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CARDIA, D. F. F. RESPOSTA IMUNOLOGICA E FISIOPATOLOGIA DAS
INFECCOES ARTIFICIAIS POR Trichostrongylus colubriformis EM
CORDEIROS SANTA INES. Botucatu, 2009. 83p. Dissertacdo (Mestrado) —
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Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

Com o objetivo de se investigar a resposta imunoldgica e fisiopatologia
das infecc¢des por Trichostrongylus colubriformis em cordeiros Santa Inés, trinta
ovinos foram agrupados em 10 classes, de acordo com seu peso vivo, sendo
cada uma destas constituida de trés animais. Por sorteio, um animal de cada
classe constituiu o grupo infectado artificialmente com 2500 larvas de
T. colubriformis, trés vezes por semana, ao longo de 13 semanas e alimentado
ad libitum, outro animal constituiu o grupo nao infectado, alimentado com a
mesma quantidade consumida pelo animal infectado, de mesma classe, no dia
anterior, e o Ultimo animal constituiu 0 grupo nédo infectado e alimentado ad
libitum. Diariamente as sobras de alimento eram pesadas, para que se
estimasse o consumo alimentar individual de cada cordeiro. Semanalmente os
animais eram pesados e amostras de sangue e fezes eram colhidas para a
realizacdo de exames hematologicos, imunoldgicos e coproparasitologicos. Ao
final deste estudo, os cordeiros foram eutanaziados para a determinacdo da
carga parasitaria e colheita de amostras de tecido e muco intestinal para
realizagdo de andlises histopatoldégicas e imunoldgicas. Os resultados
demonstraram que a resposta imunologica impediu parcialmente o
estabelecimento das larvas infectantes nos cordeiros infectados, porém houve
reducdo do desempenho produtivo nos animais, independentemente da carga
parasitaria. O grupo infectado apresentou a pior conversao alimentar (88,81 +
21,19 g a cada 1000g de alimento consumido), sendo esta significativamente
menor (P<0,01) aos outros dois grupos experimentais. Os efeitos deletérios
nos cordeiros foram decorrentes tanto das alteracdes patoldgicas causadas
pelos vermes adultos na mucosa intestinal, como das alteracfes
imunopatologicas produzidas pelo contato com as larvas infectantes. A alta

demanda de nutrientes destinados ao desenvolvimento e manutencdo da
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reposta imunologica e reparo dos tecidos danificados durante as infeccfes
também contribuiram no baixo desempenho produtivo apresentado animais

infectados.

Palavras-chave: ovinos; imunidade; Nematoda; ganho de peso; resisténcia

genética.
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CARDIA, D. F. F. IMMUNE RESPONSE AND PHYSIOPATHOLOGY OF
ARTIFICIAL INFECTIONS WITH Trichostrongylus colubriformis IN SANTA
INES LAMBS. Botucatu, 2009. 83p. Dissertation (Mestrado) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual

Paulista.

ABSTRACT

To investigate the immune response and physiopathology of Trichostrongylus
colubriformis infections in Santa Inés lambs, thirty sheep were grouped into 10
classes of three animals each according to their liveweight. From each class,
one animal was randomly selected to constitute the group artificially infected
with 2500 T. colubriformis larvae three times every week for 13 weeks and fed
ad libitum; another animal included the non-infected group fed with the same
quantity consumed by the infected animal of the same class on the previous
day; and one third animal constituted the non-infected group fed ad libitum.
Leftovers were daily weighed to assess food consumption for each lamb. Every
week, the animals were weighed and blood and fecal samples were collected
for hematological, immunological and coproparasitological tests. At the end of
this study, lambs were euthanized to detect worm burden and collect intestinal
mucus and tissue samples for histopathological and immunological analyses.
The immune response partially prevented the establishment of infective larvae
in infected lambs. However, there was a reduction in the productive
performance of these animals independently of their worm burden. The Infected
Group had the worst feed conversion (88.81 + 21.19 g in body weight for each
1000 g food consumed), this it was significantly lower (P<0.01) than that of the
other two experimental groups. Deleterious effect in the lambs were due to
pathological changes caused by adult nematodes in the intestinal mucosa and
to immunopathological changes resultant of the contact with infective larvae.
The high nutrient demand for the development and maintenance of the immune
response and the repair of damaged tissues during infections also contributes in

the low performance presented infected animals.

Keywords: sheep; immunity; Nematoda; weight gain; genetic resistance.
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1. INTRODUCAO:

A ovinocultura brasileira apresenta nos ultimos anos grande expanséo
em diversas regides do pais, traduzida pelo aumento do consumo da carne
ovina (Simplicio e Simplicio, 2006), crescente procura por leite e derivados
(Brito, 2006), que pelas suas excelentes propriedades nutricionais, fazem da
criacdo de ovinos uma das atividades rurais com maior potencial econdmico da
pecuaria nacional, além de requerer pequenas extensoes de terra, proporciona
rapida recuperacao do capital investido (Dornelles, 2002).

As infec¢des causadas por nematdédeos gastrintestinais sdo um dos
mais importantes problemas sanitarios encontrados nas criacdes de ovinos no
Brasil, causando grandes prejuizos econdmicos a pecuaria nacional, tais como:
diminuicdo na produgcdo de |4, leite e carne; mortalidade dos animais
acometidos; além de gastos com mao-de-obra e anti-helminticos (Amarante,
2005).

Estes parasitas estdo presentes em praticamente todos 0S o0vinos
criados a campo, sendo encontrados até mesmo em cordeiros lactentes
(Rocha et al., 2005). Entretanto, os principais problemas gerados por estas
infeccbes sdo mais graves nas categorias susceptiveis dos rebanhos, como 0s
cordeiros em crescimento (Colditz et al., 1996) e ovelhas no periodo peri-parto
(Amarante et al., 1992a; Rocha et al., 2004), pois 0s mecanismos imunolégicos
responsaveis pelo controle destes patdgenos encontram-se ainda em
desenvolvimento ou suprimidos nestes animais, respectivamente.

