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RESUMO
Haemonchus contortus € um nematoide gastrointestinal de ruminantes, principalmente de
ovinos e caprinos, de grande importancia mundial que causa diversas perdas
econOdmicas. Este helminto tem apresentado resisténcia anti-helmintica, o que vem
dificultando o tratamento dos pequenos ruminantes pelos seus criadores. Por isso hovas
alternativas estdo sendo testadas a fim de combater o parasita, a exemplo do extrato
aquoso da planta Poincinella pyramidalis. Foram utilizados onze animais, divididos em
trés grupos: Gl (sem infeccdo); Grupo 1l (infectados) e GllI (infectados e tratados). Para a
infeccdo experimental utilizou-se aproximadamente 20.000 larvas L;. Durante 90 dias
amostras de fezes foram colhidas para andlise parasitoldgica, e de sangue para analise
da resposta imunoldgica através da dosagem do anticorpo sérico IgG e da citocina
Interferon gama. A administracdo do extrato da planta ocorreu no GlIl no tempo 45 dias.
Obteve-se no tempo 60 dias em relagcdo aos resultados parasitologicos uma redugéo
carga parasitaria de 79% no Grupo lll e uma eficacia do extrato de 85%; em relacdo a
resposta imune ocorreu uma baixa producdo de interferon gama. A producdo de
anticorpos séricos IgG foi levemente estimulado apds a administracdo do extrato. Os
resultados indicam que esta planta possui um moderado efeito relacionado aos ovos
encontrados nas fezes, assim como um leve potencial imunomodulador. Faz-se
necessario, novos estudos para verificar novos parametros imunolégicos relacionados a

infecgdo e a administracdo deste extrato em estudo.

Palavra-chave: Ovinos, Haemonchus contortus, Poincianella pyramidalis, 1gG.



OLIVEIRA, T. B. Evaluation of indicators of immune response in sheep
experimentally infected with Haemonchus contortus, under treatment with
agueous extract of Poincianella pyramidalis. 56 f. il. 2013. Dissertacéo (Mestrado)
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ABSTRACT

Haemonchus contortus is a gastrointestinal nematodes of ruminants, mainly sheep
and goats , of great global importance that causes severe economic losses. This
helminth has shown anthelmintic resistance, which is hampering the treatment of
small ruminants by its creators. So new alternatives are being tested to combat the
parasite , such as the plant Poincinella pyramidalis aqueous extract . Eleven
animals were used, divided into three groups: GI ( without infection), Group II
(infected ) and GllI ( infected and treated ). For experimental infection, we used
about 20,000 L3 larvae. 90 days stool samples were collected for parasitological
examination , and blood samples for analysis of the immune response through the
measurement of serum IgG antibody and cytokine gamma interferon. The
administration of the extract of the plant occurred in Glll time in 45 days. It was
obtained in 60 days time in the parasitological reduced parasitic load of 79 % in
Group Il and efficacy of the extract of 85 %, compared to the immune response
was a low production of interferon gamma. The production of serum IgG was
slightly stimulated after administration of the extract. The results indicate that this
plant has a moderate effect related to eggs found in the faeces, as a light
immunomodulatory potential. Futher studies are necessary, to verify new
immunological parameters related to infection and administration of this extract

under study.

Keywords: Sheep, Haemonchus contortus, Poincianella pyramidalis,|gG.
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1 INTRODUCAO

A ovinocultura é uma das atividades mais antigas do mundo, tendo maior
representatividade na Asia, Africa e Oceania. No Brasil, este setor da economia
corresponde a uma importante fonte de sustento familiar, principalmente na regiao
nordeste, com destaque a producao de carne, leite e pele.

Infelizmente, a ocorréncia de parasitoses gastrointestinais € um fator de
grande impacto a ovinocultura, pelo atraso no crescimento do animal, na reducéo
da producdo e qualidade da carne e de la. Dentre os principais parasitos
destacam-se: Trichostrongylus sp., Cooperia sp., Ostertagia (Teladorsagia) spp.
Nematodirus sp. e Haemonchus contortus.

O nematoide gastrointestinal de ruminantes de pequeno a grande porte
(caprinos, ovinos e bovinos), H. contortus, é bastante prevalente em todo o
mundo e altamente patogénico, capaz provocar doencas agudas com alto indice
de mortalidade (KAMARAJ et al., 2011). A patologia provocada por este agente &
denominada hemoncose, que vem sendo tratada com medicamentos
denominados anti-helminticos.

Entretanto, o uso indiscriminado dos anti-parasitarios tem levado ao
desenvolvimento de cepas resistentes. A este processo denominamos resisténcia
anti-helmintica, o qual € influenciado diretamente por elementos como o ambiente,
variacdes genéticas do hospedeiro e também do parasita, além da capacidade de
seu sistema imune em responder a uma infeccdo (MOLENTO, et al., 2013).

Alguns padrdes da resposta imune estdo diretamente relacionados a
genética do hospedeiro tanto na susceptibilidade ou resisténcia parasitaria
relacionados com o parasitismo. Quando o organismo é infectado, a populacéo de
linfocitos TCD4+ é estimulada a produzir subpopulacdes de células que podem
assumir o perfil Thl ou Th2 a depender do tipo de antigeno e das citocinas
envolvidas no processo de sinalizacdo (MACHADO et al., 2004). Entretanto, de
acordo com os estudos de Milonovic et al. (2010) existe também o perfil Th17
envolvido na resposta imune.

Organismos multicelulares como helmintos sdo parasitas extracelulares

capazes de induzir resposta de perfil Th2, com predominio da citocina IL-4. E
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importante salientar que além da IL-4 outras citocinas estdo envolvidas na
resposta Th2, a exemplo da IL-5, IL-10 e IL-13 que atuam como mediadores da
resposta imune e inflamatéria para producao de anticorpos das classes IgG, IgA e
principalmente IgE, bem como na ativagao de eosinofilos, mastécitos e basofilos,
componentes fundamentais na defesa contra helmintos ( ABBAS, LICHTMAN &
POBER , 2005; ABBAS, LICHTMAN & PILLAI, 2011).

Para evitar a resisténcia dos parasitos aos anti-helminticos comerciais,
faz-se necessario tanto um trabalho de capacitagcdo dos produtores no que se
refere ao uso adequado destes produtos, quanto de pesquisas bioprospectivas
para obtencdo de biomoléculas. Diversos trabalhos tém sido desenvolvidos com
base no etnoconhecimento e na biodiversidade em busca de principios ativos
capazes de estimular o sistema imune auxiliando no controle e combate de
parasitas.

Neste contexto, muitas plantas do semiarido nordestino vém sendo
utilizadas com objetivo de reduzir as cargas parasitarias de H. contortus em seus
hospedeiros. Diante disso, 0 presente trabalho avaliou a acdo anti-helmintica e
imunomoduladora do extrato bruto de Poincianella pyramidalis na resposta imune

dos ovinos infectados com H. contortus.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 OVINOCULTURA NO BRASIL

O Brasil atualmente é o décimo sétimo maior produtor de caprinos e ovinos
no mundo com um rebanho de aproximadamente 18 milhdes de cabecas (FAO,
2012). A regido Nordeste € a principal produtora, concentrando nas zonas arida e
semiarida cerca de 10 milhdes de cabecas. O estado da Bahia é responséavel pela
criacdo de quase trés milhdes de animais destinados predominantemente ao
corte, ocupando a segunda posi¢cdo no ranking nacional atras apenas do Rio
Grande do Sul com quatro milhdes de cabegas (IBGE, 2011; ANCO, 2010), o que
corresponde a cerca de 20% da produc¢ao nacional (MARTINEZ et al., 2010). Esta
cultura representa uma importante fonte de renda para pequenos produtores, que
obtém através da venda da carne, leite e pele, a garantia para sua sobrevivéncia.
A ovinocultura é caracterizada pelo sistema de producdo extensiva e as vezes
ultra-extensiva (RIBEIRO et al., 1988; PEREIRA et al., 2008).

Entretanto, deve-se salientar que a depender do objetivo do criador e da
disponibilidade financeira pode-se ter outros sistemas de criacdo de ovinos a
exemplo do sistema intensivo e semi-intensivo. Diferente do modo extensivo que
é caracterizado pela simplicidade, menos custo e utilizacdo de racas com menor
exigéncia nutricional, o sistema intensivo usa varios recursos tecnoldgicos para
assegurar uma boa produtividade das racas dos animais e assim boas condi¢cbes
sanitarias e da qualidade do produto (la, carne, pele, matrizes entre outros) a se
comercializar. J& o modo semi-intensivo usa medidas extensivas associadas a
algumas tecnologias para garantir também a condic&o sanitaria (OLIVEIRA et al.,
2011).

