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SALES, T.S. Avaliagao de aspectos da resposta imunolégica em caprinos co-
infectados com Corynebacterium pseudotuberculosis e Haemonchus
contortus. Salvador, Bahia, 113f. ll. 2016. Tese (Doutorado em Imunologia) —
Instituto de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Bahia.

RESUMO

Na caprino-ovinocultura do nordeste brasileiro observa-se alta prevaléncia da
infeccdo por Corynebacterium pseudotuberculosis que resulta na Linfadenite
Caseosa, gerando prejuizos econdmicos significativos. O nematddeo
gastrointestinal Haemonchus contortus também infecta os pequenos ruminantes,
resultando em prejuizos econdmicos e produtivos. Dessa forma, é importante a
compreensao da interferéncia da infecgcao pelo H. contortus na possivel modulagao
imune contra C. pseudotuberculosis em caprinos. Uma vez que a infec¢ao por C.
pseudotuberculosis desenvolve uma resposta Th1 predominante e que o H.
contortus, induz uma expressiva estimulagdo Th2. O presente estudo avaliou a
indugcdo de resposta imune humoral e celular contra o Corynebacterium
pseudotuberculosis em caprinos co-infectados pelo nematdéide Haemonchus
contortus. Assim, nos diferentes grupos experimentais, caprinos foram inoculados
ou ndo com 107 UFC de uma linhagem de alta viruléncia (C57) de C.
pseudotuberculosis, por via subcutanea, e com aproximadamente 10.000 larvas
infectante L3 de H. contortus por via oral. Foram acompanhados por um periodo de
oito meses até serem necropsiados. Utilizou-se o teste ELISA e westen blotting para
o acompanhamento da cinética da resposta e da reatividade especifica por
anticorpos da classe IgG e a dosagem de IFN-y para avaliagdo da reatividade in
vitro, em culturas de sangue periférico estimuladas com antigenos destes dois
patdogenos. A técnica parasitolégica de OPG e a morfométrica das células
inflamatoérias na mucosa abomasal foram realizadas para avaliagdo in loco da
infeccdo pelo nematédeo. Os resultados evidenciaram expressivos niveis de
anticorpos e uma reduzida producdo da citocina IFN-y contra o C.
pseudotuberculosis nos animais co-infectados, que manifestaram lesdes nos
linfonodos internos e em algumas visceras e alta carga parasitaria. Ainda nos
animais co-infectados observou-se niveis menos expressivos de IgG anti-H.
contortus. Quanto ao reconhecimento antigénico através do wesrtern blotting,
identificou-se oito proteinas de C. pseudotuberculosis e cinco proteinas do helminto.
A ocorréncia da resposta imune inata foi observada através da analise morfométrica
da mucosa abomasal, onde foram identificados os linfécitos, eosindfilos, plasmdcitos
e macrofagos em todos os grupos; e uma populagdo de mastdocitos expressiva nos
grupos infectados com este verme. Com os resultados obtidos conclui-se que as
respostas imunes inata e adaptativa contra o H. contortus implicam numa
significativa estimulagdo de mecanismos Th2. Os resultados também sugerem que
tal estimulagdo module negativamente a resposta Th1 contra o C.
pseudotuberculosis, entretanto, torna-se necessario novos estudos para a melhor
compreensao desta modulacao.

Palavras chave: Corynebacterium pseudotuberculosis, Haemonchus contortus, co-
infecgao, resposta imune, caprinos.



SALES, T.S. Evaluation of aspects of the immune response in co-infected with
Corynebacterium pseudotuberculosis and goats Haemonchus contortus.
Salvador, Bahia, 113f. Il. 2016. Thesis (Doctor in Immunology) — Health Sciences
Institute, Federal University of Bahia, 2016.

ABSTRACT

In goat and sheep breeding in northeastern Brazil, observed a high prevalence of
infection with  Corynebacterium pseudotuberculosis resulting in caseous
lymphadenitis, causing significant economic losses. Gastrointestinal nematode
Haemonchus contortus also infect small ruminants, resulting in economic and
production losses. Thus, it is important to understand the interference of infection
with H. contortus in possible immune modulation against C. pseudotuberculosis in
goats. Once infection with C. pseudotuberculosis develops a predominantly Th1
response and H. contortus, induces a significant stimulation of Th2. This study
evaluated the induction of humoral and cellular immune response against
Corynebacterium pseudotuberculosis in co-infected goats by Haemonchus contortus.
Thus, the different experimental groups, goats were inoculated with or without 107
CFU of a highly virulent strain (C57) of C. pseudotuberculosis, subcutaneously, and
approximately 10.000 infective larvae L3 H. contortus orally. They were followed by a
period of eight months before being necropsied. We used ELISA and Westen blotting
for monitoring the response kinetics and specific reactivity of antibodies of the IgG
and IFN-y dosage for evaluation of in vitro reactivity in peripheral blood cultures
stimulated with antigens of these two pathogens. The parasitological technique OPG
and morphometric of inflammatory cells in the abomasal mucosa were performed to
on-site evaluation of nematode infection. The results showed significant levels of
antibodies and a reduced production of IFN-y cytokine against C. pseudotuberculosis
in co-infected animals, which showed lesions in lymph nodes and internal in some
viscera and high parasite load. Also in co-infected animals there was less significant
levels of IgG anti-H.contortus. As for the antigen recognition by westen blotting, it
identified eight proteins of C. pseudotuberculosis and five proteins helminth. The
occurrence of the innate immune response was observed using the morphometric
analysis of the abomasal mucosa were identified where lymphocytes, eosinophils,
plasma cells and macrophages in all groups; and a population of mast cells in
significant with this worm groups infected. With the results obtained it is concluded
that the innate and adaptive immune responses against H. contortus imply a
significant stimulation of Th2 mechanisms. The results also suggest that such
stimulation negatively modulates the Th1 response against C. pseudotuberculosis,
however, it is necessary to further studies to better understand this negative
regulation.

Keywords: Corynebacterium pseudotuberculosis, Haemonchus contortus, co-
infection, immune response, goats.
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1. INTRODUGAO GERAL

A caprinocultura é considerada uma importante atividade econémica no pais,
com destaque para a regido Nordeste, detentora de 90,6% do rebanho nacional,
concentrando nas zonas arida e semi-arida. E uma importante fonte de renda para
pequenos produtores dessa regido, que obtém através da venda da carne, leite e
pele a garantia para sua sobrevivéncia (ANCO, 2010).

O rebanho mundial de caprinos em 2014 era de 1.006.785.725 bilhdes de
cabecas, e o rebanho de ovinos alcangou a marca de 1,2 bilhées. De acordo com o
ranking mundial o Brasil possui 0 22° maior rebanho caprino e, a 18° posicao
referente ao rebanho ovino. Os paises que lideram o ranking sdo China, india,
Australia, Ira e Nigéria (FAO, 2015).

No Brasil, entre os estados detentores dos maiores rebanhos de ovinos, estao
Bahia, Ceara, Piaui e Pernambuco, Rio Grande do Norte, Rio Grande do Sul, Parana
e Mato Grosso do Sul. E na caprinocultura os estados de maior representatividade
sdo a Bahia, com 33,34%; Pernambuco, com 19,72% e Piaui, com 16,73% (IBGE,
2011). O rebanho nordestino de caprinos € de 8,3 milhbes de cabegas,
representando 90,6% do rebanho nacional, concentrando nas zonas arida e semi-
arida (ANCO, 2010).

Na regidao Nordeste a Linfadenite Caseosa apresenta elevada frequéncia, e
estima-se que grande parte dos rebanhos possuam animais infectados, e que 30%
destes apresentem a prevaléncia clinica da doenga (COSTA FILHO et. al., 1974).
Um estudo conduzido por Meyer (2004), no semi-arido baiano, obteve uma
prevaléncia média de 46,66% da enfermidade, resultando em perdas significativas
na produtividade dos caprinos e ovinos. Além dessa enfermidade, a alta
patogenicidade dos nematddeos, em particular a do Haemonchus contortus, nos
pequenos ruminantes, também reflete significativamente no desempenho geral do
rebanho.

Sendo assim, é fundamental que se conhega os mecanismos imunoldgicos
dos agentes, a fim de que se possa compreender a interferéncia do parasita na
patogenia da bactéria em caprinos pelo parasito. Sabe-se que a resposta
imunologica dos animais frente a infeccdo por um agente se divide, em uma
resposta predominantemente do tipo Th1 na infecgao pelo C. pseudotuberculosis

nos ruminantes, enquanto a infecgao pelo nematédeo promove um desvio para a
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subpopulagado Th2 (SACCO et al., 2002). Um estudo realizado por Bentwich et al.,
(1999), observou que a elevada ocorréncia de individuos com tuberculose na Africa,
enfermidade causada pela infecgdo com Mycobacterium tuberculosis, uma bactéria
filogeneticamente semelhante ao C. pseudotuberculosis, deve-se a alta frequéncia
de co-infeccdo por helmintos nestes individuos, resultando em um desvio da
resposta imune para o perfil Th2. E dessa maneira sugerindo que esta infecgdo pode
ser um importante fator, para a manifestagdo mais precoce do quadro clinico da
tuberculose.

Sendo assim, € de suma importancia a compreensao da interferéncia do
helminto H. contortus na modulagdo imune protetora contra C. pseudotuberculosis
em caprinos. Uma vez, que ambos o0s agentes apresentam uma elevada prevaléncia

nas criagcdes de pequenos ruminantes na regido Nordeste.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Prevaléncia e importancia econdmica da Linfadenite Caseosa e da

Hemoncose

Em criagdes de ovinos e caprinos, as infecgdes por Corynebacterium
pseudotuberculosis determinam a Linfadenite Caseosa (LC), reconhecida como uma
doenca infecto-contagiosa de carater crénica e de importancia mundial. Encontra-se
entre as principais doengas infecciosas em paises com tradicdo na criagdo de
ovinos e caprinos, incluindo Nova Zelandia, Espanha, Franca, Australia, Suica e
Holanda (BINNS et al., 2002; BELCHIOR et al., 2006; BAIRD e FONTAINE, 2007).

A ocorréncia da enfermidade nos EUA, Noruega, Espanha e Canada
encontra-se, respectivamente, ao redor de 70%, 61%, 25% e 62% dos animais
(CUBERO et al., 2002; BAIRD, 2006; BELCHIOR et al., 2006; FONTAINE et al.,
2006). Em criagdes de caprinos da Coréia foram identificado 57,3% dos animais
soropositivos, enquanto que na Nigéria, a infeccdo pela bactéria nas cabras
representou 0,3% das mastites clinicas (YERUHAM et al., 1996; JUNG et al., 2015).

No Brasil a LC tem uma elevada frequéncia nas criagbes caprinas e ovinas
do Nordeste. Estima-se que grande parte dos animais dos rebanhos encontra-se
infectados, e que a prevaléncia clinica abranja até 30% destes (COSTA FILHO,
1974). Na Bahia, na regido do semi-arido, um dos registros de prevaléncia realizado
obteve um percentual médio de 46,66% (MEYER et al, 2004).

Na industria de caprinos e ovinos a ocorréncia da Linfadenite Caseosa resulta
em um prejuizo econdmico consideravel em decorréncia de perdas produtivas. Tais
como: a reducdo na producao de carne e leite, retardo no desenvolvimento dos
animais, descarte precoce, deficiéncias nos indices reprodutivos, condenacido de
carcagas, depreciagcao do couro e da la e morte ocasional de animais (LYOUD, et
al., 1990; RIBEIRO, et al., 2001; ARSENAULT et al., 2003; VALE, et al., 2003).

Além da ocorréncia da Linfadenite Caseosa nas criagdes de pequenos
ruminantes, observa-se também a alta prevaléncia dos nematddeos
gastrointestinais, em particular o Haemonchus contortus, que reflete negativamente

no desempenho geral dos rebanhos.
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Este parasita € reconhecido como um dos principais entraves na producgao de
pequenos ruminantes, levando a perdas econdmicas significativas. E pode ser
encontrado em todo o mundo, embora as infecgdes sejam mais frequentes e
intensas em areas com climas quentes e umidos (ALLONBY e URQUHART, 1975).

A elevada ocorréncia do H. contortus, em criagdes de caprinos e ovinos no
mundo, é observada em paises como Paquistdio (QAMAR, et al. 2009), Africa
Ocidental (ASANJI, 1988), México (GARDUNO et al., 2011), Argentina (SUAREZ et
al.,, 2013), Kenya (GATONGI et al., 1998) e nos Estados Unidos da América
(HOWELL, et al., 2008).

No Brasil a alta prevaléncia do parasita nas criacbes de pequenos ruminantes
€ observada nos estados do Ceara (81,9%), Bahia (46,66%), Pernambuco (50%),
Santa Catarina (61,3%), Rio Grande do Norte (16,9%) e Maranhao (35,41%) (RIET-
CORREA et al., 2004; ALENCAR et al. 2010; SILVA et al., 2003; BELLATO et al.,
2004; MEYER et al, 2004; AHID et al., 2008; BRITO et al., 2009).

No nordeste brasileiro, a regido semi-arida € onde se observa a maior
frequéncia do H. contortus, devido a grande concentracdo destes pequenos
ruminantes e a falta de orientacédo técnica adequada aos criadores de caprinos e
ovinos, quanto a sanidade de seu rebanho. Resultando em altas taxas de
mortalidade, além do comprometimento no desempenho produtivo, que sao
decorrentes do atraso no crescimento, da queda na produgao leiteira e da baixa
fertilidade do rebanho (MACRAE, 1993).

2.2. Aspectos etiologicos de Corynebacterium pseudotuberculosis e do

Haemonchus contortus

O género Corynebacterium pertence a familia Actinomycetae, assim como 0s
géneros Mpycobacterium, Nocardia e Rhodococcus. O agente microbiano
Corynebacterium pseudotuberculosis € um cocobacilo, Gram-positivo, curto e
irregular (0,5 a 0,6 um por 1 a 3 um), pleomérfico, intracelular facultativo, imoével, nao
esporulado, sem capsula, anaeroébio facultativo, fermenta carboidratos sem producgao
de gas, podendo apresentar aspecto cocoéide, e se mostrar isolado ou formando
grupamentos irregulares ou em paligada (TAKAHASHI et al., 1997; PATON et al.,
2003; DORELLA et al., 2006; VALDIVIA et al.,, 2013). A temperatura ideal de
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crescimento é 37°C por 48 horas em uma atmosfera de 5% de gas carbdnico
(MCKEAN et al., 2007a).

Em relagdo ao aspecto nutricional a bactéria é altamente exigente, de
crescimento lento em meios enriquecidos como agar sangue, agar BHI e caldo BHI.
Nestes meios, produzem colbnias pequenas de coloragdo amarelo-esbranquigadas,
opacas, em periodo de 48 horas, rodeadas por halo de beta-hemdlise (MOURA
COSTA, 2002). Através das provas bioquimicas, C. pseudotuberculosis apresenta
catalase e urease positivas, oxidase negativa, redugdo de nitrato a nitrito e
fermentam carboidratos, sem produgcao de gas como maltose, manose, glicose e
galactose (QUINN et al., 1994).

Haemonchus contorfus € um nematdide que pertence ao Filo
Nemathelminthes, Classe Nematoda, Ordem  Strongylida, Superfamilia
Trichostrongyloidea, Familia Trichostrongylidae, Género Haemonchus (VIEIRA et
al., 1989). Este género apresentam treze espécies, a exemplo de H. placei, H.
similis, H. longistipes, H. mitchelli, H. lagwrencei, sendo Haemonchus contortus mais
comum em criagdes de caprinos e ovinos em varias partes do mundo. Este parasita
ocorre nas areas de verdao chuvoso, particularmente em regido tropicais e
subtropicais, a exemplo do Brasil (BATH e VAN WYK, 2001; LOPES et al.,2013).

Macroscopicamente, os parasitas adultos podem ser identificados devido a
sua localizagdo especifica na regido fundica do abomaso e seu tamanho, pode
variar nos machos de 10 a 20 mm e nas fémeas de 18 a 30 mm (UENO;
GONCALVES, 1994; CLIMENI et al., 2008). Morfologicamente, ambos os sexos,
possuem lanceta bucal e ha presenga de papilas cervicais na regido anterior do
nematodide. Os machos apresentam bolsa copulatéria com um lobo dorsal
assimétrico e espiculos em ganchos. As fémeas possuem ovarios brancos que se
enrolam em espiral ao redor do intestino repleto de sangue (LICHTENFELS, et al.,
1994). No ambiente os ovos das fémeas sao liberados junto com as fezes dos
animais nas pastagens, onde ocorre o desenvolvimento das larvas infectantes (L3)

durante aproximadamente sete dias, contaminando as pastagens (FORTES, 2004).
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2.3. Mecanismos de transmissao do C. pseudotuberculosis e H. contortus

Corréa e Corréa (1992) e Pepin et al., 1997, descreveram que a transmissao do
Corynebacterium pseudotuberculosis pode ocorre, mediante o contato de um animal
sadio com animais doentes com granulomas superficiais abscedados, bem como de
elementos do ambiente contaminados, incluindo comedouros, bebedouros,
equipamentos, instalagbes, solo, vegetacdo ou das fezes de animais infectados.
Pode ainda ocorrer através de aerossoéis de animais com infecgdes pulmonares e
aleitamento por fémeas infectadas. O microrganismo pode alojar-se na superficie
dos objetos e infectar os animais, quando em contato com a pele com lesdes.