A alta incidéncia e patogenicidade das espécies Haemonchus contortus
e Trichostrongylus colubriformis fazem destes nematédeos os mais importantes
endoparasitas da espécie ovina no Brasil, porém em segundo plano, mas com
consideravel importancia, outros nematédeos como Oesophagostomum
columbianum, Cooperia curticei e Strongyloides papillosus também contribuem
para o agravamento dessas helmintoses em pequenos ruminantes (Amarante
et al., 2004). Na regidao sul, de maneira isolada, € comum o parasitismo por
outros importantes nematdédeos como Ostertagia circuncincta e Nematodirus
spathinger (Santiago et al., 1975). E necessario lembrar que, na maioria das

vezes, as infec¢cdes ndo ocorrem apenas por uma espécie de nematddeo,
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desta forma ha um somatério dos efeitos patogénicos de cada espécie
principalmente nos animais altamente parasitados (Amarante, 2005).

A situagao da verminose ovina agravou-se em decorréncia de diversos
fatores que romperam o equilibrio existente entre parasita-hospedeiro como: a
utiizacdo de pastagens com superlotacdo de animais, aumentando
consequentemente a contaminagdo ambiental por estigios larvais dos
nematddeos; a introdugdo nos plantéis de racas susceptiveis oriundas de
paises temperados, que devido a da alta produtividade substituem genotipos
adaptados as condicdes tropicais; e o uso de dietas de baixa qualidade nas
criacbes de ovinos, que muitas vezes ndo suprem as necessidades basicas
dos animais (Amarante, 2001).

Além dos fatores apresentados acima, o uso indiscriminado de anti-
helminticos na ovinocultura, como meio exclusivo de controle das helmintoses
gastrintestinais, em sua maioria sem orientacdo de médicos veterinarios,
promoveu a selecdo de populacdes de nematddeos resistentes, diminuindo
assim a eficacia das principais drogas de amplo espectro (Waller, 1997). Um
exemplo disto foi constatado por Amarante et al. (1992b) onde se observou
resisténcia parasitaria a trés importantes grupos de anti-helminticos na maioria
das propriedades pertencentes ao maior polo de criagdo comercial de ovinos
do estado de Sao Paulo.

Entre as medidas de controle e profilaxia das helmintoses em pequenos
ruminantes, independentes do uso de substancias quimicas, destacam-se: o
uso de pastejo rotacionado e integrado entre diferentes espécies animais
(Fernandes et al., 2004; Rocha et al., 2008); a utilizacdo de dietas com altos
teores protéicos, visando melhoria do desenvolvimento e/ou manutencdo da
resposta imunoldgica, principalmente em animais potencialmente resistentes as
infecgbes helminticas (Bricarello et al., 2005); o uso de plantas na dieta dos
animais que contenham altas quantidades de taninos (Coop e Kyriazakis,
2001); e a utilizacdo de fungos nematdfagos para o controle biolégico dos
nematodeos (Araujo et al., 2007).

Alguns estudos apontam ainda a selecdo e criagdo de ragcas ovinas
resistentes e/ou tolerantes a estas enfermidades como uma das mais
importantes e promissoras medidas alternativas de controle das helmintoses
(Amarante et al., 1992a; Amarante et al., 1999 ab; Bricarello et al., 2004;



19

Amarante et al., 2004; Rocha et al., 2004; Bricarello et al., 2005; Rocha et al.,
2005). A eficiéncia no controle das verminoses podera ser aumentada a partir
da identificacdo das racas resistentes e/ou tolerantes, bem como a
compreensao dos mecanismos genéticos e imunologicos que determinam
estas caracteristicas nos animais, desta forma, reduzindo a dependéncia do
uso de anti-helminticos como Unica forma de controle destas enfermidades.

Portanto, estudos mais aprofundados sobre a resposta imune dos ovinos
aos nematodeos sdo necessarios, principalmente os que envolvam racas
nacionais, como a raca Santa Inés, que em diversos estudos se mostrou mais
resistente as infec¢bes por diversas espécies destes parasitas (Moraes et al.,
2000; Bueno et al., 2002; Amarante et al., 2004; Rocha et al., 2004, Bricarello
et al., 2005; Rocha et al., 2005).

2. Revisao de Literatura

2.1. Biologia da espécie T. colubriformis

O género Trichostrongylus Loss, 1905 (gr. trichés cabelo, pélo;
strongylus, cilindrico) possui mais de 42 espécies oficialmente catalogadas,
sendo a grande maioria destas, parasitas do intestino delgado de algumas
aves, diversos mamiferos, incluindo a espécie humana (Audebert et al., 2002).

Acredita-se que este género tenha surgido durante o periodo
Paleoceno, cerca de 65 milhdes de anos atras, em aves aquéaticas, adaptando-
se aos mamiferos lagomorfos durante o periodo Eoceno, cerca de 55 milhdes
de anos atras (Durette-Desset et al., 1999). Existem evidéncias, através de
estudos morfologicos (Durette-Desset, 1985) e de cinética de desenvolvimento
do género (Audebert et al., 2003), que ao final do periodo Eoceno, cerca de 33
milhdes de anos atras, as espécies adaptadas aos lagomorfos tenham se
tornado cosmopolitas e evoluido para as espécies parasitas de ruminantes,
atualmente as mais abundantes no mundo (Audebert et al., 2002). Dentre as
espécies encontradas nos ruminantes, T. colubriformis € a espécie mais
aparentada com os membros do mesmo género parasitas de lagomorfos
(Audebert et al., 2003).
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Os nematddeos adultos da espécie T. colubriformis apresentam
pequeno porte, corpos delicados, extremamente delgados com aspecto
capilariforme, dificimente vistos a olho nu durante necropsias. Possuem
pequenas estriacdes transversais em sua cuticula e boca diminuta com trés
labios indefinidos (Vicente et al., 1997). A extremidade anterior destes
nematodeos é levemente afilada em relacdo ao corpo, com uma nitida
depresséo, vista lateralmente, na qual se localiza o poro excretor (Figura 1A),
caracteristica marcante presente ndo sO nesta espécie, mas em todos 0s
nematdédeos deste género (Durtte-Desset, 1983).