A ovinocultura é prejudicada pela presenca de endoparasitas, assim como
fatores nutricionais, climaticos, genéticos e da resisténcia aos antiparasitarios.
Dentre os parasitas mais comuns de ruminantes existem 0s nematoides,

Trichostrongylus sp., Cooperia sp., Ostertagia (Teladorsagia) spp. Nematodirus
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sp. e Haemonchus contortus, este Ultimo possui uma grande importancia
justificada pela alta ocorréncia e patogenicidade (RAMOS, et al, 2004; GADZA,
2006; MACEDO, 2007; MOLENTO et al., 2013).

2.2 NEMATODEO Haemonchus contortus

Nematddeos séo parasitas que apresentam simetria bilateral, trés folhetos
germinativos, com corpo alongado, cilindrico e afilado; revestido por uma cuticula
gue sofre quatro mudas até chegar a fase do verme adulto. Sao dioicos com tubo
digestivo completo. Em relagdo ao modo de vida, podem ser livres e/ou
parasitarios, no caso deste ultimo podem ser hospedeiros de plantas e animais
(RUPPERT, FOX & BARNES, 2005).

O nematodeo Haemonchus contortus (Rudolphi, 1803) foi descrito por Colb
(1898), o qual pertence ao Reino Animalia, Filo Nemathelmintes, Classe
Nematoda (Secernentea), Ordem Strongylida, Subordem Strongylina, Super-
familia Strongyloidae, Familia Trichostrongylidae,Género Haemonchus e espécie
Haemonchus contortus (Colb, 1898).

No género Haemonchus estéo inseridas treze espécies a exemplo de H.
placei (Place,1893), H. similis (Travassos,1914), H.longistipes (Railliet y Henry,
1909), H. mitchelli (LeRoux,1929), H. lagwrencei (Sandground, 1933), sendo H.
contortus a mais comum em ruminantes, dando destaque a ovinos e caprinos de
varias partes do mundo, em climas tropicais e subtropicais, a exemplo do Brasil
(MILLER & HOROV, 2012; LOPES et al.,2013).

Acredita-se que o género Haemonchus teve sua origem na Africa
parasitando antilopes e, a partir dos processos de coloniza¢do e migracao, este
helminto difundiu-se para outros ruminantes de grande e pequeno porte como o
gado, ovelhas e caprinos em diversas regides do mundo (ANGULO-CUBILLAN et
al., 2007). Assim, atualmente H. contortus apresenta uma ampla distribuicdo
mundial, principalmente em regides de clima mais quente e Umido, caracteristicas
que favorecem o seu desenvolvimento (RADOSTITS et al., 2000; ANGULO-
CUBILLAN et al., 2007).
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O Nordeste € a regido brasileira onde se observa a maior frequéncia de
nematodeos gastrintestinais em pequenos ruminantes, principalmente
Haemonchus contortus, devido a criacdo em grandes concentracdes e a caréncia
de orientacdo adequada aos seus criadores, quanto a sanidade de seus
rebanhos. As infec¢cbes causadas por estes nematddeos resultam em perdas
econbmicas evidenciadas através da alta taxa de mortalidade e comprometimento
do desempenho produtivo, que sédo decorrentes do atraso no crescimento, da
gueda na producao leiteira, da reducdo do potencial reprodutivo e dos gastos com
tratamentos (ALLONBY e URQUHART, 1975; CHARLES et al., 1989; MACRAE,
1993; MOLENTO et al., 2004; RODRIGUES et al., 2007, LOPES et al., 2013).

H. contortus apresenta como caracteristica marcante a presenca de bolsa
copulatéria, capsula bucal pequena contendo uma lanceta e um conjunto de
papilas cervicais, dimorfismo sexual evidente (fémeas sdo maiores do que 0s
machos e apresentam os ovarios brancos envolta do intestino) e alto potencial
bidtico com eliminacdo de 5.000 a 10.000 ovos por dia a depender da carga
parasitaria e da quantidade de larvas infectantes ingeridas (UENO, 1995;
UQUART et al., 1998; ANGULO-CUBBILAN et al., 2007; COSTA et al., 2011).

O helminto possui um ciclo evolutivo direto, com duas fases: uma
parasitaria e outra ambiental, denominada fase de vida livre. Esta ultima se inicia
com a liberacdo dos ovos que se encontram na fase de morula, através das fezes
dos animais infectados nas pastagens. Apés as sucessivas divisdes celulares, as
larvas séo formadas em seguida a sua ecloséo ocorrem 0s estagios de mudas: L,
L, até chegar a L3 (larva infectante) em um processo que dura de cinco a sete
dias. A fase parasitaria inicia-se no hospedeiro através da ingestdo de larvas
infectantes junto com a pastagem e entdo, no tubo digestivo a larva Lz se
transforma em L4 hematéfaga (pré-adulto) Na fase adulta ocorre sua diferenciagédo
em macho ou fémea, e a fixacdo na regido do abomaso, um dos quatro
estdbmagos dos ruminantes (RAHMAN e COLLINS, 1990).

A enfermidade causada pela infeccdo por H. contortus € denominada
hemoncose, e pode apresentar como quadros clinicos, surtos cronicos em
animais velhos com baixa carga parasitaria, a agudos, frequentemente fatais, nos

animais jovens ou em animais que nao foram expostos ao parasito. Devido ao
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habito hematéfago dos estagios pré-adulto e adulto na mucosa do abomaso,
surgem alguns sinais como anemia, palidez na mucosa, edema submandibular
(devido a hipoproteinemia), perda de apetite e da motilidade intestinal, aumento
do pH gastrico, fraqueza, emagrecimento, morbidade (ROWE et al., 1988;
RAHMAN e COLLINS, 1990; HOSTE, 2001; ANGULO-CUBILLAN, 2007 e 2010;
MILLER & HOROHOV, 2012).

A gravidade da doenca depende de alguns fatores, tais como: intensidade
da infeccdo no que se refere ao numero de helmintos, viruléncia do parasita,
idade, estado nutricional e imunolégico, periodo peripuerperal e variacdo genética
das racas de ovinos, além das condicdbes ambientais como temperatura,
pluviosidade e umidade (AMARANTE, 2004; ANGULO-CUBILLAN, 2007). De
acordo com Ueno & Golcanves (1998), a depender da quantidade de ovos
eliminada nas fezes pelo estagio adulto, pode-se classificar as doencas em leve
(abaixo de 500 ovos), moderada (entre 500 a 1500 ovos), aguda (1500 a 3000
ovos) e fatal (acima de 3000).

Para o diagnéstico clinico da hemoncose tem-se utilizado principalmente o
método auxiliar FAMACHA e contagem de ovos por grama de fezes (OPG)
apesar de testes sorolbgicos, a exemplo do ELISA, estarem sendo inseridos na
identificacdo da doenca. O primeiro trata-se de um método hospedeiro -
especifico que correlaciona a coloracdo da conjuntiva ocular do animal com o
valor do seu hematdcrito para verificar a incidéncia do parasita e assim, o grau de
anemia do animal. Um fator a se considerar € que o FAMACHA pode gerar o
estabelecimento da refugia, a selecdo e resisténcia parasitaria, uma vez que
apenas sao tratados os animais que apresentam sinais clinicos mais evidentes o
gue leva uma pequena parcela da populacdo dos helmintos serem excluidas,
constituindo a refugia (MOLENTO et al., 2013).

O exame de fezes que tem como a unidade o OPG, por sua vez, permite
determinar a carga parasitaria a partir da quantidade de ovos encontrada nas
fezes e desta forma relacionar com os possiveis danos provocados pelo helminto,
sendo indicado realizar antes e ap0s o tratamento como método confirmatorio
(MOLENTO et al., 2004; QAMAR & MAQBOOL, 2012).

O diagndstico, porém, pode ser mascarado devido a um importante

mecanismo de defesa do parasito conhecido como hipobiose. A hipobiose
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acontece quando as condi¢cdes ambientais ou do hospedeiro sdo desfavoraveis,
podendo ocorrer um retardo temporario da transformacéo da larva L, em adultos o
gue garante aos parasitos uma maior sobrevivéncia, principalmente em animais
susceptiveis. Entretanto, de acordo com Gantoni et al. (1998) este mecanismo
pode ser uma condicdo necessaria a sobrevivéncia de H. contortus tanto em
ambientes secos quanto nos Umidos, sendo neste Ultimo uma coexisténcia com
formas adultas (URQUHART et al.,1998; GANTONI et al, 1998; MELO, 2005).

