inés, Suffolk e lle de France. Este resultado evidencia que
a producdo desta imunoglobulina pode comprometer o desenvolvimento ou a fecundidade
dos parasitos.

Em ovinos da raga Texel experimentalmente infectados com Haemonchus contortus,
a resposta de anticorpos IgA contra antigenos de L; e a resposta de IgGl e IgG2 para
antigenos de parasitos adultos foram maiores em infecgdes secunddrias e estavam
associadas a reducdo na producdo de ovos pelos parasitos (SCHALLING et al., 1994). Em
estudo posterior, com ovinos imunizados contra Trichostrongylus colubriformis, foi
demonstrado no muco intestinal, que anticorpos IgGl e IgA se ligavam ao antigeno
cuticular de Ls, prevenindo o estabelecimento do parasito no hospedeiro (HARRISON et

al., 2003).

2.2.3. Linfécitos Be T

Os linfocitos B sdo maturados no tecido linfoide gastrintestinal ou na medula éssea e
tornam-se apresentadores de antigeno quando seus receptores de células B (BCRS) sdo
ativados. Apds a ligacdo do antigeno, os BCRs podem ser internalizados e degradados, ou
transportados a um compartimento intracelular, onde moléculas recém-sintetizadas de
classe 1l do complexo de histocompatibilidade principal (MHC) e fragmentos desses
antigenos interagem, ativando os linfocitos T que co-estimulam o linf6cito B, permitindo
sua total ativacdo (TIZARD, 2008). Os BCRs quando liberados nos fluidos corpéreos sdo
denominados anticorpos (Ac) ou imunoglobulinas (IgA, IgE e 1gG) (BALIC et al., 2000).

Os linfocitos T sdo considerados importantes reguladores e efetores da resposta



imune do hospedeiro. As células T sdo divididas em dois subconjuntos, com base em seus
marcadores de superficie: CD4" e CD8". O resultado de muitas infec¢des parasitarias com
relagcdo a resisténcia ou a susceptibilidade pode ser determinado por uma resposta padrao
envolvendo um subconjunto de células CD4" (BRICARELLO et al., 2008).

As células T CD4" s3o subdivididas em “T helper tipo 17 (Thl) e “T helper tipo 2”
(Th2). As Thl produzem interleucinas-1 (IL-1), IL-2, IL-8, IL-12, fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), interferon-gama (IFN-y) e proteinas quimioatrativas de mondcitos 1 e 2
(MCP-1 e MCP-2). As células Th2 produzem IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 (LIEW,
2002).

Um terceiro subconjunto de células T auxiliares, denominadas de Thl7, sdo
abundantes nos tecidos da mucosa, principalmente no trato gastrintestinal, sugerindo que o
ambiente tecidual influencia a diferencia¢dao destas células. Atuam sintetizando proteinas
reguladoras como fator de transformacgao de crescimento tecidual beta (TGF-fB) e outras
citocinas (IL-17, IL-21, IL-22 e IL-23). A IL-17 e IL-22 desempenham um importante
papel na imunidade de mucosas ao ativar a producao de peptideos antimicrobianos e
fatores de reparo tecidual por células epiteliais. A IL-23 pode ser mais importante para a
proliferacdo e manutencdo da Th17 que para a sua indugdo. A IL-21 produzida pelas
cé¢lulas Th17 promove a diferenciacdo do fenotipo Th17. Por causa destes efeitos, as
células Th17 representam um importante mecanismo de defesa contra infeccdes de
mucosas, como do pulmao e do intestino (ABBAS et al., 2008).

Os produtos das células T podem agir como fatores de crescimento autdcrino para
posterior expansao dessas células, bem como agentes inibidores reciprocos para o tipo
celular oposto. Como exemplo, a IL-4, produto da célula T, promove a expansao clonal de
células Th2 e limita a proliferagdo de células Th1. Contrariamente, interferon-gama (IFN-
v) aumenta o crescimento de células Thl, mas diminui o desenvolvimento de Th2 (LIEW,
2002).

O tipo de célula a ser ativada, Th1 ou Th2, depende do tipo de patdgeno ou antigeno
que entra em contato com as células. Patogenos intracelulares, como bactérias, virus e
protozodrios extracelulares direcionam uma resposta por células Thl, enquanto que
helmintos e parasitos extracelulares induzem resposta Th2 (HUSE et al., 2006).

Os ruminantes desenvolvem imunidade contra nematoides gastrintestinais depois de

varias infeccdes, sendo 0s animais jovens mais susceptiveis ao parasitismo. Esses parasitos



induzem uma resposta do tipo Th2 com producdo de interleucinas, especialmente IL-4, IL-
5 e IL-13 (MILLER; HOROHOV, 2006), de anticorpos IgA, IgG1l e IgE, aumento do
numero de mastocitos e eosindfilos (GILL et al., 2000).

Em ovinos, a resposta imune contra Haemonchus contortus foi caracterizada como
uma tipica resposta Th2, com elevacdo do nivel de IgE sérica, do nimero de mastdcitos
(SCHALLING, 2000), da concentragéo das citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 e o recrutamento
de células inflamatorias para mucosa da regido fundica do abomaso (TEREFE et al., 2007).

Cordeiros infectados com L3z de Haemonchus contortus em infeccGes primaria e
secundaria, observou-se aumento da expressdo de mRNA para IL-4 e IL-13, do nimero de
eosindfilos e mastdcitos na mucosa abomasal e de niveis séricos de IgG e IgA, sendo esta

resposta mais precoce na infeccao secundaria (LACROUX et al., 2006).

2.3. Citocinas

As células do sistema imune secretam uma grande variedade de glicoproteinas que
regulam as respostas imunes por meio de sinalizacdo entre as células. Essas proteinas sao
conhecidas pelo termo genérico de citocinas. Elas sdo secretadas por varias células do
organismo por meio da modulacdo da resposta imunolégica, que inclui ativacdo,
proliferacdo, diferenciacdo, sobrevivéncia e apoptose dos linfocitos (JANEWAY et al.,
2002).

Estas proteinas sdo responsaveis pelo equilibrio das funcbes do organismo como um
todo, pela sinalizacdo da resposta intercelular, enviando sinais estimulatérios, modulatérios
ou inibitérios para diferentes células do sistema imunoldgico (GORCZYNSKI, 2001).
Também promovem a interagdo entre o sistema imune inato (ndo especifico) com o
adaptativo (células T e B, especificas e de memdria). Sdo reguladoras das ceélulas
dendriticas e do sistema de sinaliza¢do e sdo produzidas, principalmente, por leucdcitos
ativados, mas também por outras células do sistema imune inato, como macréfagos,
mastocitos e células Natural Killer - NK (FRENCH et al., 2003).

As citocinas podem ser agrupadas de acordo com sua estrutura, constituindo quatro
grupos: Grupo 1) representa o grupo das hematopoietinas que inclui as interleucinas: 1L-2,
IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-10, IL-11, IL-13 e os interferons (IFN); Grupo 2)
inclui a familia dos fatores de necrose tumoral (TNF), familia da IL-1 e TGF-B; Grupo 3)

abrange a familia das quimiocinas (IL-8 e proteinas quimioatraentes para mondcitos-



MCPs); e Grupo 4) a familia onde as citocinas possuem diferentes motivos estruturais, e
inclui a IL-12 (TIZARD, 2008). Algumas citocinas que exercem importante funcdo na

resposta imune serdo melhor detalhadas a seguir.

2.3.1. Interleucina 2 (IL-2)

E uma citocina secretada pelas células Thil e seus alvos sdo as células T, B, NK e
macrofagos. A IL-2 é uma componente chave na resposta imune celular, onde sua
producdo determina se uma ceélula T ird se proliferar tornando-se uma célula efetora
(JANEWAY et al., 2002).

A IL-2 induz a producdo de IFN-y ¢ IL-5, também regula a expressdo do receptor do
TNF-a. Esta interleucina pode ativar os macrofagos, estimular sua secrecdo e potencializar
a atividade citotdxica contra células cancerosas e bactérias intracelulares (TIZARD, 2002).

Em estudos realizados com bovinos, Zaros et al., (2010) verificaram n&o haver
diferenga na expressdo de IL-2 entre os grupos, tanto nos ndédulos linfaticos quanto na
mucosa do abomaso, de bovinos resistentes e susceptiveis ao Haemonchus placei.
Claerebout et al. (2005) ndo observaram diferencas na presenca de IL-2 em linfonodos,
nem na mucosa do abomaso, entre grupos de bezerros infectados e ndo infectados com
Ostertagia ostertagi. Ja Bricarello et al. (2008) verificaram aumento da expressdo de IL-2
em bovinos susceptiveis a Cooperia punctata, indicando sensibilidade a infeccdo por
endoparasitas. Mediante ao exposto, ha muitas diferencas encontradas nos estudos de

expressao de IL-2 e que ndo ha um perfil definido na expressdo desta citocina em bovinos.

2.3.2. Interleucina 4 (IL-4)

Sdo produzidas pelas células T e mastocitos. A IL-4, considerada uma citocina chave
na resposta Th2, é o principal estimulo para ativacédo das células B, producdo de anticorpos
IgE e o desenvolvimento das células Th2, a partir de células virgens T CD4" (ABBAS et
al., 2008).

A IL-4 também pode agir como uma molécula efetora ativando células B e
potencializando o desenvolvimento de células T citotdxicas, além de contribuir para o
crescimento das células Th na auséncia da IL-2. Ela induz a proliferacdo de mastdcitos e
reduz a producéo de IL-1, IL-6 e TNF-a (TIZARD, 2002).
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A IL-4 é tipica da inflamagdo mediada por células tipo Th2, associada a alergia e a
estados parasitérios, principalmente em infeccbes por parasitos gastrintestinais
(MEEUSEN et al., 2005). Citocinas Th2 presentes na mucosa intestinal durante infec¢bes
por nematoides, como IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13, aumentam a permeabilidade intestinal e
induzem a hipercontratilidade de células musculares (ZHAO et al., 2003), produzindo
alteracoes fisiologicas que possam dificultar o estabelecimento ou aderéncia dos parasitos
na mucosa intestinal. No entanto, os mecanismos especificos regulados por essas citocinas
para inibicdo do estabelecimento de nematoides gastrintestinais ou, em alguns casos, pelo
aumento da lesdo e consequentemente da patologia associada a infec¢do, ainda ndo foram
claramente estabelecidos.

2.3.3. Interleucina 5 (IL-5)

E uma citocina pertencente a familia das hematopoietinas, que pode ser produzida
pelas células Th2, eosindfilos e por mastdcitos ativados. Age especificamente no
eosinofilo, sendo responsavel pela sua diferenciacdo e liberagdo da medula 6ssea para o
sangue periférico (GREGORY et al, 2003).

A IL-5 é uma citocina importante na producdo de IgA, produzida pela célula B,
auxiliando na diferenciacdo destas em plasmacitos. Em infeccGes gastrintestinais, foi
verificado que linfdcitos obtidos de cordeiros resistentes produziram niveis significativos
de IL-5 em resposta a antigeno de Haemonchus contortus, quando comparados as células
de animais susceptiveis, bem como a producdo de niveis elevados de anticorpos IgG1l e
IgE e maior infiltracdo de mastocitos e eosindfilos na mucosa do abomaso (GILL et al.,
2000).

A eosinofilia que estd associada a elevacdo do nivel de IL-5 geralmente atua
sinergicamente com as quimiocinas IL-8, MCP-1 e 2 e com outras citocinas também
produzidas durante a estimulacéo por IL-4 e IL-13 (CARA et al., 2000).

2.3.4. Interleucina 10 (IL-10)
E produzida por monécitos, macréfagos e linfocitos T (ThO, Thl e Th2) e B apds a
sua ativacdo (ABBAS et al., 2008). A IL-10 foi identificada pela supressdo da resposta

imune e inflamatdria. Originalmente, foi descrita como uma citocina produzida
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especificamente por células CD4" Th2, porém, estudos posteriores mostraram que pode ser
secretada tanto por células Th2 quanto Thl (TRINCHIERI, 2007).

A 1L-10 suprime muitas funcdes de células NK e de celulas T, por inibir a
apresentacdo de antigenos e a producéo de citocinas pro-inflamatérias como 1L-12 e IFN-y.
O IFN-y é amplamente produzido em humanos e camundongos com leishmaniose visceral,
causada por Leishmania donovani, mas falha em controlar a infecgdo. A IL-10 foi
associada a progressao da doenca, por exercer um papel imunorregulador, inibindo os

efeitos do IFN-y e consequentemente a eliminagao do parasito (GASIM et al., 1998).