Os machos podem chegar a 4,78 mm e as fémeas até 5,75 mm de
comprimento (Amarante et al., 2007). Os parasitas machos possuem bolsa
copuladora bem desenvolvida com gubernaculo navicular e espiculos curtos,
grossos, de coloracdo acastanhada, em forma de “arpao” (Figura 1B). Ja as
fémeas apresentam ovarios com ductos ovejetores bem desenvolvidos e vulva
na metade posterior do corpo, com auséncia de apéndices vulvares (Figura
1C), além de uma cauda curta e afilada, podendo eliminar apés a copula, mais
ou menos de 300 a 600 ovos por dia nas fezes (Dobson et al., 1990; Amarante
et al., 2007). Os ovos (Figura 1D) destes nematdédeos sédo tipicos da Ordem
Strongylida, com formato eliptico, casca fina, contendo em seu interior embrido
no estagio de moérula.

O ciclo evolutivo destes parasitas é direto e monoxeno, inicia-se com a
ecloséo dos ovos nas fezes, passando por dois estagios larvais de vida livre no
ambiente, que se alimentam de microorganismos e matéria organica presentes
no bolo fecal, até a formagéo das larvas infectantes de terceiro estagio (L3),
estas larvas sdo robustas, apresentam dupla cuticula, extremidade anterior
achatada, esofago filaribde e cauda da bainha curta (Figura 1E).

Ao final de sete dias aproximadamente, as L3 infectantes migram para a
vegetacdo para serem ingeridas pelos ovinos durante o pastejo. Uma vez
ingeridas, estas larvas perdem sua dupla cuticula no abomaso, retomam seu
desenvolvimento ao chegarem a mucosa do intestino, onde dao origem as
formas adultas (machos e fémeas férteis) do parasito (Oliveira-Sequeira &
Amarante, 2001). O periodo pré-patente destas infeccfes pode durar em média

19 dias (Santiago et al., 1981). No ambiente, as larvas L3 infectantes podem
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sobreviver por longos periodos no ambiente, mesmo sob condicfes adversas

de frio ou dessecacao em estado de anidrobiose (Lettini e Sukhdeo, 2006).

2.2. Fisiopatogenia das infec¢des por T. colubriformis

Os estagios imaturos, bem como os adultos da espécie T. colubriformis
localizam-se preferencialmente no terco inicial do intestino delgado, onde vivem
intimamente associados a superficie da mucosa intestinal (Figura 1F),
formando tuneis no epitélio intestinal (Holmes, 1985). Na literatura ndo ha
registros sobre a real fonte de nutricdo destes parasitas, porém hé indicios que
possivelmente se alimentem dos tecidos e liquidos tissulares intestinais, além
do quimo presente na luz do intestino delgado.

As altas cargas parasitarias causam severas enterites com atrofia
generalizada de vilosidades, hipertrofia de criptas intestinais, erosédo de epitélio
intestinal, espessamento de mucosa, atrofia das microvilosidades dos
enterdcitos, além da formacéo de infiltrados inflamatorios leucocitarios (Barker,
1973a; Barker, 1975a), aumento da permeabilidade vascular (Barker, 1975b),
com consequiente prejuizo a motilidade, fluxo, digestdo e absorcdo de
nutrientes (Coop e Angus, 1975; Jones, 1983; Gregory et al., 1985). Devido a
grande exsudacao de proteinas séricas totais para a luz intestinal, decorrente
das lesdes epiteliais, podem ocorrer significativas diminuicbes na concentracao
de albuminas, causa de graves quadros de hipoalbuminemia nos animais
(Barker, 1973b; Steel et al., 1980).

Com os danos gerados no intestino delgado, podem também ocorrer
anormalidades na absorcdo e metabolismo de minerais essenciais ao
desenvolvimento 6sseo de cordeiros em fase de crescimento, especialmente
calcio e fosforo (Horton, 1977; Poppi et al., 1985), em alguns casos
provocando anormalidades ésseas nos animais como osteoporose e
osteomalacia (Sykes et al., 1975).

Alguns estudos ainda apontam a espécie T. colubriformis como
causadora de importantes distirbios enddcrinos em cordeiros. Reducdo nas
concentragfes séricas dos hormonios tiroxina e insulina (diminuigéo), além do
aumento de corticosteréides foram observadas por Prichard et al. (1974), estas

disfuncbes prejudicam a sintese protéica, principalmente o anabolismo
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muscular, reduzem o catabolismo hepatico, interferindo no metabolismo de
carboidratos e lipidios, causando diminuicdo no ganho de peso e ingestao
alimentar, além de imunossupressdo. Symons e Hennessy (1981) observaram
também aumento do hormdnio colocistoquinina (CCK), alteracbes nos niveis
deste hormonio interferem no esvaziamento gastrico, na secrecao de enzimas
pancreaticas e hepdéticas, na motilidade intestinal e no controle do apetite pelo
sistema nervoso central.

Os principais sinais clinicos das infecgfes por T. colubriformis sé&o: perda
de peso e inapeténcia (Roseby, 1973; Horton, 1977; Steel et al., 1980; Symons,
1983; Kimambo et al., 1988; Kyriazakis et al., 1996), reducéo da conversao
alimentar (Beriajaya e Copeman, 2006) e da producédo de la& (Roseby, 1973;
Steel et al., 1980), amolecimento das fezes, diarréia e, em alguns casos, morte
(Horak et al., 1968). A diarréia provocada pela infeccdo é caracterizada pela
presenca de fezes de coloracéo escura, as quais se aderem a regido posterior
dos animais (Larsen et al., 1994). O quadro de diarréia, bem como as lesGes
destas infeccbes, ndo ocorrem apenas pela acdo espoliativa direta dos
parasitas no intestino delgado, pois parte desta sindrome é atribuida a reacdes
de hipersensibilidade do tipo | do sistema imunolégico contra as larvas

infectantes (Larsen et al., 1994; Larsen et al., 1995; Larsen et al., 1999).

2.3. Resposta imunoldgica dos ovinos as infeccdes por

nematodeos gastrintestinais

O sistema imune € relativamente ineficiente no controle dos helmintos,
afinal, esses organismos se adaptaram completamente a existéncia parasitaria
obrigatdria, cuja sobrevivéncia depende da obtencdo de alguma forma de
acomodacédo no organismo de seu hospedeiro. Somente quando os helmintos
invadem um hospedeiro ao qual ndo se encontram completamente adaptados
ou em numero elevado é que ocorre doenca clinica (Tizard, 2002).

