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RESUMO

A ovinocultura é um setor importante dentro da agropecuaria brasileira, com baixo
custo de implantacdo e importancia na obtencdo de diferentes produtos e
subprodutos. Muitos dos produtores aderem ao sistema extensivo de producéo,
com o uso do pasto como forma principal de alimentacdo, porém em regiées com
clima tropical e subtropical, proporcionam microclimas favoraveis para o
desenvolvimento de nematddeos gastrointestinais. O nematddeo mais importante
e prevalente nesses rebanhos € Haemonchus contortus, devido a sua alta
patogenicidade, prolificidade e mdltipla resisténcia anti-helmintica. Animais mais
resistentes tendem a ter maior capacidade em combater e limitar estas infeccdes,
conseguindo desempenhar resposta imune mais rapida e robusta. Deste modo, o
presente trabalho tem por objetivo comparar a resposta imune entre animais das
ragas Santa Inés e lle de France naturalmente infectados por H. contortus, sob
tratamentos supressivo e seletivo. Realizou-se imuno-histoquimica para MHC Il e
a contagem em dez campos aleatérios com o auxilio de graticulo. Foi feita a
morfometria da mucosa e muscular do abomaso, e da mucosa, submucosa e
muscular do intestino delgado em regides altas e baixas. Os resultados apontaram
gue a raca Santa Inés e o tratamento seletivo interferiram significativamente na
morfometria e na contagem das células MHC II+ no abomaso, obtendo as maiores
médias, em relacdo a animais lle de France e ao tratamento supressivo,
respectivamente. No intestino, os parametros ndo apresentaram um padréo, 0s
animais Santa Inés apresentaram maiores meédias na maioria dos parametros,
mesmo nao diferindo significativamente. Estes resultados podem estar
relacionados a animais mais resistentes terem um direcionamento da resposta ao
combate de H. contortus, que atua no abomaso. Contudo, no abomaso, 0s
resultados favoreceram a raca Sl e o tratamento SEL, enquanto no intestino houve
pouco impacto significativo da raca e do tratamento, porém animais Santa Inés e o
tratamento seletivo se destacaram.

Palavras-chave: Haemonchus contortus; resposta imune; Santa Inés; mucosa

gastrica; mucosa intestinal.



ABSTRACT

Sheep farming is an important sector in Brazilian agriculture, with low
implementation costs and importance in obtaining different products and by-
products. Many producers adhere to an extensive production system, using pasture
as the main form of feed, but tropical and subtropical climates provide favorable
microclimates for the development of gastrointestinal nematodes. The most
important and prevalent nematode in these herds is Haemonchus contortus, due to
its high pathogenicity, prolificacy and multiple anthelmintic resistance. More
resistant animals tend to have a greater ability to fight and limit these infections, and
are able to provide a faster and more robust immune response. The aim of this study
was to compare the immune response of Santa Ines and lle de France animals
naturally infected with H. contortus under suppressive and selective treatments.
Immunohistochemistry for MHC Il and counting in ten random fields using a graticule
were carried out. Morphometry was carried out on the mucosa and muscle of the
abomasum, and the mucosa, submucosa and muscle of the small intestine in the
upper and lower regions. The results showed that the Santa Ines breed and the
selective treatment significantly interfered with morphometry and the MHC |1+ cell
count in the abomasum, with the highest averages compared to lle de France
animals and the suppressive treatment, respectively. In the intestine, the
parameters did not show a pattern, with the Santa Ines animals showing higher
averages in most parameters, even though they did not differ significantly. These
results may be related to the more resistant animals having a more targeted
response to fighting H. contortus, which acts in the abomasum. However, in the
abomasum, the results favored the Sl breed and the SEL treatment, while in the
intestine there was little significant impact of breed and treatment, but Santa Inés
animals and the selective treatment stood out.

Translated with DeepL.com (free version)

Keywords: Haemonchus contortus; immune response; Santa Inés; gastric mucosa;

intestinal mucosa.



1 INTRODUCAO

O setor agropecuario brasileiro tem forte impacto econémico e influencia
diretamente o Produto Interno Bruto - PIB (Belandi, 2024). Na producdo animal, a
ovinocultura tem grande importancia na oferta de alimento e geragdo de renda
(Costa; Lacerda; Freitas, 2010; Silva et al., 2016). Sua implantacao é de baixo custo
e pode-se obter alto aproveitamento na obtencdo de produtos e subprodutos, tais
como carne, couro, leite (Costa; Lacerda; Freitas, 2010) e outros 6rgéaos (Sobrinho
et al., 2003).

Existem trés categorias para os sistemas de producdo ovina, sdo elas:
extensiva, intensiva e semi-intensiva. Tendo em vista alguns sistemas dependerem
do fornecimento de estruturas e condigbes apropriadas para a criagdo de ovinos
(SENAR, 2019a), muitos dos produtores optam pelo uso do pasto, principalmente
pela praticidade, viabilidade e oferta de alimento através das gramineas (Sandoval
Junior et al., 2011).

Além de vantajosos para a criacdo do rebanho, os pastos sdo ambientes
propicios para o desenvolvimento de nematddeos gastrointestinais (NGI) (Niezen
et al., 1998 apud Amarante, 2014) e para a ocorréncia de infeccdes nos animais
(Quadros; Cruz, 2017). Em geral, a contaminacéo do pasto pelos ovos dos NGI e
a ingestédo das larvas infectantes pelos pequenos ruminantes (Amarante, 2014),
geram prejuizos a saude do animal (Molento; Braz, 2017) e impactos negativos na
economia (Vieira, 2005).

Os NGI sao diversos e o0 mais prevalente € Haemonchus contortus (Bassetto
et al., 2024; Martins et al., 2022; Osorio et al., 2021; Lins et al., 2018; Vieira et al.,
2018; Maciel et al., 2014), causador da hemoncose (Taylor; Coop; Wall, 2017). O
parasitismo por esses organismos gera infeccdes que podem vir ou ndo a
desencadear o desenvolvimento da doenca (Costa, 1982 apud Amarante, 2012).

Sob infec¢cBes por NGI, os hospedeiros desenvolvem a resposta imune do
tipo Th2 (Ponte; Rizzo; Cruz, 2007; Abbas; Lichtman; Pillai, 2023; Tizard, 2023),
envolvendo a acdo das células apresentadoras de antigenos (APCs), através do
complexo principal de histocompatibilidade do tipo 2 (MHC 1), que interagem com
linfocitos T CD4+ e induzem a ativagdo e expansao clonal dessas células. H4 o

estimulo da producédo de imunoglobulinas pelos plasmaocitos e recrutamento de



outros tipos celulares essenciais na eliminagéo do parasita (Abbas; Lichtman; Pillai,
2023). A capacidade de desenvolver resposta imune eficiente frente a infeccao por
NGI dependera de varios fatores como a caracteristicas individuais do animal, a
sua raca o ambiente e o manejo sanitario e nutricional (Amarante, 2012).

O uso de anti-helmintico (AHE) é muito importante para o controle da carga
parasitaria (Amarante, 2014). Porém, os nematdédeos tém apresentado resisténcia
(Torres-Acosta; Hoste, 2008), gerando grande preocupa¢do aos ovinocultores
(Vieira, 2005), o que o leva a buscar outras estratégias no controle parasitario de
NGI (Molento; Braz, 2017; Molento, 2017). A resisténcia parasitaria depende de
diferentes fatores relacionados ao parasita e ao uso do anti-helmintico, tais como a
espécie, a expressao de alelos de resisténcia, a selecdo de organismos com 0s
alelos de resisténcia, o contato e a frequéncia de exposicédo ao AHE e a quantidade
de larvas em refugia, por exemplo (Molento, 2017).

Algumas formas de controle alternativo séo a selecédo de animais resistentes,
o0 tratamento seletivo, o controle bioldgico, o rodizio de pastagens com a agricultura
e o rodizio com espécies diferentes de animais (Molento; Braz, 2017; Molento,
2017). Com essas estratégias, busca-se diminuir o uso de AHE, bem como a
contaminacgao de residuos destes no ambiente (Zvinorova et al., 2016)

Assim, por conta da resisténcia parasitaria (Torres-Acosta; Hoste, 2008) e
pela necessidade de implantar solu¢cbes mais sustentaveis no controle das
populacdes de NGI (Molento; Braz, 2017; Molento, 2017) o presente trabalho busca
compreender comportamento da resposta imune na mucosa gastrintestinal em
duas racas frente a infec¢des naturais por NGI, a fim de contribuir para a selecéo

de animais mais resistentes no controle dessas infecgoes.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente trabalho € elucidar os mecanismos da resposta imune
celular entre animais de diferentes racas e diferentes tratamentos, através do
estudo e andlise imuno-histoquimica e morfometria de abomaso e intestino delgado
em ovinos das ragas Santa Inés e lle de France naturalmente infectados por

nematddeos gastrointestinais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar a quantidade de células MHC II+ em mucosa do abomaso entre
as racas Santa Inés e lle de France e entre os tratamentos supressivo e seletivo;

Comparar a quantidade de células MHC I+ em mucosa do intestino delgado
entre as ragas Santa Inés e lle de France e entre os tratamentos supressivo e
seletivo.