A contaminagdo ambiental, seja por animais sem diagnéstico de
hemoncose e a hipobiose, € um fator a se considerar, ja que 0s estagios larvares
presentes no pasto possuem reserva energética e um baixo metabolismo,
condicdo que favorece a sobrevivéncia do parasita no ambiente por um periodo
longo o que pode levar a uma infecgéo ou reinfec¢gdo durante a alimentagdo. De
acordo com Pereira et al. (2008), o H. contortus apresenta maior incidéncia no
periodo seco do que no chuvoso, tratando-se de uma inversdo em relacdo a
presenca de larvas infectantes no pasto e o verme adulto no animal, o que
dificulta o diagnadstico e o tratamento em animais com infecgdes subclinicas.

Entretanto, uma vez identificada a infec¢gédo, medidas de combate e controle
ao nematoide sdo aplicadas principalmente em relacdo a administracdo de anti-
helminticos, associada as medidas preventivas, as quais sdo pouco conhecidas, a
exemplo do manejo rotacional do pasto, controle biologico através de fungos
nematoides, o qual ainda esta em fase experimental; além dos fitoterapicos que
podem servir como alternativa dos métodos quimicos (LOPES et a.l, 2013) .

2.3 ANTI-HELMINTICOS

A hemoncose € uma doenca considerada como um problema sanitario por
causar altas taxas de mortalidade, perda da producdo que geram grandes danos
econdmicos, entre outros. A principal forma de combate a hemoncose € através
do uso de anti-helminticos (MACEDO et al, 2006; SOUZA et al., 2008).
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Os anti-helminticos sao farmacos que agem localmente para expulsar os
parasitos do trato gastrointestinal ou elimina-los de forma sistémica dos 6rgaos e
tecidos. Estes farmacos podem ser de largo ou curto espectro, sendo os primeiros
0S que apresentam maior utilizacdo. Isso porque podem ser aplicados no
tratamento de infec¢des causadas por diferentes patégenos e sdo administrados
na tentativa de controlar a doenga por um periodo mais longo. Por esta razdo
esse medicamento vem sendo utilizado de forma indiscriminada e assim sua
eficacia tem-se reduzido (PEREIRA et al., 2008; GOODMAN & GILMAN, 2010).

Os principais compostos quimicos utilizados para o tratamento parasitario
sdo: o0s bendamizéis (Albendazole, Febendazole e Oxfendazole), os
imidazotiazoles (Cloridrato de Levamisole), as salicilanilidas (Closantel Sodico) e
as avermectinas (lvermectina) (BUZZULLINI, 2007; RODRIGUES et al., 2007;
LIMA et al, 2010). Entre estes, os bendamizbis e as avermectinas sao
considerados de largo espectro e de uso convencional (RODRIGUES et al.,
2007). Alguns destes medicamentos vao atuar como ovicida, larvicida, a exemplo
do bendamizéis, e outros no estagio adulto do nematoide como o Levamisole, por
causar paralisia e morte ao afetarem os canais de cloro independentes do GABA
(LOPES et al., 2013)

O modo de acao deste farmaco esta associado a alteracdes bioquimicas
no verme, a exemplo da inibicdo dos microtubulos, especificamente a ligacao da
B-tubulina (GOODMAN & GILMAN, 2010; LOPES et al., 2013), apesar do
mecanismo ainda ser pouco conhecido (LIMA et al., 2010). Porém, nos
ruminantes a eficiéncia do medicamento pode ser alterada devido a uma série de
diluicdes sofridas pelo farmaco ao longo da sua passagem pelos diferentes
estbmagos do animal, associadas a presenca de uma fauna microbiolégica que
podem interferir no metabolismo do mesmo (GOODMAN & GILMAN, 2010;
BUTTLE et al., 2011).

Entretanto, os nematddeos, a exemplo do H. contortus, vem se tornando
resistentes a estes compostos mesmo quando combinados a outros principios
ativos. Uma explicagéo esta no fato que este helminto possui uma afinidade com
0s compostos do farmaco, gerando resisténcia anti-helmintica (MOLENTO, et al.,
2013).
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A resisténcia anti-helmintica € um mecanismo onde a droga ndo consegue
apresentar a mesma eficacia terapéutica (95%) apdés um determinado periodo,
guando utilizada sob as mesmas condi¢cdes (BUZZULLINI, 2007; RODRIGUES et
al., 2007). De acordo com Silvestre et al. (2002), a resisténcia pode ser também
descrita como uma situagdo onde a dosagem normal da droga n&o consegue
promover a reducdo de ovos excretados nas fezes pelos vermes, em condicfes
normais. Entdo, o mecanismo pode ocorrer devido a falha ou ao uso
indiscriminado dos farmacos para combater os parasitas de uma forma geral
(PEREIRA et al., 2008; LOPES et al., 2013)

Os parasitas resistentes sdo resultados de trocas génicas entre os que
sobreviveram a exposicdo a droga, pois 0S mesmos passam seus alelos aos
descendentes, criando assim uma populacdo diferente até mesmo na
patogenicidade, que na sua maioria sdo mais letais (MELO & BEVILAQUA, 2005).

Alternativas para reduzir a agdo do H. contortus e de outros nematddeos
estdo sendo desenvolvidas, como por exemplo, a criagdo de vacinas utilizando
genotipos de linhagens de parasitas resistentes (CHIEJINA et al., 2002;
LEJAMBRE, WINDON & SMITH, 2008); uso de fungos nematéfagos,
suplementacao alimentar, consumo de forragens bioativas (plantas que possuem
metabdlitos secundarios que podem atuar como anti-helminticos) (MORENO et
al., 2012) e manejo do pasto para reduzir a contaminacdo ambiental (MILLER &
HOROHOV, 2012).

No entanto, novas moléculas que possuam o potencial minimizador de
parasitas sao necessarias, desde as formuladas em laboratério como as naturais
com propriedades e efeitos especificos. Por isto, muitas pesquisas desenvolvidas
em todo o mundo se baseiam em estudos etnobotanicos, e as mesmas utilizam
extratos de plantas que sdo compostos por varias partes vegetais (casca, raiz,
folhas e etc.). Além de ser uma alternativa para o uso dos produtos quimicos, é
uma forma de baratear os altos custos, diminuir a poluicdo ambiental e reduzir o
aparecimento de cepas mais resistentes (BUZZULINI et al., 2007; KAMARAJ et
al., 2011).
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2.4 Poincinella pyramidalis

No Brasil, estudos etnobotanicos vém sendo realizados com algumas
espécies do semiarido nordestino, em especial no estado da Bahia
(ALBURQUEQUE & OLIVEIRA,2007; ALMEIDA et al.,, 2010), na tentativa de
obter substancias com propriedades biocidas capazes de combater diversos
patégenos e consequentemente as doencas por eles causadas, sendo de faclil
utilizacdo e baixo custo, a exemplo da Poincinella pyramidalis que vem sendo
investigada no uso contra a hemoncose.

A Poincinella pyramidalis, (Tul.) L.P.Queiroz, antes denominada
Caesalpinia pyramidalis, € uma arvore de porte médio que pode alcancar até 12
metros, endémica do semiarido nordestino, sendo mais representativa na
Caatinga. Pertencente a familia Fabacae, produz flores amarelas em racemo e
fruto em forma de vagem achatada com cinco a sete sementes. No periodo
chuvoso as folhas exalam um cheiro desagradavel, por isso conhecida
popularmente como “catingueira” ou “pau-de-rato”, e ao chegar a estacéo seca as
mesmas secam e caem transformando-se em uma forragem nutritiva usada na
medicina popular e na alimentacdo dos animais.

Esta arvore possui um grande potencial econdbmico em relacdo ao
aproveitamento madeireiro e ao uso medicinal (SEPLANTEC, 1979; COELHO et
al.,, 2010; SILVA, 2012). As folhas, principalmente, flores e casca da P.
pyramidalis sdo utilizadas na medicina popular no combate a infec¢Ges catarrais,
febres, doencas estomacais, diarréias e disenterias por terem propriedades
antiinflamataria, cicatrizante e antimicrobiana (MONTEIRO et al., 2005; DANTAS
et al., 2008).