Diante da diversidade de espécies de nematddeos gastrintestinais, 0s
quais ocupam diversos nichos do trato digestivo, bem como seus diferentes
estagios de desenvolvimento em seus ciclos evolutivos, fazem com que a
resposta imunologica gerada pelos ovinos, ocorra por diversos mecanismos

(Balic et al., 2000). Nos ovinos a imunidade contra os nematddeos adultos



23

caracteriza-se pela expulsdo da populacdo dos vermes, alteracdes nha
morfologia dos parasitas (diminuigdo do tamanho dos vermes e deformidades
nos 6rgados sexuais) e pela reducdo na fecundidade das fémeas. Enquanto que
a resisténcia contra os estagios imaturos dos nematodeos € caracterizada pela
eliminacdo das larvas infectantes (reacdes de hipersensibilidade) ou pela
inibicdo do desenvolvimento das mesmas (hipobiose) (Balic et al., 2000).

Os mecanismos responsaveis pela manifestagdo da reposta imunoldgica
as infeccdes helminticas, ainda ndo foram completamente elucidados, porém, o
desenvolvimento da resisténcia contra os nematodeos tem sido associado com
a resposta imunolégica mediada por linhagens de linfocitos Th2CD4",
eosinofilia, aumento do numero de células inflamatérias na mucosa como
mastocitos, eosinéfilos e leucocitos globulares, aumento na producdo de
imunoglobulinas especificas e muco, com presencga de substancias inibidoras
(Amarante e Amarante, 2003).

Os eosindfilos sdo produzidos na medula 6ssea, sendo encontrados
normalmente em numero reduzido na circulagdo sanguinea (valores normais
na espécie ovina segundo Pugh (2005) variam de 0 a 1000 células/ pL), porém
nas infeccdes por helmintos o niumero destas células aumenta drasticamente
no sangue pela acdo principalmente de IL-5 proveniente de linfécitos Th2 CD4*
em resposta a antigenos dos parasitas. Por meio de quimiorreceptores
liberados por mastocitos, os eosindfilos chegam aos tecidos do trato
gastrintestinal liberando mediadores inflamatdrios extremamente potentes que
danificam a cuticula ou até mesmo matam os helmintos recobertos com a
imunoglobulina IgE (Balic et al., 2000; Tizard, 2002).

Os mastécitos também sado produzidos na medula Ossea, porém,
amadurecem nos tecidos, assim como o0s eosindfilos podem aumentar em
namero nas infec¢cdes por nematddeos intestinais pela acdo de IL-3 de
linfécitos T (Lantz et al., 1998). Estas células, uma vez ativadas, principalmente
pela acdo de IgE ligada a antigenos do parasita, liberam mediadores
inflamatérios como histamina, leucotrienos, serotonina, proteoglicanos,
proteases, prostaglandinas, fator de ativacdo plaquetaria (PAF) e diversas
citocinas, causando diversos efeitos no hospedeiro, dos quais se destacam: a
contracdo da musculatura lisa, 0 aumento da permeabilidade vascular e da

producdo de muco. A somatoria destes eventos favorecem o desalojamento e a
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expulsdo de helmintos gastrintestinais (Balic et al., 2000; Tizard, 2002). Os
mastocitos podem também se diferenciar, particularmente nos ruminantes, em
células mais especializadas denominadas leucécitos globulares (Huntley et al.,
1984), estas células liberam seus produtos na luz e nos tecidos epiteliais dos
orgaos gastrintestinais, afetando os nematodeos, porém com efeitos minimos
aos tecidos do hospedeiro (Balic et al., 2000).

Imunoglobulinas de varias classes e subtipos sdo produzidas pelos
linfocitos B, apods diferenciacdo em plasmacitos pela acéo de das citocinas IL-4
e IL-5, liberadas pelos linfocitos Th2CD4", ap6s o contato com patégenos nos
ruminantes. Estas células encontram-se em maior numero nos linfonodos,
baco, medula Ossea e placas de Peyer do intestino (Tizard, 2002). As
imunoglobulinas IgA, IgG1, 1gG2 e IgE destacam-se nas infec¢des helminticas
nos ovinos (Amarante et al., 2004).

Embora a imunoglobulina IgE exerca grande importancia nas reacdes de
hipersensibilidade do tipo | as larvas infectantes, juntamente com os eosindfilos
e mastocitos, o qual se constitui em um dos principais mecanismos de protecdo
as helmintoses, acredita-se que 0s outros grupos de imunoglobulinas (IgA,
IgG1, IgG2) também exercam papel protetor nestas infec¢des, promovendo a
neutralizacdo de proteases utilizadas pelas larvas infectantes durante invasao
tecidual, formagdo de imunocomplexos nas aberturas orais e anais dos
parasitas, impedimento da ecdise, além da inibicdo do desenvolvimento larval
(Tizard, 2002). Stear et al. (1995) também sugerem que o0s niveis de IgA
presentes nas mucosas podem reduzir o tamanho e a fecundidade dos
helmintos.

As infeccdes por nematdédeos apresentam distribuicdo binominal
negativa nas criacbes de ovinos (Amarante et al., 2004), mesmo quando 0s
hospedeiros sdo da mesma raca, sexo, idade e categoria produtiva (Stear e
Murray, 1994). Enquanto a maioria dos animais apresenta baixa carga
parasitaria, alguns individuos albergam grandes populacdes de parasitas em
seu trato gastrintestinal, isto ocorre, porque a resposta imunoldgica é individual
dentro de animais de um mesmo rebanho, uma vez que os fatores genéticos
sdo determinantes para a aquisicdo e expressdo da imunidade nos ovinos

contra as infeccGes helminticas (Stear e Murray, 1994).



25

O sistema imunolégico dos ovinos no combate as infeccbes por
nematddeos gastrintestinais pode apresentar dois tipos de resposta: resisténcia
elou tolerancia (resiliéncia). No caso da resisténcia, a resposta imunolégica
limita o estabelecimento do parasita, ja na resiliéncia, os animais sdo capazes
de “conviver” com o parasita com redugdo minima de sua produtividade (Albers
et al., 1987).