Comparar a espessura da mucosa e muscular da mucosa do abomaso e do

intestino delgado entre as ragas Santa Inés e lle de France;



3 REVISAO DE LITERATURA

A presente revisdo de literatura traz alguns dos diferentes aspectos do
espectro que envolve a relacdo entre ovinos e nematddeos gastrintestinais, além
da interacdo com o ambiente e manejo, na busca por solidificar elementos basais
importantes para entendimento dos resultados e para a elaboragéo da discussao

deste trabalho.

3.1 A OVINOCULTURA

A producéao ovina esté presente nos diferentes continentes do mundo (FAO,
2024) e s6 no ano de 2016, o rebanho mundial apresentou um efetivo de 1,17 bilhdo
de cabecas ovinas. O maior produtor € a China, que apresentou neste periodo
aproximadamente 162 milhdes de cabecas (aproximadamente 14% do rebanho
mundial) e o Brasil, foi responséavel por 1,57% da producdo no mundo, com cerca
de 18,43 milhdes de cabecas ovinas (EMBRAPA CAPRINOS E OVINOS, 2016).

A introducédo de ovinos no Brasil surgiu com a vinda dos europeus durante o
periodo de colonizagdo, na producgédo de carne e la (Viana, 2008; Silva et al., 2016).
Atualmente, a cadeia produtiva inclui também a utilizacdo de outros 6rgdos do
animal, alguns deles de importancia para a culinaria tradicional em algumas regiées
do Brasil (Silva et al., 2016). Neste sentido, o setor tem grande impacto econémico-
social, principalmente pela forte atuacdo no ramo alimenticio e na geracao de renda
(Silva et al., 2016; Santos et al., 2023), porém, foi por muito tempo visto como
menos importante quando comparado a outros grupos de corte da agropecuaria
(Ribeiro; Alencar, 2018).

Novos dados do IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(2023a), apontou crescimento na ovinocultura brasileira, de maneira que o setor €
0 quarto maior da producao animal nacional, com cerca de 21,8 milhdes ovinos
(IBGE, 2023b). Dentre as regides brasileiras, as que mais se destacam sao as
regides Nordeste e Sul, com maior rebanho ovino no estado da Bahia (~5 milhdes
de cabecas), seguido de Pernambuco (~3,67 milhdes), Rio Grande do Sul (~3,36
milhdes), Ceara (~2,54 milhdes) e Piaui (~1,81 milhdes) (IBGE, 2023b).



Devido a diversidade ambiental distribuida pelas regibes do Brasil, é
necessario que o ovinocultor escolha a raca que melhor se adapta a determinado
local, observando as suas exigéncias nutricionais, de manejo e principal finalidade
de producdo (SENAR, 2019a). As racas mais comumente utilizadas em territorio
nacional séo: Suffolk, lle de France, Texel, Dorper, Morada Nova, Santa Inés
(Sandoval Junior et al.,, 2011; SENAR, 2019a), Somalis brasileira, Bergamacia,
Lacaune (Sandoval Junior et al., 2011), Hampshire Down, animais sem raca
definida (SENAR, 2019a), entre outras (Quadros; Cruz, 2017).

A carne ovina, € um componente riquissimo em nutrientes, como importante
fonte de proteinas, vitaminas e minerais (Jesus Junior; Rodrigues; Moraes, 2010).
Porém seu consumo varia, de acordo com as diferencas regionais e culturais,
sendo que é tanto considerada um componente nobre da alimentacéo (SENAR,
2019a), com um consumo direcionado a pessoas com maior poder aquisitivo
(Quadros; Cruz, 2017), como um alimento de subsisténcia (SENAR, 2019a), ou de
natureza mais tradicional (Quadros; Cruz, 2017).

No Brasil, a demanda pela carne é crescente e, atualmente, excede a
producdo. Com isso, 0os produtores passaram a importar mais carne e animais, a
fim de suprir a procura pelo alimento (SEBRAE, 2005; SENAR, 2019a). Todavia,
Castro Junior (2017) salienta que € importante o entendimento do funcionamento
do mercado pelos produtores, para adequacdo da producdo a procura pelos
produtos de origem ovina.

O leite ovino é muito importante para a economia, principalmente para a
cadeia de laticinios que esta mais concentrada nas regides Sul e Sudeste do Brasil.
Dentre as racas leiteiras, encontramos a Lacaune, East Friesian, Bergamacia, e
animais sem raga definida, a partir do cruzamento entre outras ragas (SENAR,
2019D).

Em relacdo aos componentes considerados ndo-carneos, praticamente tudo
€ aproveitado do animal, incluindo érgéos e visceras, que sdo altamente nutritivos
e utilizados na culinaria tradicional (Sobrinho et al., 2003), como por exemplo a
buchada e o sarapatel, comuns principalmente na regiao Nordeste (Sobrinho et al.,
2001 apud Sobrinho et al., 2003). A pele é uma matéria-prima de alta qualidade,
destinada a confeccdo de componentes de automoveis, mobilia e calcados, por

exemplo. Por este motivo, é imprescindivel que a qualidade ndo seja afetada pelo



manejo incorreto dentro das etapas de producgédo (Ximenes; Cunha, 2012). Nao
menos importante, a |&, contribui para o0 mercado através da obtencéo de linha de
|& na confeccado de produtos de cama, mesa, banho e vestimenta (SENAR, 2019b).

O setor agropecuério tem se beneficiado com o crescimento da ovinocultura,
tendo em vista a contribuicdo para o fortalecimento da economia e na constituicao
do Produto Interno Bruto — PIB (Oliveira; Moura; Barbosa, 2012). Porém, problemas
relacionados com perdas produtivas ocasionadas por predacao e roubo de animais,
infeccbes parasitarias e expansao da agricultura estédo levando alguns produtores
a diminuirem a atividade ou deixarem o setor (Martins et al., 2022).

3.2 SISTEMAS DE PRODUCAO

De acordo com Jesus Junior, Rodrigues, Moraes (2010) e o SENAR - Servi¢o
Nacional de Aprendizagem Rural (2019a), existem, basicamente, trés tipos de
sistema de producdo utilizados na ovinocultura: intensivo, semi-intensivo e
extensivo.

O sistema intensivo € caracterizado por manter os animais em confinamento
(Jesus Junior; Rodrigues; Moraes, 2010; SENAR, 2019a), em pastos ou em areas
cobertas, abrigando maior densidade de ovinos. Os custos do sistema sé&o
elevados, principalmente pelo fornecimento de concentrados, manejo controlado,
dependéncia de tecnologias mais avancadas e necessitar de aumento na mao de
obra. Contudo, é vantajoso por proporcionar maior produtividade animal (SENAR,
2019a).

No semi-intensivo, pode haver o confinamento do animal parte do dia,
liberando o outro periodo para o pastejo (SENAR, 2019a), porém, também é
caracterizado pelo uso de pastagens divididas em piquetes. Ha o fornecimento
suplementagdo nutricional de concentrados, principalmente em periodos mais
secos ou em determinadas fases da vida do animal, como cordeiros lactentes e
fémeas prenhes, além de manejo mais intenso, visando a saude e o bem-estar do
ovino (Jesus Junior; Rodrigues; Moraes, 2010).

O terceiro tipo de sistema, € nd0 menos importante, é o extensivo. E um
sistema comum entre os produtores brasileiros, em que os animais ficam livres no

pasto (Jesus Junior; Rodrigues; Moraes, 2010; SENAR, 2019a). Sendo a forma



mais barata de produgcdo (Sandoval Junior et al., 2011), a alimentagdo é
exclusivamente por meio das plantas forrageiras (Jesus Junior; Rodrigues; Moraes,
2010), que constituem nutricdo volumosa (SENAR, 2019a; Quadros; Cruz, 2017)
fornecendo, principalmente, fibras a dieta do animal (SENAR, 2019a).