2.3.5 Interleucina 12 (I1L-12)

E uma citocina heterodimérica, constituida pelas subunidades p35 e p40. S&o
produzidas pelas células apresentadoras de antigenos (mondcitos, macréfagos, e células
dentriticas e B). Exercem efeitos imunorregulatérios nas células T e NK, direcionando a
resposta imune Th1, por meio da produgéo de IFN-y e inibindo a resposta Th2 por suprimir
a producao de IL-4. Em infeccBes por patdgenos intracelulares, tem um importante papel
na ativacao da imunidade protetora do hospedeiro (JANEWAY et al., 2002).

Em trabalho realizado com camundongos com knockout (bloqueio) no gene IFN-y
foram tratados com IL-12 e averiguou-se que houve uma diminuicdo de IL-4 e IL-10 e
aumento de IL-13 nos nédulos linfaticos mesentéricos. Estes resultados comprovam que
IL-12 pode inibir a producdo de algumas citocinas Th2 (IL-4 e IL-10) e estimular a
producdo da IL-13, ambos na auséncia de IFN-y. Essa atividade ¢ denominada como
independente de IFN-y (MOUNTEFORD; PEARLMAN, 1998). Desta maneira, 0 aumento
ou supressdo da resposta Th2 pela IL-12 pode depender do local da resposta imune, das
citocinas presentes e do estado de maturacao das células T.

A presenca de IL-12 em infeccBes por nematoides gastrintestinais esta relacionada a
susceptibilidade do hospedeiro, a ndo expulsdo dos parasitas e ao consequente
desenvolvimento da cronicidade da infeccdo. Grencis (2001) comprovou este fato por meio
da administragdo da IL-12 a cobaias resistentes ao Trichuris muris e verificou o
desenvolvimento da fase crénica da infeccdo. Provavelmente, o estabelecimento desta
cronicidade pode ser explicado porque a presenca da IL-12 (citocina Thl) inibe a producao
de citocinas Th2. Bricarello et al. (2008) verificaram expressdo da IL-12 no intestino

delgado de bovinos Nelore susceptiveis a Cooperia punctata.
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2.3.6. Interleucina 13 (IL-13)

E uma citocina pertencente & familia das hematopoietinas, sendo produzida por
células T. Apresenta algumas fungGes como, auxiliar no desenvolvimento de celulas B,
polarizar resposta Th2 e inibir a producdo de citocinas inflamatorias por macrofagos e
células Thl (JANEWAY et al., 2002).

A IL-13 compartilha algumas atividades biologicas com a IL-4, podendo atuar
sinergicamente ou mesmo substitui-la na inducdo de varios aspectos da resposta Th2. O
sinergismo entre a IL-13 e IL-4 pode ser justificado pelo fato de essas citocinas
compartilharem um receptor comum. Alguns trabalhos relataram a atuagéo da IL-4 e IL-13
na mucosa intestinal, aumentando o ritmo de contracdo muscular e a proliferagédo das
células epiteliais intestinais. A producdo de citocinas Th2, especialmente IL-4 e IL-13, sdo
essenciais para o desenvolvimento da resposta imune protetora contra nematoides
gastrintestinais levando a expulsdo dos parasitas (ZHAO et al., 2003).

Terefe et al. (2007) observaram nos nodulos linfaticos de ovinos, niveis elevados de
MRNA para IL-13 nos animais mais resistentes ao Haemonchus contortus que nos animais
mais susceptiveis. Craig et al. (2007) observaram aumento significativo de expressdo de

IL-13 em ovinos infectados com Teladorsagia circumcincta.

2.3.7. Interferon gama (IFN-y)

Pertencente & familia dos interferons, IFN-y € produzido por células T, células
dendriticas, macrdfagos e células NK e tem a funcdo de induzir a sintese de éxido nitrico,
ativando funcGes microbicidas (REINER; LOCKSLEY, 1995).

A presenca de IFN-y ¢é caracterizada por conferir resisténcia as infecc@es contra virus
e bactérias (JANEWAY et al., 2002). Apds a administracdo de IFN-y em bovinos
infectados por Strongyloides pappilosus, foi observada diminuicdo na contagem de OPG e
aumento na expulsdo de helmintos (NAKAMURA et al., 2002). Meeusen et al., (2005)
observaram diferencgas nos padrdes de expressao génica, com apenas aumento de IFN-y e
IL-5 no terceiro dia pds-infecgdo, e altos niveis de 1L-4 no quinto dia. Em virtude disso, a
variacdo da expressdo de IFN-y frente a diferentes infec¢bes por helmintos, em bovinos e
ovinos, pode ser explicada pelo fato da resposta Th1l/Th2 ndo ser conservada
(WALDVOGEL et al., 2004).
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2.3.8. Quimiocinas: Interleucina 8 e proteina quimioatraente de mondcitos 1
e 2 (MCP-1 e MCP-2)

Sdo proteinas pertencentes a classe de citocinas que apresentam propriedades
quimiotaticas. Apresentam algumas func¢bes como atrair leucécitos, monaocitos, neutrofilos
e outras células efetoras do sangue para os locais da infeccdo, atuando como guias para as
celulas envolvidas na imunidade inata e para os linfocitos da imunidade adaptativa. Podem
também participar do desenvolvimento de linfécitos (JANEWAY et al., 2002).

2.3.8.1. Interleucina 8 (IL-8)

E uma quimiocina também conhecida por CXCL8. Recebe esta denominagio por
apresentar dois residuos de cisteinas (C) intercalados por um aminoacido qualquer (X). A
IL-8 estd envolvida na resposta inflamatoria local, auxiliando o recrutamento de
neutrdfilos, baséfilos e células T para o local da infeccdo. A IL-8 apresenta um duplo papel
no recrutamento de tais células, atuando no rolamento de leucocitos nas células endoteliais
presentes no local da infeccdo e direcionando a migracdo dos leucocitos por meio de um
gradiente de quimiocina, com concentracBes crescentes na direcdo do local da infecgédo
(JANEWAY et al., 2002). Esta quimiocina é produzida e secretada por fibroblastos,
macrofagos, linfécitos, granuldcitos, hepatdcitos e queratinécitos (TIZARD, 2002).

2.3.8.2.  Proteina quimioatraente de mondcitos 1 e 2 (MCP-1 e MCP-2)

A MCP-1 também é chamada de quimiocina CC ligante 2 (CXCL2) e a MCP-2 é
chamada de quimiocina CC ligante 8 (CCL8) (JANEWAY et al.,, 2002). Estudos
demonstraram pela primeira vez que a MCP-1 desempenha um papel importante no
desenvolvimento de resisténcia a infeccdo pelo nematoide gastrintestinal Trichuris muris.
A deficiéncia de MCP-1 esta associada a uma diminuicdo do recrutamento de macréfagos
para o local da infeccdo. Além disso, a auséncia desta quimiocina contribui para 0 aumento
da IL-12 e reduz os niveis de citocinas Th2, levando a falha na expulsdo do Trichuris
muris (DESCHOOLMEESTER et al., 2003). Em trabalho realizado com ovinos, observou-
se na mucosa do abomaso, aumento nos niveis de expressdao de MCP-1 e MCP-2. Estas
quimiocinas estdo envolvidas na resposta imune a infeccdo por helmintos e no
recrutamento de leucdcitos para o trato gastrintestinal, aléem de serem importantes
mediadores da inflamacdo e defesa do hospedeiro (DUNPHY et al., 2001).
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2.4. Utilizacido da q-PCR na expressao de citocinas

A g-PCR ¢ uma metodologia amplamente utilizada em estudos de expressao génica,
possibilitando o melhor entendimento de doengas, mecanismos imunes ¢ de processos
metabolicos dos organismos em geral. E muito utilizada para diagnosticos, podendo
diferenciar diversos tipos de cancer, identificar e detectar bactérias, fungos, identificar
mutagdes e até mesmo validar resultados de outras técnicas, como 0s microarranjos
(NOLAN et al, 2000).

A g-PCR também ¢ amplamente utilizada em estudos de imunologia, tais como na
expressdo de citocinas (BRICARELLO et al., 2008). Esta técnica permite a quantificagao
de transcritos raros, além de detectar pequenas mudangas na expressio génica. E rapida,
facil de ser executada e produz resultados confidveis e reproduziveis. Suas principais
restrigdes estdo relacionadas ao seu elevado custo, limitagdo quanto a extensdo da
sequéncia possivel de ser amplificada, e esta sujeita a resultados ndo confiaveis em fungao
da incorporagdo erronea de bases durante a replicagdo ¢ a contaminagdo da amostra por
DNA estranho (PFAFFL, 2014). E possivel observar que muitos fatores podem influenciar
nos resultados das quantificacdes e estes ndo estdo estritamente relacionados a falha de
equipamentos, mas as variagdes que ocorrem devido a erros de manipulagio e
normaliza¢do dos dados (BUSTIN; NOLAN, 2004).

Para que o experimento seja bem sucedido, a qualidade do RNA e a quantificagdao
correta sao imprescindiveis, de forma que sdo necessarios cuidados para que ndo haja
degradag¢do do RNA, e também que estes sejam quantificados em um mesmo equipamento,
pois ¢ relatado que amostras-padrao de RNA quantificadas em diferentes equipamentos
podem apresentar diferentes valores de concentracao (NOLAN et al, 20006).

As amostras devem ser padronizadas de acordo com as quantidades iniciais de RNAs
utilizados na sintese dos cDNAs, garantindo quantidades padronizadas de cDNA na reagao
de PCR (BUSTIN; NOLAN, 2004). O delineamento dos primers ¢ a padronizagdo das
reacoes também devem ser realizados adequadamente, pois a formag¢ao de dimeros de
primers, por exemplo, pode influir nos resultados (IBELLI et al., 2011).

E necessaria uma acurada normalizagdo dos dados, que deve ser feita por
quantificagio dos genes controle, ou seja, genes constitutivamente expressos. E de
fundamental importancia que mais de um gene controle seja testado e que o mais estavel,

com menor variacdo seja escolhido para ser o gene controle do experimento (PFAFFL,
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2014). O motivo disso ¢ porque ja foi relatado que, muitos genes como o gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (GAPDH), a B-actina e as ubiquitinas, considerados constitutivos,
podem apresentar expressao varidvel em determinados tratamentos e até mesmo entre

diferentes tecidos (GOOSSENS et al., 2005).

3.  MATERIAL E METODOS
3.1. Comité de ética

O presente trabalho teve aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA), da Universidade Estadual Vale do Acarau- UVA, sob nimero 020.12 em 26 de
novembro de 2012.

3.2.  Manejo sanitario e nutricional dos animais

O experimento foi conduzido na Fazenda Experimental Santa Rita, pertencente a
Embrapa Caprinos e Ovinos, localizada no Municipio de Sobral, Ceard. No manejo
nutricional, os animais tiveram acesso a 200 m’ de pastagem cultivada e irrigada,
constituida por Panicum maximum Jacg. cv. Tanzania, dividida em cinco piquetes de 40
m?. Cada piquete foi pastejado durante cinco dias, tendo um periodo de descanso de 20
dias. Os animais foram suplementados com concentrado constituido por milho e soja,
contendo 18% de proteina bruta. Agua e sal mineral foram fornecidos ad libitum.

Antes do inicio do experimento, os animais foram vermifugados, em dias
alternados, com antihelminticos de quatro grupos quimicos diferentes: Closantel
(10mg/kg); Ivermectina (0,2mg/kg); Levamisol (7,5mg/kg) e Moxdectin (0,2mg/kg). Este

procedimento foi realizado para eliminar as infec¢des ja existentes.

3.3. Caracterizacdo parasitoldgica

As ragas Anglo-nubiana e Saanen, consideradas resistentes e susceptiveis
respectivamente (RICHARD et al., 1990; COSTA et al., 2000), foram utilizadas neste
estudo. Foi realizado um primeiro cruzamento entre quatro machos da raga Anglo-nubiana
com 100 fémeas da raca Saanen, formando uma populagdo de individuos F; (*2 Anglo-
nubiana X ¥2 Saanen). Animais F; ndo aparentados foram acasalados entre si para gerar a
populacdo de animais F,. Destes 231, animais de ambos os sexos, foram utilizados no

estudo. Estes animais foram provenientes de quatro estacGes de pari¢do constituindo quatro
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lotes experimentais, conforme descricdo: lote experimental 1) composto por 72 animais de
oito a dez meses de idade, formado entre junho e julho de 2007 (a fase experimental do
primeiro e segundo desafio ocorreu durante trés e cinco semanas de infeccdo,
respectivamente); lote experimental 2) composto por 44 animais de cinco a seis meses de
idade, formado entre janeiro e fevereiro de 2008 (a fase experimental do primeiro e
segundo desafio ocorreu por cinco semanas de infeccdo, cada); lote experimental 3)
composto por 56 animais de cinco a seis meses de idade, formado em agosto, setembro e
outubro de 2008 (a fase experimental do primeiro e segundo desafio ocorreu por cinco
semanas de infeccdo, cada); lote experimental 4) composto por 59 animais de cinco a seis
meses de idade, formado entre julho e agosto de 2009 (a fase experimental do primeiro e
segundo desafio ocorreu por cinco semanas de infec¢do, cada).