Devido as grandes perdas de sangue que ocorrem nas infec¢gbes por
H. contortus, supde-se que nem mesmo 0 mais tolerante animal seja capaz de
sobreviver por muito tempo quando exposto a infec¢cdes com grande nlimero
deste parasita (Le Jambre, 1995). Portanto, ndo ha dlvidas de que a
resisténcia € a caracteristica mais importante do ponto de vista zootécnico, pois
impo&e limites ao estabelecimento do parasita. O mesmo vale para as infec¢des
por O. columbianum. Neste caso, a resposta imunologica do hospedeiro, ao
impedir o estabelecimento das larvas infectantes na mucosa intestinal,
preveniria a formacdo de ndédulos intestinais, os quais se constituem na
principal alteracéo patoldgica causada por esta espécie (Amarante et al., 2004).

Por outro lado, na infeccdo causada por alguns parasitas, tais como
Trichostrongylus spp. e Ostertagia spp., parte do sindrome da doenca é
atribuido a hipersensibilidade provocada pelas larvas infectantes, visto que
nestas parasitoses, 0s hospedeiros mais tolerantes apresentariam uma
resposta menor e seriam menos propensos a apresentarem a doenga (Larsen
et al., 1994; Le Jambre, 1995; Larsen et al., 1999).

Em comparacdo com ovinos de racas européias (lle de France e
Suffolk), nos cordeiros Santa Inés foi demonstrado maior resisténcia as
infecgbes por H. contortus e O. columbianum, paradoxalmente, as trés ragas
citadas apresentaram susceptibilidade similar as infeccées por T. colubriformis.
No caso desta espécie de parasita, os Santa Inés apresentaram-se
aparentemente tolerantes (Amarante et al., 2004). Resultados similares a estes
foram observados por Amarante et al. (1999a), ao compararem cordeiros das
racas Florida Native (resistentes) e Rambouillet (susceptiveis), e por
Bahirathan et al. (1996), ao compararem cordeiros Gulf Coast Native
(resistentes) e Suffolk (susceptiveis). Nesses trabalhos, os autores observaram

uma diferenca marcante entre as racas resistentes e as susceptiveis em
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relagéo as infec¢bes por H. contortus, o mesmo néo foi verificado nas infecgdes
por Trichostrongylus spp.

Diante destes achados, Amarante (2002) sugeriu que apds anos e anos
de selecdo natural, as racas ovinas consideradas “resistentes” tenham atingido
o refinamento de apresentar resisténcia contra algumas espécies de helmintos
e tolerancia contra outras. Os resultados obtidos sugerem que talvez os dois
tipos de resposta possam ocorrer nos cordeiros Santa Inés. Neste mesmo
estudo, os autores chamaram a atencdo da necessidade de estudos
relacionados com a dindmica da fisiopatogenia e da resposta imunologica de
cordeiros da raca Santa Inés contra T. colubriformis, por meio de infec¢des

artificiais e naturais.

2.4. Resposta imunolégica dos ovinos as infec¢cbes por

T. colubriformis

A seguir sera apresentada uma breve revisdo dos resultados obtidos em
trabalhos onde se evidenciam a acdo dos mais importantes elementos
celulares e humorais envolvidos na imunidade dos ovinos durante as infec¢des
pelo nematédeo T. colubriformis.

Como na maioria das infec¢des por helmintos, o papel da modulagao
das células Th2 CD4" também ja foi observado nas infecgdes por
T. colubriformis. Kambara e McFarlene, (1996), ao analisarem cordeiros
mesticos Dorset Down x Coopworth, continuamente infectados com o parasita,
observaram aumento significativo do percentual destas células na circulagcédo
sangiinea e nos linfonodos quando comparados a ovinos livres de infeccdes
helminticas. Segundo os autores, o aumento destas células promoveu nos
animais o desenvolvimento de resposta imune protetora contra o referido
parasita.

A associacao entre o grau de resisténcia dos ovinos as infec¢des por
T. colubriformis com a eosinofilia j& foi alvo de estudos. Dawkins et al. (1989),
por exemplo, demonstraram que o numero de eosindfilos no sangue foi
superior em cordeiros selecionados para resisténcia do que em animais
susceptiveis, apos imunizacdo e desafio com larvas de T. colubriformis. Jé&

Dobson et al. (1992) registraram eosinofilia em cordeiros da raca Merino entre
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a terceira e a quinta semana apoés infeccdo com T. colubriformis, a qual
coincidiu com a reducdo do estabelecimento das larvas destes parasitas nos
animais. Da mesma forma, Buddle et al. (1992), ao avaliarem a associacdo da
eosinofilia com a expressao da resisténcia em cordeiros Romney, infectados
por T. colubriformis, verificaram um aumento significativo da contagem de
eosinodfilos que coincidiu com a diminuicdo do numero de ovos por grama de
fezes. Beriajaya & Copeman (2006) observaram relagéo inversa entre a carga
parasitaria € OPG com a eosinofilia apresentada por cordeiros Javanese,
artificialmente infectados com T. colubriformis.

Estudos demonstram também que durante as infeccbes por
T. colubriformis, a presenca de células inflamatérias da mucosa e seus
produtos de degranulacdo, bem como o aumento dos niveis de
imunoglobulinas no sangue e muco, 0 aumento de muco e presenca de
substancias inibidoras neste tenham papel crucial na expressdo da imunidade
protetora apresentada pelos hospedeiros.

Douch et al. (1986) observaram que a eliminacdo dos parasitas adultos
esteve associada com aumento do numero de leucdcitos globulares e alta
atividade antiparasitaria no muco, esta Ultima também obteve correlacdo
positiva com o numero de leucdcitos globulares e eosinofilos presentes na
mucosa. Douch et al. (1989) encontraram em animais resistentes a T.
colubriformis, maior presenca de eosinofilos, mastoécitos e leucocitos globulares
na mucosa intestinal, bem como alta atividade antiparasitaria no muco destes
animais.

Jones et al. (1990) demonstraram que a elevacdo da concentragao de
leucotrienos no muco, bem como de histamina nos tecidos do duodeno,
oriundos de mastécitos teve associacdo com a eliminacdo de larvas e
diminuicdo do OPG em ovinos selecionados para resisténcia a T. colubriformis.