3.3 OS NEMATODEOS GASTROINTESTINAIS

Os principais responsaveis por gerar prejuizos a ovinocultura sdo as
infecgBes por nematddeos gastrintestinais (NGI) (Vieira, 2005). O estabelecimento
do seu estagio larval geralmente ocorre no pasto e depende de condicdes
pertinentes, onde possam se desenvolver sem o risco de dessecacdo para que
consigam atingir ao hospedeiro (Amarante, 2014). Em geral, sdo favorecidos,
principalmente em locais com microclimas Uumidos (Quadros; Cruz, 2017), que
permitem a pouca incidéncia de luz solar e maior quantidade de matéria organica
(Niezen et al., 1998 apud Amarante, 2014).

As infecgbes por NGI costumam ser mistas. Como os NGI s&o diversos, sua
importancia depende do grau de infec¢ao, prevaléncia e patogenicidade (Amarante,
2012). Com isso, Haemonchus contortus apresenta-se como o nematdédeo mais
prevalente em diferentes estudos, como observado em Bassetto et al. (2024),
Martins et al. (2022), Osdério et al. (2021), Lins et al. (2018), Vieira et al. (2018) e
Maciel et al. (2014), devido a sua alta patogenicidade, prevaléncia e resisténcia a
anti-helmintico (Amarante, 2014; Bassetto et al., 2024). E o principal nematddeo de
regides tropicais e subtropicais (Amarante, 2014; Taylor; Coop; Wall, 2017).

No Rio Grande do Sul, Martins et al. (2022) visitaram vinte e uma fazendas
entre os anos de 2018 e 2019, que variavam no tipo de sistemas de producéao,
podendo ser extensiva, intensiva ou semi-intensiva. O panorama geral dos NGI foi
de infec¢Bes mistas nematoides-protozoarios em mais de 60% das infec¢des, com
maior prevaléncia de nematdodeos dos géneros Haemonchus spp. e
Trichostrongylus spp. e, no caso dos protozoarios, a maior incidéncia foi de Eimeria
spp. Ainda no Rio Grande do Sul, Osério et al., (2021) confrontou os valores de
OPG a sazonalidade, observando maior quantidade de OPG em estagdes com
maior pluviosidade, como na primavera e no verdo. Além da prevaléncia de

Haemonchus contortus em qualquer estacdo do ano, observou-se, dentre outras



espécies menos prevalentes, a ocorréncia de Trichostrongylus colubriformis e de
Ostertagia ostertagi, cujo género € mais recorrente no Rio Grande do Sul.

No estado de Sdo Paulo, Bassetto et al. (2024), entre marco e setembro de
2022, compararam a eficacia de diferentes AHE, em 15 fazendas do estado. Os
animais eram de diversas racas e em 14 das 15 fazendas utilizaram o tratamento
seletivo direcionado, baseando-se na técnica de FAMACHA®. Na maioria das
fazendas, o género de helminto mais prevalente foi Haemonchus spp., porém, em
duas fazendas foi observado a prevaléncia também de Trichostrongylus spp. e
Cooperia spp., cada um em uma fazenda.

Haemonchus contortus também tem se mostrado prevalente em algumas
localidades do estado da Paraiba. Lins et al. (2018) estudaram a composi¢cao
helmintica em dois rebanhos de ovinos provenientes de sistema extensivo de
criagdo entre os anos de 2016 e 2017, utilizando diferentes grupos AHE como
tratamento. Observou-se prevaléncia de 70%-80% para este endoparasita.
Também de sistema extensivo, no estado de Sdo Paulo, Maciel et al. (2014)
identificaram a composicao parasitaria em ovinos, em 13 cidades da microrregiao
de Jaboticabal, no ano de 2012. Eles observaram a ocorréncia de 12 espécies de
estrongilideos, com maior prevaléncia por Haemonchus contortus, Trichostrongylus
colubriformis, Cooperia curticei e Oesophagostomum columbianum.

Os NGI possuem ciclo de vida monoxeno e a maioria das espécies apresenta
similaridade nas diversas etapas da vida (Amarante, 2014; Taylor; Coop; Wall,
2017), com excecdo das espeécies do género Strongyloides spp., que difere
principalmente no modo de entrada no hospedeiro e na sua reproducéo (Amarante,
2014). Infeccbes nado precisamente causam doencas, mas podem desencadea-las,
a depender de uma série de fatores intrinsecos e extrinsecos que influenciam a
intensidade da infeccao (Costa, 1982 apud Amarante, 2012).

Na maioria dos ciclos das espécies de helmintos gastrointestinais, 0s ovos
sao liberados juntamente com as fezes do hospedeiro para o0 ambiente, onde, em
condicOes favoraveis, eclodem e ocorre o desenvolvimento das larvas L1 e L2,
depois, L3 infectantes na forma livre (Molento; Braz, 2017; Amarante, 2014). O
ruminante, ao se alimentar das gramineas, ingere as larvas infectantes, as quais
atingem o orgéo de predilecdo, desenvolvem-se em larvas L4 (Amarante, 2014) e,

depois de algum tempo, se tornam adultos machos e fémeas, que se reproduzem



e liberam os ovos com as fezes do hospedeiro para o ambiente (Chagas, 2008;
Amarante, 2014).

Haemonchus contortus é o agente causador da hemoncose ovina e tem o
abomaso como 6rgéo de predilecdo. De habito hematéfago, os parasitas do mesmo
género costumam ingerir cerca de 0,05 mL de sangue por dia. Em geral, o animal
infectado apresenta anemia, reducao do volume globular, edema submandibular e
hipoproteinemia, que podem resultar em obito do hospedeirio (Taylor; Coop; Wall,
2017; Molento; Braz, 2017).

Trichostrongylus colubriformis € um dos nematdédeos encontrados em
intestino delgado, onde causa atrofia das vilosidades e erosdo na mucosa intestinal
(Barker, 1975). O animal pode apresentar emagrecimento, diarreias (Taylor; Coop;
Wall, 2017), enterite severa, hemorragia, edema, hipoproteinemia,
hipoalbuminemia, também podendo leva-lo ao 6bito (Molento; Braz, 2017). Além
disso, Andronicos et al. (2012) estimaram que este parasita tem o habito de
necrosar o epitélio para se alimentar do contetdo celular.

Oesophagostomum columbianum € um nematodeo que tem predilecéo por
intestino grosso de ovinos e caprinos (Taylor; Coop; Wall, 2017; Molento; Braz,
2017). Suas larvas formam nédulos dentro da mucosa intestinal durante a fase
larval L4 e, quando adultos, migram para a superficie (Molento; Braz, 2017). O
hospedeiro geralmente apresenta colite com ulceras (Taylor; Coop; Wall, 2017),
anemia, diarreia e emagrecimento excessivo, podendo ocorrer o 6bito (Molento;
Braz, 2017).

As manifestacdes clinicas gerais, diante da diversidade de NGI que acomete
aos pequenos ruminantes, e pela ocorréncia comum de infec¢cbes mistas,
geralmente se apresentam sob a forma de sintomas somados, tais como anemia,
edema submandibular, diarreia, falta de apetite e emagrecimento (Amarante,
2014). No entanto, a capacidade combativa do hospedeiro no controle parasitario
dependera de uma série de fatores ambientais, individuais do hospedeiro, raca e

manejo (Amarante, 2012).

3.4 USO DE ANTI-HELMINTICO
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O controle parasitario em infec¢des por NGI €, na sua maior parte, mediado
pelo uso de anti-helminticos (Amarante, 2014). Porém, a repetida exposicdo do
parasita aos mesmos componentes quimicos gera selecédo genética de organismos
mais resistentes (Torres-Acosta; Hoste, 2008). A resisténcia a AHE é, entdo,
caracterizada quando o tratamento apresenta valores de eficacia menores que
95%, significando a prevaléncia de grupos nematoides mais resistentes (Coles et
al., 2006).

As classes de anti-helminticos mais utilizadas na ovinocultura s&o os
benzimidazois, imidazotiaz6is, hidropirimidinas, lactonas macrociclicas,
salicilanilideos e nitrofendis (Coles et al., 2006). De formula¢gdes mais recentes, ha
também o derivado amino-acetonitrila (monepantel) (Kaminsky et al., 2008) e a
combinacao derquantel-abamectina (Little et al., 2010). Alguns estudos mostraram
a diferenca na eficacia e a ineficacia de alguns grupos de anti-helminticos em
ovinos de rebanhos brasileiros, em diferentes localidades.

Bassetto et al. (2024) testaram em 15 fazendas do estado de S&o Paulo,
entre marco e setembro, a eficacia de diferentes AHE, tais como albendazol,
levamisol, ivermectina, monepantel, closantel e moxidectina. Os animais eram de
diferentes racas: Santa Inés, Dorper, lle de France, Texel, Suffolk, White Dorper e
racas mesticas, oriundas do cruzamento entre racas. Foi aplicado o tratamento
seletivo direcionado em 14 das 15 fazendas e tratamento a cada 30 dias na
excecao. O AHE mais eficaz foi o0 monepantel, com média de 79%, seguido de
closantel (63%), levamisol (48%), albendazol (40%), ivermectina (34%) e a pior,
moxidectina (21%).