Em estudos anteriores com esta planta obteve-se o isolamento de uma
variedade de moléculas a exemplo de biflavonoides, flavonoides, triterpenos e
fenilpropanoides (MENDES et al., 2000; BAHIA et al., 2005). Verificou-se em
amostras da planta coletadas de diversas regides do nordeste brasileiro, uma
variedade de biflavonoides, sugerindo que a influéncia das condi¢des climaticas,
do solo e da idade da planta é bastante relevante sobre a biossintese destas
substancias (BAHIA et al., 2007).
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Na avaliagéo do extrato cloroformico das folhas de Poincinella pyramidalis
foi constatada a presenca de um novo biflavonoide denominado caesalflavona, a
podocarpusflavona A, agathisflavona, apigenina, kaempferol, sitosterol e lupeol.
No extrato cloroférmico do caule foram obtidos 4,4'-diidroxi-2'-metoxi-chalcona, (-
)-siringaresinol e galato de metila, ndo se observando biflavonoides nesta parte.
As estruturas destas substancias foram estabelecidas com base em dados
espectrométricos utilizando-se técnicas de espectrometria de massa e de
ressonancia nuclear magnética. (BAHIA et al, 2007).

Borges-dos-Santos et al. (2007) e Nunes (2012) avaliaram a atividade do
extrato aquoso desta planta modulando a resposta imune em caprinos
naturalmente infectados com Haemonchus contortus, através da avaliacdo do seu
efeito in vitro sobre populacdes celulares, bem como a acéo in vivo sobre a
resposta por anticorpos IgG e IgA. Os efeitos hematoldgicos, histolégicos e
parasitolégicos produzidos pela administracdo dos extratos a estes animais
também foram avaliados. Sendo assim, foi possivel observar o efeito deste
extrato na expressiva reducdo de ovos por grama de fezes (OPG) e o aumento na

producédo de imunoglobulinas especificas (IgG e IgA) contra o helminto.

2.5 RESPOSTA IMUNOLOGICA

Helmintos s&o parasitas extracelulares capazes de induzir resposta imune
inata e humoral em seus hospedeiros. Sua presenca estimula a ativacdo de
linfocitos T CD4" e a producéo de subpopulacdes de células T efetoras de perfil
Thl ou Th2, dependendo, porém, do tipo de antigeno e das citocinas envolvidas
no processo de sinalizagao.

Os linfécitos TCD4+ e TCD8+ produzem citocinas, tais como a IL-4, IL-5 e
IL-13 capazes de induzir a producdo de IgE, que por sua vez ativa basofilos
circulantes ou mastécitos teciduais e eosindfilos, induzindo a liberacdo de
histamina e outros mediadores da reacdo de hipersensibilidade (MACHADO,
2004; ABBAS, LICHTMAN & POBER , 2005; ABBAS, LICHTMAN & PILLAI, 2011),
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resultando no aumento da secrecdo de mediadores da inflamacédo, secrecdo de
muco e aumento da contratilidade da musculatura intestinal, facilitando a expulséo
dos vermes adultos (FINKELMAN, 1997).

Estudos investigando os mecanismos da defesa imunolégica contra
nematddeos indicam que ha um predominio das células TCD4" de perfil Th2, com
sintese de IL-4. Além desta, outras citocinas estdo envolvidas na resposta Th2, a
exemplo da IL-5, IL-10 e IL-13, que atuam como mediadores da resposta imune e
da inflamacao para producdo de anticorpos das classes IgG, IgA e principalmente
IgE, bem como na ativacdo de eosinofilos, mastocitos e basofilos, componentes
fundamentais na defesa contra helmintos. Os anticorpos podem inibir o
metabolismo, o crescimento, a capacidade reprodutiva e a mobilidade do parasita
(GILL et al., 2000; ANGULO-CUBBILLAN et al., 2005; ABBAS, LICHTMAN &
POBER, 2005; ABBAS, LICHTMAN & PILLAI, 2011).

Devido a complexidade dos antigenos helminticos, o sistema imune cria
Varios mecanismos para tentar reconhecé-los e combaté-los. Os linfocitos TCD4",
por exemplo, desempenham importante papel na mediacdo da resisténcia contra
H. contortus através da producéo e secrecdo de IL-4. Além disso, 0 aumento da
resposta linfocitaria aos antigenos parasitarios tem sido verificado em animais
com resisténcia genética as parasitoses via polarizacdo Th2 (ZAROS & VIEIRA,
2008).

Alguns padrbes da resposta imune estdo diretamente relacionados a
genética do hospedeiro, tanto na susceptibilidade ou resisténcia parasitaria
(AMARANTE, 2004; ZHACARIAS, 2004), quanto no grau de infeccéao, seja este
de acordo com a espécie de parasito, com o0 numero de larvas infectantes
ingeridas ou com a idade, sexo e raca/espécie de hospedeiro.

A variagdo genética é um importante fator a ser considerado na
hemoncose, assim como em outras doengas. Em relagéo a essa variagado pode-
se ter animais resistentes, resilientes e susceptiveis. Resistentes sdo aqueles que
conseguem eliminar ou matar os vermes pela acao do seu sistema de defesa; os
resilientes sdo considerados aqueles que podem continuar com 0 agente sem
demonstrar muitas vezes a sintomatologia, ja 0s susceptiveis sdo aqueles que 0s

parasitas persistem no organismo do animal.
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Animais geneticamente resistentes a infeccdo pelo H. contortus,
apresentam uma forte resposta imune do tipo Th2, sugerindo que os linfocitos
TCD4" com este perfil sdo parte integrante da resisténcia natural a infecgéo pelo
parasito, podendo atuar sinergicamente com 0s anticorpos, assim contribuindo
para expressdo da imunidade adquirida no hospedeiro (GILL et al., 2000; PENA et
al., 2006). O papel dos eosindfilos tem sido frequentemente associado também a
resisténcia ao H. contortus (MILLER, 1996; MUNOZ-GUZMAN et al., 2006),
juntamente com a imunidade humoral, caracterizada pela formacéo de anticorpos
das classes IgG, IgM, IgA e IgE, sendo essa ultima a mais importante (WATSON,
1986; MILLER, 1996).

O desenvolvimento da resisténcia contra 0s nematodeos tem sido
associada com a resposta imune mediada por linfécitos Th2, com aumento do
namero de mastocitos na mucosa, eosinofilia e linfoécitos globulares, além da
presenca de substancias inibidoras no muco e o aumento de sua producdo
(AMARANTE; SHAKYA, MILLER & HORQV, 2009).

Os parasitas podem também induzir um desvio da resposta Th2 para Thl
com a producdo de altos niveis de interferon gama (INF-y), citocina que pode,
como a IL-12, comprometer a capacidade do hospedeiro em expulsar os
nematoides tornando-os mais susceptiveis (ZAROS & VIEIRA , 2008; DERVISHI
et al.,, 2011). Ja a elevada producéao de IL-13 esta associada a expulsdo dos
parasitas pelos animais resistentes por atuar conjuntamente com IL-4, produzindo
um aumento na permeabilidade intestinal, na contracdo da musculatura lisa e

também na quantidade e qualidade de muco.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar aspectos da resposta imune humoral e celular em ovinos infectados
experimentalmente com Haemonchus contortus, tratados com extrato aquoso de
Poincianella pyramidalis.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a infeccdo experimental de ovinps com H. contortus.

- Avaliar a producéao de anticorpos séricos ao longo de 90 dias de infeccéo.

- Avaliar ao longo de 90 dias a producgéao in vitro de interferon gama a partir de

cultura de células do sangue periférico de ovinos.
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4 METODOLOGIA

4.1 ANTIGENOS DE Haemonchus contortus.

Utilizou-se o método modificado de Borges-dos-Santos e Cols (2010).
Foram coletados, no abatedouro, vermes adultos machos e fémeas do abomaso
de ovinos e transferidos para um recipiente com soro fisiolégico. Em seguida,
foram lavados sucessivas vezes com tampdao salina fosfato (TSF) pH 7,4, para
retirada das impurezas e acondicionados em tubos cénicos de 15mL contendo
cento e cinquenta parasitos de ambos sexos também em TSF com pH 7,4. Os
parasitos de todos os tubos conicos foram lisados por meio de cinco ciclos de 30
segundos com intervalos entre cada ciclo de 30s com frequéncia de 60 hertz por
meio do aparelho Ultrasonic Processor. Em cada lise, o tubo cbnico foi mantido
em uma "cama de gelo".

Quando todos os parasitas de todos os tubos foram lisados, ocorreu a
centrifugacdo a 8°C por 30 minutos a 1200G para separagdo do pellet e
sobrenadante. O sobrenadante foi armazenado em tubos tipo ependorff estéreis
e mantido no freezer a -20°C. Foi realizada a técnica de Lowry e Cols. (1951)
para obtencao da dosagem de proteina de cada amostra, sendo encontrada a

concentracéo de 5,34mg/mL.