Dentro de cada experimento, os animais foram vermifugados e, ap6s a confirmacao
que os animais estavam livres de infeccdo por meio de OPG foram alocados na area
experimental naturalmente contaminada por larvas de trichostrongilideos. Neste periodo, o
OPG foi monitorado e o estudo foi considerado iniciado a partir da semana em que a
contagem media do grupo foi diferente de zero, geralmente na terceira semana apés a
vermifugacdo, que corresponde ao periodo pré-patente, ou seja, 0 momento em que
ocorreu a contaminacgdo do pasto.

Semanalmente, para todos os lotes experimentais, foram coletadas amostras de fezes,
para realizacdo de exames coproparasitolégicos (OPG e coprocultura) e amostras de
sangue para exames hematoldgicos (volume globular, proteina plasmatica total e
eosindfilos sanguineos). No mesmo dia, os animais também foram submetidos a avaliacdo
pelo método Famacha.

Com base na contagem média de OPG, quando o rebanho eliminou em média 800
ovos/g de fezes, foram realizadas coletas de fezes durante trés dias consecutivos, para
certificar o nivel de infeccdo e encerrar o primeiro desafio (McCEWAN, 1994).
Posteriormente, os animais foram vermifugados com 0s mesmos compostos quimicos
utilizados no inicio do experimento. A contagem de OPG foi acompanhada semanalmente
até que esses valores estivessem zerados. A partir deste momento, os animais foram
submetidos a um segundo desafio natural, visando novamente discriminar os diferentes
niveis de resisténcia frente a infeccdo parasitaria. Este segundo desafio seguiu 0s mesmos

procedimentos do primeiro (Figura 1).
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Figura 1. Esquema da caracterizacdo fenotipica dos caprinos mesticos.

llustragdo: Maria Rosalba M. das Neves

Procedeu-se uma analise de cluster para a média das trés mensuracdes em dias
consecutivos de OPG, apo6s transformacdo por LOG10(OPG), para cada um dos desafios
dentro de cada lote. Utilizou-se 0 método da variancia minima de Ward (1963). O objetivo
deste procedimento foi separar os animais em dois clusters, de acordo com seus valores de
OPG. Desta forma, foram selecionados, dentro de cada lote experimental, 12 animais que
estavam no cluster de menor OPG, nos dois desafios, que foram considerados como
resistentes, e 12 animais que estavam no cluster de maior OPG, também nos dois desafios,

que foram considerados como susceptiveis as parasitoses gastrintestinais.

3.3.1. Exames coproparasitoldgicos

Amostras de fezes foram coletadas semanalmente, diretamente da ampola retal de
cada animal e colocadas em sacos plasticos devidamente identificados e transportados ao
Laboratorio de Parasitologia, para a realizacdo dos exames croproparasitologicos. Em cada
amostra foi feita a contagem de OPG, de acordo com a técnica descrita por Gordon e

Whitlock (1939) e modificada por Ueno e Gongalves (1998). As culturas de fezes foram
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realizadas de acordo com método de Roberts e O’Sullivan (1950) e a identificacdo de
larvas foi feito de acordo com as caracteristicas morfoldgicas descritas por Keith (1953).

3.3.2. Exames hematoldgicos

Foram coletadas amostras de sangue, a cada sete dias, direto da veia jugular em tubos
de 5 mL, tipo vacutainer, contendo o anticoagulante EDTA (Ethylenediamine tetraacetic
acid), para determinacdo do volume globular, proteina plasmatica total e contagem de
eosinofilos sanguineos.

O volume globular foi realizado por meio do método do micro-hematdcrito, em que a
leitura dos tubos capilares foi conduzida com o auxilio do cartdo de micro-hematocrito
(JAIN, 1993).

Para determinacdo da proteina plasmatica total, foi utilizado um refratbmetro ocular
manual para mensurar o plasma sanguineo de cada tubo de micro-hematdcrito e procedeu-
se a leitura segundo procedimento descrito por Wolf et al. (1962).

Os eosindfilos sanguineos foram quantificados em cdmara de Neubauer. Foi utilizada
uma solu¢do de Carpentier (3% formol; 2% eosina), onde 180 pL de solugdo foi
homogeneizada com 20 plL de sangue com a finalidade de corar os eosinéfilos. As
amostras preparadas foram colocadas nas camaras de Neubauer e a leitura foi realizada em
microscopio Optico com objetiva de 10 vezes (DAWKINS et al., 1989). Os resultados

foram expressos em niimero de células por pL. de sangue.

3.3.3. Escore Famacha

Semanalmente, a conjuntiva ocular dos animais foi avaliada para averiguar as
diferentes tonalidades. Estas por sua vez podem variar de vermelho-rosado até o branco
palido, numa escala de 1 a 5, (1 = vermelho robusto, 2 = vermelho rosado, 3 = rosa, 4 =
branco e 5 = branco pélido). Por meio deste método, os animais foram selecionados e
classificados em uma das cinco categorias (VAN WYK; BATH, 2002).

3.3.4. Contagem dos nematoides gastrintestinais
Dentro de cada lote experimental, os 12 animais considerados como resistentes e 0s
12 animais considerados como susceptiveis foram necropsiados para a recuperacdo dos

nematoides gastrintestinais e coleta dos tecidos do abomaso e intestino delgado. Na
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necropsia, o trato gastrintestinal foi removido, sendo o abomaso e o intestino delgado
separado por ligaduras duplas, usando-se barbantes. Em seguida, os compartimentos foram
abertos para obtencédo, lavagem e conservacdo de seus conteudos em solucdo de Railliet
(5% formol, 2% acido acético e 93% solucéo fisiologica). Para a realizacdo das contagens,
foram retiradas aliquotas de aproximadamente 30 mL dos contetdos do abomaso e do
intestino delgado e colocados em placas de Petri. Por meio da utilizagdo de uma lupa, foi
possivel observar os parasitos e realizar a contagem dos nematoides gastrintestinais
presentes no material coletado do trato gastrintestinal (UENO; GONCALVES, 1998).

3.4. Caracterizacdo imunoldgica

3.4.1. Determinacdo dos niveis de imunoglobulinas

As amostras de sangue foram coletadas em tubos vacutainers de 5 mL sem EDTA.
Posteriormente estas amostras foram centrifugadas a 3.000 x g por 10 minutos para
obtenc¢éo do soro. Este foi aliquotado em microtubos de 1,5 mL e armazenados a -20 °C,
para posterior realizacdo da técnica ELISA, para determinar os niveis séricos dos
anticorpos 1gG e IgA contra antigenos totais de Haemonchus contortus e Trichostrongylus
colubriformis adultos dos animais resistentes e susceptiveis.

Soros dos animais com contagens de OPG < 500 ovos/g foram utilizados como
controle negativo e dos animais que apresentaram OPG > 2500 ovos/g foram utilizados
como padréo positivo para Haemonchus contortus e Trichostrongylus colubriformis. A
producdo de antigenos foi descrita por Amarante et al. (2009).

Testes especificos para cada parasito foram realizados em microplacas de
poliestireno (Nunc, USA). Os pocos das placas foram revestidos com antigeno alvo,
aplicando 100 uL de solucdo de antigeno (5 pug/mL) diluido em tampdo bicarbonato de
sodio (0,6 mM Na,COs; pH 9,6) e armazenado a 4 °C por 12 horas. Todas as incubacgdes
subsequentes foram realizadas por 1 hora a 37 °C, utilizando em cada poco um total de 100
uL de reagentes. Entre cada etapa, as placas foram lavadas trés vezes com agua ultra pura
(EASYpure Il UV, Barnstead, USA), contendo 0,05% de Tween 20 (ProPure® -
Amresco). Apés a lavagem, foi utilizado o tampéo bloqueio PBS-GT, constituido de PBS
(phosphate buffered saline - 0,13M NaCl; 0,003 M KCI; 0,10 M Na,HPO,4; 0,0018 M
KH,PO,), com pH 7,2, acrescido de 0,1% de gelatina (Amresco, USA) e 0,05 % de Tween

20 (ProPure®- Amresco). As amostras de soro foram diluidas em PBS-GT 1:500 e 1:2 para
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IgG e a IgA, respectivamente e aplicadas em duplicata nos pogos. Em seguida, as placas
foram incubadas com anticorpo policlonal de coelho anti-1gG de ovelha, diluido a 1:10.000
(A130-101P, Bethyl Laboratories, Inc. USA) e com anticorpo policlonal de coelho anti-
IgA de ovelha, diluido a 1:5.000 (A130-108P, Bethyl Laboratories, Inc. USA). Finalmente
a solucdo de substrato OPD (0,67 mg/mL de dicloridrato 1,2-fenilenodiamina; Dako,
Denmark) foi adicionada em cada poco e a reacdo enzimética ocorreu em temperatura
ambiente, no escuro por 15 minutos. A reacao foi paralisada com a utilizacao de solucdo de
acido sulfurico a 5%. As placas foram lidas imediatamente, utilizando leitor de ELISA
automatico (Biotrak 1I, Amersham-Biosciences, UK) a 492 nm. Os resultados foram
expressos em porcentagens, com referéncia ao valor de densidade Optica (OD)
(KANOBANA et al., 2002).

3.4.2. Exames histoldgicos

Os tecidos do abomaso e do intestino delgado foram coletados durante a necropsia e
posteriormente fixados em formalina 10% por 36 horas. Em seguida foram lavados com
agua corrente e entdo armazenados em etanol 70%. Depois foram desidratados por um
periodo de 1 hora, em solu¢Ges com concentracOes crescentes de etanol (70%, 90%, 95% e
100%). Posterior a desidratacdo foi realizada a diafanagdo, para que o etanol presente nas
amostras fosse substituido por xilol (LUNA, 1968).

Os eosindfilos e os leucdcitos globulares foram contados nas sec¢bes de tecido (5
um) coradas com H&E (hematoxilina e eosina) utilizando-se um microscopio dptico.
Foram contados 30 campos aleatérios em cada lamina, com a finalidade de quantificar as
celulas de defesa presentes na superficie do abomaso e do intestino delgado (AMARANTE
et al., 2005).

3.4.3. Expressao génica
3.4.3.1. Extracdo de RNA
Os tecidos do abomaso (aproximadamente 2 g) foram coletados e imediatamente
adicionados em uma solucdo de estabilizacdo do RNA (RNA Holder, Bioagency, Séo

Paulo). Em seguida, os tecidos foram armazenados a 4 °C por 12 horas. No dia seguinte, as

amostras foram removidas do refrigerador e estocadas no -20 °C.
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A extracdo de RNA total foi realizada segundo Chomczynski e Sacchi (1987). Os
tecidos foram retirados da solugdo RNA Holder e macerados em nitrogénio liquido, com o
auxilio de um almofariz e pistilo autoclavados. O reagente Trizol® foi utilizado para a
extracdo de RNA; sendo que 1 mL deste foi adicionado em aproximadamente 50 mg de
tecido macerado e entdo homogeneizados por meio da utilizagdo do vértex e incubados por
5 minutos a temperatura de 25 °C. Em seguida acrescentou-se 200 puL de cloroformio nos
tubos, com homogeneizacdo e incubacdo a temperatura ambiente por 3 minutos. As
amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 12.000 x g e 4 °C. O sobrenadante (fase
aquosa), onde se encontra o0 RNA, foi removido e aproximadamente 0,5 mL deste foi
adicionado em um tubo (Eppendorff) limpo, juntamente com 0,5 mL de isopropanol. Estes
foram incubados por 10 minutos a temperatura ambiente; em seguida procedeu-se a
centrifugacédo a 12.000 x g a 4 °C por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado, seguido
de adicdo de 1 mL de etanol a 75% ao RNA precipitado. As amostras foram
homogeneizadas em vortex, seguido de nova centrifugacdo a 7.500 x g a 4 °C por 5
minutos. O sobrenadante foi descartado e 0 RNA foi rapidamente seco por 5 minutos, em
temperatura ambiente. Finalmente, foi ressuspendido em 20-50 uL de agua DEPC (dietil-

pirocarbonato) e armazenado no -80 °C, para uso posterior.