Outro grupo de pesquisadores avaliaram a eficacia de dois vermifugos, o
levamisole e o monepantel, em cinco localidades do estado de Santa Catarina.
Gebert et al. (2019) observaram maior eficacia no uso de monepantel, em relacao
ao levamisol nesta regiao, decorrente da ampla utilizagao do levamisol no combate
as verminoses na ovinocultura e recentre introducdo do monepantel. No Parana,
em experimento com tratamento seletivo direcionado realizado por Cintra et al.
(2016), o monepantel variou quanto a sua eficacia a depender do parasita, sendo
altamente eficaz contra Haemonchus contortus, Trichostrongylus axei e Cooperia
curticei, mas ineficaz contra Trichostrongylus colubriformis e Oesophagostomum

columbianum.
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No estado do Para, Santos, Alves e Reis (2021) estudaram a eficacia dos
AHE albendazol e levamizol e tiveram como resultado a diminuicdo de OPG em
apenas 10% e 70%, respectivamente. Osorio et al., (2021), no Rio Grande do Sul,
verificou que, para todos os AHE que utilizaram, somente o monepantel e o
Rafoxanide tiveram eficacia maior que 90%, o restante apresentou baixa
capacidade de diminui¢cdo da intensidade parasitaria.

O tratamento seletivo tem sido uma das estratégias de uso de anti-
helmintico, que tem por objetivo tratar os animais que estdo altamente infectados,
em busca da diminuicdo da resisténcia anti-helmintica pelos endoparasitas,
preservando os organismos em refugia (populacdo ndo selecionada por AHE)
(Molento; Braz, 2017; Molento, 2017).

Em estudo de Albuquerque et al. (2017), os cordeiros da raca Santa Inés e
lle de France, naturalmente infectados por H. contortus, foram submetidos a
protocolos de tratamentos anti-parasitarios distintos, seletivo direcionado (SEL -
anti-helmintico somente quando volume globular for menor que 20%) e supressivo
(SUP - anti-helmintico a cada 14 dias), a fim de verificar a resisténcia anti-helmintica
do nematddeo. Os animais estavam sob regime de pastejo, separados por piquetes
e foram submetidos ao teste de reducdo do numero de ovos fecais (FECRT) e
cultura fecal. Os resultados para SEL apontaram eficacia decrescente do
monepantel, no decorrer do experimento. Para SUP, ao final do experimento o
monepantel também ndo era mais eficaz.

Vieira et al. (2018), observaram que, com o tratamento seletivo (quando
OPG >4000 e/ou teste Famacha® = 4 ou 5 e/ou volume globular <20%), a eficacia
do AHE levamisol demorou a cair de 100% para 70,4%, em 5 anos, e consideraram
este um tratamento racional que desacelerou o estabelecimento e a resisténcia
anti-helmintica.

Em outro experimento, Santos et al. (2022) testaram o uso de levamisol em
tratamento a cada 42 dias e em tratamento seletivo direcionado (quando volume
globular £21%), comprovando que no tratamento seletivo, o AHE foi mais eficaz,
tanto em época chuvosa, como na época seca.

Nem sempre se pode constatar a ineficacia de um AHE, antes de avaliar
outros aspectos que possam estar relacionados, como a validade, a armazenagem

e a dosagem do produto, por exemplo. E, também, imprescindivel adotar medidas
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paralelas de precaucédo, a exemplo de isolar animais recentemente introduzidos,
nao tratar todos os individuos ao mesmo tempo, evitar baixas dosagens de AHE e
dosagens frequentes, entre outras (Torres-Acosta; Hoste, 2008). Além do mais, 0
uso errdneo de AHE pode gerar impacto negativo na saude animal, ao consumidor
e ao meio ambiente e, por este motivo, € importante o entendimento da
farmacologia envolvida na constituicao e nos efeitos dos antiparasitarios (Lanusse;
Alvarez; Lifschitz, 2012).

3.5 SUSCEPTIBILIDADE E RESISTENCIA OVINA

As infeccBes causadas por NGI desencadeiam resposta imune do tipo 2
(Th2) (Ponte; Rizzo; Cruz, 2007; Abbas; Lichtman; Pillai, 2023; Tizard, 2023),
constituida por diferentes componentes celulares e humorais, importantes no
reconhecimento de antigenos, ativacdo de grupos celulares, producdo de
anticorpos e mecanismos de expulsdo do parasita (Abbas; Lichtman; Pillai, 2023).
Um componente importante € o Complexo Principal de Histocompatibilidade de
Classe 2 (MHC Il) (Abbas; Lichtman; Pillai, 2023; Tizard, 2023), que para ovinos, é
expresso pelo gene OVAR (de Ovis aries), antigo OLA (antigeno leucocitario ovino)
(Klein et al., 1990). E uma molécula expressa na membrana de células
apresentadoras de antigenos (APCs) e participa de trés vias de ativacao celular
através das células dendriticas (DCs), dos linfécitos B e dos macréfagos (Abbas;
Lichtman; Pillai, 2023; Tizard, 2023).

As APCs capturam antigenos proteicos exdgenos, os internaliza por
endocitose e em vesiculas endossémicas ou lisossbmicas 0s processam em
peptideos (Abbas; Lichtman; Pillai, 2023; Tizard, 2023). A0 mesmo tempo, no
reticulo endoplasmatico € sintetizada a molécula de MHC Il, que é transportada
para junto dos peptideos processados, se liga a ele e forma um complexo trimérico
peptidio-MHC Il composto por uma cadeia a, uma cadeia 3 € um peptideo. Quando
na presenca de alguns tipos de linfocitos T CD4+, esse complexo é externalizado
na membrana e promove a ativagao dessas células linfocitarias (Abbas; Lichtman;
Pillai, 2023; Tizard, 2023).

Na via de ativacdo pelas DCs, as que estdo presentes na mucosa

gastrintestinal, na ocasido de infec¢des, capturam os antigenos, migram para 0s
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tecidos linféides secundarios (TLS) e apresentam o antigeno, ativando os T CD4+
naive em células T CD4+ auxiliares (Scutti, 2016; Abbas; Lichtman; Pillai, 2023).
Na via mediada pelas células B, os antigenos séo capturados através do receptor
BCR presente na membrana da célula B e sdo apresentados pelo mesmo
mecanismo com MHC Il (Delves, 2018; Abbas; Lichtman; Pillai, 2023). Desta
maneira, promove a ativacao de linfocitos B naive e a diferenciacao de linfécitos T
CD4+ em linfocitos T auxiliares foliculares (Tfh) (Breitfeld et al., 2000 apud Alonso;
Fomin; Rizzo, 2021; Abbas; Lichtman; Pillai, 2023) e em linfocitos T auxiliares do
tipo 2 (Th2) (Delves, 2018; Abbas; Lichtman; Pillai, 2023, Tizard, 2023).

A subpopulacdo Tfh provoca a ativacdo e diferenciacdo dos linfécitos B,
secretando interleucina 4 (IL-4) e IL-21 (Delves, 2018), a troca isotipica dos
anticorpos IgM para IgG, via secre¢do de IL-4 e IL-21, como também promove a
producdo de IgE através de IL-4 e IL-13 (Abbas; Lichtman; Pillai, 2023). Além disso,
os linfécitos B sofrem diferenciacdo em plasmacitos de vida curta e de vida longa e
passam a produzir esses anticorpos em tecidos especificos, como a medula 6ssea,
no caso dos plasmacito de vida longa e algumas dessas células ndo migram e
tornam-se células B de memdria, circulantes entre os tecidos linfoides (Delves,
2018; Abbas; Lichtman; Pillai, 2023).

A subpopulacdo Th2 migra dos TLS para o local da infec¢ao e nesses sitios,
produzem citocinas essenciais para a ativacdo de mecanismos de combate ao
parasita, séo elas: IL-4, IL-5, IL-13 (Delves, 2018; Abbas; Lichtman; Pillai, 2023) e
IL-9 (Tizard, 2023). A IL-4 é importante no recrutamento de eosindfilos,
peristaltismo da mucosa do trato gastrintestinal e na ativacdo da via alternativa de
macrofagos MHC lI-dependente para reparo tecidual. A IL-13 tem muitas funcdes
associadas a IL-4, e desempenha papel na promocéo e secrecdo de muco pelas
células epiteliais do intestino, promocdo de peristaltismo, recrutamento de
eosindfilos e ativacdo de macréfagos da via alternativa (Abbas; Lichtman; Pillai,
2023). A IL-5 promove a ativacdo de eosindfilos que atuam no combate aos
helmintos (Delves, 2018; Abbas; Lichtman; Pillai, 2023).