McClure et al. (1992) observaram que ovinos da raca Merino
apresentaram aumento de leucdcitos globulares na mucosa intestinal, bem
como dos niveis das imunoglobulinas 1gG1 e IgG2 especificas no muco, apés
infeccdes artificiais com T. colubriformis, promovendo a eliminacdo da maioria
das larvas no primeiro dia apés a infecgdo. A eliminacdo dos vermes

remanescentes ocorreu trés a 14 dias ap0s as infeccdes, e ocorreu ndo apenas
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pelo aumento dos anticorpos IgA e IgG2 especificas, mas também com a
infiltracdo local, ativagéo e diferenciacéo de células T e necrose epitelial.

Jones et al. (1994) verificaram que a elevacdo da concentracdo de
proteinase, leucotrienos e fator de agregacdo plaquetaria oriundos de
mastocitos coincidem com o inicio do declinio da producéo de ovos de fémeas
de T. colubriformis

Bendixsen et al. (1995) observaram que ap0s infeccdo primaria com
T. colubriformis houve grande liberagdo de proteinase por mastécitos a qual
coincidiu com a eliminacdo da carga parasitaria.

Bisset et al. (1996) verificaram em ovinos Romney, aumento do nimero
de mastécitos e leucécitos globulares na mucosa do intestino delgado nos
animais mais resistentes, com correlacdo alta e negativa entre estes valores e
carga parasitaria, destacando que estas células foram importante na resposta
imunoldgica contra estabelecimento dos parasitas na mucosa.

Shaw et al., (1998), em cordeiros da raca Romney e mesticos Romney x
Suffolk, observaram ap6s infec¢cdo, aumento nos niveis séricos de IgE total e
IgE especifica contra T. colubriformis, aliado a alta contagem de células
inflamatorias (eosinoéfilos, mastocitos e leucocitos globulares) na mucosa,
destacando o importante papel deste tipo de resposta na imunidade protetora
dos animais analisados. Resultados semelhantes também foram observados
por Harisson et al. (1999) em cordeiros da raga Romney. Neste mesmo estudo
0s autores verificaram que 0 muco gastrintestinal de ovinos resistentes
apresentou maior atividade inibitéria contra larvas de terceiro estagio do que os

animais susceptiveis.

2.5. Imunopatologia das infec¢gdes por T. colubriformis

Estudos apontam que a imunidade dos ovinos diante das infec¢bes por
T. colubriformis podem causar prejuizos aos animais, uma vez que certos
individuos desenvolvem reacdes de hipersensibilidade exacerbadas,
principalmente do tipo |, contra as larvas infectantes destes parasitas. Reagdes
deste tipo podem causar contracdo da musculatura lisa, vasodilatacao,
aumento da secrecdo de muco, e até lesdes vasculares e epiteliais (Meeusen,
1999).
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Na maioria das vezes as reacfes de hipersensibilidade exacerbada
levam os animais a apresentarem fezes diarréicas, as quais se aderem no velo
da regido posterior, conseqientemente provocando prejuizos na producdo de
|&. Este problema foi relatado na Nova Zelandia em animais da raca Merino,
destinados a producéo de 1a (Larsen et al., 1994; Larsen et al. 1995). Larsen et
al. (1994) observaram significativa correlacdo entre a alta contagem de
eosindfilos na mucosa do intestino delgado com os maiores escores de fezes
aderidas a regidao posterior de ovelhas infectadas naturalmente com
T. colubriformis.

Shaw et al. (1998) verificaram em cordeiros da raga Romney,
amolecimento das fezes dos animais infectados com o referido nematédeo, o
gue coincidiu com as mais altas concentragdes das imunoglobulinas IgE total e
especifica apresentada pelos mesmos individuos.

Morris et al. (2000) verificaram em ovinos resistentes da raca Romney,
infectados naturalmente com T. colubriformis e outras espécies de nematodeos
gastrintestinais, menor ganho de peso, menor producdo de |a e maior
guantidade de fezes aderidas a regido posterior dos animais.

Portanto, com base na biologia e fisiopatogenia da espécie
T. colubriformis, bem como na resposta imunoldgica apresentada pelos ovinos
diante deste nematddeo, € possivel determinar se a implantacdo de medidas
profilaticas contra este parasita, muitas vezes negligenciado na ovinocultura,
sdo realmente necessarias nos rebanhos da raca Santa Inés, a qual se
constitui em termos numeéricos em uma das principais racas criadas
comercialmente no Brasil. Estudos prévios ovinos dessa raca se mostraram
resistentes a maioria dos nematdédeos gastrintestinais, porém aparentemente
tolerante as infec¢des por T. colubriformis.

O artigo apresentado a seguir (Capitulo 2) foi redigido de acordo com as
normas do periddico cientifico “International Journal for Parasitology” e teve por
objetivos: investigar o impacto das infecc¢des artificiais por T. colubriformis no

desempenho e na resposta imunoldgica de cordeiros da raca Santa Inés.
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Figura 1. Extremidade anterior de Trichostrongylus colubriformis, seta indica o poro
excretor (A); Espiculos em forma de “arpdo” de macho de T. colubriformis (B); Regiédo
vulvar de fémea de T. colubriformis, setas indicam ductos ovejetores e vulva (C); Ovo
de T. colubriformis (D); Larva infectante de terceiro estadgio de T. colubriformis (E).
Corte histoldgico corado com Hematoxilina-eosina (H&E) do intestino delgado de
ovino, setas destacam exemplares de T. colubriformis, intimamente associados a

mucosa intestinal (F).
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Resposta imunoldgica e fisiopatologia das infec¢@es artificiais por

Trichostrongylus colubriformis em cordeiros Santa Inés

RESUMO

Com o objetivo de se investigar a resposta imunoldgica e fisiopatologia
das infecgBes por Trichostrongylus colubriformis em cordeiros Santa Inés, trinta
ovinos foram agrupados em 10 classes, de acordo com seu peso vivo, sendo
cada uma destas constituida de trés animais. Por sorteio, um animal de cada
classe constituiu o grupo infectado artificialmente com 2500 larvas de
T. colubriformis, trés vezes por semana, ao longo de 13 semanas e alimentado
ad libitum, outro animal constituiu o grupo nado infectado, alimentado com a
mesma quantidade consumida pelo animal infectado, de mesma classe, no dia
anterior, e o Ultimo animal constituiu o grupo nao infectado e alimentado ad
libitum. Diariamente as sobras de alimento eram pesadas, para que se
estimasse o consumo alimentar individual de cada cordeiro. Semanalmente os
animais eram pesados e amostras de sangue e fezes eram colhidas para a
realizacdo de exames hematoldgicos, imunolégicos e coproparasitologicos. Ao
final deste estudo, os cordeiros foram eutanaziados para a determinacdo da
carga parasitaria e colheita de amostras de tecido e muco intestinal para
realizacdo de andlises histopatoldégicas e imunoldgicas. Os resultados
demonstraram que a resposta imunolégica impediu parcialmente o
estabelecimento das larvas infectantes nos cordeiros infectados, porém houve
reducdo do desempenho produtivo nos animais, independentemente da carga
parasitaria. O grupo infectado apresentou a pior conversao alimentar (88,81 +