3.4.3.2.  Quantificacdo do RNA

Uma aliquota da amostra de RNA foi dissolvida em tampdo de elui¢cdo - TE Tris-
EDTA (1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI; pH 8,0) na proporcao de 1:100 (2 uL de RNA:
198 uL TE). O espectrofotometro GeneQuant (Amershan Bioscience) foi utilizado para
averiguar o grau de pureza do RNA, estimado pela razdo das absorbancias de 260 e 280
nm (Azeo/Azgo), € para quantificacdo das amostras, por meio da absorbéancia de 260 nm
(A2s0) (SAMBROOK; RUSSEL, 2002; PFAFFL et al., 2002).

A integridade do RNA extraido das amostras foi avaliada apos eletroforese em gel de
agarose 1%. A eletroforese foi realizada por 30 minutos, a 120 V e com tampdo TBE 1X
(90 mM Tris-HCI, 88 mM acido borico, 2,6 mM EDTA; pH 8,3). Para a visualizacdo das
bandas, foi utilizado um transluminador (UV), no qual foi possivel verificar a integridade
das bandas dos RNAs ribossomais (rRNA) 18S e 28S (NOLAN et al., 2006).
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3.4.3.3. Escolha dos genes
Os genes de interesse (IL-2, IL-4, IL-5, IL-8, IL-10, IL-12p35, IL-12p40, IL-13,
MCP-1, MCP-2 e IFN-y) foram escolhidos por estarem envolvidos na resposta imune de
ruminantes em infeccdes por nematoides gastrintestinais (BRICARELLO et al., 2008;
ZAROS et al., 2014). As sequéncias dos genes de interesse e respectivos cDNAs para
caprinos, ovinos e bovinos foram obtidas no banco de dados FASTA disponivel no
GenBank (Tabela 1). Estas sequéncias foram utilizadas como referéncia e 0s genes

caprinos equivalentes foram obtidos do genoma caprino (http://www.goat.kiz.ac.cn/GGD/)

por meio do nucleotide blast (basic local alignment search tool). Para evitar a selecdo de
isoformas ou genes similares, foram considerados os maiores valores de score e 0sS
menores de e-value, evitando chances do alinhamento entre as duas sequéncias terem
ocorrido por acaso (ALTSCHUL et al., 1990). Estas compara¢des foram feitas para cada
cromossomo presente na base de dados, o que permitiu a determinacdo da sequéncia alvo
para caprinos. Em seguida, a comparacdo das sequéncias caprinas foi feita utilizando
nucleotide blast, blastx e tblastx, contra a base de dados ndo redundante (nr) do GenBank,

para confirmar a identidade destes genes.

Tabela 1. Resultados da analise BLAST das sequéncias iniciais encontradas no GenBank
contra 0 genoma caprino. As colunas representam: genes alvos estudados, sequéncias
usadas para as buscas, espécies a que pertencem essas sequéncias, valores do score e do e-
value resultantes do BLAST, localizacdo cromossdmica (Chr) e as sequéncias finais

obtidas do genoma caprino.

Gene Sequéncia Espécie Score E-value Chr Sequéncia final
inicial
IL-2 EF056469 Caprinos 7458 0,0 17 ENSP00000226730.1
IL-4 U34273 Caprinos 313 3e-84 7 ENSBTAP00000021215.1
IL-5 U35038.1 Ovinos 320 2e-86 7 ENSBTAP00000041739.1
IL-8 NM173925 Bovinos 1667 0,0 6 ENSBTAP00000026275.1
IL-10 AJ458378.1  Caprinos 390  7e-108 16 ENSBTAP00000008793.1
IL-12 p35 AF003542 Caprinos 316 4e-85 1 ENSP00000303231.1
IL-12 p40 AF007576 Caprinos 500  2e-140 7 ENSBTAP0000006222.1
IL-13 DQ679798 Ovinos 1665 0,0 7 ENSP00000304915.1
MCP-1 M84602.1 Bovinos 792 0,0 19 ENSP00000367832.1
MCP-2 S67954.1 Bovinos 847 0,0 19 ENSP00000378118-D2.1
INF-y U34232 Caprinos 646 0,0 5 ENSBTAP00000016634.1
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Tabela 1. Resultados da analise BLAST das sequéncias iniciais encontradas no GenBank
contra 0 genoma caprino. As colunas representam: genes de referéncia estudados,
sequéncias usadas para as buscas, especies a que pertencem essas sequéncias, valores do
score e do e-value resultantes do BLAST, localizagcdo cromossomica (Chr) e as sequéncias

finais obtidas do genoma caprino.

Gene Sequéncia Espécie Score E-value Chr Sequéncia final
inicial
GAPDH AJ431207 Caprinos 675 0,0 2 GLEAN_10020602.1
SDHA NM_174178.2 Bovinos 408 le-112 20 ENSP00000026
RPL-19 NM_001040516 Bovinos 1207 0,0 1 GLEAN_10004187

3.4.3.4. Delineamento dos primers
Apbs a determinacdo das sequéncias dos genes de interesse, procedeu-se 0
delineamento  dos  primers, por meio do programa  Primer3  Plus

(http://www.bioinformatics.nl/cgi.bin/primer3plus.coi). Para efeitos de teste, foram

delineados dois pares de primers para cada gene alvo e gene referéncia (GAPDH, SDHA e
RPL-19). Adotou-se 0s seguintes critérios para a escolha do par de primer utilizado neste
estudo: o par de primer delineado dentro de um mesmo éxon, para permitir a utilizacdo de
DNA genbémico na construcdo da curva padréo; conteudo GC entre 50 e 60% e temperatura
de anelamento (Tm) de 57 °C; evitou-se repeticdes de 3 ou mais Gs ou Cs, pois estas
podem promover dimeros de primers em regides ricas em G ou C. Os genes, as sequéncias

dos primers, éxon e o tamanho dos produtos encontram-se na tabela 2.

Tabela 2. Genes, sequéncia dos primers, posicdo nos éxon e o tamanho dos produtos (pb).

Gene Primers Exon pb

IL-2 F-TTGCACTAACTCTTGCACTCG 1 91
R- TCCAGCAGCAATGACTTCAC

IL-4 F-GTACCAGCCACTTCGTCCAT 1 75
R-TGAGGATGTTCAGCGTTTTG

IL-5 F-TGGAGCTGCCTATGTTTGTG 1 94
R-CAGAGTTTGATGCGTGGAGA

IL-8 F-CGATGCCAATGCATAAAAAC 2 98
R- TCTGAATTTTCGCAGTGTGG

IL-10 F- GCCAAGCCTTGTCAGAAATG 3 91
R- TTCACGTGCTCCTTGATGTC

IL-12 p35 F- GCCCTGGAAGAACTGGATTT 5 90

R- TCTGTCGATGGTCACTGCAC
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Tabela 2. Genes, sequéncia dos primers, posi¢do nos exon e o tamanho dos produtos (pb).

Gene Primers Exon pb

IL-12 p40 F- GTCAGCTGGGAGTACCCTGA 5 86
P R-TTGTTCTTTCCCTGGACCTG

IL-13 F- TGATCAGCATCTCCAACTGC 3 82
R- TTAGCTGAGGGCTTGTGAGG

MCP-1 F-TGCAATTAACTCCCAAATCG 2 92
R- TGCTGGTGGTGACTCTTCTG

MCP-2 F- AGCGGACAAGGAGGTCTGT 3 20
R-TTGGTCCAGGAGCTTTATGG

N F- GCGCAAAGCCATAAATGAAC A o8
Y R-GGCCTCGAAAGAGATTCTGA

F-GGTTGTGGATCTGACCTGCT
GAPDH R-TGACACCTGCTTCATCACCT 176

F-TCTGGAACACTGACCTGGTG
SDHA R-CTCCGCTCCGTAGATGGTCT 1 80

F-CTGCTCAGACGATACCGTGA
RPL-19 R-TTGTCTGCCTTCAGCTTGTG - 131

3.4.3.5. Extracgdo de DNA

Amostras de sangue (60 mL) de uma cabra foram coletadas em tubos vacutainers de
5 mL com EDTA e armazenadas a -20 °C, por 48 horas, para lisar as hemacias. Apos este
periodo, os tubos foram removidos e colocados a 4 °C para descongelar. A primeira
centrifugacdo do sangue foi realizada a 3.000 x g por 10 minutos, para remocao do
sobrenadante. Nas demais centrifugacOes, sobre as amostras, foram adicionados 1500 uL
de PBS (0,13 M NaCl; 0,003 M KCI ; 0,008 M Na,HPO,; 0,0015 M KH,PO,). Este
procedimento foi repetido por aproximadamente 3 vezes, até o pellet de células brancas
ficar claro. Sobre este, adicionou-se 1500 puL da solugdo de lise (0,2% SDS - sodium
dodecyl sulfate; 50 mM EDTA; 50 mM Tris-HCI) e 15 pL. de RNAse (10mg/mL). Em
seguida, o mix foi transferido para micro tubos (Eppendorfs) e incubado em banho seco a
65 °C por 1 hora e a cada 5 minutos foi homogeneizado. As amostras foram removidas do
banho seco e adicionadas 1500 plL de acetato de potassio a 5 mM, armazenadas na
geladeira por 2 horas e centrifugadas a 13.000 x g por 15 minutos a 25 °C. De cada
amostra, foram retirados aproximadamente 600 puL do sobrenadante (DNA) e adicionados
em 600 pL de isopropanol. Apds 5 minutos de incubagéo, a temperatura ambiente, os tubos
foram centrifugados a 13.000 x g por 15 minutos a 25 °C. O sobrenadante foi removido, 0

DNA foi incubado a temperatura ambiente para secagem e diluido em 100 uL de TE (1
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mM EDTA, 10mM Tris-HCL,; pH 8,0) para a juncdo de todas as amostras em um Unico
tubo. Adicionou-se 500 uL de fenol equilibrado (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA; pH
8,0):cloroformio (1:1), seguido de homogeneizacdo. Na bancada, a reacdo agiu por
aproximadamente 15 minutos e a amostra foi centrifugada a 13.000 x g por 15 minutos a
25 °C. Desta, 400 puL do sobrenadante foi coletada e adicionada em 100 puL de TE; neste
mesmo tubo acrescentou-se 500 uL de fenol: cloroférmio e em seguida foi centrifugado a
13.000 x g 15 minutos a 25 °C. Aproximadamente 400 uL do sobrenadante foi transferido
para um novo tubo, com 400 uL de isopropanol e centrifugado a 13.000 x g por 30 minutos
a 25 °C. O sobrenadante foi descartado, o pellet foi suspenso em 200 uL de etanol a 75% e
centrifugado a 13.000 x g por 15 minutos a 25 °C. Em seguida descartou-se novamente o
sobrenadante e o pellet foi suspenso em 100 uL de TE. Um espectrofotdmetro foi utilizado
para estimar o grau de pureza (Azso/Azg0) € quantificacdo (Azep) do DNA. Para avaliar a
integridade do DNA, foi realizada a eletroforese em gel de agarose.