Na via de ativacdo por macréfagos, os linfécitos Th2 migram para local da
infeccdo, ocorre a apresentacdo de antigeno pelos macréfagos através do MHC Il
e a diferenciacdo em macrofagos M2 (Abbas; Lichtman; Pillai, 2023). Esse

mecanismo é uma via alternativa e tem papel importante na interrupgao inflamatéria
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e no reparo tecidual (Male, 2014; Delves, 2018; Tizard, 2023), atuando na sua
cicatrizacao, proliferacdo de células do tecido conjuntivo, producéo de colageno e
angiogénese (Abbas; Lichtman; Pillai, 2023; Tizard, 2023).

A eficiéncia da resposta imune contra as infec¢cées por NGl depende uma
série de fatores intrinsecos e extrinsecos ao animal, tais como a idade, a nutri¢&o,
a fase fisioldgica, o0 sexo, a raca, e o tipo de manejo (Amarante, 2012). Isso implica
na resisténcia e/ou resiliéncia relacionadas a produtividade do animal dentro do
rebanho. Resisténcia é a capacidade do hospedeiro limitar o parasita, enquanto
resiliéncia seria a capacidade do animal conviver com o parasitismo, sem grandes
impactos na produtividade (Albers et al., 1987).

Animais mais jovens tendem a ser mais susceptiveis as infeccdes
helminticas em comparacdo com animais mais velhos (Colditz et al., 1996) e um
dos fatores que contribui para isto € a menor expressao de linfocitos T CD4+ e T
CD8+ em animais jovens frente a uma infeccdo, em relacdo a animais adultos
(Watson et al., 1994).

Moreira et al. (2021), no Distrito Federal, Brasil, relataram que animais
desmamados e ovelhas lactantes tiveram maior porcentagem de infeccOes
moderadas a severas em relagdo a animais adultos néo lactantes, em diferentes
estagios fisioldgicos. Martins et al. (2022) observaram diferencas entre animais
jovens e adultos, em que animais <18 meses foram mais susceptiveis. Porém, seus
dados néo foram significativos.

A imuno-histoquimica é uma técnica de imunomarcacdo que utiliza
anticorpos associados a enzima cromégena, a fim de detectar um antigeno
especifico presente em fragmento histoldgico (Abbas; Lichtman; Pillai, 2023).

Através desta técnica, Pérez et al. (2001) puderam observar que, em
caprinos jovens, submetidos a infec¢ao artificial por H. contortus, houve diferencas
na quantidade de células imunomarcadas expressando CD3 (linfécitos T) e CD79a
(linfécitos B) ao longo do tempo. Animais infectados abatidos entre a terceira e a
sétima semana, tiveram imunomarcacdes de células positivas acentuadas. Por
outro lado, em abate feito 21 semanas depois, a quantidade de células era
moderada. Através destes resultados, os autores inferiram que a diminuigdo dos
componentes da resposta imune pode estar relacionada com a diminuigdo da

presenca de helmintos.
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A nutricdo também é um fator de extrema importancia para a capacidade de
defesa imune do animal. Isso se deve ao fato de que o sistema imune necessita de
parte dos nutrientes para desenvolver a sua resposta e reparacdo tecidual. A
alimentacdo escassa, somada as infec¢des, tendem a gerar deslocamento dos
nutrientes dentro do organismo, sendo alocado primariamente para as fungdes
fisiologicas como o crescimento, a prenhez e a producéo de leite, por exemplo. Por
outro lado, a melhora da nutricdo durante essas fases, contribui para o0 aumento da
resiliéncia ao parasitismo. Deste modo, é imprescindivel tracar um bom plano de
nutricdo pertinente, se necessario, com suplementacéo, para contribuir no controle
parasitario (Ingale et al., 2010).

Com o uso da histomorfometria, Chaves (2021) avaliou o impacto de
tratamentos com alto e baixo teor proteico e analisou a espessura e a densidade
da mucosa do abomaso, deteccdo de IgG circulante e andlise transcriptdmica.
Como resultado, a espessura da mucosa do abomaso foi maior no tratamento com
baixo teor de proteinas e menor quando o teor proteico era maior. De modo
analogo, animais infectados apresentaram mucosa mais espessas do que 0sS
controles, sem diferenca significativa em relacdo a densidade da mucosa. O 1gG
circulante ndo difere pelo status de infeccdo e nem entre os tratamentos. Na
expressao génica, 33 genes tiveram forte expressdo em tratamento com alto teor
de proteinas e outros 59 genes foram altamente expressos em animais infectados.

Outros fatores a considerar séo a fase fisioldgica e a diferenca sexual. Sasa
et al. (2008), coletaram valores de ovos por grama (OPG) para verificar o fenbmeno
periparto em ovelhas Santa Inés, em municipio no estado do Mato grosso do Sul,
no ano de 2005, sob sistema semi-intensivo, confinando os animais a noite. O grupo
observou que entre 10 dias antes e 10 dias ap6s o nascimento do filhote, o OPG
teve aumento, indicando estratégia de vermifugacao da mae aos 10 dias antes ou
até 10 dias depois do parto Sasa et al. (2008). Em relagéo a diferenca sexual na
resisténcia anti-parasitaria, animais machos, principalmente aqueles néo
castrados, também podem ser mais susceptiveis, podendo estar relacionado aos
elevados niveis de testosterona (Gauly et al., 2006 apud Amarante, 2014).

Um aspecto relevante, relacionado as diferencas de resisténcia nas ragas e
nos individuos, € que a expressao de componentes do sistema imune é de natureza

genética, principalmente poligénica, que atua sob a influéncia do ambiente. Por este
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motivo, a selecdo de animais mais resistentes para a composi¢cao do rebanho é
uma importante ferramenta que pode contribuir, principalmente, para a diminuicao
do uso de anti-helminticos, além de poder gerar bons resultados na obtencéo de
animais mais produtivos, concomitantemente (Amarante, 2014).

As racas Santa Inés (SI) e lle de France (IF), como visto, sado duas das racas
mais comuns para producao de carne no Brasil (SENAR, 2019a). Santa Inés € uma
raca deslanada importante para cruzamentos e geralmente é utilizada como matriz,
pois tem boas caracteristicas fenotipicas relacionadas a produtividade (Sandoval
Junior et al., 2011) e adaptacdo em todas as localidades do Brasil, principalmente
ao clima do Nordeste do pais (SENAR, 2019a). Diferentemente, a raca lle de
France é francesa, possui |la e carcaca volumosa, sendo recomendada para corte,
e possui boa adaptabilidade a diferentes localidades do Brasil. Geralmente é
utilizada para cruzamento com ragas nativas (Sandoval Junior et al., 2011).

Vérios estudos tém por objetivo comparar caracteristicas entre estas duas
racas. Albuquergue et al. (2019) realizaram imuno-histoquimica com 0s anticorpos
anti-POU2F3, anti-CD3 e anti-CD79a para identificar e quantificar as células tufts,
T e B, respectivamente, presentes na mucosa de abomaso de cordeiros. Os
animais sao oriundos de grupos diferentes de tratamento: SUP (anti-helmintico a
cada 14 dias) e o SEL (anti-helmintico somente quando volume globular for menor
gue 20%), sob infeccao natural por H. contortus. Maiores médias de células tufts e
células T foram observadas em animais Santa Inés, enquanto as células B ndo
apresentaram diferenca significativa entre as racas. Entre os tratamentos, a
diferenca foi significativa para células POU2F3+ com maiores contagens para o
tratamento seletivo direcionado, os demais grupos celulares ndo apresentaram
diferenca significativa.

Mais recentemente, Lins et al. (2022) compararam a espessura da mucosa
do abomaso em cordeiros de duas racas ovinas, Sl e IF, criados em sistema de
confinamento e infectados artificialmente por H. contortus. Observou-se que
animais infectados apresentaram maiores espessuras do que animais nao
infectados. Entre as ragas, animais Santa Inés apresentaram mucosas mais
espessas, comparados a lle de France.

No ano seguinte, Lins et al. (2023) compararam a expressdo génica

relacionada a resposta imune entre as racas Sl e IF, artificialmente infectadas por
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H. contortus. Animais Sl apresentaram menores quantidades de ovos por grama de
fezes, menor quantidade de larvas no abomaso, maiores quantidades de células
imunoexpressando POU2F3 e maior expressao génica, em relacao a IF. Alias, um
dos genes exclusivamente expressos por Sl foi 0o OVAR-DRB3 que, segundo Klein

et al. (1990), esta relacionado com o MHC I1.