A infeccéo por C. pseudotuberculosis em caprinos e ovinos € responsavel por
causar a Linfadenite Caseosa, mas o0 microrganismo pode acometer
esporadicamente outras espécies, como bovinos, equinos, bufalos, ruminantes
silvestres, primatas, suinos, camelos e cervos (BROWN et al., 1987; AL-
RAWASHDEH e AL-QUDOH, 2000; HAWARI, 2008; GUEDES et al.,, 2015). A
infeccdo humana pode ocorre ocasionalmente, e é caracterizada como uma zoonose
ocupacional de profissionais ligados a criagdo de caprinos e ovinos (PEEL et al.,
1997; BASTOS, et al., 2012).

Em relagao, a via de transmissao do nematdide Haemonchus contortus, este
apresenta um ciclo evolutivo direto, composto por duas fases: uma de
desenvolvimento no hospedeiro, denominado fase parasitaria e outra no ambiente,
denominado de vida livre. Esta ultima inicia-se com a liberacado pelas fémeas dos
ovos, que se encontram na fase de morula, através das fezes dos animais
infectados nas pastagens, em condi¢des ideais, onde a temperatura varia entre 18 a
26°C e a umidade entre 80 a 100%. Apds as sucessivas divisdes celulares, ocorre a
formacdo das larvas e eclosdo, com subsequentes mudas, que sao os
desenvolvimentos das larvas de primeiro (L1) e de segundo (L2) estadios, até as
larvas infectantes (L3). Este processo dura de cinco a quatorze dias, infectando
entao seus hospedeiros de forma passiva por via oral (URQUHART et al., 1998;
ONYAH e ARSLAN, 2005). O ciclo parasitario inicia-se através da ingestdo das
larvas infectantes (L3) junto com a pastagem pelo hospedeiro, evoluindo no tubo
digestivo para larva L4 hematéfaga (pré-adulto). Os adultos encontram-se presentes

na mucosa da regido fundica do abomaso de caprinos e ovinos, movendo-se
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livremente na superficie da mucosa. O periodo pré-patente € de aproximadamente
21 dias (RAHMAN e COLLINS, 1990; CLIMENI et al., 2008).

2.4. Patogenia da infec¢ao por C. pseudotuberculosis e H. contortus

A patogenia de C. pseudotuberculosis ainda ndo se apresenta completamente
esclarecida, porém ja foram descritos dois fatores de viruléncia com papel essencial
na imunopatogenia da doenga (BROWN e OLANDER, 1987). O primeiro
corresponde aos lipidios integrados a parede celular da bactéria, conhecido como
acido corinemicdlico, que possibilita ao microrganismo resistir a digestdo celular, por
meio de enzimas celulares, e assim persistir como parasita intracelular facultativo
(HARD, 1972). O segundo é uma exotoxina hemolitica denominada Fosfolipase D
(PLD), que age hidrolisando a esfingomielina presente nas membranas celulares do
endotélio vascular, aumentando a permeabilidade e favorecendo a disseminagao
dessa bactéria do local onde ocorreu a infecgdo, para o sistema linfatico
(McNAMARA et al., 1994; BAIRD e FONTAINE, 2007; MCKEAN et al. 2007b).

A bactéria, ao penetrar no organismo do hospedeiro, € carreada pelas vias
linfaticas aferentes aos linfonodos superficiais e drenantes, onde os granulomas
caracteristicos sdo produzidos. A enfermidade manifesta-se tanto nos linfonodos
superficiais (submandibulares, parotideos, retrofaringeos, pré-escapulares, popliteos
e retro-mamarios), quanto nos internos (mediastinais € mesentéricos), e também nos
orgaos, como pulmdes, figado, e rins. As formas de manifestagdo sdo encontradas
em caprinos e ovinos, sendo a forma superficial mais comumente encontrada em
cabras, e a forma visceral mais freqliente em ovelhas (PATON, 1997; PAULE et al,
2004; BAIRD e FONTAINE, 2007, GUIMARAES et al., 2011).

O nematdide H. contortus apresenta a sua patogenia relacionada a
hematofagia, que corresponde a ingestado diaria de cerca de 0,05mL de sangue
realizada pelos estagios pré-adulto e adulto do parasito na mucosa abomasal dos
animais. Este quadro pode ser agravado pelas condigdes climaticas e pelo alto
poder de contaminacg&o das pastagens resultante da grande quantidade de ovos, de
5.000 a 10.000 ovos por dia, eliminados pelas fémeas. As fémeas parasitadas dos
pequenos ruminantes, quando entram no periodo de parto e lactacdo, podem

apresentar um aumento da carga parasitaria, e com isso a elevagado da ovipostura
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pelos parasitas, oriundos do desenvolvimento das larvas em hipobiose (CARVALHO
et al., 2001).

Animais infectados por esse nematdide podem apresentar diferentes cursos
clinicos, que vao desde os casos agudos frequentemente fatais nos animais jovens
ou aqueles animais que nao foram expostos previamente ao parasito, e sendo
caracterizados pela perda de peso, desidratagdo, fraqueza, inapeténcia,
emagrecimento, diarreia e anemia e pélos arrepiados e sem brilho. Em quadros
hiperagudos, a anemia apresenta-se mais intensa, quando pode-se notar a mucosa
ocular e gengival dos animais extremamente palida, podendo resultar na morte do
animal. Na fase crbnica, esses sinais intensificam-se, podendo ser observado
edemas na regido submandibular e ventral, em virtude da hipoproteinemia. A
fisiopatologia desta infecgao inclui disturbios do aparelho digestivo, tais como perda
de apetite, da motilidade intestinal e alteragdes de fluxo, aumento do pH gastrico e
do metabolismo de proteinas (FOX, 1997; HOSTE, 2001; RAHMAN e COLLINS,
1990; CAVALCANTE, 2009).

2.5. Resposta imune contra C. pseudotuberculosis e H. contortus

A resposta imune inata na infecgao pelo C. pseudotuberculosis ainda € muito
pouco compreendida, porém ja se tem conhecimento sobre a participagdo de
citocinas pro-inflamatérias como IL-1, IL-10, TNF-a e INF-y, além da presenga de
células que atuam na fase inicial da infecgdo como os neutréfilos, células NK e
macrofagos (PEPIN et al., 1997; STEFANSKA et al., 2010; DE SOUZA, et al., 2014).

A resposta imunolégica adaptativa do hospedeiro frente a infecgao por C.
pseudotuberculosis é atribuida a mecanismos humorais e celulares (LAN et. al.,
1998; SIMMONS et al., 1998; BASTOS et al.,2012). No entanto, segundo Alves e
Olander (1999) e Pepin et al., (1997) a resposta imune celular, principalmente do
tipo Th1, € a mais predominante na protecao contra a bactéria. Embora a infecgao
pelo microrganismo possa induzir uma expressiva resposta humoral, esta n&o é
capaz de eliminar a infecgédo (FONTAINE, et al., 2006).

A infecgdo dos macréfagos, pelas bactérias intracelulares pode ativar as
células TCD4* a estimular, mais especificamente, a subpopulacédo do tipo Th1, que
secreta principalmente as citocinas INF-y e TNF-a, que ativam os macréfagos e

levam ao aumento da producao de éxido nitrico (NO) e a destruicdo da bactéria
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(MACHADO et al.,, 2004; HOPE et al., 2004). O papel das células TCD8" no
mecanismo de defesa contra este tipo de infeccdo € através da citotoxidade
destruindo os macréfagos infectados (EI-ENBAAWY, et al., 2005). Por sua vez, a
resposta humoral € induzida pela subpopulacdo Th2, a partir da producédo das
interleucinas 4, 5 e 6. Apesar de sua intensa expressao, esta resposta imune
isoladamente é incapaz de debelar a infegdo (PEPIN et al., 1997; VALE et al., 2003).

Em relacdo, a resposta imune inata contra o parasita H. contortus, as células
leucocitarias que atuam induzindo um processo inflamatério agudo na mucosa do
abomaso em caprinos e ovinos sado o0s eosindfilos, mastécitos, mondcitos e
leucdcitos globulares (LEDER e WELLER, 2000; SCHALLING, et al, 1997,
SHAKYA, et al., 2009). Durante a infeccdo pelo parasita, ocorre a infiltragao por
mastécitos e eosindfilos na mucosa do abomaso dos pequenos ruminantes
(GAMBLE e ZAJAC, 1992). Os mastocitos sintetizam e liberam a histamina, que
atua na permeabilidade vascular e vasodilatagdo (MADRUGA et al., 2001).

A resposta imune adquirida contra o nematoide promove preferencialmente, a
ativacao dos linfocitos T CD4* e sua participagao na polarizagdo da resposta imune
do tipo Th2, que é o evento chave para o desenvolvimento de imunidade protetora
contra os parasitas (URBAN, et al.,, 1992; GILL, et al.,, 2000). As células Th2,
induzem a produgéo das citocinas IL4, IL5 e IL13, que, em conjunto, estimulam a
producao de anticorpos das classes IgG, IgG1, 1gG2, IgM, IgA e especialmente IgE
(GRENCIS, 2001; GAUSE et al., 2003; MILLER, 1996). Os linfécitos Th2 também
induzem o aumento de eosindfilos na mucosa do abomaso dos animais resistentes a
este parasita, estas células sédo atraidas para os sitios de invasao dos helmintos por
moléculas quimiotaticas liberadas pelos mastécitos, e possuem receptores de baixa
afinidade para fragdo Fc da IgE. Essa ligagdo desencadeia a degranulacdo do
eosindfilo, havendo liberagdo de produtos toxicos para o helminto (AMARANTE et
al., 2004; MADRUGA et al, 2001; MUNOZ-GUZMAN et al., 2006).

Dentre os mecanismos efetores da imunidade humoral contra a hemoncose,
as imunoglobulinas IgA e IgG1 sdo as mais importante, pois sao responsaveis
diretamente pela inibicdo no desenvolvimento das larvas, e participam indiretamente
da sua expulsdo, reduzindo assim o numero de parasitas no abomaso. Além disso,
inibem o metabolismo, o crescimento, a capacidade reprodutiva e a mobilidade do
parasita, podendo também reduzir o numero de ovos eliminados nas fezes dos
animais infectados (GILL et al, 1993; GILL et al., 1994; SCHALLIG, 2000).
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2.6. Diagnoéstico laboratorial da infeccao por C. pseudotuberculosis e o H.

contortus

Para a realizagdo do diagndstico da Linfadenite Caseosa, deve-se levar em
consideragdo a identificagdo dos sinais clinicos, a realizagdo da avaliagao
bacteriologica para a detecgdo do agente no material caseoso dos granulomas e as
técnicas soroldgicas, sendo estas ultimas de significante importancia. Uma vez que
podem identificar os animais que apresentam o quadro subclinico da doenca,
podendo representar uma fonte de infecgdo para os animais sadios (CHIRINO-
ZARRAGA, et al., 2006; KABA et al., 2001).

Diversos testes vém sendo utilizados para o diagnéstico da LC, tais como:
teste de inibicdo de hemdlise sinérgica (BROWN, et al.,, 1987), fixacdo de
complemento (SHIGIDI, 1979b), imunodifusdo (BURREL, 1980), microaglutinagao
(MENZIES e MUCKLE, 1989), hemaglutinacéo indireta (SHIGIDI, 1979a), PCR
(MOHAN, et al. 2008; CETINKAYA, et al., 2002; PACHECO et al., 2007) e RT-PCR
(CARVALHO et al., 2014). Uma variedade de ensaios sorologicos sao utilizados
para detectar anticorpos contra o C. pseudotuberculosis no soro de caprinos e
ovinos (KABA, 2001; CARMINATI et al., 2003; REBOUCAS et al., 2013). Nos
ensaios de ELISAs diversas preparagdes de antigenos tém sido testadas, incluindo
a exotoxina fosfolipase D (DERCKSEN et al., 2000), antigenos da parede celular
(CHIRINO-ZARRAGA, et al., 2009; BINNS et al., 2007), sobrenadante de cultura
bacteriana (SEYFFERT et al., 2010, REBOUCAS et al., 2013) e bem como
exotoxinas recombinante (MENZIES, et al., 1994; MENZIES, et al.,2004).

Alguns estudos descrevem a identificacdo da resposta imune mediada por
célula contra C. pseudotuberculosis em pequenos ruminantes, utilizando o teste de
ELISA que quantifica a dosagem de IFN-y no sobrenadante de culturas de sangue
total dos caprinos estimulada pelo antigeno (PRESCOTT, et al., 2002; MENZIES, et
al., 2004; REBOUCAS, et al., 2011).

Varios autores descrevem uma expressiva resposta imune humoral contra
uma grande quantidade de proteinas antigénicas do C. pseudotuberculosis,
identificadas através da técnica de “western blotting”. Os antigenos estruturais do C.
pseudotuberculosis identificados com maior frequéncia por anticorpos, presentes no
soro de caprinos apresentam pesos moleculares (PM) de 20, 31, 36, 40, 46, 55, 63,
68, 80 e 120 kDa. Outros estudos identificaram os antigenos somaticos ou
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secretados, com pesos moleculares entre 22 e 120 kDa e 5 e 200 kDa, e em menor
proporgcao, os com 68, 64, 43 e 22 kDa (PAULE, 2003a ; PAULE, 2003b; VALE et
al., 2003). Segundo Vale (2005) as proteinas secretadas pela bactéria, tanto no
sobrenadante da cultura, quanto na fragcdo somatica possuem peso molecular 31,
40, 63 e 68 kDa.

No diagnodstico do parasita H. contortus em pequenos ruminantes pode ser
realizado a observagdo dos sinais clinicos, correlacionando com o método
FAMACHA, que é um teste qualitativo que correlaciona a coloragdo da conjuntiva
ocular do animal, com a carga parasitaria, através do grau de anemia deste
(EJLERTSEN, et al., 2006; MOLENTO et al., 2013). Outros diagnésticos realizados
sdo 0s exames coprologicos, como a contagem de ovos por grama de fezes (OPG)
e realizacao da coprocultura, para identificacdo das larvas infectantes L3 (CLIMENI
et al.,, 2008; QAMAR & MAQBOOL, 2012). De acordo com Ueno e Golganves
(1998), a quantidade de ovos eliminada pelo parasito nas fezes de pequenos
ruminantes, pode ser utilizada para determinar a carga parasitaria e classificar a
infeccdo pelo H. contortus em leve (abaixo de 500 ovos), moderada (entre 500 a
1500 ovos), aguda (1500 a 3000 ovos) e fatal (acima de 3000) por grama de fezes
(MOLENTO et al., 2004).

Ha também a realizagao de testes soroldgicos, a exemplo do ELISA indireto,
que esta sendo utilizado, por permitir a deteccdo do quadro subclinico e da infeccao
precoce pelo parasito (QAMAR & MAQBOOL, 2012). Nos testes de ELISAs varios
preparados de antigenos tém sido avaliados, como o extrato do parasita adulto, o
antigeno de superficie (RATHORE, et al., 2006) e proteina recombinante (XIAOJUN,
et al., 2007).

Na técnica de western blotting a identificacdo de algumas proteinas
antigénicas do H. contortus induz uma resposta imune humoral. O soro dos animais
infectados pelo nematdédeo apresentam anticorpos contra os antigenos estruturais,
que apresentam pesos moleculares (PM) de 120,2; 91,2 e 85,1 kDa (KAUR, et al.,
2002). Alguns estudos identificaram antigenos excretados/secretados pelo parasito
de peso molecular 66 kDa e 24 kDa (RATHORE, et al., 2006; XIAOJUN, et al.,
2007). Segundo Bowles et al., (1995) antigenos da larva infectante L3 possuem
peso molecular de 44; 48; 70 e 83 kDa.
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2.7. Resposta imune moduladora da infec¢ao por C. pseudotuberculosis e co-

infecgdo com H. contortus

A associacdo entre infeccdo dos pequenos ruminantes pelo C.
pseudotuberculosis e pelo H. contortus tem sido demonstrada em regides onde
ambos os agentes sdo endémicos. Como € observado no Nordeste brasileiro, onde
a Linfadenite Caseosa é altamente frequente nos rebanhos de caprinos e ovinos,
resultando perdas produtivas significativas (COSTA FILHO et. al.,, 1974). Além
dessa enfermidade bacteriana, observa-se também nos rebanhos desta regido uma
elevada ocorréncia do Haemonchus contortus, que reflete significamente no
desempenho produtivo dos rebanhos. E esta ocorréncia frequente da Linfadenite
Caseosa e da Hemoncose nas criagdes, deve-se a grande concentracdo de
animais e a falta de orientacdo adequada aos criadores de caprinos e ovinos,
quanto a sanidade de seus rebanhos (MACRAE, 1993).

Levando-se em consideracao que infeccédo pelo C. pseudotuberculosis induz
uma resposta imune celular do tipo Th1, predominante na protegcédo contra a bactéria
(PEPIN et al.,1997). E a resposta imune adquirida contra o Haemonchus contortus
promove preferencialmente, a polarizagao da resposta imune para o tipo Th2 (GILL,
et al., 2000). Logo, a influéncia da co-infeccdo nos animais pelo helminto, sugere
uma imunomodulagdo da resposta imune a partir do desvio no equilibrio Th1/Th2
(BENTWICH et al.,1999). E este pode ser um importante fator para a manifestagao
mais precoce do quadro clinico, caracteristico da infeccdo por bactérias
intracelulares, além de contribuir para a propagacéo da enfermidade (BUNDY et al.,
2000).
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3. HIPOTESE

Considerando que a infec¢ao por Corynebacterium pseudotuberculosis nos caprinos
€ contida por uma resposta Th1 predominante, e que a infec¢gao por helmintos do
género Haemonchus no Nordeste brasileiro ocorre com alta prevaléncia nestes
animais, espera-se que a infecg¢ao por este parasita, induzindo uma intensa resposta
Th2, interfira na modulagdo da resposta imune protetora destes pequenos

ruminantes contra Corynebacterium pseudotuberculosis.

4. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar a indugao de resposta imune humoral e celular contra o Corynebacterium
pseudotuberculosis em caprinos co-infetados pelo nematdide Haemonchus

contortus.

Objetivos especificos

e Avaliar, através da produgéo especifica in vitro de IFN-y, a partir culturas de
sangue total caprino, a resposta celular em animais infectados com C.
pseudotuberculosis ou co-infectados com este microrganismo € o nematddeo

Haemonchus contortus;

e Avaliar, através de ELISA indireto e western blotting, a cinética da resposta
humoral e o padrao de reconhecimento antigénico por anticorpos IgG, em
animais infectados com C. pseudotuberculosis ou co-infectados com este

microrganismo e o nematddeo Haemonchus contortus;

e Acompanhar periodicamente a evolugdo do quadro clinico dos caprinos
infectados pela linhagem selvagem de Corynebacterium pseudotuberculosis e

pelo nematédeo Haemonchus contortus;
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Realizar o acompanhamento da infecgdo pelo nematdide Haemonchus

contortus nos caprinos através da técnica de ovos por grama de fezes (OPG);

Comparar as populagbes celulares presentes na mucosa abomasal dos

caprinos nos diferentes grupos experimentais.
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5. MANUSCRITO 1.

AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE CAPRINA A CO-INFECCAO
EXPERIMENTAL COM Corynebacterium pseudotuberculosis E Haemonchus

contortus

RESUMO

Este estudo avaliou a possivel imunomodulagcdo induzida por mecanismos Th2,
desencadeados pela infeccdo com H. contortus, sobre a resposta imune do tipo Th1,
especifica para C. pseudotuberculosis, na infeccdo caprina concomitante por estes
dois agentes. Foram utilizados neste experimento 28 caprinos em sistema de
confinamento, separados em cinco grupos. O grupo controle negativo (Gl), contendo
quatro animais; o segundo controle positivo para C. pseudotuberculosis (Gll); o
terceiro grupo o controle positivo para H. contortus (Glll), enquanto que o quarto e
quinto grupo (GIV e GV) foram inoculados com a bactéria e 0 nematdédeo em
diferentes periodos, cada um destes grupos contendo seis animais. Amostras de
sangue e fezes foram colhidas durante o periodo de oito meses, e os animais foram
necropsiados aos 210 dias. A resposta por anticorpos da classe IgG especificos
contra a bactéria e o helminto, foi identificada pelos testes de ELISA e western
blotting. Para a avaliacdo da resposta celular foi realizada a dosagem dos niveis de
IFN-y. A técnica parasitolégica de OPG foi realizada para acompanhar a evolugao da
infeccéo pelo nematddeo. Os resultados evidenciaram que os animais dos grupos de
co-infecgdo (GIV e GV) apresentaram altos titulos de anticorpos IgG anti-C.
pseudotuberculosis e reduzidos niveis de INFy, e estes resultados correlacionaram-
se positivamente com a presenca de lesdes. Os niveis de IgG anti-H.contortus
nestes animais mantiveram-se reduzidos, no periodo que correspondeu a elevada
carga parasitaria. No pool das amostras de soros dos animais destes grupos o
reconhecimento antigénic o identificou oito proteinas de C. pseudotuberculosis e
cinco proteinas oriundas do parasita. Foi realizada a correlagdo entre a produgao de
IgG anti-C.pseudotuberculosis e anti-H.contortus nos caprinos, o resultado
demonstrou uma expressiva resposta humoral contra bactéria nos animais do quinto
grupo. Nos grupos de co-infecgao existe correlagdo entre a carga parasitaria elevada
e os niveis reduzidos de IgG anti-H. contortus. Concluiu-se que a co-infecgdo dos

animais pela bactéria e parasita apresentou mecanismos imunologicos, que
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sugeriram uma melhor compressao da imunomodulacdo exercida pela interferéncia

do helminto na patogenia da bactéria nos caprinos.

Palavras-chave: Corynebacterium pseudotuberculosis, Haemonchus contortus, co-

infeccdo, resposta imune Th1-Th2, imunomodulagéo.

5.1 INTRODUGAO

O Nordeste é a regido brasileira onde se observa a maior frequéncia tanto da
linfadenite caseosa, que é uma enfermidade de carater crénico, causada por uma
bactéria intracelular facultativa denominada por Corynebacterium
pseudotuberculosis; quanto de nematdédeos gastrintestinais, principalmente
Haemonchus contortus um helminto hematéfago da mucosa abomasal de
ruminantes. Sendo que a elevada ocorréncia destes agentes deve-se a grande
concentracao de rebanhos caprinos e ovinos, além da falta de orientagdo adequada
aos seus criadores, quanto a sanidade destas criagcbes (MACRAE, 1993; MEYER,
2003; MELO, 2005).

Trabalhos realizados por PROST et al. (1979) e SACCO et al. (2002)
demostram que as infec¢des pelo Mycobacterium spp. caracterizadas pelas fortes
respostas Th1 especificas, sofrem a influéncia da co-infeccdo por helmintos, a partir
da hipétese do desvio no equilibrio Th1/Th2. De forma que deve-se levar em
consideragao a influéncia da co-infeccdo nos rebanhos, uma vez que estudos
anteriores sugerem que individuos co-infectados pelo helminto podem desenvolver
uma manifestagcdo mais rapida do quadro clinico causado pela bactéria (lesbes
granulomatosas nos linfonodos superficiais, internos e visceras), em razdo da
imunomodulagao da resposta imune (BENTWICH et al.,1999; RODRIGUES, 2015).

A resposta imunoldgica dos animais frente a infec¢do por um agente se
relaciona, a produgéo de citocinas da subpopulagdo Th1 que incluem IL-2, IFN-y e o
fator de necrose tumoral (TNF-B), indutoras da imunidade celular; quanto pelas
citocinas produzidas pelo perfil Th2, como a IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13 mediadoras
de uma resposta imune e inflamatéria (RIFFKIN et al., 1996). Apesar de ambas as
subpopulagdes de células possam ser induzidas durante a infecgdo, uma populacao

em geral domina uma dada resposta. Os agentes bacterianos intracelulares, como
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C. pseudotuberculosis, normalmente estimulam uma resposta do tipo Th1 e os
helmintos, como Haemonchus contortus, uma resposta do tipo Th2 (BELLABY et al.,
1996; ELSE e FINKELMAN, 1998).

A resposta imunoldgica adaptativa do hospedeiro frente a infecgdo por C.
pseudotuberculosis é atribuida a mecanismos humorais e celulares (LAN et. al.,
1998; SIMMONS et al., 1998). No entanto, segundo Alves e Olander (1999) e Pepin
et al., (1997) a resposta imune celular, principalmente do tipo Th1, &, sem duvida,
essencial para conter a infecgdo no interior de macrofagos (FRAGA, 2012, SOUZA,
2014). Ja a infecgdo pelo nematdide promove preferencialmente, ativacdo dos
linfocitos T CD4* e sua participacdo na polarizacdo da resposta imune do tipo Th2,
que € o evento chave para o desenvolvimento de imunidade protetora contra os
parasitas (URBAN, et al., 1992; GILL, et al., 2000).

Considerando as altas prevaléncias e da co-existéncia entre o Haemonchus
contortus e a bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis nos rebanhos ovinos e
caprinos em varias regides do mundo, e especialmente as criagcbes do semi-arido
nordestino (MACIEL, 2006). Este trabalho tem como objetivo avaliar a resposta
imune humoral e celular dos caprinos apds a inoculagdo com o Corynebacterium
pseudotuberculosis e co-infecgdo com Haemonchus contortus nos grupos
experimentais, de forma a compreender a interferéncia do nematédeo H. contortus

na possivel imunomodulacao contra C. pseudotuberculosis em caprinos.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Comité de Etica

Este trabalho foi aprovado pelo CEUA - Comité de Etica no Uso Animal do
Instituto de Ciéncias da Saude (ICS/UFBA), sob protocolo n°052/2014.

5.2.2 Animais

Os caprinos utilizados nos experimentos foram animais sem raca definida
(SRD), com idade entre trés a seis meses, ambos os sexos, com sorologia negativa
para C. pseudotuberculosis. Os animais foram obtidos da Estacdo Experimental de

Caraiba da EBDA, do municipio de Jaguaraci no estado da Bahia.
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A carga parasitaria dos animais foi mensurada a partir das fezes colhidas e
avaliadas através da técnica Gordon e Whitlock (1939). Antes do inicio do
experimento todos os caprinos foram vermifugados com antiparasitario Albendazole
(Valbazen1, Pfizer, New York, NY), na dose 2 mg/kg de peso vivo por via oral.
Foram realizados trés aplicagdes do anti-helmintico respeitando um intervalo de 15
dias entre cada aplicagdo, de acordo com o espectro de agdo. Um novo exame
parasitologico das fezes foi realizado para confirmar se a carga parasitaria
encontrava-se zerada; garantindo que os caprinos encontravam-se livres de
Haemonchus contortus.

Os animais foram mantidos em um sistema intensivo de criagdo, na unidade
experimental do Laboratério de Imunologia e Biologia Molecular, em Salinas da
Margarida, Bahia, (12°52’16”S e 38°45’°52”0), com alimentagao balanceada a base
de ragao industrial, volumoso a base de feno e agua ad libitum. Os animais foram
examinados clinicamente antes e apds a inoculagao, e acompanhados mensalmente
ao longo dos 210 dias do experimento, para a inspegao visual da mucosa ocular e

oral e palpagao dos linfonodos superficiais.

5.2.2.1 Grupos experimentais

Os caprinos foram distribuidos em cinco grupos. O primeiro grupo (Gl) (n = 4)
com animais livres de C. pseudotuberculosis (Cp) e do H. contortus (Hc); o segundo
grupo (Gll) (n=6) correspondeu ao controle positivo de infeccdo por C.
pseudotuberculosis, sendo infectado experimentalmente com 1mL de solugéo salina
contendo uma dose de 4,4x10” UFC (1mL) da linhagem selvagem C57 de C.
pseudotuberculosis, na regido pré-escapular direita por via subcutanea no dia zero;
o terceiro grupo (Glll) (n = 6) animais infectados pelo H. contortus, por via oral
utilizando as larvas infectantes (L3) na dosagem de 10 mL/VO (1.000 larvas L3/ mL)
no dia zero; o quarto grupo (GIV) de co-infecgdo (Cpto x Hcro), com seis animais
infectados com C. pseudotuberculosis e H. contortus no dia zero e o0 quinto grupo
(GV) de co-infecgao (Cpto x Hcreo), com seis animais previamente infectados com C.
pseudotuberculosis no dia zero, e com H. contortus nos 90 dias pds-infecgao.

O acompanhamento da resposta imune ocorreu nos dias 0, 15, 30, 60, 90,
120, 150, 180 e 210, com coletas mensais de sangue para: cultura de sangue total
com estimulo de proteinas secretadas do Corynebacterium pseudotuberculosis pela
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técnica de TPP (Separagado de Proteinas em Trés Fases) e a fragcdo soluvel do
lisado de Haemonchus contortus, para a dosagem in vitro de IFN- y, e para avaliagao
dos niveis séricos de anticorpos IgG especificos contra Corynebacterium
pseudotuberculosis e o Haemonchus contortus por ELISA indireto e por western
blotting. E para a realizacdo dos exames coproldgicos foram realizadas coleta de
fezes, diretamente da ampola retal dos animais. Apds o periodo de observacao de
oito meses, os animais foram abatidos no matadouro frigorifico Baby bode em Feira
de Santana-BA, através do método humanitario de atordoamento por eletronarcose
e seus orgaos (pulmbes, figado e baco) e linfonodos foram separados e
inspecionados. Os tecidos que apresentaram lesbes foram acondicionados

assepticamente em coletores estéreis para posterior identificagao bacteriana.

5.2.3. Linhagem bacteriana do Corynebacterium pseudotuberculosis e seus
antigenos

Para a infeccdo dos caprinos utilizou-se a linhagem selvagem de
Corynebacterium pseudotuberculosis (C57) (MOURA-COSTA et al., 2008). A cepa
isolada de um caprino naturalmente infectado e com sorologia para Linfadenite
Caseosa e identificada por biologia molecular. Esta cepa é mantida na Colecao de
Microrganismos do Laboratorio de Microbiologia do Instituto de Ciéncias da Saude
da UFBA (ICS-UFBA). A linhagem bacteriana foi semeada em meio de infusdo de
cérebro e coracdo (BHI) e em seguida cultivada a 37°C, por 48 horas. Para a
inoculagdo nos animais ajustou-se a quantidade de UFC, apds centrifugagcao e
lavagem da cultura.

No teste imunoenzimatico ELISA indireto, descrito por Carminatti et al.,
(2003), realizou-se o cultivo da linhagem selvagem VD57 de C. pseudotuberculosis
no meio BHI. Para a estimulagdo das culturas de sangue e o western blotting
utilizou-se as proteinas secretadas da cepa VD57 pela técnica de TPP, com
concentragao protéica de 7,76 mg/mL. Esta quantidade de proteina foi determinada

pelo método modificado de Lowry et al., (1951).
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5.2.4 O nematédeo Haemonchus contortus e seus antigenos

5.2.4.1 Obtencéao das larvas infectantes (L3) do Haemonchus contortus

Para a obtengdo das larvas infectantes (L3) do Haemonchus contortus
utilizadas na infecgdo experimental. Foram coletados parasitos adultos do abomaso
de caprinos e ovinos abatidos no frigorifico Baby bode, em Feira de Santana-BA.
Estes parasitos foram acondicionados em recipientes com solugao fisioldgica
(0,09%), e encaminhados para Laboratério de Parasitologia do ICS-UFBA.

No laboratério os parasitas foram colocados em um recipiente com solucao
fisiologica (0,09%) aquecida (em torno de 45°C), para que as fémeas realizassem a
ovoposicao (BORGES, 2007). Para a realizagao da técnica de coprocultura utilizou-
se como matéria organica quatro gramas de fezes autoclavadas de ovinos
misturadas a maravalha, na propor¢cao de mais ou menos duas partes de maravalha
para uma de fezes, e adicionou a solu¢do contendo os ovos do nematédeo obtidos
apds a ovoposicao, além do macerado dos parasitas. Em seguida, cada uma das
misturas foi colocada em copos de vidro. As culturas foram mantidas na estufa a
temperatura 37°C, por um periodo de sete dias, tempo necessario para a evolugéo

das larvas infectantes (L3) do parasito, de acordo ao descrito por Ueno (1995).

5.2.4.2 Obtencgao dos antigenos do nematédeo Haemonchus contortus

Para a realizagdo das técnicas sorolégicas de Elisa indireto, dosagem do
INF- vy e western blotting, foram produzidos antigenos de H. contortus, a partir dos
parasitos adultos coletados do conteudo abomasico de pequenos ruminantes
abatidos em frigorifico. Os parasitos foram acondicionados em um recipiente com
PBS pH 7,2, lavados 2 vezes sucessivamente para remocao de impurezas com
7,5mL do mesmo tampao. Em seguida foram lisados por meio de aparelho de ultra-
som com frequéncia de 60 Hertz (seis ciclos de 30 segundos com pausa de 30
segundos entre os ciclos, em banho de gelo), e centrifugado a 6.000 rpm por 30
minutos a 8°C. Apods a centrifugacao, o conteudo protéico da fragao soluvel do lisado
de H. contortus foi dosado pelo método de Lowry et al., (1951), e obtendo a
concentragéo de 6,4 mg/mL. O extrato obtido foi estocado a —20 °C até o momento

do uso.
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5.2.5 Inoculagcédo do Corynebacterium pseudotuberculosis € Haemonchus contortus
nos caprinos

A inoculagcdo do C. pseudotuberculosis foi realizada através da via
subcutanea, na regido pré-escapular direita, numa dose de 1 mL (4,4x10” UFC). E a
infeccdo do H. contortus, foi realizada pela via oral utilizando as larvas infectantes
(L3), na dosagem de 10 mL/VO (1.000 larvas L3/ mL) em cada animal (MACKINNON
et al., 2010).