3.436. RT-gPCR

As amostras foram tratadas com DNAse (Promega-USA) para remogdo de possiveis
residuos de DNA genémico. Em seguida procedeu-se 0 processo transcricdo reversa e
amplificacdo do gPCR em um Unico passo. O procedimento foi conduzido com a utilizagéo
do kit comercial Superscript® (Invitrogen by Life Technologies, EUA). As reaces de RT-
gPCR foram realizadas em um volume final de 20 pL como descrito a seguir para RNA
total e DNA. Para RNA total: 3,0 pL de RNA (300 ng); 5,7 pL de H,O livre de DNAse e
RNAse (Sigma, Aldrich, Brasil); 10 pL de Syber® GreenER™ gqPCR Super Mix Universal
(1x); 0,5 pL de Super Script® Mix for One-Step GreenER™:; 0,4 pL de Forward Primer
(10 uM); 0,4 pL de Reverse Primer (10 uM). Para DNA gendmico, a composicdo de cada
reacdo foi: 2,0 uL de DNA; 6,7 puL de H,O livre de DNAse e RNAse (Sigma, Aldrich,
Brasil); 10 pL de Syber® GreenER™ gPCR Super Mix Universal (1x); 0,5 pL de Super
Script® Mix for One-Step GreenER™: 0,4 pL de Forward Primer (10 pM); 0,4 pL de
Reverse Primer (10 pM). As reagdes com DNA gendmico foram montadas a partir de
diluicdes seriadas, contendo nimero de genoma final variando de 100 a 100.000 copias por
reacdo. A massa molecular de 1 genoma de cabra foi estimada de acordo com o tamanho
do genoma de 2,66 Gb (DONG et al., 2013). Os 20 pL foram colocados em microtubos

com tampas Opticas (Masterclear cap strips, Hamburg, Germany). Todas as etapas da
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reacdo foram realizadas no mastercycle epgradient S (Eppendorf, Germany) para a reacao
de transcriptase reversa e amplificacdo em um Unico passo. As temperaturas utilizadas
foram 50 °C por 5 minutos, 95 °C por 2 minutos, seguida por 35 ciclos de PCR cada um
composto de 95 °C por 15 s; 57 °C por 1 minuto, 95 °C por 15 minutos; 60 °C por 15
minutos e 95 °C por 15 minutos. Cada conjunto de amostras submetido a amplificacéo foi
acompanhado de um controle negativo, o qual continha todos os reagentes e agua livre de
DNAse e RNAse.

Os valores de Ct das reacdes de diluicdo seriada de DNA genémico foram utilizados
para a construcdo de uma curva padrdo (valores de Ct vs. nimero de copias) cujo valor de
inclinagdo (R) nos permite determinar a eficiéncia da reagdo de amplificacéo, utilizando a
equacdo E= 107" (PFAFFL, 2001), onde E é a eficiéncia da reacdo e slope é a
inclinacdo angular da reta da regressdo linear (BUSTIN et al., 2009). Desta maneira foi
possivel determinar o nimero de copias nas amostras de RNA total ao plotarmos os valores
de Ct de RNA na curva padrdo de DNA.

3.4.3.7.  Genes constitutivos

Foram testados trés genes constitutivos: gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH), proteina ribomassal L-19 (RPL-19) e succinate dehydrogenase (SDHA)
(HUGGETT et al., 2005; DE JONGE et al., 2007). Ap6s a obtencdo dos valores de Ct de
todos 0s genes para cada grupo estudado foi utilizado analises ndo paramétricas usando o
Relative Expression Software Tool-REST® 2009, com o objetivo de testar as significancias
dos transcritos pelo teste de Pair Wise Fixed Rellocation Randomisation (teste de
casualizacdo por meio da realocacao fixa aos pares) para verificar as possiveis variagdes de

expressao de mMRNA entre 0s grupos analisados.

3.5.  Andlise estatistica

Para a caracterizacdo parasitologica os dados foram analisados pelo Proc GLM do
software SAS (SAS Institute, 1996), aplicando uma ANOVA com medidas repetidas no
tempo e entre grupos (resistentes x susceptiveis), utilizando o teste de Bonferroni para
comparacdo de médias (P<0,05). Os dados de OPG, volume globular, proteina plasmatica
total, eosinofilos e Famacha foram analisados quanto a normalidade de suas distribuigdes

pelo teste Shapiro-Wilk e Bartlett. Para o atendimento das pressuposi¢des de uma
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ANOVA, as varidveis foram analisadas, para cada lote experimental, apds as seguintes
transformacdes: lote experimental 1) log10(EQOS) e 1/log10(OPG+10); lote experimental 2)
(EOS+1)*3, 1/loglO(PPT) e loglO(OPG+10); lote experimental 3) loglO(EOS+1) e
log10(OPG+10); e, lote experimental 4) log10(EOS+1) e 1og10(OPG+10).

Nas anélises de dosagens de imunoglobulinas, os dados de densidade Optica para IgA
do Haemonchus contortus (IgA Hc), IgA do Trichostrongylus colubriformis (IgA Tc), 1gG
do Haemonchus contortus (IgG Hc ) e 1gG do Trichostrongylus colubriformis (IgG Tc)
foram analisados pelo Proc GLM do software SAS (SAS Institute, 1996), utilizando
ANOVA com medidas repetidas no tempo e entre grupo de animais (resistentes X
susceptiveis). Para atender as pressuposicdes de uma analise de variancia, algumas
caracteristicas foram analisadas ap0s transformacdo. As transformacdes foram: log10(IgA
Hc +100), 1/(1gA Tc+100) e log10(lgG Hc +10).

Nas anélises histologicas, os dados foram submetidos aos testes de Shapiro-Wilk e
Bartlett para verificar os pressupostos de normalidade e homogeneidade de variancias.
Com isso foi aplicada ANOVA, a fim de testar as hipoteses de igualdade de medias dos
grupos, considerando-se o nivel de 5% de significancia (SAS Institute, 1996).

Os resultados obtidos pela técnica de RT-gPCR foram analisados pelo software
Relative Expression Software Tool - REST 2009, as diferencas entre os transcritos foram
verificadas pelo teste de Pair Wise Fixed Rellocation Randomisation. O modelo
matematico utilizado para a obtencdo das expressdes relativas baseou-se na quantificacdo
do gene alvo em relacdo ao gene constitutivo (SDHA), com a finalidade de se minimizar as
possiveis variacfes quanto a quantidade de RNA utilizada e a eficiéncia obtida na RT-
gPCR. A expressdo relativa foi dada pela razdo entre as diferencas de média do grupo
controle (resistente) e grupo tratamento (susceptivel) para os genes alvo e referéncia,
conforme a seguinte equacdo (PFAFFL, 2001):

XA — ACt al
Razao = (E gene alvo) e

E _\ACt referéncia
( gene referéncna)

Em que E representa a eficiéncia da amplificacdo; Ct, o ciclo limiar (ponto inicial da
deteccdo da amplificacdo do produto desejado) e ACt, a diferenca do Ct das amostras

(controle e tratamento) de cada gene alvo e o Ct do gene referéncia; ACt alvo = Ct médio
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do grupo resistente — Ct medio do grupo susceptivel; ACt referéncia = Ct médio do grupo

resistente — Ct médio do grupo susceptivel.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacao parasitologica

Os animais caracterizados como resistentes apresentaram menores valores médios
semanais na contagem de OPG e Famacha, e maiores médias de eosindfilos sanguineos,
porcentagem de volume globular e proteina plasmatica total, que o grupo susceptivel, no 1°
desafio do lote experimental 1 (Tabela 3). A diferenca na contagem de OPG foi
significativa (P<0,05) entre os grupos analisados, a partir da segunda semana de infeg&o.
As diferencas nas contagens de eosinéfilos sanguineos e proteina plasmatica total nédo
foram significativas (P>0,05) entre 0os grupos resistentes e susceptiveis. A diferenca no
volume globular foi significativa (P<0,05) na terceira semana de infeccdo e aquela para o
Famacha na primeira semana.

No 2° desafio, do lote experimental 1, observou-se que a partir da terceira semana de
infeccdo, o valor médio do OPG para o grupo resistente foi inferior (P<0,05) ao grupo
susceptivel (Tabela 4). As contagens de eosinéfilos sanguineos, volume globular, proteina
plasmética total e Famacha ndo diferiram (P>0,05) entre os grupos analisados, neste

desafio.

Tabela 3. Média semanal (SEM1, SEM2 e SEM3) da contagem de ovos por grama de
fezes (OPG), eosindfilos (EOS), volume globular (VG), proteina plasmaética total (PPT) e
escore Famacha (FAM) de caprinos mesticos caracterizados como resistentes (R) e
susceptiveis (S) as parasitoses gastrintestinais, submetidos ao 1° desafio de infeccdo do lote

experimental 1.

SEM 1 SEM 2 SEM 3
R S R S R S
OPG 136,36° 341,67 350,00° 3116,67° 633,33 7191,67°
EOS 1602,08 1258,33*  1375,00*  1052,08°  1814,58° 1322,92°

VG 28,172 26,83° 28,082 25,672 28,252 25,50°
PPT 7.00° 6,942 7,10 6,99° 7.242 7,23
FAM 1,67 2178 1,922 2,25% - -

2P Médias diferentes, entre grupos, na mesma semana, diferem pelo teste de Bonferroni (P<0,05)
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Tabela 4. Média semanal (SEM1, SEM2, SEM3, SEM 4 e SEM 5) da contagem de ovos
por grama de fezes (OPG), eosinofilos (EOS), volume globular (VG), proteina plasmatica
total (PPT) e escore Famacha (FAM) de caprinos mesticos caracterizados como resistente
(R) e susceptiveis (S) as parasitoses gastrintestinais, submetidos ao 2° desafio de infeccao

do lote experimental 1.

SEM 1 SEM 2 SEM 3 SEM 4 SEM 5

R S R S R S R S R

S

1,92 183 2,08 2,08 167 1,75% 1,83 1,92° -

OPG 25,00® 18,18" 16,67° 0* 109,09° 527,27° 258,33° 2100,0° 233,33 2308,3°
EOS 797,9° 647,92° 988,6° 656,2° 16958° 1679,1° 1540,0° 1514,5° 1254,1*% 1681,2°
VG 2567% 2575% 26,27 26,08 26,92° 27,58 2592 2583 26,08 2517°
PPT 7,38% 7,37% 7731*® 743% 719 755  760° 748  736° 758

P Médias diferentes, entre grupos, na mesma semana, diferem pelo teste de Bonferroni (P<0,05)

Nas culturas fecais, o género predominante foi Haemonchus sp., seguido por

Trichostrongylus sp. (Figura 2).
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Figura 2. Porcentagem de larvas infectantes de nematoides gastrintestinais identificadas
em coproculturas de caprinos mesticos, nos dois desafios de infec¢do no lote experimental
1.

A contagem de OPG foi inferior no grupo resistente, sendo esta diferenca
significativa (P<0,05) a partir da terceira semana de infeccdo (Tabelas 5 e 6) no lote
experimental 2. A diferenca nos niveis de eosinofilos sanguineos diferiu na primeira
semana de infeccdo, no 1° e 2° desafio. As diferencas nos niveis de proteina plasmética
total e escore Famacha, nos dois desafios de infec¢do, ndo diferiram entre oS grupos

analisados (P>0,05). A diferencga na porcentagem do volume globular, tanto no 1° como no
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2° desafio, foi significativo (P<0,05), na terceira e quinta semana de infeccdo do lote

experimental 2.

Tabela 5. Média semanal (SEM1, SEM2, SEM3, SEM4 e SEM5) da contagem de ovos
por grama de fezes (OPG), eosinofilos (EOS), volume globular (VG), proteina plasmética
total (PPT) e escore Famacha (FAM) de caprinos mesticos caracterizados como resistentes
(R) e susceptiveis (S) as parasitoses gastrintestinais, submetidos ao 1° desafio de infeccéo

do lote experimental 2.

SEM1 SEM 2 SEM 3 SEM 4 SEM5

R S R S R S R S R S

OPG 9,08 58,33° 18,18 36,36 90,91° 363,64° 1333,3° 3458,3" 879,17° 4708,3"
EOC 177,0° 114,58° 1437° 91,67 21250*° 152,27° 87,50° 68,75° 427,08° 433,33
VG 26,92% 24,42% 26,75 2458° 2725 24,18 24,08 20,92° 24,67*° 19,58
PPT 7,22° 732% 673% 685 687 683% 667° 661* 677° 6,62°
FAM 192° 200° 158 167% 1,75° 2,08 208  192° - -

P Médias diferentes, entre grupos, na mesma semana, diferem pelo teste de Bonferroni (P<0,05)

Tabela 6. Média semanal (SEM1, SEM2, SEM3, SEM4 e SEM5) da contagem de ovos
por grama de fezes (OPG), eosinofilos (EOS), volume globular (VG), proteina plasmatica
total (PPT) e escore Famacha (FAM) de caprinos mesti¢os caracterizados como resistentes
(R) e susceptiveis (S) as parasitoses gastrintestinais, submetidos ao 2° desafio de infeccao

do lote experimental 2.