4.2 CULTURAS DE LARVAS L3 DE Haemonchus contortus

Para a cultura de larvas infectantes L3 de Haemonchus contortus foram
coletados nos abatedouros, vermes adultos (principalmente fémeas) do abomaso
de ovinos. Estes foram transportados em solucdo fisiologica (0,09%) até o
Laboratorio de Parasitologia (ICS-UFBA). Em seguida, as fémeas deste parasito

foram separadas dos machos, e colocadas em um recipiente onde foi adicionada



28

solucéo fisiolégica 0,09% aquecida (morna) em torno de mais ou menos 60°C,
para que as mesmas fizessem a ovopostura (Borges, 2007). Além disso, as
fémeas foram dissecadas com auxilio de um bisturi para uma maior obtencéo de
0VOS.

Apds esta etapa, foi realizada a técnica da coprocultura (Roberts &
O’Sullivan,1950) utilizando as fezes autoclavadas de ovinos como substrato (sem
a presenca de estruturas infectantes de qualquer parasito), solucao fisiolégica (a
mesma da ovoposicdo) e fémeas dissecadas, criando assim uma situagao
favoravel para obtencao das larvas infectantes L3 (Borges, 2007).

Para cada coprocultura, foram utilizada 4g de fezes estéreis. Foram
adicionados também uma porcdo de maravalha, as fémeas dissecadas e a
solucao fisiolégica da ovoposicdo para umidificar o meio, controlando o excesso
hidrico. Depois, a mistura foi transferida para um copo de vidro, permanecendo

por 10 dias em temperatura ambiental (Ueno & Golcanves, 1995).

4.3 EXTRATO AQUOSO DE Poincinella pyramidalis

O extrato aquoso de P. pyramidalis foi produzido no Instituto de Quimica da
Universidade Federal da Bahia, seguindo-se o0 protocolo de Bahia e
colaboradores (2005). Foram utilizados 200g de folhas coletadas do municipio de
Jaguarari (10° 15" 36" S, 40° 11' 45" W), situado a 400 km da cidade de Salvador,
Bahia. O material foi seco em estufa ventilada, macerado em moinho do tipo
Willey, submetido a extracdo através de infusdo em agua por 24 horas, liofilizado
e acondicionado em placas de petri. Ao final do processo obteve-se 48g de

extrato.

4.4 INFECCAO

4.4.1 Ovinos
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Foram utilizados 11 ovinos sem raca definida, de ambos os sexos (sendo
guatro machos e onze fémeas), com idade entre cinco e dez meses. Os ovinos
foram mantidos em regime de confinamento em baias de piso ripado suspenso
(Figura 1B) na Unidade Experimental (Figura 1A) de Salinas da Margarida da
Universidade Federal da Bahia (12°52'16”S e 38°45'52”0), com alimentagao
balanceada a base de racéo industrial, farelo de trigo, sal mineral, sorgo e feno e
agua ad libitum. Suplementacdo com vitamina B12 foi administrada no periodo

anterior a infeccdo experimental, para fortalecer os animais.

- < ~ -

Figura 1. A- Unidade Experimental do Laboratério de Imunologia da Universidade
Federal da Bahia, Salinas das Margaridas- BA. B- Baia de piso ripado suspenso
onde estavam confinados os animais.

Para mensuracdo da carga parasitaria dos animais e identificacdo dos
parasitos, fezes foram colhidas e avaliadas através da técnica Gordon & Whitlock
(1939) e coprocultura. Em seguida todos os ovinos foram vermifugados com
doramectina tendo sua carga parasitaria mensurada novamente em trés dias
consecutivos (Borges, 2007). Vinte dias apdés a primeira vermifugacdo foram
administrados albendazole e levamisole, respectivamente, respeitando um
intervalo de 15 dias para aplicacdo de cada um. Um novo exame parasitoldgico
das fezes foi realizado para confirmar a reducéo da carga parasitaria igual a zero.
Todos os antiparasitarios aplicados nos animais seguiram as normas dos

fabricantes obedecendo a relacdo dose versus peso vivo.
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O total de onze ovinos foi dividido em trés grupos contendo:

.  Grupo | (Controle Negativo): trés animais nao infectados com o
Haemonchus contortus.

Il.  Grupo Il (Controle Positivo): quatro animais infectados por via oral com
as larvas infectantes L; do H. contortus sem tratamento com extrato
aquoso de P. pyramidalis.

lll.  Grupo Il (Infectado e tratado): quatro animais infectados por via oral
com as larvas infectantes Lz do H. contortus e com tratamento do

extrato aquoso da P. pyramidalis.

4.4.2 Protocolo da Infeccado Experimental

A infeccdo dos ovinos com H. contortus nos Grupos Il e lll foi realizada
inoculando pela via oral uma suspensdo de agua destilada contendo
aproximadamente 20.000 larvas L3 oriundas da coprocultura (GILL et al., 2000)
com auxilio de seringas de 20ml. O volume a ser inoculado teve como base o
namero de larvas contidas em 1ml da suspenséo, com isso foi inoculado um total

de 220ml por animal.

4.4.3 Protocolo de Administracdo do Extrato Aquoso da P. pyramidalis

Com a certificacdo da alta carga parasitaria, foi administrado em trés dias
consecutivos no tempo 45 dias. O extrato da planta P. pyramidalis (10mg/Kg PV)
diluido em agua destilada, por via oral com auxilio de uma seringa de 20mL, tendo

como parametro a relacdo dose versus peso vivo ( NUNES, 2012).

4.5 COLHEITAS DE AMOSTRAS
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4 5.1 Colheita das Fezes

Amostras de fezes foram colhidas diretamente da ampola retal dos ovinos
com auxilio de luvas estéreis nos tempos 0, 7, 15, 30, 45, 60 e 90 dias e
armazenadas em caixas isotérmicas com gelo quimico para o envio e andlise no

Laboratorio de Parasitologia do Instituto de Ciéncias em Saude (ICS/UFBA).

4.5.1.1 Contagem de ovos por grama de fezes (OPG)

Para contagem de ovos de H. contortus utilizou-se a técnica de Gordon &
Whitlock (1939) modificada por Whitlock (1948) cuja unidade é o OPG (ovos por
grama de fezes). Para tanto, 2g de fezes diluidas em 58 ml de solug&o saturada
de sal mantida em repouso por 30 minutos para flutuacdo dos ovos. Apos este
periodo amostras da mistura eram transferidas a Camara de Macmaster para

leitura em microscopio 6ptico, na objetiva de 10x e confirmado na objetiva de 40x.

4.5.1.2 Coprocultura

Para confirmacdo da espécie dos parasitos utilizou-se a técnica descrita
por Roberts & O’Sullivan (1950). Foi feito um sistema com cerca de 4g de fezes
de ovinos adicionadas a uma por¢cao de maravalha, o qual foi mantido ao longo de
dez dias em temperatura ambiente controlando-se a umidade, para evitar a
contaminacgao fungica da amostra, e assim obter as larvas do nematédeo (UENO
& GOLCALVES, 1995).
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A confirmacéo foi a partir dos caracteres morfolégicos dos nematdédeos
com os indicados na chave taxonémica de Thomas & Probert (1993) para esta

espécie.

4.5.2 Colheitas de sangue

Amostras de sangue dos ovinos foram colhidas nos tempos 0, 7, 15, 30,
45, 60 e 90 dias por puncédo da veia jugular utilizando tubos a vacuo (Vacutainer)
com heparina, para realizacdo da cultura celular, e tubo sem anticoagulante para
obtencéo do soro, o qual era centrifugado por dez minutos a 479 g para obtencéo
dos soros, que posteriormente eram acondicionados em tubos tipo eppendorfs e

armazenados no freezer a -20°C, até o momento da andlise.

4.5.3 Eficacia da Infeccao Experimental

Para confirmacdo da eficacia da infeccdo experimental os ovinos foram
eutanasiados no 90° dia pés-infeccdo, de acordo com o protocolo do comité de
ética e bem estar animal da UFBA, com 5ml de acepromazina a 1% e 2,5ml de
guetamina por via intravenosa, seguido de uma solucdo de eutanasia (250g de
sulfato de magnésio diluido em 500ml de soro fisiolégico e trés ampolas de 30ml
de cloreto de potassio a 19% para cada 50 Kg/peso vivo. O conteudo do abomaso
foi colhido utilizando peneira de nylon com malha fina e mantido em recipiente
plastico estéril contendo formol a 10%. Os espécimes de H. contortus foram
quantificados e classificados quanto ao sexo. Depois desta coleta, 0 abomaso foi
colocado junto com o resto da carcaca para incineragdo como medida profilatica,

evitando contaminacdo ambiental.