5.2.6 Acompanhamento imunoldgico

5.2.6.1 Determinagdo dos niveis de producdo de IgG especifica para
Corynebacterium pseudotuberculosis

As placas de poliestireno de fundo chato (marca Costar, EUA) foram
sensibilizadas com sobrenadante da cultura de 48h de C. pseudotuberculosis em
caldo BHI, diluido a 1:100 em tampao carbonato bicarbonato a 0,05M, pH 9.6 e
incubacao por 12h a 4°C. Apds duas lavagens com salina tampéao fosfato contendo
0,05% Tween-20 (PBS-T), as placas foram bloqueadas com 200 pl/pogo de PBS-
T20 contendo 5% de leite desnatado, durante duas horas e incubadas a 37°C. Em
seguida foram incubadas com 50ul/pogo dos soros testes e controles diluidos 1:100
em PBS-T contendo 1% de leite desnatado durante uma hora a 37°C. Apds cinco
lavagens em PBS-T, adicionou-se as placas 50ul/pog¢o de imunoglobulina de coelho
anti-lgG de caprino conjugada a peroxidase (Sigma), diluida 1:10.000 em PBS-T. As
placas foram incubadas durante 45 minutos a 37°C e, em seguida, foram novamente
lavadas cinco vezes em PBS-T e incubadas com 50ul/ do cromogeno
tetrametilbenzidina (TMB), por 15 minutos, a temperatura ambiente, em auséncia de
luz. A reacéo foi interrompida com a adicéo de 25 pl/pogo de uma solucédo de H2SOa.
A leitura da densidade 6ptica foi realizada em fotocolorimetro automatico para ELISA
(Microplate Reader BIO-RAD Model 550), usando-se filtro de 450 a 655nm de
comprimento de luz. O ponto de corte utilizado foi de 0,250 D.O (CARMINATI et al.,
2003).
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5.2.6.2 Determinacao dos niveis de produgao de IgG especifica para Haemonchus

contortus

As placas foram sensibilizadas com a fragao soluvel do lisado de H. contortus
na concentragdo de 0,25ug por pogo, diluido em solugdo tamponada carbonato-
bicarbonato (pH 9,6) e incubacdo por 12h a 4°C. Transcorrido este tempo, duas
lavagens com salina tampao fosfato contendo 0,05% Tween-20 (PBS-T) foram
realizadas, e as placas foram bloqueadas com 200 pl/pogo de PBS-T20 contendo
5% de leite desnatado, durante duas horas e incubadas a 37°C. Em seguida foram
incubadas com 50ul/pogo dos soros testes e controles diluidos 1:200 em PBS-T
contendo 1% de leite desnatado durante uma hora a 37°C. Apds cinco lavagens em
PBS-T20, para a revelagao da ligagao entre os anticorpos e os antigenos fixados na
placa, foi adicionado as placas 50ul/ pogo de imunoglobulina de coelho anti-IgG de
caprino conjugada a peroxidase (Sigma), na diluicdo de 1:20.000 para IgG e
PBS/T20. As placas foram incubadas durante 45 minutos a 37°C e, em seguida,
foram novamente lavadas cinco vezes em PBS-T e incubadas com 50ul/poco da
solugao reveladora composta pelo cromoégeno tetrametilbenzidina (TMB). As placas
foram incubadas no escuro por 15 minutos, a temperatura ambiente, e a reacao foi
interrompida com a adi¢cao de 25 ul/po¢co de uma solugdo de H2SOa4. A densidade
optica (D.O.) foi mensurada utilizando um fotocolorimetro automatico para ELISA
(Microplate Reader BIO-RAD Model 550), usando-se filtro de 450 a 655nm de
comprimento de luz, utilizando a metodologia descrita por Nunes em 2012, com

modificagdes.

5.2.6.3 Avaliagdo da producdo de interferon-gama para Corynebacterium

pseudotuberculosis

A quantificacdo de IFN-yem culturas de sangue foi feita segundo
REBOUCAS et al., (2011), a partir do sobrenadante de cultura de sangue total. As
amostras de sangue colhidas (5mL em tubos heparinizados) em cada tempo
amostral foram dispostas em placas de cultivo celular de 24 pogos sendo para cada
animal utilizados trés pogos com 1mL. O primeiro pogo foi o controle negativo, sem
adicdo de estimulo; o segundo pogo o controle positivo, sendo adicionado Sug de

mitégeno pokeweed (PWM); e o terceiro poco foi adicionado 40ug das proteinas
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secretadas da linhagem VD57 pela técnica de TPP. Todo o procedimento foi
realizado em condicdes estéreis no fluxo laminar. As placas foram incubadas por 48
horas a 37°C em estufa de CO2. O sobrenadante foi coletado apds centrifugagao
das amostras durante 5 minutos a 8000rpm e entdo submetidos a avaliagdo da
producao de INF- vy, através do teste de ELISA Sandwich, utilizando o Kit Ovine INF-
v (Mabtech, Suécia).

5.2.6.4 Avaliagao da producao de Interferon-gama para o Haemonchus contortus

Esse ensaio foi realizado através da incubacdo do sangue heparinizado de
cada animal coletado em cada tempo do experimento, disposto em placas de cultivo
celular (Costar) de 24 pogos, sendo que para cada animal foram utilizados trés
pocos com 1mL. Apds o plagueamento, no primeiro pogo foi colocado o controle
negativo, sem adicao de estimulo; no segundo pogo o controle positivo, sendo
adicionado 5ug de mitégeno pokeweed (PWM); e no terceiro pogo foi adicionado
50ug da fragao soluvel do lisado de H. contortus. As placas foram incubadas por 48
horas a 37°C em estufa de CO2. O sobrenadante foi coletado apds centrifugagdo
das amostras durante 5 minutos a 8000rpm e entdo submetidos a avaliagcdo da
producdo de INF- vy, através de teste comercial imunoenzimatico especifico (Kit
Ovine INF- y, Mabtech). A técnica foi padronizada no Laboratério de Imunologia e
Biologia Molecular do ICS-UFBA, utilizando a metodologia descrita por REBOUCAS

e colaboradores em 2011, com modificagdes.

5.2.7 Reconhecimento antigénico da bactéria e do nematédeo

5.2.7.1 Reconhecimento antigénico do Corynebacterium pseudotuberculosis pelo

western blotting

As proteinas secretadas do C. pseudotuberculosis pela técnica de TPP foram
submetidas a eletroforese vertical em gel de poliacrilamida. O sistema utilizado foi o
descontinuo, composto de um gel de empilhamento constituido por 4% de acrilamida
- bisacrilamida (29,2% / 0,8%), 10% SDS, 0,05% de persulfato de amdnia, 0,05% de

temed e contendo tris-HCI 0,5 M, pH 6,8. Esse gel de empilhamento foi colocado
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sobre um gel de corrida, constituido por 12% de acrilamida - bisacrilamida (29,2% /
0,8%), 1,5M tris-HCI pH 8.8, 10%SDS, 0,05% persulfato de amoénia, 0,05% de
temed, contendo ainda tris-HCI 1,5 M, pH 8,8; e cada pogo deste gel foi saturado
com 50 ug do antigeno.

A eletroforese foi realizada em tampao de migragcdo contendo tris 0,124 M,
glicina 0,96 M, 0,5% de SDS, pH 8.3 durante 2 horas, numa corrente de 30mA. As
proteinas separadas foram transferidas eletricamente para uma membrana de
nitrocelulose (Millipore), em tamp&o de transferéncia contendo tris 0,25 M, glicina
0,193 M e 20% de metanol. Apds a transferéncia, a membrana foi corada com uma
solugao aquosa de vermelho Ponceau S, descorada em agua destilada e cortada em
tiras de aproximadamente 3mm. As tiras foram bloqueadas com BSA a 5% em
salina fosfato contendo 0,1% de tween 20 (PBS-T 20), por 12 horas a 4° C. Um pool
de soros dos caprinos dos grupos experimentais foram diluidos a 1:50 em PBS-T 20
contendo 1 % de leite desnatado, e incubados durante 1 hora a 37°C, com anticorpo
de coelho anti-IgG de caprino conjugado com peroxidase, diluido 1:100 em PBS-
T20. A revelagdo das bandas foi realizada com 4-cloro-1-naftol e perdxido de
hidrogénio em PBS (PAULE, et al., 2003; MOURA-COSTA et al., 2008).

5.2.7.2 Reconhecimento antigénico do Haemonchus contortus pelo western blotting

Para a realizagao do Western blotting foram utilizadas as proteinas presentes
na fragédo soluvel do lisado de H. contortus. A técnica foi padronizada no Laboratorio
de Imunologia e Biologia Molecular do ICS-UFBA, utilizando a metodologia descrita

por PAULE e colocadores (2003), com modificagdes.

5.2.8 Exames parasitologicos dos caprinos

As anadlises coprolégicas das amostras de fezes foram realizadas
mensalmente, com o intuito de acompanhar a infeccdo experimental pelo nematoéide

Haemonchus contortus nos caprinos.
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5.2.8.1 Técnica de contagem de ovos por grama de fezes (OPG)

Para a realizagao da técnica, utilizou-se cerca de 2 gramas de fezes dos
caprinos diluidas em solugdo hipersaturada de sal (58mL), onde verificou-se a
densidade necessaria para a flutuagao dos ovos. Aguardando dois minutos para os
ovos flutuarem-na cdmara de McMaster, e poder assim da inicio a contagem dos
ovos do parasito contidos nas areas delimitadas da camara, com auxilio do
microscopio optico (objetiva de 10) (GORDON e WHITLOCK, 1939;
WHITLOCK,1948).

5.2.9 Identificacdo da bactéria nas lesdes dos linfonodos internos e externos dos

animais

As amostras com a presenga de material caseoso sugestivo de infecgao por
C. pseudotuberculosis foram analisadas no Laboratério de Microbiologia do ICS-
UFBA. Estas foram semeadas em meio agar BHI, e a bactéria foi identificada a
partir da coloragcdo de Gram, morfologia das colbnias e provas bioquimicas:
producdo da catalase, urease, fermentagcdo de carboidratos (glicose, lactose,
sacarose e maltose). Foi realizada hemdlise sinérgica das amostras coletadas e
feita a comparagdo com o padrao hemolitico da linhagem virulenta C57 usada no
experimento (DERCKSEN et al., 2000).

5.2.10 Analise estatistica

Os dados foram analisados através do programa estatistico SPSS (Statistical
Package for Social Sciences), versdao 17.0 para Windows. Na distribuigdo normal
dos dados utilizou-se o teste ANOVA com pds-hoc de Tukey.

Nos resultados de correlagdo entre os grupos experimentais ha diferencga
estatisticamente significante (p<0,05) apresentando correlagbes lineares, entre as

variaveis estabelecidas pelo Coeficiente de correlagao de Spearman.
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5.3 RESULTADOS

5.3.1 ELISA indireto para a producdo de IgG anti-Corynebacterium

pseudotuberculosis

Os resultados a seguir (figura 1), avaliam a média da cinética da producgao de
IgG nos grupos ao longo do experimento. Demonstrando, que aos 15 dias pods-
inoculagdo, o grupo Il (Cp+), o grupo IV (Cprtot+Hcro) e o grupo V (Cprot+Hcreo)
apresentaram um aumento da expressao da imunoglobulina G, e que ao longo de
quase todo o experimento, estes titulos de anticorpos IgG encontravam-se acima do
ponto de corte.

A partir dos 90 dias, no momento da infec¢ao pelo H. contortus nos animais, o
grupo V apresentou uma redugéao discreta nos titulos anticorpos IgG até 180 dias.

Contudo, o titulo de anticorpos dos grupos de co-infeccao (GIV e GV)
apresentaram a partir dos 120 dias niveis inferiores, quando comparado ao grupo
controle positivo (Gll) para a bactéria.

Na avaliagcdo da producdo de anticorpos anti-C. pseudotuberculosis dos
grupos experimentais entre tempos (figura 1). Foi observado que apdés a inoculagéao
o grupo Il (Cp+) e o grupo V (Cpto+Hceo) apresentaram um aumento da expressao
da imunoglobulina G. Essa producéo foi estatisticamente significante no grupo Il no
tempo zero com relagdo aos tempos 150 e 210 (p<0,05). Ja no grupo V de co-
infeccdo houve diferenga estatisticamente significante no tempo zero com relagao
aos 90 (p<0,01), 120 (p<0,05), 150 (p<0,05) e 210 dias (p<0,01); e em relagao ao

periodo de 30 dias, quando comparado ao tempo 210 (p<0,05) dias de infeccao.
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Figura 1- Cinética da producdo de IgG total especifica anti- Corynebcterium pseudotuberculosis em
caprinos ao longo de 210 dias de observagdo. Grupo Gl: controle negativo, grupo GllI (Cp+); grupo
Glll (Hc+); grupo GIV (CprotHcto) e grupo GV (CprotHcreo). ELISA Indireto sensibilizado com
antigenos secretados em BHI. Asteriscos indicam significancia (p<0,05).

5.3.2 ELISA indireto para a producéao de IgG anti- Haemonchus contortus

A cinética da producgao de IgG anti- H. contortus dos grupos experimentais
pos-desafio ao longo dos 210 dias estdo apresentados na figura 2, onde foi
observado que os grupos lll (Hc+) e grupo IV (CptotHcrto) apresentaram um
elevacao nos niveis de anticorpos até o ponto 60 PDI, com posterior decréscimo dos
niveis. Nos periodos subsequentes estes grupos apresentavam niveis com pouca
variagao. Ja o grupo V (Cprot+Hcreo) apresentou aumento pouco expressivo do nivel
de IgG apds os 90 DPI.

Na analise da producao de IgG anti-H. contortus dos grupos experimentais
entre os tempos (figura 2), nota-se que o grupo lll (Hc+) apresentou aumento dos
titulos de anticorpos, com diferenga estatisticamente significante no tempo zero em
relagdo aos 60 DPI (p<0,01), e no tempo 15 DPI quando comparado ao dia 60
(p<0,05), e ao decréscimo no nivel nos dias 180 e 210 (p<0,05); no ponto 30 DPI
quando relacionado aos tempos 150, 180 e 210 (p<0,01), observou-se uma redugéo
dos titulos, que também foi visualizada no tempo 60 quando comparado aos dias 90,
120,150 e 210 (p<0,01).

. No grupo V (CprotHcreo) houve diferenga estatisticamente significante, no

periodo de 15 dias quando comparado aos pontos 120, 150 e 210 (p<0,01).
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Figura 2- Cinética da producdo de IgG total especifica anti-Haemonchus contortus em caprinos ao
longo de 210 dias de observagdo. Grupo Gl: controle negativo, grupo GIl (Cp+); grupo Glll (Hc+);
grupo GIV (CprotHcto) e grupo GV (CprotHcreo). ELISA Indireto sensibilizado com lisado de H.
contortus. Asteriscos indicam significancia (p<0,05).

5.3.3 Produgéo in vitro de Interferon-gama em cultura de sangue total estimulada

por antigenos secretado/excretado de C. pseudotuberculosis.

Os resultados descritos na figura 3 representam as dosagens de IFN-y
produzido in vitro por cultura de sangue total dos caprinos ao longo dos nove pontos
de coleta, apds o estimulo com antigenos secretado/excretado da cepa patogénica
de C. pseudotuberculosis, onde foi observado que a producdo desta citocina no
grupo IV (CprotHcrto) apresentou um aumento no tempo 30 DPI, e nos tempos
seguintes ocorreu um decréscimo no nivel. Ja o grupo V (Cptot+Hcreo) 0s niveis
mantiveram-se baixos durante todos os periodos pos-infecgao. O grupo Il (Cp+)
demonstra niveis constantes da produgdo do IFN-y em relacdo aos tempos
analisados.

Os valores de IFN-y mensurados na analise dos grupos experimentais entre os
tempos, demonstraram uma diferenga estatisticamente significante no grupo IV
(CptotHcro) de co-infecgdo, com aumento dos niveis do menor nivel da citocina do
tempo 30 em relacdo aos pontos pos-inoculagdo 60, 90, 120, 150, 180 e 210 dias
(p<0,01).
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Figura 3 — Cinética da producgéao in vitro de interferon-gama (IFN-y) por células do sangue periférico
apos estimulo com 40ug de antigenos secretado/excretado de C. pseudotuberculosis pela técnica de
TPP ao longo de 210 dias de observagao. Grupo Gl: controle negativo, grupo Gll (Cp+); grupo Gl
(Hc+); grupo GIV (Cprot+Hcto) e grupo GV (Cprot+Hcreo). Asteriscos indicam significancia (p<0,05).

5.3.4 Producao in vitro de Interferon-gama em cultura de sangue total estimulada por

antigenos somaticos do Haemonchus contortus.

As dosagens de IFN-y produzidas na cultura de sangue total dos caprinos ao
longo dos 210 dias do experimento, a partir do estimulo dos antigenos somaticos do
Haemonchus contortus representado na figura 4, demonstram que o grupo Il (Hc+)
apresentou maior produgao desta citocina nos periodos de 15 a 30 dias pos-
infeccdo, enquanto nos tempos seguintes observa-se um decréscimo na producgao.
O grupo IV (CpTto+Hcro) apresentou a producdo expressiva do IFN-y, nos tempos 15
e 30DPI, e demonstrou variagao na produgao da citonina nos tempos subsequentes.
Ja o grupo V (CprotHcreo) apresentou niveis baixos desta citocina em todos os
periodos do experimento.

Na avaliagdo da produgdo do IFN-y pelos grupos experimentais entre os
tempos, observa-se que o grupo Il (Hc+) apresentou diferenga estatisticamente
significante no tempo zero em relagado aos 30DPI (p<0,05) com aumento nos niveis
da citocina; no tempo 15 DPI quando comparado ao dia 180 (p<0,05); e no ponto 30
dias pés-inoculagdo quando relacionado aos tempos 150 e180 (p<0,05), onde
observa-se a diminuigdo dos niveis do IFN-y. No grupo IV (CprotHcro) de co-

infeccdo houve diferenga estatisticamente significante com aumento do IFN-y no
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tempo zero com relagdo ao dia 30 (p<0,05); e em relagdo ao periodo de 30 DPI,

quando comparado ao tempo 180 (p<0,05), constatou-se baixos niveis da citocina.
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Figura 4 — Cinética da producéao in vitro de interferon-gama (IFN-y) por células do sangue periférico
ap6s estimulo com 50ug dos antigenos somaticos do H. contortus ao longo de 210 dias de
observagdo. Grupo Gl: controle negativo; grupo Gll (Cp+); grupo GllI (Hc+); grupo GIV (Cprot+Hcro) e
grupo GV (Cprot+Hcreo). Asteriscos indicam significancia (p<0,05).