21,19 g a cada 1000g de alimento consumido), sendo esta significativamente



33

menor (P<0,01) aos outros dois grupos experimentais. Os efeitos deletérios
nos cordeiros foram decorrentes tanto das alteracdes patologicas causadas
pelos vermes adultos na mucosa intestinal, como das alteragbes
imunopatologicas produzidas pelo contato com as larvas infectantes. A alta
demanda de nutrientes destinados ao desenvolvimento e manutencdo da
reposta imunolégica e reparo dos tecidos danificados durante as infec¢bes
também contribuiram no baixo desempenho produtivo apresentado animais

infectados.

Palavras-chave: ovinos; imunidade; Nematoda; ganho de peso; resisténcia

genética.
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Immune response and physiopathology of artificial infections with

Trichostrongylus colubriformis in Santa Inés lambs.

ABSTRACT

To investigate the immune response and physiopathology of
Trichostrongylus colubriformis infections in Santa Inés lambs, thirty sheep were
grouped into 10 classes of three animals each according to their liveweight.
From each class, one animal was randomly selected to constitute the group
artificially infected with 2500 T. colubriformis larvae three times every week for
13 weeks and fed ad libitum; another animal included the non-infected group
fed with the same quantity consumed by the infected animal of the same class
on the previous day; and one third animal constituted the non-infected group fed
ad libitum. Leftovers were daily weighed to assess food consumption for each
lamb. Every week, the animals were weighed and blood and fecal samples
were collected for hematological, immunological and coproparasitological tests.
At the end of this study, lambs were euthanized to detect worm burden and
collect intestinal mucus and tissue samples for histopathological and
immunological analyses. The immune response partially prevented the
establishment of infective larvae in infected lambs. However, there was a
reduction in the productive performance of these animals independently of their
worm burden. The Infected Group had the worst feed conversion (88.81 + 21.19
g in body weight for each 1000 g food consumed), this it was significantly lower
(P<0.01) than that of the other two experimental groups. Deleterious effect in
the lambs were due to pathological changes caused by adult nematodes in the
intestinal mucosa and to immunopathological changes resultant of the contact

with infective larvae. The high nutrient demand for the development and
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maintenance of the immune response and the repair of damaged tissues during

infections also contributes in the low performance presented infected animals.

Keywords: sheep; immunity; Nematoda; weight gain; genetic resistance.
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1. Introducéo

A ovinocultura brasileira apresenta nos ultimos anos grande expansao
em diversas regides do pais, sendo considerada uma das atividades rurais com
maior potencial econdbmico da pecuaria brasileira, pois requer pequenas
extensbes de terra, proporcionando rapida recuperacdo do capital investido.
Porém, as infec¢des causadas por nematddeos gastrintestinais se constituem
no principal problema sanitario encontrado nestas criacées, sendo causa de
grandes prejuizos, diminuindo a viabilidade comercial da atividade.

Esta situacdo agravou-se ainda mais por praticas inadequadas de
manejo dos animais, dentre as quais se destaca o uso indiscriminado de anti-
helminticos como meio exclusivo de controle das helmintoses gastrintestinais,
fato que promoveu a selecdo de populacbes de nematddeos resistentes
(Amarante et al., 1992).

A alta incidéncia e patogenicidade da espécie Trichostrongylus
colubriformis fazem deste parasita, juntamente com Haemonchus contortus, um
dos mais importantes endoparasitas da espécie ovina no Brasil (Amarante et
al., 2004), sendo encontrados em praticamente todas as propriedades de
criacdo de ovinos.

Por viverem intimamente associados a superficie da mucosa intestinal
em tdneis, tanto os estagios adultos, como larvais de T. colubriformis, em altas
cargas parasitarias causam severas enterites, com atrofia generalizada de
vilosidades, hipertrofia de criptas e erosao de epitélio intestinal (Barker, 1973a,;
Barker, 1975a), aumento da permeabilidade vascular (Barker, 1975b),
exsudacao de proteinas séricas, principalmente albumina para a luz intestinal

(Barker, 1973b; Steel et al., 1980), com conseqiiente prejuizo a motilidade,
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fluxo, digestdo e absorcéo de nutrientes (Coop e Angus, 1975; Jones, 1983;
Gregory et al., 1985). Como consequéncia, os animais podem apresentar perda
de peso e inapeténcia (Roseby, 1973; Horton, 1977; Steel et al., 1980; Symons,
1983; Kimambo et al., 1988; Kyriazakis et al., 1996), reducdo da conversao
alimentar (Beriajaya e Copeman, 2006) e da producéo de la (Roseby, 1973,
Steel et al., 1980) e diarréia (Larsen et al., 1994).

No Brasil, alguns estudos demonstraram que a criacdo de racas ovinas
resistentes € uma ferramenta promissora e eficaz no controle das helmintoses
gastrintestinais, como € o caso da raca Santa Inés (Moraes et al., 2000; Bueno
et al. 2002; Rocha et al., 2004; Bricarello et al., 2005; Rocha et al., 2005), a
principal raca criada comercialmente no pais. Porém, Amarante et al. (2004),
ao comparar cordeiros da raca Santa Inés com animais das racas lle de France
e Suffolk, observaram alta resisténcia as infec¢cdes por H. contortus e
Oesophagostomum columbianum nos ovinos da primeira raga, mas
suscetibilidade similar das trés em relacdo a espécie T. colubriformis.
Resultados similares a estes foram observados por Amarante et al. (1999), ao
compararem cordeiros das racas Florida Native (resistentes) e Rambouillet
(susceptiveis), e por Bahirathan et al. (1996), estudando cordeiros das racas
Gulf Coast Native (resistentes) e Suffolk (susceptiveis).