3.6 ESTRATEGIAS SUSTENTAVEIS NO CONTROLE PARASITARIO

Ha trés componentes principais envolvidos no desencadeamento da
infeccdo, conhecidos como a triade epidemiolégica, sdo eles, o parasita, o
hospedeiro e 0 ambiente. Em busca do controle dessas infec¢des se faz necessario
empreender para a eliminagdo do nematoide, melhorar a resisténcia do ovino e
limitar a contaminacdo do ambiente (Torres-Acosta e Hoste, 2008). Para isso,
algumas estratégias alternativas ao uso de anti-helminticos podem ser
empregadas, tais como o Sistema Integrado de Controle Parasitario — SICOPA, que
visa 0 manejo adequado e integrativo para o bem estar animal desde a alimentacéo
até o tratamento correto, a selecao de animais resistentes, o tratamento seletivo, o
controle biolégico, a substituicdo parasitaria, o rodizio de pastagens com a
agricultura, o rodizio com espécies diferentes de animais, e 0 uso de vacinas, por
exemplo (Molento; Braz, 2017; Molento, 2017).
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4 MATERIAL E METODOS

As técnicas foram executadas no Laboratério de Ecofisiologia Parasitaria
(LEP), no Departamento de Patologia, Reproducéo e Saude Unica (DPRSU), da
Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias (FCAV), Universidade Estadual
Paulista — Julio de Mesquita Filho (UNESP), Campus de Jaboticabal.

As amostras teciduais sdo oriundas da FMVZ/Unesp, que tem autorizagcao
do Comité de Etica no Uso de Animais da FMVZ/Unesp (47/2016).

Foram utilizados tecidos de abomaso de 38 cordeiros, sendo 19 da raca
Santa Inés (SI) e 19 da raca lle de France (IF). Os animais sdo de experimento
prévio, naturalmente infectados por nematddeos gastrointestinais, separados em
dois grupos de tratamento, sendo 09 Sl e 10 IF submetidos ao tratamento
supressivo (SUP), 10 Sl e 9 IF submetidos ao tratamento seletivo (SEL). Em SUP,
0S animais receberam tratamento com monepantel (2,5 mg / kg, Zolvix, Novartis)
a cada 14 dias, enquanto em SEL somente quando apresentaram valor de

volume globular (VG) < 20%. O experimento durou 3 meses.

4.2 MORFOMETRIA

As laminas com tecido abomasal e de intestino delgado, préviamente
coradas com hematoxilina e eosina (HE), foram utilizadas para a analise
morfométrica, em que o tecido abomasal foi medido em duas regides diferentes:
a mucosa e a muscular da mucosa. Para o intestino delgado foram medidas as
espessuras das partes altas e baixas da mucosa, regido entre mucosa e

submucosa, submucosa e muscular.

4.1 IMUNO-HISTOQUIMICA

A imuno-histoquimica € uma técnica de imunomarcacdo que utiliza
anticorpos associados a enzima cromdgena, a fim de detectar um antigeno
especifico presente em fragmento histoldgico (Abbas; Lichtman; Pillai, 2023). Esta
técnica foi realizada de acordo com Albuquerque et al. (2019) com algumas

modificacdes.
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Os tecidos coletados foram parafinados, cortados a 4 um, fixados em
laminas de vidro silanizadas Superfrost Plus (Termo Fisher Scientifc) e colocados
na estufa a 60 °C por 60 minutos. Na sequéncia, foram desparafinados em xilol e
reidratados. Apds esta etapa, as laminas foram induzidas a recuperacéo
antigénica através do calor, com aquecimento prévio de 500 mL de solucéo
tampéao de acido citrico 10mM pH 6,0 por 1min em micro-ondas e 20 min em
panela a vapor (steamer). As laminas foram imersas em tampdo para
recuperacdo antigénica por 40 min na panela a vapor, em temperatura
aproximada de 96°C e resfriamento por 20 min. Posteriormente, foram realizadas
duas lavagens com Wash Buffer (20x), uma lavagem rapida e outra com a espera
de 5 minutos. Depois, foi realizado o bloqueio da atividade da peroxidase
enddgena com 0,3% de peroxido de hidrogénio, por 20 min (10 min por vez), em
temperatura ambiente (TA). Em seguida, foi feito mais duas lavagens com Wash
Buffer (20x) por 5 min cada. Os cortes foram circulados com caneta hidrofébica
e incubados com leite em pd 10% diluido em wash buffer por 20 minutos em TA.
Esse processo reduz a ligacéo néao especifica e formacéao da coloracao de fundo.
Por fim, antes da aplicagdo dos anticorpos, foram lavadas 3 vezes com Wash
Buffer (20x) durante 2 minutos cada.

O anticorpo primério (Anti-HLA-DR, mouse anti-human, clone TAL.1B5,
Dako M0746, imunomarcacao da subunidade alfa de HLA-DR) foi diluido em PBS
pH 7.2 (HLA-DR=MHCII 1:500). Foram utilizados um controle positivo (linfonodo)
e um controle negativo (abomaso sem aplicagdo de anticorpo - branco) como
referéncia. Apds a aplicacdo, as laminas foram incubadas overnight (18h) a 4°C.
No dia seguinte, foram lavadas trés vezes em PBS pH7.2, a primeira rapida e as
demais por 2 min cada, e incubadas com o anticorpo secundario HRP a TA por
30 min. Em seguida, passaram por outra lavagem com PBS pH 7.2, primeira
rapida e as demais por 2 min cada, e incubadas com 3,3'-diaminobenzidina (DAB)
por 1 min 30 s a TA. Por ultimo, as laminas foram lavadas em agua destilada,
contra coradas com hematoxilina, desidratadas e montadas utilizando resina
sintética.

As contagens de células positivas foram feitas em 10 areas aleatorias de
cada lamina com o auxilio de um reticulo no aumento de 40x em microscépio

optico e foram expressas em nimero de células positivas por mm?2.
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4.3 ANALISE DOS DADOS OBTIDOS

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade e transformados com
log1l0 (x+1), quando necessério. A analise foi feita por Modelo Linear Generalizado
(GLM) atraves do Statistical Analysis System, verséo 9.2 (SAS Institute, Inc., Cary, NC,
EUA). As médias foram comparadas através do Teste de Tukey a um nivel de significancia
de 5%.
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5 RESULTADOS

A partir dos dados obtidos e da analise estatistica, pdde-se comparar as
diferencas, a nivel de significancia de 0,05, das variaveis espessuras da mucosa
do abomaso (MUC AB), muscular do abomaso (MUS AB), mucosa da parte alta do
intestino delgado (MUC ID A), mucosa da parte baixa do intestino delgado (MUC
ID B), submucosa da parte alta do intestino delgado (SUB ID A), submucosa da
parte baixa do intestino delgado (SUB ID B), muscular da mucosa da parte alta do
intestino delgado (MUS ID A), muscular da mucosa da parte baixa do intestino
delgado (MUS ID B), expressas na Tabela 1 e médias de células positivas para
MHC Il em mucosa de abomaso (MHC Il AB) e intestino delgado (MHC Il ID),
expressas na Tabela 2. Nas medi¢cOes de espessuras em ID, para 3 dos animais
(um do grupo SI/SEL e os outros dois do grupo IF/SEL) néo foi possivel medir as
estruturas em 5 campos. Na contagem de células que imunoexpressaram HLA-DR
em ID, em outros 3 animais (um do grupo SI/SUP, dois do grupo SI/SEL) néo foi

possivel a contagem em 10 campos.
5.1 MORFOMETRIA
As fotomicrografias a seguir, representam as espessuras das mucosas do

abomaso e do intestino delgado de animais Santa Inés (Sl) e lle de France (IF),

submetidos aos tratamentos seletivo direcionado (SEL) e supressivo (SUP).
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SUP SEL

IF

Figura 1. Fotomicrografias da mucosa abomasal de ovinos das racas Santa Inés (SI) e lle de France
(IF), submetidos ao tratamento supressivo (SUP) ou seletivo (SEL) com monepantel. (A) mucosa do
abomaso de SI/SUP; (B) mucosa do abomaso de SI/SEL; (C) mucosa do abomaso de IF/SUP; (D)
mucosa do abomaso de IF/SEL, coradas com hematoxilina e eosina. Objetiva de 10x.
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SUP SEL