5.3.5 Correlagdo da producédo de IgG anti-Corynebacterium pseudotuberculosis e
Haemonchus contortus e a produgao in vitro de IFN-y em cultura de sangue total
estimulada por antigenos secretados/excretados de C. pseudotuberculosis e
antigeno somatico de H. contortus

A correlagao entre producao de IgG anti-C. pseudotuberculosis e anti-H.
contortus nos nove pontos de coleta (Figura 5), dos grupos controle positivo de C.
pseudotuberculosis (Gll) e o de co-infeccdo GV (CprotHcre), apresentaram
diferenga estatisticamente significante (p<0,05). O grupo Il apresentou variagao nos
niveis de IgG anti-C. pseudotuberculosis ao longo dos tempos, com maior expressao
nos 150 e 210DPI. E em relacdo aos anticorpos IgG anti-H. contortus, estes se
mantiveram em niveis baixos e constantes. O grupo V apresentou uma reducao
discreta dos niveis de IgG anti-C. pseudotuberculosis apos os 90 dias até o ponto
180 DPI. E uma elevacao discreta nos niveis de IgG anti-H. contortus a partir dos
120DPI.
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Figura 5 — Correlagdo da cinética da produgdo de IgG total especifica anti-Corynebcterium
pseudotuberculosis (Ctp) e anti-Haemonchus contortus (Hct) ao longo de 210 dias de observacgao,
nos grupos G2 (n=6) controle positivo de C. pseudotuberculosis e G5 (n=6) de co-infecgdo com C.
pseudotuberculosis (To) e H. contortus (Teo). Com significancia estatistica em todos os pontos de
coleta (p<0,05).

A figura 6 representa a correlagdo entre producdo de IFN-y para C.
pseudotuberculosis e Haemonchus contortus em todos os pontos, do grupo GlI (Cp
+) e do GIV (CprotHcto) de co-infecgdo, os quais apresentaram diferenga
estatisticamente significante (p<0,05). No grupo Il os niveis de IFN-y para C.
pseudotuberculosis mantiveram-se elevados a partir dos 30 DPI, em relagcdo aos
niveis da citocina produzida pelo nematédeo. Enquanto, que o grupo GIV nos
periodos 30 e 60 DPI os niveis de IFN-y para C. pseudotuberculosis foram mais
expressivo, que os de IFN-y para o H. contortus. E nos periodos seguintes se

mantiveram constantes.
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Figura 6 - Correlagdo da cinética da produgdo in vitro de interferon-gama (IFN-y) para
Corynebacterium pseudotuberculosis (Ctp) e Haemonchus contortus (Hct) ao longo de 210 dias de
observacéo, nos grupos G2 (n=6) controle positivo de C. pseudotuberculosis e grupo G4 (n=6) de co-
infecgdo com C. pseudotuberculosis (To) e H. contortus (To). Com significancia estatistica em todos os
pontos de coleta (p<0,05).

A correlagéo dos niveis de IFN-y e produgédo da IgG anti- H. contortus nos
grupos experimentais em todos os periodos de coleta, ndo apresentou diferenca
estatisticamente significante (p>0,05).

Na correlagdo entre produgdo de IFN-y e os niveis de IgG anti-C.

pseudotuberculosis dos animais do grupo GV (Cprot+Hcreo) em todos os tempos de



51

coleta, demonstrou diferenga estatisticamente significante (p<0,05), com elevados e
constates niveis de IFN-y no decorrer dos periodos (Figura 7), em relacao aos titulos

de anticorpos IgG.
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Figura 7- Correlacdo da cinética da produgdo in vitro de interferon-gama (IFN-y) e de IgG total
especifica anti-Corynebcterium pseudotuberculosis (Ctp) ao longo de 210 dias do grupo G5 (n=6) de
co-infeccdo com C. pseudotuberculosis (To) € H. contortus (Te0). Com significancia estatistica em
todos os pontos de coleta (p<0,05).

5.3.6 Reconhecimento antigénico de proteinas secretadas de Corynebacterium
pseudotuberculosis através do western blotting

Os achados quanto ao reconhecimento de fragdes antigénicas a partir de pool
dos soros dos cinco grupos experimentais, ao longo de 210 dias (Figura 8). Nenhum
dos grupos apresentou reconhecimento antigénico no dia zero do experimento;
contudo, os animais dos grupos Gl (Cp+), GIV (CptotHcrto) e GV (CprotHcreo)
apresentaram reconhecimento antigénico a partir dos 30 DPI. Apesar das bandas
terem sido fracamente reveladas, foi possivel observar-se o reconhecimento de oito
bandas com peso molecular estimado de 25, 32, 35, 41, 51, 81,129 e 160 kDa.
Estas bandas apresentaram taxas de reconhecimento variando de 33,3 a 100%, ao
longo do experimento (Tabela 1).
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Figura 8 — Representagdo esquematica dos resultados do western blotting para o reconhecimento
antigénico de proteinas secretadas/excretadas de Corynebacterium pseudotuberculosis no pool de
soros dos animais dos grupos experimentais, ao longo dos 210 dias.

Tabela1-

Sumario de

Corynebacterium pseudotuberculosis nos grupos de caprinos experimentalmente infectados.

reconhecimento antigénico de proteinas secretadas/excretadas de

Antigeno

(KDa)

160
129
81
51
41
35
32
25

Grupo 1

G

Grupos experimentais

rupo 2

Grupo 3

Grupo 4

Grupo

5

Percentual nos

XXX XXX XX

1 XXX X X X

1 XX X X X X

grupos
infectados

(%)
100
100
100
100
100
100
333
333

G1: Controle Negativo
G2: Controle positivo de Corynebacterium pseudotuberculosis

G3: Controle positivo de Haemonchus contortus

G4: Animais infectados com Cp 1o + Hc 1o
G5: Animais infectados com Cp 1o + Hc 190
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5.3.7 Reconhecimento antigénico de proteinas somaticas de Haemonchus contortus

através de Western blotting

A figura 9 representa a analise pelo Western blotting, para a resposta imune
IgG contra o H. contortus. Foi reconhecidas cinco proteinas com peso molecular de
aproximadamente 47, 53, 55, 94 e 122kDa, no pool de soros dos caprinos sugerindo
a capacidade imunogénica. No dia zero do experimento, nenhum dos grupos
apresentou reconhecimento antigénico; entretanto, os animais dos grupos Glll (Hc+),
GIV (CprotHcto) e GV (CprotHcroo) apresentaram reconhecimento antigénico a
partir dos 30 DPI, embora as bandas tenham sido reveladas fracamente. As
proteinas antigénicas, ao longo do experimento apresentaram taxas de

reconhecimento variando de 33,3 a 100% (Tabela 2).

PM Ponto 0 Ponto 30DPI Ponto 60DPI Ponto 90DPI  Ponto 120DPI  Ponto 150DPI  Ponto 180DPI Ponto 210DFI
KDa  G162G364G5 G1G2G3G4GS G1G2G3G4G5 G1G2G3G4G5 G1G2G3IGAGS G1G2G3G4AGS G1G2G3G4GS G1G2GIGAGS

EDRER EOERR EOEER EOEER FOEER EORER EORER EOREE

220 —y

160 —>
120 —_ 122 - 122 - - 122 -
100 —
90—
80 —
70 —>

80 —>
86 - | 55 - ||| 55 - 55 e
50 —> 53

40

30_).
%
20_)
15_)
10—

94 - 94 -

@ G1: Controle Negativo

@ G2: Controle positivo de Corynebacterium pseudotuberculosis

B G3: Controle positivo de Haemonchus contortus

B G4: Animais infectados com Cpro + Hc 1o

B G5: Animais infectados com Cpro + Hc Teo

Figura 9 — Representacdo esquematica dos resultados do western blotting para o reconhecimento
antigénico de proteinas somaticas de Haemonchus contortus no pool de soros dos animais dos
grupos experimentais, ao longo dos 210 dias.
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Tabela 2- Sumario de reconhecimento antigénico de proteinas somaticas de Haemonchus contortus
nos grupos de caprinos experimentalmente infectados.

Antigeno
(KDa)

122

94
55
53
47

Grupo 1

Grupo 2

Grupos experimentais

Grupo 3

Grupo 4

Percentual nos

Grupo 5

X

X
X
X
X

grupos
infectados
(%)

66,7
33,3
100
33,3
100

G1: Controle Negativo

G2: Controle positivo de Corynebacterium pseudotuberculosis
G3: Controle positivo de Haemonchus contortus
G4: Animais infectados com Cp 1o + Hc 1o
G5: Animais infectados com Cp 1o + Hc 190

5.3.8 Técnica de contagem de ovos por grama de fezes (OPG)

Os resultados a seguir (tabela 3), representam a média e o desvio padrao da

contagem de ovos liberados nas fezes dos animais dos grupos experimentais no

decorrer dos 210 dias (Tabela 3). Levando-se em conta que a partir dos 30 DPI nos

grupos Il (Hc+) e GIV (CprotHcro); e 120 dias no grupo GV (Cprot+Hcrao)

identificamos carga parasitaria.

Observamos que os niveis de anticorpos IgG contra o nematddeo nos grupos

de co-infecgdo (GIV e GV) mantiveram-se reduzidos e constantes, a partir dos 120

DPI (figura 2), e este periodo também correspondeu a maior expressao dos niveis

de OPG nos animais destes grupos (Tabela 3).

Tabela 3: Média e desvio padrdo dos valores de OPG nos animais dos grupos experimentais ao
longo de 210 dias de infecgéo pelo nematédeo Haemonchus contortus

Grupos Ponte0 15DPI 30 DPI 60 DPI 90 DPI 120 DPI 150 DPI 180 DPI 210 DPI
Gl 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
Gl 00 0+0 010 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
Gl 0+0 0+0  B17+723  817+1078 1167+1130 133341430 967+779 783+343 T17+422
GIV  0+0 0+0  517+5081 517+1158 267+294  1217+1108 185043739 817+580 1800+1322
GV 040 0+0 0+0 0+0 0+0 9017422923  10383+2776 1867+6222 1817+6149

Gl: Controle Negativo
Gll: Controle positivo de Corynebacterium pseudotuberculosis
Glll: Controle positivo de Haemonchus contortus
GIV: Animais infectados com Cpto + Hcro
GV: Animais infectados com Cpro + Hcreo
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5.3.9 Correlacdo da producdo de IgG total especifica contra antigenos de

Corynebacterium pseudotuberculosis e Haemonchus contortus e o teste de OPG

A correlagado entre os valores de ovos liberados pelas fezes (OPG) e a
producdo da IgG anti- C. pseudotuberculosis em todos os pontos de coleta, esta
representada na figura 10. O grupo de co-infecgdo GIV (Cpro+Hcto), apresentou
diferenga estatisticamente significante (p<0,05). Neste grupo a partir dos 30 DPI a
carga parasitaria apresentou um aumento expressivo e constante até os 210 dias, e
em contrapartida os niveis de IgG anti- C. pseudotuberculosis mantiveram-se baixos

durante todo os periodos.
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Figura 10 — Correlagdo da cinética da produgdo de IgG total especifica anti-Corynebacterium
pseudotuberculosis (Ctp) e os valores do OPG ao longo de 210 dias de observagdo no grupo G4
(n=6) de co-infecgao com C. pseudotuberculosis (To) € H. contortus (To). Com significancia estatistica
em todos os pontos de coleta (p<0,05).

A

A figura 11 representa a correlagao entre os valores da analise parasitologica
(OPG) e a producao de IgG anti-Haemonchus contortus em todos os pontos, com
diferenga estatisticamente significante, nos grupos de co-infecgdo GIV (Cpro+Hcro)
(p<0,05) e GV (CprotHcroo) (p<0,01). O grupo GIV apresentou a partir dos 30 DPI
uma carga parasitaria expressiva e regular até os 210 dias, entretanto os niveis de
IgG anti-H. contortus mantiveram-se reduzidos e constantes durante todo o
experimento. Os mesmos resultados foram observados no grupo GV (Cpto+Hcreo),

apos a infecgcdo com o helminto no ponto 90 dias.
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Figura 11 — Correlagao da cinética da produgao de IgG total especifica anti-Haemonchus contortus
(Hct) e os valores do OPG ao longo de 210 dias de observagao, nos grupos G4 (n=6) de co-infecg¢ao
com C. pseudotuberculosis (To) e H. contortus (To) e G5 (n=6) com C. pseudotuberculosis (To) e H.
contortus (Teo). Com significancia estatistica em todos os pontos de coleta (p<0,05).

5.3.10 Identificagdo da bactéria nas lesdes presentes nos linfonodos e 6rgaos dos
caprinos dos grupos experimentais.

As lesdes granulomatosas, que caracterizam a Linfadenite Caseosa nos
grupos de caprinos experimentalmente infectados estdo descritas na tabela 4. As
lesdes nos linfonodos superficiais e nos 6rgaos foram observadas nos grupos Gll
(Cp+), GIV (CprotHcro) e GV (Cprot+Hcreo), na seguinte distribuigdo. No grupo G|
foram observadas as lesbes nos linfonodos superficiais (pré-escapular 16,7%;
precrural 16,7%) e nos orgaos (figado 16,7%; rins 16,7%) dos caprinos na mesma
frequéncia; os grupos de co-infecgao GIV (pré-escapular 33,4%; figado 16,7%; baco
16,7%) e GV (retrofaringeano 16,7%; pré-escapular 33,4%; precrural 33,4%)
apresentaram uma maior frequéncia de lesdes nos linfonodos superficiais.

Tabela 4: Registros de lesdes externas e internas caracteristicas de Linfadenite Caseosa com
isolamento e identificagdo microbioldgica positiva para Corynebacterium pseudotuberculosis

Grupos Ne Figado Rins Baco Linf. Linf. pré- Linf.
animais (%) (%) (%) retrofaringeano  escapular (%) precrural
(%) (%)
G1 4 - - - - - -
G2 6 1(16,7%) 1 (16,7%) - - 1(16,7%) 1(16,7%)
G3 6 - - - - - -
G4 6 1(16,7%) - 1(16,7%) - 2/6 (33,4%) -
G5 6 - - - 1/6 (16,7%) 2/6 (33,4%) 2/6(33,4%)

G1: Controle Negativo

G2: Controle positivo de Corynebacterium pseudotuberculosis
G3: Controle positivo de Haemonchus contortus

G4: Animais infectados com Cpro + Hc 1o

G5: Animais infectados com Cpro + Hc 190

Quando foi comparada a producdo de IgG com a presenga das lesdes
granulomatosas nos animais pode-se observar que os caprinos dos grupos Gll, GIV

e GV tiveram uma producédo de IgG elevada em todos os pontos apds a inoculagéo

(Figura1). Ja com relagdo aos resultados da producédo de IFN-y em fungdo da
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auséncia ou ocorréncia de lesdo, observamos que os grupos IV e V de co-infecgao,
apresentaram um aumento do nivel do IFN-y somente no tempo 30 dias pds-desafio.
Entretanto no grupo Il (Cp+) ndo houve produgcao de IFN-y expressiva, em quase

todos os periodos de coletas (Figura 3).

5.4 DISCUSSAO

5.4.1 Modelo da infec¢ao experimental do C. pseudotuberculosis e co-infecgdo com

o Haemonchus contortus

Neste estudo, o aumento na produgcédo de anticorpos IgG anti-C.
pseudotuberculosis nos grupos de co-infeccdo pelo nematddeo, esta relacionado a
presenca de granulomas nos linfonodos superficiais (retrofaringeo, pré-escapular e
pré-crural), e apés o abate nos 6rgaos (figado, rins e bago) (Tabela 4), sugerindo
uma resposta humoral pouco eficiente na inibigdo do quadro clinico da enfermidade
(figura 1). Logo, confirmando a teoria que uma expressiva resposta humoral contra o
C. pseudotuberculosis, ndo é capaz de eliminar a infeccdo (FONTAINE, et al., 2006).

Nosso resultado discorda do estudo realizado por Paule et al. (2003), que
observou elevados titulos de IgG apos a infecgdo, porém sem apresentar sinais
clinicos caracteristicos nos linfonodos superficiais, mas somente nos 6rgdos e
linfonodos internos. Entretanto, vale ressaltar que tanto a linhagem bacteriana
quanto a dosagem da infeccao foram diferentes.

O resultado relatado neste trabalho assemelha-se aos encontrados por
Chirino-Zarraga et al. (2006) e Jung et al. (2015), quanto a utilizagdo de uma cepa
de alta patogenicidade do C. pseudotuberculosis na infecgdo de caprinos, frente a
resposta imune humoral, producdo de granulomas nos linfonodos superficiais
parotideo, mandibular, cervical, pré-escapular e subiliaco e a caracterizacao
bacterioldgica.

Os elevados niveis de anticorpos IgG anti-C. pseudotuberculosis
visualizados em todos os grupos a partir dos 90 DPI, sugere a ocorréncia da
transmissao da bactéria por via aérea, através de aerossodis respiratorios que

constituem uma importante rota de disseminagao do microrganismo, uma vez que 0s



58

grupos experimentais foram mantidos em um sistema intensivo de criagédo
(O’REILLY et al., 2010).