SEM1 SEM 2 SEM 3 SEM 4 SEM5

R S R S R S R S R S

OPG 8,33 2500° 5454 63,64° 16,67° 25833" 666,67 1766,6° 666,67° 27583
EOC 100,0° 24583" 212,6*° 183,3" 263,64 22500° 188,64 147,92*° 477,08° 300,00
VG 28,75° 2592* 289" 27,33 27,18 2450° 2536° 24,75° 2592° 21,33°
PPT 7,31* 7,38 679° 725% 721° 7,247 6,85° 6,84° 6,75° 6,96°

FAM 175 142 167%° 167° 175° 1,54° 1,75° 2,00° - -

%P Médias diferentes, entre grupos, na mesma semana, diferem pelo teste de Bonferroni (P<0,05)

Nas coproculturas do lote experimental 2, Trichostrongylus sp foi o género

predominante, seguido por Haemonchus sp. e Oesophagostomum sp. (Figura 3).
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Figura 3. Porcentagem de larvas infectantes de nematoides gastrintestinais identificadas
em coproculturas de caprinos mesticos, nos dois desafios de infec¢do do lote experimental
2.

As diferencas nas contagens de OPG, eosindfilos sanguineos, volume globular,
proteina plasmatica total e Famacha ndo foram significativas entre os grupos analisados

(P>0,05), nos dois desafios de infeccdo do lote experimental 3 (Tabelas 7 e 8).

Tabela 7. Média semanal (SEM1, SEM2, SEM3, SEM4 e SEM5) da contagem de ovos
por grama de fezes (OPG), eosinéfilos (EOS), volume globular (VG), proteina plasmatica
total (PPT) e escore Famacha (FAM) de caprinos mesticos caracterizados como resistentes
(R) e susceptiveis (S) as parasitoses gastrintestinais, submetidos ao 1° desafio de infeccdo

do lote experimental 3.

SEM1 SEM 2 SEM 3 SEM 4 SEM 5

R S R S R S R S R

S

OPG
EOC
VG
PPT
FAM

36,36° 27,27° 150,0° 166,6° 366,67 363,64 858,33° 781,82° 2209,0° 1266,6°
729,1° 464,58 791,6° 670,8° 627,08 554,17° 327,27° 552,08° 597,92* 481,25
25,50 23,92% 24,33% 24,08%° 2327° 2355% 22,42% 22,75° 23,08 21,67

7,04* 717"  6,60° 6,82 6,897 6,91° 6,94° 7,01° 6,57°
1,75* 2,000 1,75 192°  2,00° 1,83 2,00° 2,08° -

6,82°

&P Médias diferentes, entre grupos, na mesma semana, diferem pelo teste de Bonferroni (P<0,05)

Tabela 8. Média semanal (SEM1, SEM2, SEM3, SEM4 e SEM5) da contagem de ovos
por grama de fezes (OPG), eosinofilos (EOS), volume globular (VG), proteina plasmatica
total (PPT) e escore Famacha (FAM) de caprinos mesticos caracterizados como resistentes
(R) e susceptiveis (S) as parasitoses gastrintestinais, submetidos ao 2° desafio de infeccao

do lote experimental 3.
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SEM1 SEM 2 SEM 3 SEM 4 SEM5

R S R S R S R S R

S

9,09° 636,64 50,00° 16,67° 400,00° 363,64° 383,33% 275,00° 1536,3"° 1183,3°

EOC 808,3" 577,08%° 814,5° 610,4* 331,25° 333,33 325,00° 356,25 372,92 395,83°

23,00° 22,33* 24,17* 2350* 23,33° 2342%° 21,33* 22,27° 18,42% 19,58
7,23 7,34 732% 745 7597 7,87° 7,55° 7,66° 7,01° 7,39°

FAM 200° 1,75 183 183 175 1,75° 2,33° 2,08° 2,42° 1

83°

P Médias diferentes, entre grupos, na mesma semana, diferem pelo teste de Bonferroni (P<0,05)

Nas culturas fecais do lote experimental 3, o género predominante foi

Trichostrongylus sp., seguido por Haemonchus sp. (Figura 4).
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Figura 4. Porcentagem de larvas infectantes de nematoides gastrintestinais identificadas

em coproculturas de caprinos mesticos, nos dois desafios de infec¢do do lote experimental
3.

No 1° desafio de infec¢do do lote experimental 4, a diferenca na contagem de OPG
entre 0s grupos analisados foi significativa (P<0,05) a partir da terceira semana (Tabela 9).
No 2° desafio deste lote experimental, a diferenca no OPG entre os gupos diferiu
estatisticamente (P<0,05) na quarta e quinta semana (Tabela 10). Nos dois desafios de
infeccdo, as diferencas nos niveis de eosinofilos sanguineos ndo diferiram (P>0,05) entre
os dois grupos. A diferenca no volume globular diferiu entre os grupos (P<0,05) na quarta
semana, enquanto aquela para os niveis de proteina plasmatica total diferiu estatisticamente
(P<0,05) na quarta e quinta semana de infeccdo. A diferenca no escore Famacha diferiu

entre os grupos (P<0,05) apenas na terceira semana do 1° desafio de infeccéo.
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Tabela 9. Média semanal (SEM1, SEM2, SEM3, SEM4 e SEM5) da contagem de ovos
por grama de fezes (OPG), eosinofilos (EOS), volume globular (VG), proteina plasmatica
total (PPT) e escore Famacha (FAM) de caprinos mesticos caracterizados como resistentes
(R) e susceptiveis (S) as parasitoses gastrintestinais, submetidos ao 1° desafio de infeccao

do lote experimental 4.

SEM1 SEM 2 SEM 3 SEM 4 SEM5

R S R S R S R S R S

OPG
EOS
VG
PPT
FAM

63,64 100,00° 772,7° 1200,0* 583,3" 3366,6° 954,54° 48250° 3600,0° 5827,2°
175,0° 135,42% 4250° 439,58° 452,0° 560,42 470,83% 370,45 825,00° 689,58
28,50° 28,67 27,00° 2592° 26,75%° 24,92° 2550° 22,27° 2533* 22,92
6,66 6,59° 6,34 627° 6,12° 594  606° 558  6,06°  540°
1,33*  167° 1,83 1,92*° 183" 225 200* 217° 1,83  2,00°

&P Médias diferentes, entre grupos, na mesma semana, diferem pelo teste de Bonferroni (P<0,05)

Tabela 10. Média semanal (SEM1, SEM2, SEM3, SEM4 e SEM5) da contagem de ovos
por grama de fezes (OPG), eosinofilos (EOS), volume globular (VG), proteina plasmatica
total (PPT) e escore Famacha (FAM) de caprinos mesticos caracterizados como resistentes
(R) e susceptiveis (S) as parasitoses gastrintestinais, submetidos ao 2° desafio de infeccao

do lote experimental 4.

SEM1 SEM 2 SEM 3 SEM 4 SEM 5

R S R S R S R S R S

OPG
EOS
VG
PPT
FAM

58,33 9,09° 5555° 83,33 72500° 618,18 52500° 2016,6° 908,33° 2250,0°
1052,0° 662,5° 620,8*° 650,0° 1083,3° 12954° 722,73° 477,27° 64545° 647,92
25,83 26,08° 27,67* 27,83 26,25 24,67° 26,67 23,00° 24,08 22,08
6,72° 6,98° 6,61° 658  6,46° 6,07° 6,82° 6,41° 6,55° 5,92°

1,83 1,92 236° 2,18 158 2,08° 1,83 2,00° - -

P Médias diferentes, entre grupos, na mesma semana, diferem pelo teste de Bonferroni (P<0,05)

Nas culturas fecais do lote experimental 4, o género predominante foi Haemonchus

sp., seguido por Trichostrongylus sp. e Oesophagostomun sp. (Figura 5).
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Figura 5. Porcentagem de larvas infectantes de nematoides gastrintestinais identificadas
em coproculturas de caprinos mesticos, nos dois desafios de infec¢do do lote experimental
4,

De acordo com os resultados encontrados nos quatro lotes experimentais, observou-
se, por meio das contagens médias de OPG, que foi possivel selecionar animais quanto a
resisténcia e a susceptibilidade, nos dois desafios de infeccdo. Apesar das variacBes nas
médias de OPG entre 0s grupos, principalmente nas primeiras semanas de infeccao,
observou-se que a contagem de OPG aumentou acentuadamente a partir da terceira semana
de infecgdo, principalmente no grupo susceptivel, indicando uma maior sensibilidade
desses animais as endoparasitoses gastrintestinais. Em outros estudos, a contagem de OPG
também foi um marcador fenotipico eficiente na identificacdo de animais com diferentes
niveis de resisténcia (MILLER et al., 2006; ZAROS et al., 2014).

Basseto et al. (2009) utilizaram a contagem média de OPG para caracterizar ovinos
resistentes e susceptiveis as parasitoses gastrintestinais. No estudo deles, 0os dez animais
que apresentaram as maiores contagens médias de OPG (3.640 ovos/g) foram
caracterizados como susceptiveis e 0os dez animais com as menores contagens médias de
OPG (885 ovos/g) foram caracterizados como resistentes.

Trabalho conduzido na Embrapa Caprinos e Ovinos demonstrou que € possivel
aumentar a resisténcia de ovinos da raca Santa Inés aos parasitos gastrintestinais
selecionando para menores valores de OPG (LOBO et al., 2009). Em outro trabalho, o
OPG também foi utilizado para caracterizar caprinos Anglo-nubiana, Bhuj e Canindé
quanto a resisténcia aos nematoides gastrintestinais (COSTA et al., 2000). Este parametro
foi eficaz na selecdo, tanto de animais como também de racas mais resistentes as
parasitoses.

As coproculturas foram realizadas para identificar e quantificar os géneros dos
estrongilideos presentes no trato gastrintestinal dos animais analisados. Em trabalhos
conduzidos com caprinos e ovinos, Haemonchus sp. foi 0 género que apresentou maior
prevaléncia (ROCHA et al., 2004; ALMEIDA et al., 2005; BASSETO et al., 2009), o que
estd de acordo com os resultados das coproculturas do primeiro e quarto lote experimental,

sendo que neste Ultimo também observou-se a presenca de Oesophagostomum sp. No
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segundo e terceiro lote, o género predominante foi o Trichostrongylus sp., mas o
Haemonchus sp. também apresentou elevada prevaléncia.

A contagem de eosinofilos sanguineos, nos dois desafios dos lotes experimentais,
ndo foi uma ferramenta eficaz para a caracterizacdo dos animais quanto aos diferentes
niveis de resisténcia (P>0,05). Os eosindfilos sdo considerados por muitos investigadores
um elemento importante na resposta inflamatoria contra helmintos (BUDDLE et al., 1992).
Nestas infeccdes, os eosindfilos desempenham importante papel, principalmente na
producdo de enzimas toxicas a cuticula dos helmintos (SOUZA et al. 2006).

Em concordancia com o presente estudo, Sotomaior et al. (2007) ndo encontraram
diferenga na média do numero de eosinéfilos em grupos de ovinos da raga Hampshire
Down e ovelhas mesticas resistentes e susceptiveis as parasitoses gastrintestinais. Zaros et
al. (2014) também ndo observaram diferenca significativa na contagem de eosinéfilos em
grupos de ovinos Somalis Brasileiro resistentes e susceptiveis ao Haemonchus contortus.
Ja Buddle et al. (1992) em trabalho realizado com cordeiros Romney, observaram
correlacdo negativa (baixa a moderada) entre contagem de eosinofilos e a manifestacdo da
resisténcia ao Trichostrongylus colubriformis, bem como diferencas significativas entre
valores de OPG (menor no grupo resistente) e contagens de eosinéfilos (maior no grupo
resistente). A separacdo dos grupos experimentais em linhagens de progenitores e a
utilizacdo de rebanhos selecionados para resisténcia e susceptibilidade com base em
valores de OPG foram fatores importantes para os resultados observados e que diferem do
presente estudo.

A diferanca na porcentagem média do VG, nos dois desafios, ndo diferiu (P>0,05)
entre 0s grupos, na maioria das semanas experimentais, exceto na terceira e quinta semana
(P<0,05) do lote experimental 2 e na quarta semana (P<0,05) do lote experimental 4. O
valor médio de VG do grupo resistente aumentou na maioria dos lotes experimentais, o que
demonstra que este grupo estava reagindo ao aumento da infeccdo. Esta observagédo
coincidiu com a elevacdo da contagem de OPG do grupo susceptivel. Amarante et al.
(1998) verificaram uma relagdo inversamente proporcional entre a contagem de OPG e 0s
valores de VG, o que esta de acordo com os dados obtidos no presente estudo.

Sotomaior et al. (2007) em trabalho realizado com caprinos mesticos durante 11
meses, na regido sul do Brasil, os valores médios de VG foram 29,7% para 0s animais

resistentes e 22,83% para 0s susceptiveis. Basseto et al. (2009), em trabalho realizado
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durante 8 meses, com ovelhas resistentes e susceptiveis aos nematoides gastrintestinais,
observaram que 0 VG do grupo resistente foi mais elevado do que o susceptivel.