SI

IF

Figura 2. Fotomicrografias da parte alta da mucosa do intestino delgado de ovinos das ragas Santa
Inés (SI) e lle de France (IF), submetidos ao tratamento supressivo (SUP) ou seletivo (SEL) com
monepantel. (A) parte alta da mucosa do intestino delgado de SI/SUP; (B) parte alta da mucosa do
intestino delgado de SI/SEL; (C) parte alta da mucosa do intestino delgado de IF/SUP; (D) parte alta

da mucosa do intestino delgado de IF/SEL, coradas com hematoxilina e eosina. Objetiva de 4x.
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IF

Figura 3. Fotomicrografias da parte baixa da mucosa do intestino delgado de ovinos das racas
Santa Inés (SI) e lle de France (IF), submetidos ao tratamento supressivo (SUP) ou seletivo (SEL)
com monepantel. (A) parte baixa da mucosa do intestino delgado de SI/SUP; (B) parte baixa da
mucosa do intestino delgado de SI/SEL; (C) parte baixa da mucosa do intestino delgado de IF/SUP;
(D) parte baixa da mucosa do intestino delgado de IF/SEL, coradas com hematoxilina e eosina.
Objetiva de 4x.
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A espessura da mucosa do abomaso nao diferiu estatisticamente entre as
racas, porém, as médias de animais Sl foram maiores do que IF, independente do
tratamento. Entre os tratamentos, houve diferenca significativa (p=0,042), com o
tratamento seletivo apresentando maiores médias. Na interacdo raca por
tratamento nenhum tratamento aliado a uma das racas diferiu estatisticamente dos
demais grupos. (Tabela 1.A; Figura 4.A).

A muscular da mucosa do abomaso apresentou diferenca estatistica na
espessura entre as ragas, com Sl apresentando maiores médias em comparacéo
com IF e na espessura entre os tratamentos, com maiores médias em SEL
comparado com SUP. Nao houve interacdo entre raca e tratamento (Tabela 1.B;
Figura 4.B).

No intestino delgado, os animais IF apresentaram média da parte alta da
mucosa maiores em relagéo a Sl (p= 0,005). N&o houve diferenca significativa entre
0s tratamentos e nem na interacao raca e tratamento (Tabela 1.C; Figura 4.C). Na
parte baixa da mucosa, a diferenca estatistica ocorreu apenas entre os tratamentos,
com SUP apresentando maiores médias do que SEL (Tabela 1.D; Figura 4.D).

A espessura da submucosa da parte alta ndo apresentou diferenca
significativa em nenhum dos parametros avaliados (raga, tratamento e interagédo
raca e tratamento). Apesar disso, a raca Santa Inés tem maiores médias em relacéo
aracalF (Tabela 1.E; Figura 5.A). De maneira parecida, a estatistica da parte baixa
da submucosa néo diferiu em nenhum dos parametros (raca, tratamento e interacéo
raca e tratamento), mas Sl e SEL apresentaram maiores médias em relagéo a IF e
SUP, respectivamente (Tabela 1.F; Figura 5.B).

A muscular da parte alta ID apresentou diferenca significativa entre as racgas,
com Sl possuindo as maiores médias em relacao a IF. Apesar dos tratamentos néo
diferirem estatisticamente, o tratamento SEL apresentou maiores médias do que
SUP. A interacao entre raga e tratamento nao diferiu significativamente (Tabela 1.G;
Figura 5.C).

Por fim, a espessura da muscular da parte baixa diferiu significativamente
entre as racas, com Sl se sobressaindo nas médias em relagéo a IF. Os tratamentos
e a interacdo entre raca e tratamento nao diferiram estatisticamente (Tabela 1.H;
Figura 5.D).



26

Tabela 1. Médias das espessuras em um, erro padrao e espessuras de mucosa do abomaso (MUC AB), muscular do abomaso (MUS AB), mucosa da parte
alta (MUC ID A) e baixa (MUC ID B) do intestino delgado, submucosa da parte alta (SUB ID A) e baixa (SUB ID B) do intestino delgado e muscular da parte

alta (MUS ID A) e baixa (MUS ID B) do intestino delgado de cordeiros Santa Inés (SI) e lle de France (IF) naturalmente infectados por Haemonchus contortus

submetidos ao tratamento supressivo (SUP) ou seletivo (SEL) com monepantel.

Raca Valor de P
Espessura (um) Sl IF
Raca Tratamento Raca*Tratamento
SUP SEL SUP SEL
A MUC AB 799 (+40,04) 869,15 (+63,48) 690,89 (+44,12) 818,40 (+36,14) 0,0848 0,0422* 0,3649
B MUS AB 19 (+1,55) 34 (+3,80) 15 (+1,14) 31 (£2,23) 0,0377* <0,0001* 0,2743
C MUC ID A 762 (+56,50) 635 (+48,53) 812 (+40,14) 868 (+52,43) 0,005* 0,4145 0,0712
D MUC ID B 793 (+85,40) 552 (+19,97) 784 (+47,57) 675 (+34,40) 0,0979 0,0019* 0,1884
E SUBID A 1148 (+154,53) 1088 (+115,97) 983 (+54,29) 1006 (+130,52) 0,3591 0,7878 0,9608
F SUBID B 185 (+51,42) 273 (+57,86) 127 (+27,42) 228 (+41,84) 0,6565 0,0842 0,5328
G MUS ID A 373 (+41,30) 373 (x32,39) 259 (+20,85) 283 (+16,65) 0,0008* 0,4922 0,5709
H MUS ID B 353 (x27,39) 328 (+34,46) 238 (+19,48) 247 (¥12,23) 0,0002* 0,8669 0,3563

*Diferencgas significativas.
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Figura 4. Médias das espessuras em um e erro padrao da mucosa (A) e muscular (B) do abomaso, da mucosa da parte alta (C) e mucosa da parte baixa

(D) do intestino delgado de cordeiros Santa Inés (SI) e lle de France (IF) naturalmente infectados por Haemonchus contortus submetidos ao tratamento

supressivo (SUP) ou seletivo (SEL) com monepantel.
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da parte baixa (D) do intestino delgado, de cordeiros Santa Inés (Sl) e lle de France (IF) naturalmente infectados por Haemonchus contortus submetidos ao

tratamento supressivo (SUP) ou seletivo (SEL) com monepantel.
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5.2 IMUNO-HISTOQUIMICA

As fotomicrografias representam a imunoexpressao do marcador HLA-DR
na membrana de células imunes, em mucosa do abomaso (Figura 6) e do intestino
delgado (Figura 7) de animais Santa Inés (Sl) e lle de France (IF), submetidos aos
tratamentos seletivo direcionado (SEL) e supressivo (SUP).

No abomaso, a raca influenciou significativamente na quantidade de células
MHC I+, em que Sl apresentou maiores médias do que IF. Entre os tratamentos,
SEL apresentou maiores meédias em relacdo ao SUP. Na interacdo raca por
tratamento, ndo houve diferenca significativa (Tabela 2.A; Figura 8.A).

No intestino delgado, a raca Sl diferiu significativamente em relacédo a IF,
mas os tratamentos ndo diferiram estatisticamente. Sl se sobressaiu com maiores
médias comparado a raca IF, em conjunto com o tratamento SEL, que gerou a

diferenca significativa na interacdo raca por tratamento (Tabela 2.B; Figura 8.B).
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Figura 6. Fotomicrografias da imuno-histoquimica de células MHC II+ em abomaso de ovinos das

racas Santa Inés (Sl) e lle de France (IF), submetidos ao tratamento supressivo (SUP) ou seletivo
(SEL) com monepantel. (A) mucosa do abomaso de SI/SUP; (B) mucosa do abomaso de SI/SEL;
(C) mucosa do abomaso de IF/SUP; (D) mucosa do abomaso de IF/SEL. Objetiva de 40x.
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Figura 7. Fotomicrografias da imuno-histoquimica de células MHC I+ em intestino delgado de
ovinos das ragas Santa Inés (SI) e lle de France (IF), submetidos ao tratamento supressivo (SUP)
ou seletivo (SEL) com monepantel. (A) mucosa do intestino delgado de SI/SUP; (B) mucosa do
intestino delgado de SI/SEL; (C) mucosa do intestino delgado de IF/SUP; (D) mucosa do intestino
delgado de IF/SEL. Objetiva de 40x.
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Tabela 2. Valor de P entre racas, tratamentos e na interacao raca por tratamento, das células positivas para MHC || em mucosa de abomaso (AB) e intestino

delgado (ID) de cordeiros Santa Inés (Sl) e lle de France (IF) naturalmente infectados por Haemonchus contortus submetidos ao tratamento supressivo
(SUP) ou seletivo (SEL) com monepantel.