Na figura 2 deste estudo foi observado uma producao de anticorpos IgG anti-
H. contortus em niveis constantes entre os grupos de co-infec¢gdo, em grande parte
dos periodos, e estes resultados discordam aos encontrados por outros autores, que
observaram variagbes na resposta imune humoral (SHAW et al.,1997; GOMEZ-
MUNHOZ et al.,1998; MORAES, 2007).

O resultado observado neste trabalho, demonstra que a partir de determinado
periodo os niveis de IgG contra o nematdédeo nos grupos de co-infecgdo
mantiveram-se reduzidos e constantes, e este periodo correspondeu a maior
expressdo dos niveis de OPG nos animais destes grupos (Tabela 3). Nosso
resultado discorda do estudo de Nunes em 2012, no qual foi realizado o
acompanhamento sorolégico de caprinos naturalmente infetados pelo H. contortus e
constatou-se niveis de IgG total diminuidos e constantes, provavelmente devido o
controle do parasitismo exercido pela resposta imune dos animais. Embora se saiba
que a resposta imune do hospedeiro pode limitar o estabelecimento da carga
parasitaria, pouco se conhece sobre a resposta imune contra helmintos em caprinos,
pois escassos estudos sao feitos neste modelo. E como no experimento foram
utilizados caprinos SRD com diferentes padrbes fenotipicos, nos grupos de co-
infeccdo podem ter existido animais naturalmente susceptiveis ao nematdédeo
gastrintestinal, que ndo desenvolveram uma resposta imune eficiente capaz de
controlar a carga parasitaria e com isso a ovoposi¢céo, resultado semelhante foi
encontrado por Shakya et al.(2009), em um experimento realizado com ragas de
ovinos susceptivel e resistente a infec¢ao pelo helminto.

Neste trabalho n&o foram visualizados sinais clinicos sugestivos da
hemoncose (edema submandibular, anemia intensa nas mucosas ocular e gengival,
diarreia e perda de peso), como observado por Bambou et al., (2009), em caprinos
infectados experimentalmente com as larvas infectantes L3 do H. contortus.

Nosso estudo se assemelha ao realizado por Meyer et al. (2005) e Paule et al.
(2003), os quais descreveram uma resposta imune celular com desvio para a
subpopulagao Th1, a partir do elevado nivel da citocina IFN-y em caprinos infectados
experimentalmente pelo C. pseudotuberculosis, utilizando como estimulo in vitro dos

antigenos secretados pela bactéria.
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No estudo realizado por Rebougas et al. (2011), os caprinos e ovinos com
sinais clinicos crénicos da Linfadenite Caseosa (CLA) apresentaram niveis elevados
de IFN-y. Contudo, neste experimento o grupo IV (Cpto+Hcto) de co-infecgéo,
apresentou alto indice da citocina no tempo 30 DPI, e apds este periodo ocorreu um
decréscimo seguido de discreta flutuagdo do nivel nos outros tempos. O grupo V
(CptotHcreo), mesmo apos a infeccdo com o parasita no tempo 90, manteve os
niveis da citocina constantes. E esta regularidade nos niveis do IFN-y associado a
presencga de granulomas nos linfonodos superficiais e nos 6rgaos destes animais na
necropsia, pode sugerir uma imunomodulagédo da resposta imune celular (Figura 3).
Uma vez que a redugdo ou inibigdo da resposta imune Th1 contra este
microrganismo, permite a evolugao desfavoravel da LC nos animais.

As variagdes nos niveis de IFN-y contra a bactéria, observadas no grupo de
co-infecgao GIV pode ter influéncia de fatores como, o status de saude do animal, o
grau de disseminagao bacteriana no organismo, bem como a heterogeneidade
genética (PRESCOT et al., 2002; SUNIL et al., 2008). Uma vez que ha evidéncias
de variabilidade genética, para a resisténcia e suscetibilidade ao helminto entre
racas e até entre individuos da mesma raga (GRENCIS, 2001; AMARANTE et al.,
2004; BAMBOU et al., 2009).

Os resultados encontrados na figura 4 sugerem que a resposta imune celular
expressiva dos grupos controle positivo Glll (Hc+) e de co-infecgao GIV (Cpro+Hcro),
nos primeiros periodos 30 DPI pode estar relacionada a existéncia de animais
geneticamente susceptiveis a infecgdo pelo H. contortus. Resultados semelhantes
foram descrito por Zaros et al., (2010), que relataram uma polarizacdo da resposta
imune mediada por citocinas da subpopulagédo Th2 em bovinos resistentes (devido a
um aumento de IL-4) , quanto por citocinas do perfil Th1 em bovinos suscetiveis
(devido a um IFN- gama aumentado) infectados com Haemonchus placei. E também
corrobora com outro estudo realizado por Gill et al.,( 2000), onde observaram que
ovinos de raga susceptivel a infeccao apresentaram niveis elevados de IFN-y,
quando comparados aos animais resistentes.

Ao ser realizado o reconhecimento antigénico foi identificado oito proteinas de
C. pseudotuberculosis com pesos moleculares estimados de 25, 32, 35, 41, 51,
81,129 e160 kDa, reconhecidas pelos anticorpos IgG produzidos pelos animais

testados (Figura 8). Nos trabalhos realizados anteriormente pelo nosso grupo de
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pesquisa, com amostras de caprinos, foram identificadas bandas com peso
molecular préoximo, como no trabalho realizado por Paule et al. (2003) onde foram
identificadas bandas de 33, 44, 55, 63 e 67 kDa nos animais infectados
experimentalmente, e Moura-Costa et al. (2008) identificaram os antigenos de 28,
31, 43, 53, 64 e 67 kDa em seu experimento.

Neste estudo as proteinas 35, 41, 51, 81,129 e 160 kDa foram detectadas, e
reagiram com 100% dos poois de soros testados sugerindo, a denominagéo de
antigenos imunodominantes (Tabela 1). No trabalho descrito por Hoelzle et al.
(2013),0s antigenos do C. pseudotuberculosis com peso molecular de 150, 74, 48 e
30 kDa sado imunodominantes, tanto em caprinos quanto em ovinos infectados. A
proteina de 30 kDa que corresponde a exotoxina fosfolipase D (PLD), foi
reconhecida em 100% dos grupos de caprinos.

A figura 9 ilustra os achados quanto ao reconhecimento de fragdes
antigénicas a partir do pool de soros dos caprinos dos grupos experimentais. Quanto
a resposta imune 1gG contra o H. contortus foram reconhecidas cinco proteinas com
peso molecular de aproximadamente 47, 53, 55, 94 e 122kDa, oriundas do parasita
adulto lisado. Em um estudo realizado por Mufioz-Guzman et al (2006), utilizando o
lisado da larva infectante L3 do H. contortus foram identificadas onze bandas (416,
298, 182, 114, 95, 78, 57, 45, 39, 29 e 19 kD) em ovinos parasitados.

Neste estudo as proteinas antigénicas de aproximadamente 47 e 55 kDa
reagiram em 100% dos pool de soros testados sugerindo, que provavelmente sao
epitopos imunodominantes do H. contortus, sendo que nestes grupos também foram
identificadas cargas parasitarias elevadas (Tabela 3). Os dados deste estudo se
assemelham aos encontrados por Santos em 2012, onde as bandas com peso
molecular de aproximadamente 45 e 50 kDa foram reconhecidas pelos anticorpos de
ovinos infectados naturalmente, e com alta carga parasitaria. Em um trabalho
realizado por Kaur et al., (2002), foram identificados trés antigenos imunodominantes
(120,2; 91,2 e 85,1 kDa) de H. contortus, que possuem peso molecular préximo as
bandas encontradas neste trabalho 122 e 94 kDa.

Sabendo-se que a resposta imune humoral, com desvio para a subpopulacao
Th2, atua efetivamente para o controle da carga parasitaria na infecgdo por
helmintos em ovinos e caprinos. O acompanhamento da infeccdo pelo helminto
através analise fecal (tabela 3), onde foi observado valores elevados do OPG nos

grupos de co-infeccao GIV (Cprot+Hcro) e GV (Cprot+Hcreo) a partir dos 30 dias pés-
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infeccdo. Sugere-se assim, que dentre os caprinos SRD utilizados podem existir
animais susceptiveis ao H. contortus, nos grupos de co-infecgdo, que néao
desenvolveram uma resposta imune humoral eficiente no controle da infeccao
(BAMBOWU et al., 2009). E uma vez, que o desvio da resposta Th2 para Th1, acaba
por comprometer a habilidade do hospedeiro em expulsar os parasitos do
organismo, este fato acaba por favorecer a continuidade da ovoposi¢ao pela fémea
do nematddeo (ZAROS e VIEIRA, 2008; DERVISHI et al., 2011).

Os registros de lesbes externas e internas caracteristicas de Linfadenite
Caseosa estdo dispostos na Tabela 4. Uma notavel auséncia de sinais
clinicos caracteristicos da infecgdo ao longo do experimento foi observada e pode
ser resultante de uma resposta aguda precoce frente a infeccdo pelo C.
pseudotuberculosis em caprinos, antes do surgimento das lesbdes da LC (JEBER et
al., 2016). No momento do abate dos animais, verificou-se a ocorréncia de uma
maior frequéncia de abscessos internos nos grupos de co-infeccédo GIV (pré-
escapular 33,4%; figado 16,7%; baco 16,7%) e GV (retrofaringeano 16,7%; pré-
escapular 33,4%; precrural 33,4%), os quais foram isolados e identificados
microbiologicamente o C. pseudotuberculosis. A ocorréncia de granulomas nos
linfonodos superficiais e internos, além do comprometimento de érgédos como figado
e pulmbes na infecgdo experimental com cepa virulenta do C. pseudotuberculosis
em caprinos, ja foi descritos em estudos feito por Moura-Costa et al. (2008) e
Johnson et al. (1993).

5.4.2 Correlagao entre os parametros de avaliagao da infeccdo experimental pelo C.

pseudotuberculosis e co-infeccdo com o Haemonchus contortus

Em relacao a correlacao entre producao de IgG anti-C. pseudotuberculosis e
anti-H.contortus em caprinos, neste trabalho foi identificada uma expressiva
resposta imune humoral contra bactéria nos animais do grupo V (Cprto+Hcreo), até o
ponto 90 dias, em comparagao a produgao de IgG anti-H.contortus, que comecga a
apresentar um discreto aumento a partir do 120 dias (Figura 5). Este resultado
corrobora com o relato de Fontaine et al. (2006) e Vale et al.(2003), que
descreveram uma expressiva resposta humoral frente a infecgédo pela bactéria, mas
incapaz de debelar a infe¢cdo. De acordo com Moura-Costa et al.(2008) ao

correlacionarem os resultados de resposta humoral com os achados post morten
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de lesbes caseosas, os altos titulos de anticorpos IgG anti-C. pseudotuberculosis
nao estiveram associados a indugao de protegao.

A resposta imune celular, principalmente do tipo Th1, € a mais predominante
na protecdo contra a infecgdo por C. pseudotuberculosis (LAN et. al., 1998;
SIMMONS et al., 1998). Este fato é confirmado na correlagdo entre producéo de
IFN-y para C. pseudotuberculosis e Haemonchus contortus no Gll (Cp+), que
apresentou elevados niveis da citocina para o C. pseudotuberculosis, em relagao
aos niveis da citocina produzida pelo nematédeo. Ja no grupo GIV (Cpro+Hcro),
apresentou niveis expressivo do IFN-y para C. pseudotuberculosis somente nos
periodos 30 e 60 DPI, em relac&do aos niveis da citocina produzida pelo estimulo do
nematodeo. E nos periodos subsequentes os niveis de IFN-y produzidos contra
ambos os agentes se mantiveram constantes, sugerindo a ocorréncia de uma
imunoregulacao (Figura 6).

De acordo com Grencis (2001), a susceptibilidade a infecgado crbénica pelo
nematdédeo gastrointestinal, € mediada através de uma resposta Th1, caracterizada
pela produgao da citocina IFN-y, que pode comprometer a capacidade do hospedeiro
em expulsar o nematédeo da mucosa abomasal dos animais.

Neste trabalho a correlagéo entre produgao de IFN-y e os niveis de IgG anti-C.
pseudotuberculosis dos animais no decorrer do experimento, apresentou no grupo
GV (Cprot+Hcreo) niveis altos e constantes da citocina, em relagado aos titulos de
anticorpos IgG (Figura 7).

A figura 10 representa a correlagdo entre os valores de ovos liberados pelas
fezes (OPG) e a producdo de producdo da IgG anti- C. pseudotuberculosis em
todos os pontos. No GIV (CprotHcro) a partir dos 30 DPI a carga parasitaria
apresentou um aumento expressivo e mantendo-se constante até os 210 dias, em
contrapartida os niveis de IgG anti-C. pseudotuberculosis mantiveram niveis baixos
durante todo o experimento. Sugerindo que quando a co-infeccdo dos animais
ocorre no mesmo periodo a resposta imune celular Th1 predomina, resultando em
uma inibicdo da resposta humoral contra a bactéria, enquanto a carga parasitaria
se torna expressiva na infecgéo pelo helminto.

Na correlagao entre os valores da analise parasitolégica (OPG) e a produgao
de IgG anti-H. contortus, em todos os pontos (figura 11). O grupo GIV apresentou a

partir dos 30 DPI uma carga parasitaria expressiva e regular até os 210 dias,
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entretanto os niveis de IgG anti-H. contortus mantiveram reduzidos e constantes
durante todo o experimento. O mesmo resultado foi observado no grupo GV
(Cptot+Hcreo), apds a infecgdo com o helminto no ponto 90 dias. Sugerindo que uma
resposta imune humoral contra o parasita pouco eficiente, em razao da existéncia de
animais susceptiveis geneticamente a infeccdo. Nosso resultado assemelha-se ao
estudo realizado Moraes em 2007, o qual foi observado que niveis variaveis de
anticorpos 1gG anti-H. contortus, nao tinha relacdo com os valores do OPG nos
animais infectados. Tal fato também foi observado por Bambou et al.,(2008), em um
estudo realizado com caprinos infectados experimentalmente com as larvas
infectantes L3 do H. contortus, e que nao apresentaram sinais clinicos sugestivos do
quadro de hemoncose. Contudo, os animais susceptiveis geneticamente
apresentaram uma contagem OPG extremamente elevada em comparagao com os
animais resistentes, embora os niveis de IgG n&o tenham sido diferentes entre os
animais. Estes estudos corroboram com o resultado encontrado por Shakya et
al.(2009), ao realizar uma infecgdo experimental pelo H. contorfus em ragas de
ovinos geneticamente susceptivel e resistente, onde o numero de ovos por grama de
fezes (OPG), apresentava-se mais elevado nos animais susceptiveis, que possuiam
uma resposta imune humoral reduzida.

Nosso trabalho vai de encontro ao estudo realizado por Nunes em 2012, no
qual foi realizado o acompanhamento sorolégico de caprinos naturalmente
infectados pelo H. contortus, e constatou-se que os elevados valores de IgG e o
reduzido numero do OPG correspondeu a uma eficiente resposta imune humoral no
controle da infeccao pelo nematddeo.

Segundo Grencis (2001), a susceptibilidade genética a infec¢ao pelo helminto,
apresenta um desvio para a resposta imune do tipo Th1, caracterizada pela
producao da citocina IFN-y, que pode comprometer a capacidade do hospedeiro em
expulsar o nematédeo da mucosa abomasal dos animais.

Nossos resultados sugerem que animais infectados com o C.
pseudotuberculosis e co-infectados com o H. contortus podem manifestar o quadro
clinico caracteristico da Linfadenite Caseosa. Em um trabalho realizado por
Bentwich et al., (1999), na regido do Cabo na Africa do Sul, foi observado uma
elevada ocorréncia de individuos acometidos pela tuberculose, enfermidade
causada pela infeccdo com Mycobacterium tuberculosis, uma bactéria

filogeneticamente semelhante ao C. pseudotuberculosis. Esta manifestagao
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acentuada da doenga deve-se a elevada ocorréncia de co-infecgado dos individuos
por helmintos, que desviam a resposta imune para o perfil Th2 sugerindo que, esta
infeccdo pode ser um importante fator para a manifestagcédo mais rapida do quadro

clinico da tuberculose.

5.5. CONCLUSOES

Frente ao protocolo experimental desenvolvido e aos resultados obtidos, conclui-se

que:

Respostas heterogéneas foram constadas pds a inoculagdo da cepa virulenta C57
do C. pseudotuberculosis e das larvas infectantes do nematdédeo Haemonchus
contortus, pois a interagao entre patégenos e hospedeiro promoveu a ativagao tanto

a resposta humoral como celular com variagédo nos valores de IgG e IFN-y;

Os dados descrevem que na ocorréncia da co-infeccdo os caprinos acometidos pelo
C. pseudotuberculosis, apresentaram uma reduzida resposta imune celular e uma
expressiva resposta humoral contra a bactéria. E este fato pode estar relacionado a

evolucao desfavoravel da Linfadenite Caseosa nos animais;

» Os caprinos que foram co-infectados no mesmo periodo manifestaram uma
resposta imune celular expressiva e uma reduzida resposta humoral contra o H.
contortus nos primeiros 30 dias pds-infecgao, sendo que a partir deste periodo os
niveis de OPG apresentam-se elevados. Este fato propde a influéncia da

herdabilidade genética dos animais na infeccdo pelo nematédeo;

» No reconhecimento antigénico da linhagem selvagem do C. pseudotuberculosis nos
grupos de co-infecgao foram identificadas oito proteinas. Sendo que as com pesos
moleculares estimados de 35, 41, 51, 81, 129 e 160 kDa podem ser consideradas

imunodominantes reagindo nos soros dos animais destes grupos;

» Os antigenos do H. contortus identificados com peso molecular estimado de 47, 53,
55, 94 e 122kDa, reconhecidas por anticorpos IgG, podem ser consideradas

imunodominantes reagindo nos soros dos animais co-infetados;
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» Embora os dados presentes neste trabalho sejam preliminares, estes podem indicar
a interferéncia na resposta vacinal contra C. pseudotuberculosis nos animais

infectados pelo helminto. Logo, mais estudos devem ser realizados para elucidar

esta questéo.
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6. MANUSCRITO 2.