A diferenca do nivel de PPT, ndo diferiu estatisticamente (P>0,05) entre 0s grupos
analisados, na maioria dos lotes experimentais, exceto na quarta e quinta semana de
infeccdo (P<0,05), nos dois desafios, do lote experimental 4.

Ovelhas mesticas da raca Somalis Brasileira, naturalmente infectadas por
Haemonchus contortus, foram avaliadas, durante 98 dias, quanto ao perfil parasitoldgico
(OPG) e hematoldgico (VG e PPT; ZAROS et al., 2014). Observou-se que 0s animais do
grupo resistente apresentaram menores valores de OPG (508 ovos/g) que o susceptivel
(1.311 ovos/g). Os valores de VG e PPT foram maiores no grupo resistente (27.2 % e 6,1
g/dL, respectivamente). Bricarrello et al. (2002), em trabalho realizado com ovinos
Corriedale e Crioula, infectados por nematoides gastrintestinais, observaram uma
diminuicdo gradativa na PPT, a partir do inicio do experimento (6,0 a 7,5 g/dL,
respectivamente) até seis semanas pés-infecgdo (4,98 a 5,14 g/dL, respectivamente).

Mediante ao exposto, observou-se que o VG e a PPT, quando avaliados em um
periodo superior a trés meses, sao parametros eficazes para caracterizacdo de animais
quanto a resisténcia ou susceptibilidade as parasitoses gastrintestinais. Possivelmente, no
presente trabalho, estas ferramentas ndo apresentaram maior eficacia devido ao curto
periodo de infeccdo a que os animais dos lotes experimentais foram submetidos.

Os animais de todos os lotes iniciaram o experimento com graus Famacha variando
entre 1 e 2, indicando que estes animais ndo estavam anémicos. Na maioria dos lotes ndo
houve coleta na dltima semana de infec¢do, exceto na quinta semana, do 2° desafio, do lote
experimental 3 e na quinta semana, do 1° desafio, do lote experimental 4. Para o grupo
resistente, 0 Famacha apresentou valores minimo e maximo de 1 e 2, e o susceptivel, com
1 e 3, respectivamente. Nenhum animal apresentou Famacha 4 ou 5. Em ambos 0s grupos,
0 Famacha foi composto por quedas e picos nos dois desafios analisados.

O Famacha permite diagnosticar clinicamente animais com diferentes graus de
anemia em infec¢bes por Haemonchus contortus (MOLENTO et al., 2004). No presente
estudo, este método nédo foi eficaz, possivelmente em virtude dos animais experimentais
compartilharem a mesma &rea com outros animais que receberam tratamento
antihelmintico contra Haemonchus sp. 1sso pode ter contribuido para o baixo valor do grau

Famacha entre os grupos analisados.
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4.2. Contagem de nematoides gastrintestinais

Apo6s a andlise das varidveis, 0s animais pertencentes ao lote experimental 4,
apresentaram a melhor caracterizacao fenotipica. Estes foram necropsiados para contagem
dos nematoides gastrintestinais no abomaso e intestino delgado (Tabela 11) e para

caracterizagcdo imunoldgica.

Tabela 11. Média da contagem (z desvio padrdo) de nematoides recuperados do abomaso
e intestino delgado de caprinos mesticos (%2 sangue Anglo-nubiana x ¥ sangue Saanen)

caracterizados como resistentes e susceptiveis aos nematoides gastrintestinais.

Grupos Abomaso Intestino delgado
Resistente 1.452,92 (£1225,28)* 135,16 (x79,72)*
Susceptivel 4.023,33(£2712,54)" 178,91 (+ 54,21)

Letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem estatisticamente a 5% (P < 0,05) pela ANOVA

A carga parasitaria do abomaso diferiu (P<0,05) entre grupos, sendo superior nos
animais caracterizados como susceptiveis. Ndo houve diferencas significativas entre os

grupos para a carga parasitaria, no intestino delgado (P>0,05).

4.3. Caracterizacdo imunoldgica

43.1. Determinacdo dos niveis de imunoglobulinas

As imunoglobulinas IgA, 1gG1, IgG2 e IgE destacam-se nas infeccdes helminticas
nos ovinos (AMARANTE et al., 2004). A analise da imunoglobulina do tipo A (IgA) para
Haemonchus contortus no soro de caprinos mesticos naturalmente contaminados indicou
diferenca significativa entre os grupos resistentes e susceptiveis (P<0,0001) somente na
terceira semana de infec¢do, no 1° desafio do lote experimental 4. Ja a diferenca entre os
grupos para niveis de IgA para Trichostrongylus colubriformis foi significativa (P<0,0001)
apenas na primeira semana de infec¢cdo, no 1° desafio deste mesmo lote experimental
(Figura 6). Nao houve diferenca significativa ente os grupos no 2° desafio.

Segundo Bricarello et al. (2008), elevados niveis de IgA em bovinos resistentes as
parasitoses gastrintestinais revelaram o possivel papel efetor desta imunoglobulina na
expulsdo de parasitas na superficie da mucosa. Kanobana et al. (2002) também observaram
que o aumento significativo de IgA e 1gG1 foi associado a expulsdo de Cooperia

oncophora em bovinos experimentalmente infectados. Em estudo com ovinos Merino,
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observou-se a eliminacdo do Trichostrongylus colubriformis entre 0 3° e 0 14° dia apds as
infeccdes, concomitante com aumento de IgA e 1gG2 (MCcLURE et al.,1992). No México,
foi constatado que ovinos Blackbelly resistentes e Columbia susceptiveis as parasitoses
gastrintestinais mostraram niveis de IgA para Haemonchus contortus semelhantes
(MUNOZ-GUZMAN et al., 2012).

Com relagdo aos niveis da imunoglobulina do tipo G (IgG) para Haemonchus
contortus, houve diferengas significativas entre os grupos na primeira (P<0,0001) e
segunda (P<0,05) semana de infecc¢do, no 1° e 2° desafio do lote experimental 4. Niveis de
IgG para Trichostrongylus colubrifomis diferiram apenas na primeira semana de infeccao
do 1° desafio (P<0,0001) (Figura 7).

Em trabalho conduzido com ovinos, averiguou-se associagdo entre os niveis séricos
de IgG e a resisténcia, no qual foi observada uma redug@o nos niveis de IgG e no nimero
de eosinofilos no tecido abomasal em animais caracterizados como susceptiveis ao
Haemonchus contortus (MUNOZ-GUZMAN et al., 2006). Resposta semelhante também
foi encontrada com cordeiros geneticamente resistentes, desafiados com Trichostrongylus
colubriformis; a resposta imune protetora foi do tipo Th2 com a produgdo de anticorpos
IgG1 e IgE (ANDRONICOS et al., 2010).

Apesar do padrdo de diferenca entre os grupos nao ter sido significativo em todas as
semanas, 0 grupo resistente, em ambos os desafios, apresentou, na maioria das semanas de
infeccdo, maiores niveis de IgA e IgG, tanto para Haemonchus contortus como para
Trichostrongylus colubriformis, do que aqueles no grupo susceptivel. Mediante ao exposto,
sugere-se que deve haver um mecanismo especifico na variacdo da resposta imune entre
diferentes racas e espécies, que sdo hospedeiros de nematoides gastrintestinais, e que estas

imunoglobulinas podem ter papel efetor em controlar as infecgdes gastrintestinais.
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Figura 6. Niveis séricos de imunoglobulina tipo A (IgA) para Haemonchus contortus e Trichostrongylus colubriformis, obtidos do soro de
caprinos mesticos (Y2 sangue Anglo-nubiana x ¥ sangue Saanen), caracterizados como resistente (R) e susceptivel (S), submetidos a dois
desafios de infeccdo. A barra representa o desvio padrdo. *Niveis de significancia P<0,05.
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4.3.2.  Analises histoldgicas

As andlises histologicas indicaram maior contagem de eosinofilos no abomaso do
grupo resistente as infeccdes gastrintestinais (P<0,05; Tabela 12). No intestino delgado, as
contagens de eosinofilos ndo diferiram entre os dois grupos analisados (P>0,05). Os
leucdcitos globulares no abomaso também ndo apresentaram diferengas significativas entre
os grupos (P>0,05). Ja no intestino delgado, as contagens de leucécitos globulares foram

superiores no grupo susceptivel (P<0,05).

Tabela 12. Média e desvio-padrdo de eosindfilos do abomaso (Eosinofilos AB),
eosindfilos do intestino delgado (Eosinéfilos ID), leucécitos globulares do abomaso (Leuc.
Glob. AB) e leucdcitos globulares do intestino delgado (Leuc. Glob. ID) presentes na
mucosa de caprinos mesticos resistentes (R) e susceptiveis (S) as parasitoses
gastrintestinais.

Grupos Eosinofilos AB  Eosindfilos ID  Leuc. Glob. AB  Leuc. Glob. ID
R 30,252+ 11,09 32,502 £ 10,03 52,582 + 23,05 47,912 + 14,27
S 17,81° + 8,23 26,412 + 16,76 55,542 + 18,82 72,08° + 26,86
2P Jetras iguais, na mesma coluna, ndo diferem estatisticamente a 5% (P < 0,05) pela ANOVA

Os eosindfilos sdo importantes células de defesa em infeccdes por helmintos e estéo
frequentemente associados com a expressdo da resisténcia as parasitoses (BALIC et al.,
2006). Estas células podem criar um ambiente desfavoravel aos nematoides, o que resulta
em sua expulsdo do trato gastrintestinal (TEREFE et al., 2005). Isso esta de acordo com 0s
resultados deste estudo, ja que verficou-se menor quantificacdo na carga parasitaria no
grupo resistente (P<0,05; Tabela 11), que apresentou também, consequentemente, maior
contagem de eosinofilos no abomaso (P<0,05) em relacdo ao grupo susceptivel (Tabela
12).

As diferencas observadas entre os grupos com relacdo as contagens de leucdcitos
globulares no abomaso (P>0,05) e intestino delgado (P<0,05) podem ser devidas as
diferentes interacdes entre o parasita e 0 hospedeiro, como também & resposta imune que
pode variar de acordo o local, o tipo e o periodo da infeccdo (ZAROS et al, 2010).

Em trabalho com ovelhas Corriedale e Crioula Lanada, em infec¢Oes naturais por
Haemonchus contortus, o nimero de eosindfilos e leucocitos globulares no abomaso foram

mais elevados em ovinos Crioula lanada, caracterizados como mais resistentes as infec¢oes
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gastrintestinais, por meio de contagem do OPG e da carga parasitaria em relacdo aos
ovinos Corriedale (BRICARELLO et al., 2004). Os resultados de nosso estudo foram
similares a este ultimo apenas para a contagem de eosinofilos no abomaso.

As contagens de leucdcitos globulares, em bovinos com diferentes graus de
resisténcia em infeccdo natural por Cooperia punctata, foram maiores no primeiro
segmento do intestino delgado de animais resistentes (BRICARELLO et al., 2008),
diferente do observado no presente estudo.

A contagem de eosinofilos em ovinos imunizados contra Trichostrongylus
colubriformis foi similar aquela de um grupo controle em ovinos Rommey (DOUCH et al.,
1996). Bricarello et al. (2008) também n&o encontraram diferencas significativas com
relacdo a contagem média de eosindfilos no intestino delgado de bovinos. Esses resultados

foram semelhantes aos aqui encontrados para caprinos.

4.3.3. Expressdo génica
4.3.3.1. Quantificacdo do RNA

Apbs a extracdo individual para cada animal, foi realizada a quantificacdo do RNA e
os valores da razdo das absorbancias de 260 e 280 nm (Azso/Azs0) variaram entre 1,9 a
2,11. Segundo Pfaffl et al. (2002), para se obter uma amostra de RNA puro, os valores de
Aol Azgodevem ser igual ou superior a 1,8 e 2,0.

A integridade do RNA total foi confirmada por meio da eletroforese em gel de
agarose a 1%. Mediante os resultados obtidos na eletroforese, foram escolhidos seis
animais do grupo caracterizado como resistente e seis animais do grupo caracterizado
como susceptivel, que apresentaram as melhores integridades do RNA ribossémico
(rRNA), por meio da visualizacdo das bandas rRNAs 28S e 18S (Figura 8).
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Figura 8. Eletroforese em gel de agarose a 1% para verificacdo da integridade dos rRNAs
(28S e 18S). As amostras dos po¢os (3, 4, 5, 7, 9 e 12) correspondem aos animais do grupo
resistente (A). As amostras dos pogos (13, 16, 18, 19, 20 e 24) correspondem aos animais

do grupo susceptivel (B).