4.6 AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE
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4.6.1 Quantificacao do Titulo de Anticorpos

O titulo de anticorpos séricos da classe IgG especificos contra H. contortus
foi avaliado através do teste de ELISA Indireto (Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay) utilizando placas de poliestireno fundo chato de 96 pocos de alta ligacao
(Costar). A placa foi sensibilizada com 0,125ug de antigeno diluido em 100ul de
tampao carbonato/bicarbonato de sodio 0,05 M pH 9,6 por poco, e incubadas
durante 12 horas (overnight) em camara umida a 4°C.

Apoés o periodo de incubacdo as placas foram lavadas duas vezes com
Tampéo Salina Fosfato contendo 0,05% de Tween 20® (TSF-T). Em seguida
acrescentou-se 200ul de solucdo de bloqueio (TSF-T contendo 5% de leite
Molico® desnatado) por poco e incubada em camara umida a 37°C durante 2
horas. As placas foram uma vez lavadas com TSF-T e em seguida foram
adicionados 50ul de soro de ovino diluido 1:100 em TSF-T contendo leite Molico®
desnatado a 1% e novamente incubadas em camara umida a 37°C durante 1
hora.

Ao final do periodo de incubacéo, as placas foram lavadas cinco vezes com
TSF-T. Adiciou-se 50ul, em cada poco, de soro de coelho anti-lgG de ovelha
conjugado com peroxidase (SouthernBiotech, Alabama, Estados Unidos) diluido
na proporcdo 1:10.000 em TSF-T contendo 1% de leite Molico® desnatado e
incubado em camara Umida a 37°C em estufa durante 45 minutos.

As placas foram novamente lavadas por cinco vezes com TSF-T, seguido
da adigdo de 50ul de solugao reveladora TMB (3,3',5,5'-tetrametillbenzidina) por
poco, mantidas em temperatura ambiente abrigada de luz durante 15 minutos.
Para interromper a revelacdo adicionou-se 25ul de &cido sulfurico 2N (H,SO,) por
poco. A leitura foi realizada na faixa de 450 a 655nm de comprimento de onda em

leitor automatico de microplacas (iMark Microplate Reader S/N 10978).



34

4.6.2 Cultivo Celular

O cultivo celular para a dosagem de interferon-y (INF-y) foi realizado
utilizando como modelo o protocolo de Meyer e colaboradores (2005). Em uma
placa de cultivo (Costar) de 24 pocos foi colocado 1mL de sangue heparanizado
de cada animal dos grupos, seguindo um modelo contendo controle negativo,
controle positivo e o antigeno do parasita. Para o controle positivo foram utilizados
5ug do mitdbgeno Pokeweed (Phytolacca americana ou PWM); como controle
negativo utilizou-se apenas o sangue heparanizado e para o0 antigeno foram
usadas diferentes concentracdes, entretanto, foi utilizada a concentracdo de 10ug.

As placas foram incubadas por 48 horas a 37°C em estufa de CO, a 5%.
Os sobrenadantes foram coletados apds centrifugacdo das placas, armazenado
em tubos tipo eppendorfs estéreis, identificados e armazenados em freezer a -
20°C.

4.6.3 Dosagem de Interferon gama (INF- y)

A avaliagdo da producdo de INF- y foi realizada através da técnica ELISA
sandwich utilizando o kit comercial (Kit Ovine INF- y, Mabtech). Uma placa esteéril
de fundo chato de 96 pocos (Costar) foi sensibilizada utilizando 2ug/mL do
anticorpo de captura do kit comercial (Kit Ovine INF- y, Mabtech) diluidos em TSF
(pH 7,4). Aplicou-se 100ul em cada poco e incubou-se 12 horas, overnight, em
camara umida a 4°C.

Em seguida as placas foram lavadas por duas vezes com TSF-T,
blogueadas com 200ul da solucdo de TSF a 0,05% de Tween 20 e 0,01% de
Albumina Bovina Sérica (BSA) permanecendo por uma hora em camara Umida a
temperatura ambiente.

Foram adicionados 100ul por pogo das amostras dos sobrenadantes
obtidos da cultura, e dos padrdes do kit, incubando a temperatura ambiente por
duas horas. Para a curva padrédo foi feita uma diluicdo seriada com 2uL

(500pg/mL) do padrao em 2mL de TSF no tubo de ensaio, obtendo cinco diluicbes
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diferentes: 500pg/mL, 250pg/mL, 125pg/mL, 62,5/mL, 31,75pg/mL e
15,875pg/mL. Uma curva padrao foi feita para cada placa.

Seguido o periodo de incubacédo realizou-se cinco lavagens com TSF-T a
0,05%. Em seguida colocou-se 100ul do anticorpo de deteccéo, (0,1pg/mL) diluido em
TSF-T a 0,01% de BSA, deixando por mais uma hora incubar a temperatura
ambiente. Apds o tempo, as placas foram lavadas cinco vezes com TSF-T 0,05%. Em
seguida, colocou-se 100uL por poco de estreptavidina diluida na concentracdo de
1:1000 de TSF com Tween 20 0,05% e BSA 0,1%, ficando a temperatura ambiente
por mais uma hora.

As placas foram lavadas cinco vezes com TSF-T 0,05% e em seguida foram
adicionados 100ul por pocgo de solucéo reveladora TMB; as mesmas foram mantidas
no escuro de 10 a 20 minutos. Adicionou-se 50uL de acido sulfarico (H,SO,) para
interromper a reacdo. A leitura foi realizada em leitor automético de microplacas
(iMark Microplate Reader S/N 10978), com filtro de 450 a 655nm de comprimento de

onda. Os valores da densidade Optica foram tabulados e transformados em graficos.

4.7 EFICACIA

Para avaliar a eficacia da planta foi aplicada a seguinte férmula
recomendada pela Portaria n°48 do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento (1997):

O Teste de Eficacia (TE) = (GC — GT) / GC X100

Onde GC representa a média do numero de helmintos do Grupo Controle;

GT, a média do niumero de helmintos do Grupo Tratado.

4.8 ANALISES ESTATISTICAS
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Os resultados obtidos nos testes experimentais foram tabulados e os
gréficos construidos utilizando o programa Microsoft Excel 2007®. Os dados foram
submetidos a analises de variancia (ANOVA) seguidas pelo teste-t de Tukey ou
Dunnet. Todos os dados foram expressos pela média dos grupos considerando o
valor de p < 0,05 como estatisticamente significante utilizando o programa
estatistico SPSS verséo 14.0.

4.9 ASPECTOS ETICOS

O trabalho foi realizacdo de acordo com o0s parédmetros éticos para
experimentacdo em animais do Comité de Etica e Bem-Estar Animal da
Universidade Federal da Bahia (UFBA), aprovado sob o registro 02312012.
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5 RESULTADOS

5.1 INFECCAO POR Haemonchus contortus

Observou-se que a partir de sete dias ap0s a infeccédo experimental com as
larvas L3 de H. contortus nos animais dos Grupos Il e lll, ja era possivel encontrar
ovos presentes nas fezes. Neste ponto de colheita, houve diferenca
estatisticamente significante (p< 0,05) entre os Grupos |, Il e lll. Houve diferenca
estatisticamente significante entre os mesmos grupos em 15 e 60 dias pos-
infeccdo (p < 0,05), neste tempos ocorreram aumento da carga parasitaria entre
os grupos infectados ( Gll e GllIlI) (Tabela 1).

Nos pontos de coleta 7, 15, 30, e 45 dias foi possivel observar uma
diferenca na contagem do OPG do grupo infectado e tratado em relacdo ao grupo
somente infectado. Entretanto, no tempo 90 dias, houve uma inverséo deste fato,
ocorrendo aumento da carga parasitaria de H. contortus. Apos tratamento com
extrato de P. piramidalis no ponto 45, houve reducdo de 79% da contagem de
ovos por grama de fezes (OPG) dos animais do Grupo Il aos 60 dias de infeccéo
conforme a tabela 1; ja no Grupo I, o que nao recebeu tratamento, o niamero de

ovos elevou 12,5%.

Tabela 1. Valores da média do nimero de ovos de H. contortus com base na
contagem de ovos por grama de fezes dos ovinos (OPG) ao longo do periodo
experimental de 90 dias dos animais do Grupo |, Il e Ill.

Tempos de colheita (dias)

0 7 15* 30 45 60* 90

Grupo I* 0 0 0 0 0 0 0
Grupo II** 0 175 125 350 525 600 467
Grupo llIx+* 0 1150 525 625 425 88 280

*Grupo | (controle) **Grupo Il (Infectados) *** Grupo Il (infectados e tratados).
* Diferenca estastistica p<0,05.
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No Grupo |, os ovinos ndo foram inoculados com as larvas do helminto e a
carga parasitaria manteve-se zerada.