HEMONCOSE EM CAPRINOS: EFEITOS DA CO-INFECGAO EXPERIMENTAL
POR Haemonchus contortus E Corynebacterium pseudotuberculosis NA
RESPOSTA DO HOSPEDEIRO

Resumo

Este estudo objetivou avaliar nos caprinos infectados com o Corynebacterium
pseudotuberculosis e co-infectados pelo Haemonchus contortus, a influéncia desta
condicdo na infeccdo no abomaso pelo nematédeo, através de indicadores da
resposta imune local na mucosa abomasal dos caprinos. Foram utilizados neste
experimento 28 caprinos num sistema de confinamento, separados em cinco grupos.
O primeiro grupo (Gl) foi determinado como controle negativo contendo quatro
animais; o segundo grupo (Gll) e o grupo terceiro (Glll) como controle positivo para
C. pseudotuberculosis e H. contortus, respectivamente, enquanto que o quarto e
quinto grupo (GIV e GV) foram inoculados com a bactéria e o nematédeo em
diferentes periodos, cada um destes grupos contendo seis animais. Amostras de
fezes foram colhidas durante um periodo de oito meses, e os animais foram
necropsiados aos 210 dias. A técnica parasitologica de OPG, a contagem de
parasitas na mucosa abomasal e a morfométrica das células inflamatérias presentes
nesta mucosa foram realizadas para avaliagdo da infeccdo do nematdédeo. Os
resultados demonstraram elevados valores do OPG nos grupos de co-infecgdo GIV
e GV, apos os 30 dias de inoculacido do helminto. E a constatacdo de uma infeccéo
experimental efetiva foi confirmada a partir da identificagdo e contagem dos
parasitas no abomaso dos caprinos, apos a necropsia. Na analise morfométrica
observou-se que os linfocitos, eosinodfilos, plasmécitos e macrofagos estavam
presentes na mucosa abomasal dos animais em todos os grupos, enquanto somente
os grupos Glll, GIV e GV apresentaram mastocitos. No Gl foi identificada uma
representativa populacdo de neutrdfilos. Quanto a quantificacdo e comparagao das
células inflamatdérias entre os grupos experimentais observamos que a populacao de
linfécitos, ndo apresentou diferenga estatisticamente significante (p>0,05). Vale
salientar que os grupos Glll e GV apresentaram um elevado numero de eosindfilos

em relagcdo ao grupo GIV, no qual a co-infecgdo ocorreu simultaneamente (p<0,5);
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uma populagédo elevada de mastdécitos foi identificada no GV, em comparagao aos
grupos Gl, Gll e GllI (p<0,05). Contudo, em relagdo ao grupo GIV, este apresentou
reduzido numero de mastocitos (p<0,01). E com relagdo a populagéo de neutrofilos,
somente o grupo GIl apresentou uma contagem representativa desta populagéo
celular, em relagdo aos outros grupos (p<0,05). Concluiu-se que a resposta imune
inata mediada por células inflamatorias na mucosa abomasal dos caprinos durante a

co-infecgao, tem papel importante na inibicdo da hemoncose nos caprinos.

Palavras-chave: Haemonchus contortus, hemoncose, Corynebacterium

pseudotuberculosis, co-infecgado, caprinos.

6.1 INTRODUGAO

A hemoncose é uma enfermidade parasitaria de elevada ocorréncia nos
rebanhos de ovinos e caprinos, € causada pelo nematdédeo Haemonchus contortus,
medindo nos machos de 10 a 20 mm e nas fémeas de 18 a 30 mm (CLIMENI et al.,
2008). Este parasita € hematéfago, perfuram os vasos sanguineos da parede do
abomaso consumindo entre 0,05 a 0,08mL de sangue/dia. As fémeas de pequenos
ruminantes parasitadas no periodo de parto e lactacdo podem apresentar uma
elevacao da ovipostura pelos parasitas, oriundos de larvas em hipobiose, resultando
em um aumento da carga parasitaria (CARVALHO et al., 2001).

Quando o parasita infecta o animal, em quantidade suficiente, pode causar
baixa conversao alimentar, subdesenvolvimento, menor producao de leite, perda de
peso, diarréia, anemia, edema submandibular e até levar ao 6ébito (PUGH, 2004). No
entanto, levantamentos realizados revelam que mais de 80% da carga parasitaria de
caprinos é composta por Haemonchus contortus (GIRAO et al., 1992; AROSEMENA
et al., 1999). No estado da Bahia, Almeida et al.(1997) encontraram uma frequéncia
de 92% do género Haemonchus em cultivos de fezes de caprinos, naturalmente
infectados.

A faixa etaria mais sensivel a hemoncose sao 0s animais jovens, que
adquirem resisténcia durante os primeiros 12 meses de vida, apds repetidas
exposi¢coes a infeccdo (COLDITZ et al.,, 1996). O parasita ocorre nas regides
tropicais e subtropicais, a exemplo do Brasil (LOPES et al.,2013). No ambiente os

ovos das fémeas sao liberados junto com as fezes dos animais nas pastagens, onde
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ocorre o desenvolvimento das larvas infectantes (L3), durante aproximadamente
sete dias, contaminando as pastagens (FORTES, 2004).

A reducdo no numero de nematdédeos na mucosa abomasal durante a
infeccdo baseia-se principalmente na acao da resposta imune Th2 (LACROUX et al.,
2006; SHAKYA et al., 2009 ). O tipo de resposta imune que induz a produgéo de
varias citocinas (MEEUSEN et al., 2005); contribui na diferenciagdo de células B que
leva a expressao de uma forte resposta por anticorpos, tais como IgE, IgG1, IgG4 e
IgA (BAMBOU et al.,, 2008; DE LA CHEVROTIERE et al., 2012); que leva a
degranulacdo de mastocitos e citotoxicidade por eosindfilos, especialmente na
mucosa abomasal, o nicho do parasitismo pelo nematddeo, resultando no ataque e
erradicagao do helminto (TEREFE et al., 2009; MEEUSEN et al., 2005).

Estudos mostram que animais geneticamente resistentes montam uma
resposta imune mediada por células especificas (mastécitos, eosindfilos e leucdcitos
globulares) na mucosa abomasal mais eficiente contra o parasita, do que os animais
susceptiveis, os quais podem apresentar um aumento inicial e redugc&o continua dos
eosindfilos na mucosa abomasal frente a infecgdo sugerindo uma resposta do tipo
Th2 inicial, e um desvio para a resposta Th1 (GILL, 1994; MUNOZ-GUZMAN et al.,
2006; SHAKYA et al., 2009; CHEN et al., 2012).

Portanto, considerando as informacdes apresentadas, este trabalho tem como
objetivo avaliar os indicadores da resposta imune local na mucosa abomasal dos
caprinos, frente a infeccdo pelo nematdédeo Haemonchus contortus e a influéncia

destes na ocorréncia da hemoncose.

6.2 MATERIAL E METODOS

6.2.1 Comité de Etica

Este trabalho foi aprovado pelo CEUA - Comité de Etica no Uso Animal do
Instituto de Ciéncias da Saude (ICS/UFBA), sob protocolo n°052/2014.

6.2.2 Animais

Os caprinos utilizados nos experimentos foram animais sem raca definida
(SRD), com idade entre trés a seis meses, ambos os sexos, com sorologia negativa

para C. pseudotuberculosis.
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A carga parasitaria dos animais foi mensurada a partir das fezes colhidas e
avaliadas através da técnica Gordon e Whitlock (1939). Antes do inicio do
experimento todos os caprinos foram vermifugados com antiparasitario Albendazole
(Valbazen1, Pfizer, New York, NY), na dose 2 mg/kg de peso vivo por via oral.
Foram realizados trés aplicagdes dos anti-helminticos respeitando um intervalo de
15 dias entre cada aplicacédo, de acordo com o espectro de acdo. Um novo exame
parasitologico das fezes foi realizado para confirmar se a carga parasitaria
encontrava-se zerada; garantindo que os caprinos encontravam-se livres de
Haemonchus contortus.

Os animais foram mantidos em um sistema intensivo de criacdo, na unidade
experimental do Laboratério de Imunologia e Biologia Molecular, em Salinas da
Margarida, Bahia, (12°52’16”S e 38°45’°52”0). Com alimentagao balanceada a base
de ragao industrial, volumoso a base de feno e agua ad libitum. Os animais foram
examinados clinicamente antes e apds a inoculagao, e acompanhados mensalmente
ao longo dos 210 dias do experimento, para a inspegao visual da mucosa ocular e

oral.

6.2.2.1 Grupos experimentais

Os caprinos foram distribuidos em cinco grupos. O primeiro grupo (Gl) (n = 4)
com animais livres de C. pseudotuberculosis (Cp) e do H. contortus (Hc); o segundo
grupo (Gll) (n=6) correspondeu ao controle positivo de infeccdo por C.
pseudotuberculosis, sendo infectado experimentalmente com a linhagem selvagem
C57 de C. pseudotuberculosis, por via intradérmica no dia zero; o terceiro grupo
(Glll) (n = 6) animais infectados pelo H. contortus, por via oral utilizando as larvas
infectantes (L3) no dia zero; o quarto grupo (GIV) de co-infecgédo (Cpto x Hcro), com
seis animais infectados com C. pseudotuberculosis e H. contortus no dia zero e o
quinto grupo (GV) de co-infecgdo (Cpto x Hcreo), com seis animais previamente
infectados com C. pseudotuberculosis no dia zero, e com H. contortus nos 90 dias
pos-infecgao.

O acompanhamento dos exames coprolégicos (OPG) ocorreu nos dias 0, 15,
30, 60, 90, 120, 150, 180 e 210, com coletas mensais de fezes, diretamente da
ampola retal dos animais. Apds o periodo de observacéo de oito meses, 0s animais

foram abatidos no matadouro frigorifico Baby bode em Feira de Santana-BA, através
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do método humanitario de atordoamento por eletronarcose. E no abatedouro no
processo de evisceragdo o abomaso foi coletado e devidamente acondicionado,
para a realizacdo da quantificagdo dos parasitos presentes na mucosa abomasal e

realizagcao da analise histopatologica deste tecido.

6.2.3. Linhagem selvagem do Corynebacterium pseudotuberculosis

Para a infeccdo dos caprinos utilizou-se a linhagem selvagem de
Corynebacterium pseudotuberculosis (C57), cepa isolada de um caprino
naturalmente infectado e com sorologia para Linfadenite Caseosa e identificada por
biologia molecular. Esta cepa é mantida na Colecdo de Microrganismos do
Laboratério de Microbiologia do Instituto de Ciéncias da Saude da UFBA (ICS-
UFBA). A linhagem bacteriana foi semeada em meio de infusdo de cérebro e
coragao (BHI) e em seguida cultivada a 37°C, por 48 horas. Para a inoculagdo nos
animais ajustou-se a quantidade de UFC, apds centrifugacédo e lavagem da cultura
(MOURA-COSTA et al., 2008).

6.2.4 O nematédeo Haemonchus contortus e seus antigenos

6.2.4.1 Obtencgao das larvas infectantes (L3) do Haemonchus contortus

Para a obtengdo das larvas infectantes (L3) do Haemonchus contortus
utilizadas na infeccao experimental. Foram coletados parasitos adultos do abomaso
de caprinos e ovinos abatidos no frigorifico Baby bode, em Feira de Santana-BA.
Estes parasitos foram acondicionados em recipientes com solugao fisioldgica
(0,09%), e encaminhados para Laboratério de Parasitologia do ICS-UFBA.

No laboratério os parasitas foram colocados em um recipiente com solucao
fisiolégica (0,09%) aquecida (em torno de 45°C), para que as fémeas realizassem a
ovoposigao (BORGES, 2007). Para a realizagao da técnica de coprocultura utilizou-
se como matéria organica quatro gramas de fezes autoclavadas de ovinos
misturadas a maravalha, na propor¢cao de mais ou menos duas partes de maravalha
para uma de fezes, e adicionou a solugdo contendo os ovos do nematddeo obtidos
apos a ovoposi¢ao, além do macerado dos parasitas. Em seguida, cada uma das

misturas foi colocada em copos de vidro. As culturas foram mantidas na estufa a
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temperatura 37°C, por um periodo de sete dias, tempo necessario para a evolugdo

das larvas infectantes (L3) do parasito, de acordo ao descrito por Ueno (1995).

6.2.5 Protocolo de inoculagcdo do Corynebacterium pseudotuberculosis e

Haemonchus contortus

A inoculagcdo do C. pseudotuberculosis foi realizada através da via
subcutanea, na regido pré-escapular direita, numa dose de 1 mL (4,4x10” UFC). E a
infeccdo do H. contortus, foi realizada pela via oral utilizando as larvas infectantes
(L3), na dosagem de 10 mL/VO (1.000 larvas L3/ mL) em cada animal (MACKINNON
et al., 2010).

6.2.6 Exames parasitolégicos dos caprinos

As anadlises coprologicas das amostras de fezes foram realizadas
mensalmente, com o intuito de acompanhar a infeccao experimental pelo nematoide

Haemonchus contortus nos caprinos.

6.2.6.1 Técnica de contagem de ovos por grama de fezes (OPG)

Para a realizagdo da técnica, utilizou-se cerca de 2 gramas de fezes dos
caprinos diluidas em solugao hipersaturada de sal (58mL), onde verificou-se a
densidade necessaria para a flutuacao dos ovos. Aguardando dois minutos para os
ovos flutuarem-na cdmara de McMaster, e poder assim da inicio a contagem dos
ovos do parasito contidos nas areas delimitadas da camara, com auxilio do
microscopio Optico (objetiva de 10) (GORDON e WHITLOCK, 1939;
WHITLOCK,1948).

6.2.7 Necropsia dos caprinos

No final dos sete meses apds o desafio, os animais foram encaminhados para
o abatedouro frigorifico Baby Bode, no municipio de Feira de Santana, Bahia, onde
foram abatidos através do método humanitario de atordoamento por eletronarcose.

Foi coletado o abomaso dos animais e acondicionado em frascos com solugédo de
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formol a 10%, para posterior identificacdo e quantificacao dos parasitos presentes na

mucosa abomasal e realizagdo da analise histopatoldgica deste tecido.

6.2.8 Identificagdo e contagem dos parasitos no abomaso

ApOs o abate dos caprinos, o abomaso de cada animal foi removido das
carcagas e colocado em um recipiente de plastico estéreo com 2000 mL de solugao
de formaldeido a 10%, e encaminhado para Laboratério de Parasitologia do ICS-
UFBA. O abomaso foi aberto longitudinalmente e os parasitas na fase adulta foram

retirados e quantificados utilizando a técnica descrita por Le Jambre (1995).

6.2.9 Histopatoldgico dos cortes do tecido abomasal

Para a realizagdo da analise morfométrica, foi realizado um corte da mucosa
abomasal de cada animal dos grupos experimentais, fixados em formol a 10%, e em
seguida corados com Hematoxilina e Eosina (H&E) (Sigma). Para posterior
identificacdo das células inflamatdrias, como os eosindfilos e leucdcitos globulares
(BALIC et al., 2000a).

6.2.10 Morfometria celular da mucosa abomasal

As anadlises foram realizadas a fim de determinar o numero de linfocitos,
eosinofilos, mastocitos e leucdocitos na lamina propria da mucosa do abomaso, o
numero de células numa area de 0,28 mm x 0,28 mm. Foram quantificados 10
campos diferentes, para cada animal dos grupos experimentais com observagao
400x magnitude (MACKINNON et al., 2010).

6.2.11 Analise estatistica

Os dados foram analisados através do programa estatistico SPSS (Statistical
Package for Social Sciences), versdao 17.0 para Windows. Na distribuicdo normal
dos resultados das analises morfometrias utilizou-se o teste ANOVA com pds-hoc de

Tukey.
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6.3 RESULTADOS

6.3.1 Técnica de contagem de ovos por grama de fezes (OPG)

Os resultados demonstram a média e o desvio padrao da contagem de ovos
liberados nas fezes dos animais dos grupos experimentais no decorrer dos 210 dias
(tabela 1). Os grupos apresentaram carga parasitaria, a partir dos 30 dias pos-
infeccdo nos grupos Glll e GIV e mantiveram-se em todos os pontos. O GV
(CprotHcreoo) apresentou carga parasitaria, 30 dias apdés a infecgdo com o
nematodeo. O grupo Il (Hc+) nos 60 dias, e os grupos de co-infeccdo GIV
(CptotHcro) e GV (CprotHcreo) nos 120 dias apresentaram valores elevados do
OPG.