4332. RT-gPCR
4.3.3.2.1. Eficiéncia da amplificacdo
A eficiéncia da amplificacdo foi avaliada para todos os genes de interesse (IL-2, IL-
4, IL-5, IL-8, IL-10, IL-12 p35, IL-12 p40, IL-13, MCP-1, MCP-2 e IFN-y). Para isto, foi
construida uma curva de diluicdo seriada a partir dos valores de Ct das amostras de DNA
gendmico.
Os valores de inclinagdo da curva padréao (slope), a eficiéncia da amplificacéo (Ef) e

0 coeficiente de determinagéo (R?) podem ser visualizados nas figuras 9, 10 e 11.
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IL-2 y= - 3,240x + 33,05

R?= 0,979
Ef=1,04

IL-4 y= - 3,506x + 37,08
R?= 0,998
Ef= 0,90

IL-5
y= - 3,550 + 40,12
R?= 0,997
Ef=0,91

Arountloses

IL-8 y= - 3,310x + 34,14

R?= 0,982
Ef=1,01

yibe
|
-
L]
|

Figura 9. Graficos obtidos a partir da diluicdo seriada do DNA e Cts gerados pelo RT-
gPCR dos genes alvos: IL-2, IL-4, IL-5 e IL-8. Os valores das equagfes de regress&o:
slope, coeficiente de determinacéo (R?) e eficiéncia (Ef) estio a direita do gréfico.
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1L-10
y=- 3,567x + 35,58
R?= 0,985
Ef= 0,91
g = —
2 25 R
= 0 ___'___—____l__
IL-12 p35 y= - 3,156x + 33,05
R?=0,978
Ef= 1,07
’,'__.'- ___________‘—I——_____
E ___'____"‘_‘———i_
IL-12 p40 y=-3,150x + 32,80
R?= 0,963
Ef= 1,08
3 . T B
IL-13 y= - 3,156x + 33,05
R?=0,978
Ef= 1,07
5 B —— S
g . __\______—r'———__\__\_-
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Figura 10. Graficos obtidos a partir da diluicdo seriada do DNA e Cts gerados pelo RT-
gPCR dos genes alvos: 1L-10, IL-12 p35, IL-12 p40 e 1L-13. Os valores das equacdes de
regressdo: slope, coeficiente de determinacdo (R?) e a eficiéncia (Ef) estdo a direita do

gréafico.
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y= - 3,221x + 33,49
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SDHA y=-3,547 + 35,39
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Ef=0,91
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Figura 11. Gréficos obtidos a partir da diluigdo seriada do DNA e Cts gerados pelo RT-
gPCR dos genes alvos: MCP-1, MCP-2 e IFN-y e do gene constitutivo SDHA. Os valores
das equacdes de regressao: slope, coeficiente de determinacéo (R?) e a eficiéncia (Ef) estdo

a direita do grafico.
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4.3.3.2.2. Especificidade dos primers
A especificidade dos primers foi confirmada por meio da realizagdo da eletroforese
em gel de agarose a 2%, no qual foi observado o tamanho do produto (pb) e a presenca de

uma unica banda para todos os genes (Figura 12) e também foi analisada a curva de

melting (Figura 13).

M 1 2 3 4 5 M 6 7 8 9 10 11 12 M

100 pb

Figura 12. Verificacdo do tamanho dos produtos de RT-gPCR por meio da eletroforese em
gel de agarose a 2%. A primeira, a do meio e a Ultima canaleta para todos os genes
referem-se ao padrdo molecular ladder 1 Kb plus (Invitrogen) (M). Os genes analisados
(canaletas): IL-2 (1); IL-4 (2); IL-5 (3); IL-8 (4); IL-10 (5); IL-12 p35 (6); IL-12 p40 (7);
IL-13 (8); MCP-1 (9); MCP-2 (10); IFN-y (11) e SDHA (12).

-l 1dT (%)

61 62 63 64 65 66 67 68 69 V0O V1 V2 73 74 V5 76 V7 V8 79 G0 &1 82 83 B4 85 86 B7 &3 89 %0 51 92 93 84 85
Temperature [*C]

Figura 13. Curva de melting do gene IL-10, gerada pelo aparelho MasterCycle
(Eppendorf). O eixo y representa a primeira derivada negativa dos valores de fluorescéncia
durante cada ciclo (-[dEAT]) e o eixo x representa a temperatura de melting. Cada linha

representa uma amostra cuja expressao foi quantificada.
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4.2.3.2.3. Quantificacdo relativa da expressdo de RNA mensageiro do
abomaso de caprinos mesticos caracterizados como resistentes e susceptiveis as
parasitoses gastrintestinais
Neste estudo, os valores de Cts foram obtidos para os genes alvo: IL-2, IL-4, IL-5,
IL-8, IL-10, IL-12 p35, IL-12 p40, IL-13, MCP-1, MCP-2 e IFN-y. O SDHA foi escolhido
como o gene de controle interno (gene referéncia) devido ter apresentado menor variagéo
em relacdo ao GAPDH e RPL-19, ou seja, ndo apresentou diferenca significativa na média
dos valores de Cts, entre os grupos, durante toda a andlise. A quantificacdo relativa foi
realizada no software REST (PFAFFL et al., 2002). Nessa andlise, foi gerada a razéo entre
grupo tratamento (resistente) e grupo controle (susceptivel; Tabela 13).

Tabela 13. Expressdo génica relativa de tecidos do abomaso do grupo resistente (R) e
susceptivel (S) de caprinos mesticos naturalmente infectados por nematoides
gastrintestinais.

Genes Expressaio RS  ErroPadrdo Valorde P
IL-2 0,462 0,10-2,03 0,272
IL-4 0,492 0,26-0,92 0,056
IL-5 0,365 0,18-0,86 0,017
IL-8 0,837 0,29-2,57 0,702
IL-10 0,181 0,03-0,93 0,026

IL-12 p35 1,052 0,33-4,04 0,927
IL-12 p40 0,211 0,02-1,39 0,136

IL-13 0,391 1,10-1,29 0,101

MCP-1 0,405 0,10-1,81 0,191

MCP-2 0,369 0,09-1,52 0,152

IFN- y 1,545 0,07-40,77 0,737

SDHA 0,932 -

De acordo com as andlises da expressdo génica realizada na mucosa do abomaso,
pdde-se verificar diferencas nos niveis de expressdo de IL-5 (P<0,017) e I1L-10 (P<0,026),
que apresentaram maior expressdo no grupo susceptivel.

A expressdo de IL-5, no grupo susceptivel, foi 2,7 x maior do que aquela do grupo
resistente. A IL-5 é importante na resposta imune as infec¢des parasitarias, uma vez que esta
citocina estimula e ativa a producdo de eosinéfilos (SANDERSON, 1992). Em infeccdes
gastrintestinais, a regulagdo da IL-5 no abomaso e nos ganglios linfaticos ocorre
aproximadamente no 3° dia (MEEUSEN et al, 2005; LACROUX et al, 2006).
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Niveis de expressdo de IL-5 foram examinados no abomaso de ovinos imunizados,
sendo notada uma maior expressdo entre 0 5° e 7° dias do desafio. J& ap6s o 28° dia pos-
infeccdo niveis destas citocinas decresceram expressivamente (ROBINSON et al., 2011). Balic
et al. (2002) também encontraram um aumento IL-5 no tecido do abomaso de ovelha apos o 3°
dia em infeccdo por Haemonchus contortus.

No grupo susceptivel a IL-10 teve maior expressdo (5,5 x) em relagdo ao resistente.
A 1L-10 é secretada tanto por células Thl como por células Th2. As citocinas produzidas
por células Th2 ajudam a desenvolver e manter a resposta tipica as infec¢des por parasitas
extracelulares. Algumas destas citocinas podem também regular negativamente a resposta
imune, que é caracterizada por células T CD4" que se diferenciam das células Th1.

Estudos mais recentes mostram que as células Th2 podem apresentar uma resposta
ligeiramente modificada, com a expressdo de 1L-13, IL-5 e TNF-o, mas ndo de IL-4 e IL-
10 (SCHALLIG, 2000; MEEUSEN et al., 2005; PERNTHANER et al., 2005). Essa
resposta Th2 diferenciada foi observada em infecgéo experimental com Trichostrngylus
colubriformis, no qual se verificou aumento nos niveis da IL-5, mas ndo da IL-10 em
células de linfaticas intestinais de ovelhas geneticamente resistentes (PERNTHANER et
al., 2005). Lacroux et al. (2006) relataram um aumento de IL-13, IL-5 e IL-4, mas
nenhuma diferenca foi observada para IFN-y, IL-12, IL-10 e TNF-o em tecidos linfaticos e
abomasais de cordeiros infectados por Haemonchus contortus.

Como se p6de observar, ha algumas variacdes de resultados encontrados entre este e
outros estudos, como a expressdo da IL-5 no grupo susceptivel. Possivelmente o periodo
em que os tecidos foram coletados para analise foi superior ao esperado para a expressao
desta interleucina no grupo resistente. Sabe-se que as citocinas sdo expressas em diferentes
tipos, tempos e fases de infeccao (JANEWAY et al., 2007). O tecido analisado também
pode ter influenciado. De acordo com os resultados encontrados na literatura, verificou-se
que ha diferencas na expressao génica nos tecidos do trato gastrintestinal (abomaso, nédulo
do abomaso e intestino delgado), porém poucos genes apresentam expressao diferencial no
abomaso (ZAROS et al., 2010; IBELLI et al., 2011). Esses fatores podem justificar a

auséncia de expressdes diferenciadas entre os animais dos grupos resistente e susceptivel.
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5. CONCLUSOES

Em todos os lotes experimentais, nos dois desafios de infeccdo, a OPG foi uma
ferramenta fenotipica eficaz para a caracterizacdo de caprinos quanto a resisténcia e
susceptibilidade as parasitoses gastrintestinais.

Dentre os lotes analisados, o lote experimental 4 apresentou a melhor caracterizagao
fenotipica. As variaveis OPG, VG e PPT foram eficazes na identificacdo dos animais
quanto aos diferentes niveis de resisténcia. Nos demais lotes, 0 VG, a PPT, a contagem de
eosinofilos e o escore Famacha nédo foram eficazes para diferenciar caprinos resistentes e
susceptiveis as parasitoses gastrintestinais.

Os animais caracterizados como resistentes apresentaram melhor resposta as
infeccdes gastrintestinais que 0s animais caracterizados como susceptiveis. Estes ultimos
apresentaram maior numero de parasitas, Haemonchus sp. e Trichostrongylus sp., no
abomaso e intestino delgado respectivamente.

Os niveis de IgA e 1gG, em especial para Haemonchus contortus, nos dois desafios
de infeccdo, e a contagem de eosinofilos no abomaso foram pardmetros eficazes na
resposta imune indicando que essas células de defesa apresentam um papel efetor no
controle das infecgdes gastrintestinais.

IL-5 e IL-10 apresentaram niveis superiores significativos no grupo susceptivel,
mostrando que a expressao destas citocinas na quinta semana de infeccdo pode ter papel

em mecanismos de susceptibilidade a nematoides gastrintestinais.
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7. CONSIDERACOES FINAIS E IMPLICACOES

O desenvolvimento da resisténcia contra 0s nematoides esta associado com a
resposta imunologica mediada por linfocitos T e B e também por células sentinelas.

Os estudos na literatura tem avaliado a acéo destas células de defesa e demonstrado
que animais caracterizados como resistentes as infecgdes gastrintestinais induzem uma
resposta do tipo Th2, com expressdo de mRNA de citocinas, especialmente IL-4, IL-5 e
IL-13, no abomaso e linfonodos mesentéricos, e aumento sérico de 1gG1, 1gG2 e IgE.
Também sido observado aumento local do nimero de eosindfilos e mastocitos, nessas
infeccOes. A expressdo de IFN-y, IL-2 e IL-12 esta mais relacionada a animais
susceptiveis.

Contudo, a expressao de citocinas apresenta alta variabilidade e depende de
inimeros fatores, como o tipo, tempo e fases da infeccdo, o que explica os resultados
encontrados neste estudo com caprinos. Ainda assim foi detectada maior expresséo de IL-5
e IL-10 no grupo suscepetivel apds cinco semanas de infeccdo. Estes resultados podem ser
usados em estudos futuros para localizacdo de marcadores genéticos associados a esta

situacdo bioldgica.