Raca Valor de P
Células Si IF
positivas Raca Tratamento Raca*Tratamento
SUP SEL SUP SEL
A MHC Il AB 274 (£34,22) 552 (+69,26) 201 (£24,16) 345 (+64,64) 0,0041* 0,0004* 0,5451
B MHCIIID 2918 (+594,02) 7530 (x1520,75) 3341 (+401,48) 1673 (£530,89) 0,0031* 0,3996 0,0003*
*Diferencas significativas
A Médias de células MHC I+ no abomaso Meédias de células MHC I+ no intestino delgado B
700 10000
600 I 9000 I
8000
500 | 7000 J
2 :
E 400 £ 6000
E & 5000
= 300 2 4000
O O
200 3000 1673 (£530,89)
2000 [
100 1000 2918 7530 3341
274 (+ 34,2) 552 (+ 69,3) 201 (+ 24,2) 345 (+ 64,5) 0 (£594,02) (£1520,75) (+x401,48)

SI(SUP) SI(SEL) IF (SUP) IF (SEL) SI(SUP) SI(SEL) IF (SUP) IF (SEL)

Figura 8. Médias de células MHC I+ (células/mm?) em abomaso (A) e intestino delgado (B) de cordeiros Santa Inés (SI) e lle de France (IF) naturalmente
infectados por Haemonchus contortus submetidos ao tratamento supressivo (SUP) ou seletivo (SEL) com monepantel.
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Tabela 3. Resumo dos resultados entre ragas, tratamentos e na interagdo raca por tratamento, das
espessuras de mucosa e muscular da mucosa e células positivas para MHC Il em abomaso e
espessuras de mucosa, submucosa e muscular da mucosa e células positivas para MHC 1l em
intestino delgado. Sl=Santa Inés; IF=lle de France; SEL=Seletivo; SUP=Supressivo; sign.=

diferenca estatistica.

Abomaso
Raca Tratamento Raca x Trat
Espessura Mucosa Sl > IF N&o sign. SEL > SUP sign. N&o sign.
Espessura Muscular Sl > IF sign. SEL > SUP sign. N&o sign.
Células MHC Il + Sl > IF sign. SEL > SUP sign. N&o sign.

Intestino Delgado

Raca Tratamento Raca xTrat
Espessura Mucosa Alta IF > Sl Nao sign. N&o sign. N&o sign.
Espessura Mucosa Baixa N&o sign. SUP > SEL sign. N&o sign.
Espessura Submucosa Alta SI> IF N&o sign. N&o sign. N&o sign.
Espessura Submucosa Baixa SI> IF N&o sign. SEL > SUP Nao sign. N&o sign.
Espessura Muscular Alta Sl > IF sign. SEL > SUP N&o sign. N&o sign.
Espessura Muscular Baixa S| > IF sign. N&o sign. N&o sign.
Células MHC Il + Sl > IF sign. N&o sign. Sl + SEL sign.

De modo geral:

Apoiando-se na Tabela 3., um resumo dos resultados, a raca Sl e o
tratamento SEL contribuiram significativamente no abomaso para a maior robustez
da resposta imune contra o H. contortus. No intestino delgado, local de prevaléncia
de outros nematoides, houve pouco impacto significativo da raca e do tratamento,
porém animais Santa Inés e o tratamento seletivo se destacaram em algumas
variaveis. As imunomarcac¢des da molécula de MHC Il foram significativamente
maiores em animais Sl no intestino delgado que, somados ao tratamento seletivo,
apresentou maior robustez. No intestino delgado, as médias de células

expressando a molécula de MHC Il foram muito maiores do que no abomaso.
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6 DISCUSSAO

Nossos resultados apresentaram diferencas nas espessuras de mucosa e
na imunoexpressdo em ceélulas da resposta imune em abomaso e em intestino
delgado, entre duas racas, uma considerada mais resistente e a outra mais
susceptivel, submetidas a dois protocolos de tratamento, supressivo e seletivo.

No que diz respeito as espessuras dos tecidos, de acordo com Whiteley et
al. (1996), a hiperplasia de células da resposta imune na mucosa, sdo componentes
responsaveis pelo aumento da espessura tecidual durante as infeccdes. Maiores
espessuras de mucosa e muscular do abomaso, segundo Chaves (2016) e Lins et
al. (2022), estdo relacionadas ao status positivo de infeccdo e o mesmo foi
observado para o intestino por Albuquerque et al. (2022), ou seja, animais
infectados apresentam maiores espessuras. Em complementacdo, Lins et al.
(2022) notaram que animais mais resistentes também apresentam maior espessura
do abomaso.

Em nossos resultados, Sl se destaca por diferenciar significativamente de IF
no quesito espessura da mucosa e muscular da mucosa do abomaso.
Diferentemente, no intestino delgado, as ragas pouco diferiram significativamente,
com espessuras das mucosas da parte alta e baixa ID ndo sendo maiores para Sl
em relacéo a IF.

De acordo com Abbas, Lichtman e Pillai (2023), MHC Il é uma molécula
expressa por células apresentadoras de antigenos, maiores quantidades de células
MHC I+ indicam maior robustez na captacdo de antigenos e inicializacdo da
resposta imune contra o helminto. A maior quantidade de células positivas
expressando MHC Il em abomaso dos animais S| no presente trabalho, se deve a
maior expressdo do gene OVAR-DRB3, gene que € exclusivo e fortemente
relacionado ao MHC Il (Lins et al., 2023). Além disso, em animais com idade
semelhante aos animais analisados neste trabalho, foram observados maior
robustez e maior nimero de células atuantes na resposta imune em animais Sl, em
relacdo a IF (Albuquerque et al., 2019; Lins et al.,, 2023), como observado no

presente trabalho.
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Trichostrongylus colubriformis € um nematoide de intestino delgado (Barker,
1975) e Albuquerque et al. (2017), em etapa anterior ao presente trabalho, notaram
a prevaléncia de helmintos dos géneros Haemonchus spp. e Trichostrongylus spp.
nas culturas fecais dos animais. Segundo Cardia et al. (2011), a resposta imune
varia de acordo com a composi¢cao de espécies nas infeccdes, devido as diferencas
na interacdo entre parasita e hospedeiro. Segundo os autores, animais mais
resistentes provavelmente desempenham resposta imune mais robusta contra
Haemonchus spp. em relagdo a Trichostrongylus spp.

Com isso, podemos inferir que as diferencas nos padrdes dos resultados
entre abomaso e intestino delgado podem estar relacionados a esta fala,
principalmente pela significativa diferenca e destaque de Sl e SEL no abomaso e
pelo pouco impacto significativo da raca e do tratamento no intestino delgado,
apesar de Sl e o SEL se destacaram em algumas variaveis e pela forte marcacéo
de MHC I+ na mucosa ID em SI.

O tratamento seletivo tem sido utilizado como uma das ferramentas
estratégicas para desacelerar a resisténcia de nematddeos gastrointestinais a anti-
helminticos (Molento, 2017). Cintra et al. (2016), Vieira et al. (2018) e Santos et al.
(2022), utilizaram SEL em diferentes popula¢cdes de ovinos e puderam, a partir de
seus resultados, afirmar que este contribui para maior durabilidade da eficacia do
AHE no combate aos NGI. Porém, Albuquerque et al. (2017) observaram, em seu
experimento com monepantel, uma rapida e gradual perda de eficacia na utilizacéo
de tratamento seletivo, apesar de ter havido a diluicdo de populagdes de NGI
resistentes.

A partir dos nossos resultados, podemos notar que os animais sob SEL
apresentaram as espessuras e a quantidade de células MHC II+ no abomaso
maiores, que é o 6rgao de predilecdo de H. contortus. Isso se deve a infeccao
continua desses animais no pasto, que difere de SUP, no qual os animais eram
tratados a cada 14 dias (Albuquerque et al., 2017), impactando no desenvolvimento
da resposta imune adaptativa contra esses parasitos. Nas espessuras e contagem
de células no intestino, SEL pouco influenciou.

Apesar de em Albuquerque et al. (2017) haver perda progressiva e acelerada
da eficacia do AHE, em Albuquerque et al. (2019), cujos autores utilizaram o tecido



36

abomasal dos mesmos animais, animais sob SEL apresentaram maiores médias
de células do sistema imune no abomaso em relacdo aos animais sob SUP,
principalmente em animais Sl, semelhante ao que foi observado no presente

trabalho.
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7 CONCLUSAO

Pode-se concluir que animais da raca Santa Inés apresentam resposta
imune mais robusta a Haemonchus contortus em relacao a raca lle de France, e o
tratamento seletivo teve maior contribuicdo no desenvolvimento da resposta imune
no abomaso. Ja no intestino delgado, local de prevaléncia de outras espécies de

nematodeos, nao foi possivel observar influéncia da raca e do tratamento.
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