No Grupo I, o animal 298 apresentou carga parasitaria igual a 1000 ovos
nos pontos 45 e 60 dias demonstrando uma infecgdo moderada (tabela 2). No
ponto 90 dias, ocorreu uma redugdo na carga parasitaria na maioria dos animais
com excecdo do animal 263. Esses ovinos apresentaram sinais caracteristicos de
hemoncose, como emagrecimento aparente e quadro de diarreia (Figura 2)
(MILLER & HOROHOV, 2012). Houve diferenga estatisticamente significante com

p < 0,05 quando comparados os tempos 0 e 60 dias.

Tabela 2. Contagem do numero de ovos por grama de fezes (OPG) ao longo do
periodo experimental de 90 dias dos animais do Grupo Il, apenas infectados com
as larvas L3 de H.contortus sem tratamento do extrato aquoso de P. pyramidalis.

Animais Tempos de colheita (dias)
0* 7 15 30 45 60* 90
263 0 0 0 200 300 300 534
267 0 0 100 500 500 300 284
269 0 700 100 300 300 800 467
298 0 0 300 400 1000 1000 584

* Diferenca estatistica p<0,05

Um ovino do Grupo Il (n° 256) apresentou valor de OPG referente a 3000
ovos, sete dias ap0Os a infeccdo. Esta carga parasitaria € considerada bastante
elevada caracterizando uma infeccdo aguda e divergente dos demais animais do
grupo, nos quais os valores do OPG permaneceram abaixo de 1000 ovos. No
tempo 15 dias este mesmo individuo apresentou uma reducado significativa no
nuamero de ovos, mantendo uma infeccdo leve os longo do experimento (Tabela
3).

Apdés administracdo do extrato aquoso em trés dias consecutivos no tempo
45 dias, a reducédo da carga parasitaria dos animais 280 e 288 chegaram a 79% e
100%, respectivamente, e no restante se manteve constante (Tabela 3). No ponto
90 dias todos os valores dos OPGs voltaram a aumentar.

O Teste de Eficacia do extrato aquoso de P. pyramidales em relacdo a sua

acdo anti-helmintica foi realizado com base nos resultados obtidos a partir da
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contagem dos vermes adultos, coletados no abomaso dos ovinos apds sua
eutanasia (Tabela 4). O valor da eficacia calculado foi igual a 85%, sugerindo que
0 extrato da P. pyramidalis, nas condi¢cdes experimentais aplicadas neste estudo,
possui efeito moderado.

As coproculturas realizadas em todos 0s tempos experimentais, permitiram
confirmar que os ovos encontrados nas fezes dos ovinos nas andlises

parasitologicas eram de H. contortus.

Figura 2. Ovinos do Grupo Il infectados com H. contortus apresentando sinais
clinicos de hemoncose, como emagrecimento.

Tabela 3. Contagem do numero de ovos por grama de fezes (OPG) ao longo do
periodo experimental de 90 dias dos animais do Grupo |lll infectados
experimentalmente com larvas L3 de H. contortus e tratados com extrato aquoso
de P. pyramidales.

Animais Tempos de colheita (dias)
0 7 15 30 45 60 90
256 0 700 400 500 100 100 350
280 0 100 600 1200 700 150 170
288 0 700 300 800 800 0 100
291 0 800 800 0 100 100 500
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Tabela 4. Contagem de vermes adultos de H. contortus coletados no abomaso
apo0s a eutanasia dos animais dos Grupos | (ndo infectado experimentalmente),
Grupo 1l (infectado com H. contortus) e Grupo lll (infectado com H. cotortus e
tratado com extrato aquoso de P. pyramidales).

GRUPO Numero de vermes

Machos Fémeas Indiferenciados Total

Grupo | 254 0 0 0 0

265 0 0 0 0

268 0 0 0 0

Média 0

Grupo Il 263 31 34 2 67
267 6 20 26

269 24 72 5 101

298 37 5 1 43

Média 60

Grupo Il 256 1 31 0 32

280 1 1 2

288 0 0 0 0

291 0 0 0 0

Média 9
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5.2 QUANTIFICACAO DOS TITULOS DE ANTICORPOS

A quantificac@o dos titulos de anticorpos de classe IgG especificos contra
H. contortus foi realizada nos tempos 0, 7, 15, 30, 45, 60 e 90.

Os niveis de anticorpos da classe IgG dos Grupos I, Il e lll podem ser
observados ao longo do periodo experimental na Figura 3. Com base nas leituras
da densidade Optica presente nesta figura, foi possivel inferir que no tempo zero
os Grupos | e Il apresentaram a mesma titulacao diferindo do Grupo |ll.

Houve diferenga estatisticamente significante (p < 0,05) entre os grupos

nos tempos de sete e trinta dias apoés infeccao.

TITULOS DE IgG ENTRE OS GRUPOS EXPERIMENTAIS

*
| &
BGrupo| - Apenasinfectados
| m Grupo |I- Apenas infectados
- 8 Grupo Il - Infectados e Tratados
0 7 15 30 45 60 90

Tempos de colheita (dias)

D.O 450-655nm.
© o o = = = =
+ L= oo _ o8] + L2} 0o

o
%)

" Diferenca de p< 0,05

Figura 3. Cinética do titulo de anticorpos da classe IgG especificos contra H.
contortus dos Grupos |, Il e lll, apresentando a média da leitura de densidade
Optica na faixa de 450-655nm, distribuidas ao longo do periodo experimental.

Ao analisar os titulos de IgG entre os animais do Grupo | (Figura 4) tem-
se uma elevacdo que se inicia no ponto zero dias até o ponto sete dias mas que



42

em seguida comeca declinar até o ponto 30 dias. Pela analise de variancia
(Tukey) nota-se diferenca estatistica ao cruzar os dados entre os tempos zero e
sete dias e zero el5 dias ambos com p < 0,05. A partir de 30 dias pés-infec¢éo, o
animal n° 268 aumentou o nivel de anticorpo enquanto que o ovino n° 265

declinou até o ponto 90 dias.

TITULOS DE IgG ENTRE OS ANIMAIS DO GRUPOI|
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Figura 4 Titulo de anticorpos da classe IgG especificos contra H. contortus do
Grupo | ndo infectado experimentalmente com larvas L;, apresentando a média
da leitura de densidade Optica na faixa de 450-655nm, ao longo do periodo
experimental.

De acordo com a Figura 5, os titulos de IgG dos animais do Grupo I,
apenas infectados com H. contortus, apresentaram um aumento na producéo de
anticorpos a partie do tempo zero dias seguido de uma redugao no tempo sete
dias,com excecdo apenas do ovino n° 298 . Essa diminuicdo se prologa até o
ponto 30 dias seguida de um leve aumento dos anticorpo no momento de 45 dias,
decaindo novamente no ponto 60 e 90 dias, exceto o animal n°267. Em relacéo a
analise de variancia (Tukey) houve diferenca estastisticamente significante(p <
0,05) quando comparado os tempos zero e 45 dias.

Os animais do Grupo lll, infectados com Haemonchus contortus e tratados
com o extrato de Poincinella pyramidalis, apresentaram um aumento nos titulos
dos anticorpos 1gG com 30 dias decaindo em seguida até 45 dias (Figura 6). No
periodo de 60 dias ocorre uma leve elevacdo na producgdo de IgG reduzindo ao
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tempo 90 dias. Houve diferenca estatisticamente significante quando comparado
todos os tempos com p < 0,05, sendo os pares que variaram pelo teste de Tukey:
Odias X 15dias (;p=0,002);0dias X 30dias (p=0,000), 7dias X 30dias (p=0,000);
15dias X 90dias (p=0,002);30dias X 45dias (p=0,000) ; 30dias X 60dias (p=0,001);
30dias X 60dias (p=0,000).