Tabela 1: Média e desvio padrdo dos valores de OPG nos animais dos grupos experimentais ao longo
de 210 dias de infecgéo pelo nematédeo Haemonchus contortus.

Grupos Ponto0 15DPI 30 DPI 60 DPI 90 DPI 120 DPI 150 DPI 180 DPI 210 DPI
Gl 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
Gll 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0

Gl 0+0 0+0 6174723 8171_10?8 116?11130 133341430 967+779 783+343 7174422
GV 040 0+0  517+5081 517+1158 267+294  1217+1108 185043739 817+580 180041322
GV 00 0+0 0+0 0+0 0+0 9017422923  103B83+2776 186746222 1817+6149

GI: Controle Negativo

GllI: Controle positivo de Corynebacterium pseudotuberculosis

Glll: Controle positivo de Haemonchus contortus

GIV: Animais infectados com Cpro + Hcro

GV: Animais infectados com Cpro + Hcrao

6.3.2 Contagem dos parasitos Haemonchus contortus na mucosa abomasal dos

caprinos

A tabela 2 descreve a identificagdo e contagem dos parasitas no abomaso
dos animais, apds a realizagdo da necropsia no final do experimento aos 210 dias.
Foi observado no grupo controle positivo para H. contortus (Glll) e nos grupos co-
infectados GIV (Cpro+Hcro) e GV (CprotHcroo) um elevado numero de parasitos
adultos na mucosa abomasal dos caprinos, confirmando assim a eficacia da infecgao

experimental realizada.
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Tabela 2: Identificacdo e contagem dos parasitas adultos na mucosa abomasal dos caprinos nos
grupos experimentais

Grupo | Grupo I Grupo Il Grupo IV Grupo V
Animais  Parasitos  Animais Parasitos Animais Parasitos Animais Parasitos Animais Parasitos
229 0 250 0 224 40 241 4 230 17

215 0 254 0 213 14 256 1 238 4
214 0 225 0 222 1 251 42 249 1
217 0 245 0 235 35 243 17 252 900

- - 226 0 227 41 244 12 236 31
- - 216 0 205 42 212 17 228 8
Total 0 Total 0 Total 173 Total 93 Total 961

Gl: Controle Negativo

Gll: Controle positivo de Corynebacterium pseudotuberculosis
GllI: Controle positivo de Haemonchus contortus

GIV: Animais infectados com Cp 1o + Hc 1o

GV: Animais infectados com Cp 1o + Hc 190

Necropsia dos animais aos 210 dias

6.3.3 Analises morfométricas da mucosa abomasal dos caprinos

Os resultados da tabela 3 ilustram a média e o desvio padrao obtidos na
analise morfométrica das células inflamatdrias presentes na mucosa abomasal dos
caprinos no final do experimento, aos 210 dias. Foi observado que todos os grupos
apresentavam linfocitos, eosindfilos, plasmocitos e macréfagos. E que somente os
grupos Il (Hc+), GIV (CptotHcto) e GV (CprotHcreo) apresentaram mastocitos. E

somente no Gll (Cp+) foram identificados neutrofilos.

Tabela 3 — Média e desvio padrao da morfometria de células inflamatdérias na mucosa abomasal dos
caprinos apo6s o desafio com o nematédeo Haemonchus contortus

Grupos Linfécitos Eosindfilos Mastocitos Plasmacitos Macréfagos Neutrofilos
Gl 1.076 + 726 48 + 80 0+0 46 + 31 19+43 -
Gl 730 +292,5 14,5 + 19,7 0+0 14 +5,9 30+18 112 + 104
Gl 1.121+741,8 276 + 84,6 112 + 95,7 61 +47,3 36 +17 -
GIV 835+713,5 90 + 66 83 +83 13+8,1 26 + 14,3 -
GV 568 + 187,7 269 +164,8 302 + 167,5 33+24,6 39 + 46,1 -

Gl: Controle Negativo

Gll: Controle positivo de Corynebacterium pseudotuberculosis
Glll: Controle positivo de Haemonchus contortus

GIV: Animais infectados com Cp 1o + Hc 1o

GV: Animais infectados com Cp 1o + Hc 190

Necropsia dos animais aos 210 dias

Na figura 1 foi observado que a populagdo de eosindfilos presentes na
mucosa abomasal dos caprinos. O GV (CprotHcre) apresentou um elevado numero
de eosindfilos em relagédo aos grupos Gll (Cp+) e GIV (Cpro+ Hcro). Ja o grupo I
(Hc+) apresentou um aumento no numero de eosinéfilos na mucosa abomasal, em
relagcdo ao grupo GIV e GV. Todos os grupos apresentardo diferenca estatistica

significante (p<0,05)



83

500
450 |
@ 400 -
=
® 350 -
S
&
E 250 -
| =
S 200 -
=
‘E 150 -
100 -
50 |
0 ;
G1 G2 G3 G4 G5

Grupos experimentais

Figura 1 — Contagem da populagao de eosindéfilos na mucosa abomasal dos caprinos abatidos no
ponto 210 dias do experimento. Grupo G1 (n=4): Controle negativo; Grupo G2 (n=6): Infectados com
C. pseudotuberculosis; Grupo G3 (n=6): Infectados com H. contortus; Grupo G4 (n=6): Co-infectados
com C. pseudotuberculosis e H. contortus (To) e Grupo G5 (n=6): Co-infectados com C.
pseudotuberculosis (To) e H. contortus (Teo). Ha significancia estatistica (p<0,05).

A populagédo de mastocitos na mucosa abomasal dos animais (figura 2)
apresentou diferenga estatisticamente significante (p<0,05) entre os grupos
experimentais, onde o grupo V de co-infecgdo (Cpto+Hcreo) apresentou um elevado
nuamero de mastdcitos em relagao aos grupos Glll (Hc+) e GIV(Cprot+ Hcro).

Quanto a quantificagao de linfocitos, observou-se um numero expressivo da
populagao celular em todos os grupos, embora n&o tenha sido observada diferenga

estatisticamente significante entre os grupos (p>0,05).
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Figura 2 — Contagem da populagdo de mastoécitos na mucosa abomasal dos caprinos abatidos no
ponto 210 dias do experimento. Grupo G1 (n=4): Controle negativo; Grupo G 2 (n=6): Infectados com
C. pseudotuberculosis; Grupo G 3 (n=6): Infectados com H. contortus; Grupo G 4 (n=6): Co-infectados
com C. pseudotuberculosis e H. contortus (To) e Grupo G 5 (n=6): Co-infectados com C.
pseudotuberculosis (To) e H. contortus (Tgo). Ha significancia estatistica (p<0,05).

A figura 3 representa a contagem da populagédo de plasmdcitos na mucosa dos
animais, onde observa-se a presenca desta populagdo celular em todos os grupos
experimentais. Com maior expressao no grupo Glll (Hc+) em relagdo ao GIV (Cpro x
Hcro) e GV (CprotHcre). E ao avaliar a populagéo celular entre os grupos de co-
infecgao, constatou-se que o GV apresenta um maior numero plasmécitos, quando

comparado ao GIV. Havendo diferenga estatisticamente significante (p<0,05).
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Figura 3 — Contagem da populacdo de plasmécitos na mucosa abomasal dos caprinos abatidos no
ponto 210 dias do experimento. Grupo G 3 (n=6): Infectados com H. contortus e Grupo G 4 (n=6): Co-
infectados com C. pseudotuberculosis e H. contortus (To). Ha significancia estatistica (p<0,05).

Quanto a identificagdo e quantificagcdo de macrofagos, esta populagéo celular
foi observada em todos os grupos, com maior expressao nos animais do GV (Cpro x
Hcteo) em relagdo aos do GIV (Cpto x Hcro), embora ndo tenha diferenga
estatisticamente significante entre os grupos (p>0,05).

Na identificacdo e contagem da populagdo de neutréfilos na mucosa dos
caprinos (figura 4), foi observado o aumento do numero destas células nos animais
inoculados somente com a bactéria (Gll), em relagdo aos grupos Gl (controle
negativo), GlIl (Hc+), G IV (Cpto x Hcro) e G V (Cpto x Hcreo); com diferenca

estatisticamente significante (p< 0,05).
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Figura 4 — Contagem da populagcdo de neutréfilos na mucosa abomasal dos caprinos abatidos no
ponto 210 dias do experimento. Grupo G1 (n=4): Controle negativo; Grupo G 2 (n=6): Infectados com
C. pseudotuberculosis; Grupo G 3 (n=6): Infectados com H. contortus; Grupo G 4 (n=6): Co-
infectados com C. pseudotuberculosis e H. contortus (To) € Grupo G 5 (n=6): Co-infectados com C.
pseudotuberculosis (To) e H. contortus (Teo). Ha significancia estatistica (p<0,05).

6.4 DISCUSSAO

Uma das alternativas de controle hemoncose é a selegcdo de animais
resistentes a infeccdo pelo helminto. Existem varias maneiras de se avaliar a
resisténcia ao nematddeo gastrintestinal, os dois mais utilizados séo a contagem de
ovos nas fezes (OPG) e a quantidade de parasitas na fase adulta presentes na
mucosa abomasal, dos animais avaliados (GILL 1994; HOODA et al., 1999).

Os resultados demonstraram um aumento nos valores do OPG dos grupos GllI
(He+), GIV (CprtotHcrto) e GV (CprotHcroo) apds os 30 dias de inoculagdo do
helminto, e estes valores mantiveram-se elevados em todos os tempos (tabela 1).
Estudos realizados por Qamar e Magbool (2012) e Bambou et al, (2008),
descreveram que caprinos infectados experimentalmente com as larvas infectantes
L3 do H. contortus, apresentaram uma contagem OPG extremamente elevada nos

animais geneticamente susceptiveis, quando comparados aos resistentes.
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ApOs a realizacdo da necropsia, para a identificacdo e contagem dos
parasitas na mucosa abomasal dos caprinos neste experimento (tabela 2). Foi
observado que o grupo Glll (Hc+) e os grupos co-infectados GIV (Cpto+Hcro) e GV
(CprotHcreo) apresentaram um elevado numero de parasitos adultos na mucosa
abomasal dos animais, confirmando assim a eficacia da infeccdo experimental
realizada. Resultados semelhantes foram encontrados por Mufoz-Guzman et al.,
(2006); Shakya et al.,(2011) e Ortolani et al.,(2013), em ovinos infectados
experimentalmente pelo H. contortus, os quais apresentaram uma alta contagem do
numero total de nematddeos recuperados no abomaso dos animais.

Neste experimento ndo foram observados sinais clinicos da hemoncose. E
este fato pode ser justificado pela ocorréncia de uma expressiva resposta imune
inata contra o H. contortus, onde as células leucocitarias (eosindfilos, mastécitos,
monacitos e leucécitos globulares) atuam induzindo um processo inflamatoério agudo
na mucosa do abomaso em caprinos e ovinos (LEDER e WELLER, 2000; BALIC et
al, 2000; PEREZ et al., 2008; SHAKYA, et al., 2009). Ao realizarmos a analise
morfométrica das células inflamatérias presentes na mucosa abomasal dos caprinos
no final do experimento, aos 210 dias (tabela 3), foi observado que todos os grupos
apresentavam linfocitos, eosindfilos, plasmocitos e macréfagos. E que somente os
grupos Glll (Hc+), GIV (CprotHcto) e GV (Cprot+Hcreo) apresentavam mastocitos.

Estes resultados corroboram com os estudos realizados por Ortolani et al.,
(2013) e Gill et al., (2000), em ovinos infectados experimentalmente com as larvas
L3 do parasito, os quais apresentam apds a eutanasia uma contagem elevada de
mastoécitos, eosindfilos e leucdcitos globulares na mucosa do abomaso. No estudo
realizado por Kemp et al., (2009) foi observada uma rapida resposta de rejeicao ou
exclusdo imune pelos mastécitos e leucdécitos globulares, dos parasitas presentes na
mucosa abomasal em ovinos hipersensibilizados, a partir da infecgao repetida com
as larvas infectantes L3 do Haemonchus contortus.

Quanto a presenca da populagdo de macréfagos na mucosa a maior
expressao destas células foram observadas nos animais do GV (Cpto x Hcreo), que
foram desafiados pelo parasita mais tardiamente, em relagdo aos do GIV (Cpto x
Hcro). E este resultado deve-se ao fato, que nos estagios iniciais da inoculagéo do
helminto os macrofagos s&o ativados, exercendo uma importante linha de defesa
contra o parasita, através da fagocitose e bem como de sua remogao (STITES et al.,
2000).
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Quanto a quantificacdo de linfocitos, este trabalho demonstrou um numero
expressivo da populagéo celular em todos os grupos experimentais. Este fato pode
ser justificado, a partir da ativagdo dos linfécitos Th2 para a indugdo da resposta
imune humoral (BALIC et al., 2000b).

Vale salientar que neste experimento (figura1), o grupo GIV apresentou um
reduzido numero de eosindfilos na mucosa abomasal, quando comparagdo aos
grupos Glll (Hc+) e GV (CpTtot+Hcreo), sugerindo uma provavel imunomoducgao para a
resposta do tipo TH1, quando a co-infecgcédo ocorre simultaneamente. Enquanto que
os grupos controle negativo (Gl) e Gll (Cp+) apresentam uma contagem muito baixa
de eosindfilos.

Na condicdo genética de resisténcia ou suscetibilidade a infecgdo pelo
nematddeo em caprinos e ovinos, também esta relacionada a imunidade mediada
pelas células leucocitarias, na mucosa abomasal dos animais (MANDONNET et al.,
2001; AMARANTE et al., 2004; SHAKYA et al, 2009). Um estudo realizado com
racas de ovinos resistente e sensivel a infecgcao pelo H. contortus, demonstrou um
elevado numero de eosindfilos (p<0.05) na mucosa abomasal nos animais
resistentes, condizendo ao desenvolvimento e manutengdo de uma resposta imune
do tipo Th2. Enquanto, que na mucosa de ovinos susceptiveis o aumento inicial e
reducdo continua dos eosindéfilos sugerem uma resposta do tipo Th2 inicial, € um
desvio para a resposta do tipo Th1(MUNOZ-GUZMAN et al., 2006).

Sabe-se que a populacdo de mastécitos na mucosa abomasal de pequenos
ruminantes, infectados pelo helminto, € fundamental na expulsdo destes parasitas
do organismo dos animais (GILL et al., 1994; KEMP et al., 2009). Os resultados da
figura 2 demonstraram um elevado numero de mastoécitos no grupo V (Cpro+Hcreo)
de co-infecgdo, em comparacgao aos grupos Gl, Gll e Glll, sugerindo uma resposta
imune do tipo Th2. Entretanto, em relagdo ao grupo GIV este apresentou um baixo
numero de mastocitos na mucosa, sugerindo assim que a ocorréncia de infecgdes
simultdneas nos animais pode levar a uma imunomodulagdo na resposta contra o
helminto.

Em um estudo realizado por Zaros et al., (2010) com um grupo de bovinos da
raca Nelore, que apresentaram resistente para Haemonchus placei observou-se uma
elevada contagens de mastocitos na mucosa do abomaso destes animais, em
relagdo ao grupo susceptivel. O mesmo foi observado por Shakya et al.,(2011), em

um experimento realizado em ovinos resistentes a infeccéo pelo H. contortus.
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Ao realizarmos a contagem da populagédo de neutrofilos na mucosa abomasal
dos caprinos experimentalmente infectados (figura 4), foi observado que somente os
animais do grupo GlI (Cp+) apresentavam uma elevada contagem desta populagao
celular, em relagao a todos os outros grupos experimentais (p<0,05). A auséncia da
identificacdo destas células nos grupos G lll (Hc+), GIV (Cpto x Hcro) e GV (Cpro x
Hcroo) (tabela 3)., contradiz a proposta do estudo realizado por Galina (2011), que
considera os neutrofilos como importantes efetores parasiticidas, na resposta eficaz

contra helmintos.

6.5 CONCLUSOES

Frente ao protocolo experimental desenvolvido e aos resultados obtidos, conclui-se

que:

» A eficacia da co-infeccdo experimental com as larvas infectantes L3 do H. contortus
nos caprinos foi confirmada pela identificacdo e contagem dos parasitas adultos na

mucosa abomasal dos animais dos GIV (Cptot+Hcro) e GV (Cptot+Hcroo);

> Nos caprinos infectados experimentalmente com o C. pseudotuberculosis e o H.
contortus os sintomas caracteristicos da hemoncose nao foram identificados
provavelmente pela indu¢cdo de uma intensa resposta imune local contra o helminto,
caracterizada pelas populacdes de células inflamatérias na mucosa do abomasal

dos animais;

> A populagéo linfocitaria presente no abomaso demonstrou n&o apresentar diferenca

estatistica entre os grupos experimentais;

> Os dados demonstram que os caprinos do grupo GIV, de co-infecgdo simultanea,
apresentaram um numero reduzido de eosindfilos e mastocitos na mucosa
abomasal quando comparagdo aos grupos Glll (Hc+) e GV (Cprot+Hcreo),
provavelmente devido a condicdo de suscetibilidade genética destes animais a

infecgao pelo helminto, mediante a uma reduzida resposta imune celular local.
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7. PERSPECTIVA FUTURA

e Um estudo esta sendo realizado a partir da identificacdo de citocinas que induzem
uma resposta Th1 e Th2 em ovinos infectados com Corynebacterium
pseudotuberculosis e co-infectados com Haemonchus contortus, utilizando a técnica
de micro-RNA.
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