TITULOS DE IgG ENTRE OS ANIMAIS DO GRUPO I
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Figura 5. Titulo de anticorpos da classe IgG especificos contra H. contortus do
Grupo Il, apresentando a média da leitura de densidade Optica na faixa de 450-
655nm, ao longo do periodo experimental.
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Figura 6. Titulo de anticorpos da classe IgG especificos contra H. contortus do
Grupo Il tratado com extrato de P. piramidalis, apresentando a média da leitura
de densidade Optica na faixa de 450-655 nm, ao longo do periodo experimental.
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5.3 INTERFERON GAMA (IFN-y)

A partir dos sobrenadantes das culturas de células observou-se que houve
baixa producédo de INF-y em todos os Grupos nos tempos amostrados. Os niveis
de INF-y das culturas estimuladas com antigeno de H. contortus foram

semelhantes ao controle negativo da cultura.
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6 DISCUSSAO

Antes de iniciar o processo de infeccdo todos os animais foram
vermifugados trés vezes para a certificacdo de que sua carga parasitaria estaria
zerada; garantindo que todo e qualquer ovo ou larva encontrados nos ovinos
durante e apoés a infeccdo experimental seria de H. contortus. Além disso, houve
um cuidado especial na limpeza do capril, através de controle quimico e fisico
(lanca chamas) tendo em vista evitar a infeccdo dos animais por quaisquer
parasitos, especialmente do grupo controle negativo (Grupo 1), que nao seriam
inoculados com o nematédeo

O protocolo de infecgéo aplicado de acordo com a metodologia descrita por
Gill et al. (2000) referente a quantidade de larvas e a de Borges (2007)
relacionada ao cultivo da mesma obtiveram sucesso. A infec¢cdo experimental
com H. contortus foi possivel verificar apos trinta dias de inoculacdo a partir dos
resultados parasitologicos de OPG. A carga parasitaria de acordo com a
classificagcdo de Ueno ( 1995) se caracteriza como uma infeccdo moderada.
Como afirma Amarante (2005), Gill et al. (2000); Rocha et al. (2011) a carga
parasitaria € um fator importante para a confirmacao da infeccéo.

Os animais do Grupo I, os quais ndo receberam experimentalmente as
larvas de H. contortus, sob as condi¢cdes experimentais se mantiveram sem a
presenca de ovos deste parasita. Mostrando que as condi¢des de higienizacdo e
cuidado animal foram satisfatorios.

A aplicacdo do extrato aquoso de P. priramidalis foi considerada
moderadamente eficaz segundo o Teste de Eficiéncia e nas condi¢cdes aplicadas
neste estudo com uma taxa de 85% de acordo com Associagdo Mundial de
Medicina Veterinaria (WOOD et al., 1995 ) . Este resultado confronta os achados
de Fabo et al.(2008) e Cala et al. (2012) , que ndao encontraram eficacia com a
utilizacdo do Melia azedarach em relacdo a carga parasitaria assim como no
estudos de Chagas (2008) com Azadiractha indica.

Apoés tratamento com o extrato da planta no tempo 45 dias, houve uma

reducdo de 79% da carga parasitaria dos animais do grupo tratado (Glll),
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enguanto alguns animais deste grupo se mantiveram constante e outro reduziu
100% no tempo 60 dias. Este taxa de reducédo foi semelhante ao encontrado no
trabalho realizado com caprinos infectados naturalmente com H. contortus por
Borges-dos-Santos (2007) e Nunes (2012).

De acordo com Nunes (2012), a dose de 10mg/Kg foi capaz de inibir 100%
da eclosdo de ovos enquanto as larvas infectantes se tornaram resistentes. Isto
seria uma explicagao para a manutencgéo das larvas imaturas sexualmente quanto
os vermes adultos no grupo dos animais tratados. Pode-se observar na contagem
dos vermes adultos

A reducdo da carga parasitaria do grupo Il, apenas infectados com H.
contortus, no ponto 90 dias pode ser explicada primeiramente, pela existéncia de
condi¢cdes ndo favoraveis, que levam as larvas do nematédeo a entrarem no
estado de hipobiose, reduzindo a eliminagdo de ovos no ambiente através das
fezes. Segundo fator, esta relacionada a resisténcia dos animais frente a
infeccdo associada com uma forte acdo imunoldgica contra estes helmintos,
estas hipoteses concordam com Amarante (2004) e Miller & Horohov (2012) .
Entretanto os animais do grupo Il apresentaram sinais caracteristicos de
hemoncose, como emagrecimento aparente e quadro de diarreia (MILLER &
HOROHOV, 2012).

A carga parasitaria encontrada nos individuos do Grupo lll, infectados com
larvas L3 de H. contortus e tratados com extrato de P. piramidalis, mostrou-se
mais elevada quando comparada a do Grupo Il (figura 2). Este fato pode sugerir
uma condicdo de susceptibilidade a infeccGes parasitarias, resultante da
variabilidade genética dos ovinos deste grupo (MELO & BEVILAQUA, 2005;
MACKNNON et al., 2010). Além da susceptibilidade, alguns ovinos por serem
sem raca definida apresentaram condicdes de resistentes quanto de resilientes
relacionadas com a carga parasitaria (MELO & BEVILAQUA, 2005; ANGULO-
CUBILLAN et al., 2007; SHAKYA et al., 2011; BAKER et al., 2012).

Essa variacado dos ovos encontrados nas fezes dos animais infectados e
tratados provavelmente esta relacionado a genética tanto do hospedeiro quanto
do parasita (AMARANTE, 2004; BUZZULINI et al. 2007; CHEVROTIERE et al.,
2012), associada com elevado potencial biético do parasita (PEREIRA et al.,

2008). Além desses fatores, deve ser considerada a capacidade de resiliéncia dos
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ovinos que permite que os parasitas permanecam no organismo (AMARANTE,
2004) e o estado hipobidtico que permite que ndo ocorra a maturacdo no estagio
adulto, podendo ficar por longos periodos devido ao baixo metabolismo
(URQUHART et al., 1991). Como afirma Silva, Bevilagua & Rodrigues (2003), o
ambiente exerce grande influéncia sobre a composicdo e a regulagdo da
populacéo parasitaria.

De acordo com a tabela 4, observou-se que alguns vermes estavam
indiferenciados sexualmente, sugerindo a transformacdo dos estagios larvares
para o estado de hipobidtico (URQUHART et al., 1998). Este fato foi mais
recorrente nos animais do grupo lll. Um fator importante que deve-se destacar é a
relacdo da contagem de ovos por grama de fezes e a quantidade de vermes
adultos, uma vez que os animais que liberaram mais ovos apresentaram um
ndmero menor de vermes adultos. Isto se confirma o0 caso de animais do
experimento do grupo Il em relacdo ao grupo Il apresentarem menores valores
de ovos quando se tem uma populacdo menor de parasitas adultos, havendo o
evento da competicao intraespecifica por espaco ou recursos (HOPPE, 2010).

A partir dos resultados imunoldgicos obtidos neste estudo, é visivel a
producdo de anticorpos contra o parasita que desde os tempos zero e sete dias
apos a infeccdo, houve uma rapida resposta imune humoral com a producao de
elevados titulos de 1gG referente a todos os grupos . Este fato demonstra que os
animais de racas e idades diferentes induzem respostas imunoldgicas diferentes
em relagdo ao H. contortus (MILLER et al., 2006).

O Grupo | apresentou titulos de IgG, causadas por infeccfes parasitarias
anteriores. Os animais do Grupo Il mostraram uma variacdo nos titulos de
anticorpos frente ao desafio com o parasita em estudo. Este fato demonstra a
guestao da variabilidade genética associada a imunidade dos animais e a carga
parasitaria que respondem de forma diferente sob condigbes ambientais
semelhantes, fato observado por Amarante (2004), Alba-Hurtado e Mundz-
Guzman (2013).

Nos Grupos | e Il a cinética de IgG foi semelhante até o tempo sete dias,
com ligeira reduc&o no tempo 15 dias, porém o segundo grupo apresentou titulos

mais elevados devido a infeccdo experimental. JA o Grupo Il exibiu uma
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producao de IgG com aumento continuo até 30 dias pds-infeccdo, quando atingiu
0 maior titulo, este fato pode ser associado ao ciclo do parasita. Entretanto a
partir do tempo 45 dias houve uma consideravel reducdo da carga parasitaria e
um leve aumento da mesma no tempo 60 dias. Mostrando uma leve acao
imunomoduladora semelhante aos estudos de Farouk (2004), Borges-dos-Santos
(2007) e Nunes (2012).

A baixa producéo de interferon gama (figura 11) assim como ao encontrado
nos estudos de Gill et al. (2000); Shakya, Miller e Horov (2009) demonstra que a
infeccdo por H. contortus ndo ocorreu o desvio para a resposta de perfil Thl.
Este fato confirma uma infeccdo helmintica de perfil Th2.

Outros parametros imunologicos devem ser testados através da biologia
molecular e por Western blotting a fim de se observar o perfil da infeccdo

experimental por H. contortus e o efeito do extrato aquoso da P. pyramidalis.
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7 CONCLUSAO

Nas condi¢cbes deste estudo a planta P. pyramidalis obteve uma acgéao
efetiva na resposta imune frente a infeccao experimental com H. contortus e uma
efichcia consideravel. Este fato sugere a necessidade de novas investigacoes
utilizando diferentes concentracfes do extrato, numero de doses e outras partes
aéreas da planta, reavaliando outros aspectos com possivel potencial

imunomodulador e parasiticida.
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