Entretanto, apesar da susceptibilidade as infec¢des por T. colubriformis,
0s cordeiros Santa Inés quanto aos seus indices produtivos demonstraram
aparente resiliéncia (tolerancia) em relagéo as outras duas racas (Amarante et
al., 2004). Segundo Larsen et al. (1994) e Larsen et al. (1999), a tolerancia as
infeccdes contra o referido parasita € uma caracteristica desejavel aos animais,

uma vez que parte do sindrome desta enfermidade é atribuida as reacfes de
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hipersensibilidade exacerbadas do sistema imune contra as larvas infectantes,
gue ocorrem comumente nos individuos mais resistentes dos rebanhos.
Amarante (2002) apontou a necessidade de estudos que pudessem
avaliar a dindmica das infec¢des naturais e artificiais por este nematédeo em
cordeiros da raca Santa Inés. Diante disso, o presente trabalho teve como
objetivo investigar o impacto das infec¢des artificiais com T. colubriformis no

desempenho produtivo e na resposta imune de cordeiros da raca Santa Inés.

2. Materiais e Métodos

2.1. Animais e descricao do experimento

A resposta dos cordeiros Santa Inés as infeccbes artificiais por
T. colubriformis foi avaliada em animais com idade inicial de trés a quatro
meses. Foram utilizados 30 cordeiros nascidos entre os meses de junho e julho
de 2007, machos, inteiros, confinados com suas méaes desde o nascimento. Os
animais foram desmamados com 60 dias de vida e submetidos a um periodo
de adaptacdo de aproximadamente duas semanas, em baias individuais, com
piso de concreto, lavadas com agua sob pressdo a cada dois dias. Nestas
mesmas baias os cordeiros tinham acesso a agua potavel fornecida em
bebedouros automaticos.

Durante este periodo de adaptacdo, os animais foram vacinados contra
clostridioses (Sintoxan Polivalente® — Merial), sendo revacinados ap6s um més.
Os cordeiros tinham a disposicdo uma dieta constituida de feno de tifton 85
com 6,69% de proteina bruta (PB), 90,33 % de matéria seca, 2,17% de extrato
etéreo, 4,22% de minerais, 30,43% de fibra bruta, 39,35% de extrato nao

nitrogenado e 42,67% de nutrientes digestiveis totais e ainda recebiam 600 g
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de racdo comercial para cordeiros (Tech Ovin Unique® — Socil Evialis Nutrigéo
Animal Industria e Comércio Ltda) com 19% de PB.

Nos exames coproparasitolégicos preliminares, observou-se que alguns
individuos estavam eliminando ovos de Strongyloides spp. e de estrongilideos.
Larvas de Haemonchus spp. (78%), Trichostrongylus spp. (12%) e Cooperia
spp. (10%) foram identificadas nas coproculturas realizadas (Ueno e
Goncalves, 1998). Diante disso, todos os cordeiros foram tratados pela via oral
com cloridrato de levamisol (30 mg/kg; Ripercol® — Fort Dodge) e albendazol
(10 mg/kg; Valbazen® — Pfizer Satde Animal) por trés dias consecutivos. Apds
este periodo, os animais receberam também triclorfon (100 mg/kg; Neguvon® —
Bayer S. A.) durante mais trés dias. Sete dias apds, os exames parasitolégicos
foram repetidos e os animais que ainda se apresentavam infectados foram
submetidos a uma nova série de tratamentos com 0os mesmos anti-helminticos.
Depois desse procedimento, ovos de helmintos ndo foram mais detectados nos
exames de fezes.

Com o término da fase de adaptacdo (duas semanas), os 30 cordeiros
foram ordenados em 10 classes, de acordo com 0 peso vivo, com trés animais
em cada uma destas. Por sorteio, um animal de cada classe constituiu um dos
seguintes grupos:

¢ Infectado — infectado artificialmente com T. colubriformis e alimentado ad
libitum.

e Pair-Fed — né&o infectado e alimentado com a mesma quantidade de
racdo consumida pelo animal infectado de mesma classe, no dia
anterior.

e Controle — ndo infectado e alimentado ad libitum.
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Os animais foram mantidos durante todo o experimento em baias
individuais, ordenados por classe, recebendo diariamente, em dois
comedouros, uma dieta composta por feno de tifton 85 triturado com
aproximadamente 6,69% de PB e ragdo comercial para cordeiros em
crescimento (Tech Ovin Unique® — Socil Evialis Nutricdo Animal Indistria e
Comércio Ltda) com 19% de PB. Como medida de prevenc¢éo de coccidioses,
decoquinato (Deccox® — Alpharma) foi administrado juntamente com a racao
comercial utilizada, de acordo com as instru¢gdes do fabricante.

A quantidade de racdo comercial fornecida aos cordeiros dos grupos
Infectado e Controle foi ajustada semanalmente de acordo com as
recomendacdes do fabricante, de maneira que 0s animais recebessem uma
guantidade diaria correspondente a 2% do peso vivo. Metade da racao
comercial era oferecida no periodo da manha e outra parte no periodo da tarde.
O feno era fornecido durante o periodo da manha, esperando-se sobras 10%
do que foi ofertado nas 24 horas anteriores. Diariamente, no inicio da manha as
sobras de alimento eram recolhidas e pesadas, antes do fornecimento da dieta,
a fim de que se estimasse a quantidade total de matéria seca (feno e racéo
comercial) consumida por cada um dos animais. Caso ocorressem sobras
inferiores a 10%, eram acrescidas 100 g a mais na quantidade de feno ofertada

aos animais dos Grupos Infectado e Controle.

2.2. Detalhes sobre as infecc¢des artificiais

Os cordeiros foram infectados pela via oral com 2500 larvas infectantes
(L3) de T. colubriformis, trés vezes por semana (segunda-feira, quarta-feira e
sexta-feira) ao longo de 13 semanas, portanto, cada um dos cordeiros do

Grupo Infectado recebeu no total de 97500 L3. As larvas infectantes de
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T. colubriformis que foram utilizados neste experimento, eram oriundas de um
isolado da espécie, obtido em 2003 de ovinos criados em Pratania — SP (Rocha
et al., 2007), mantidas congeladas em nitrogénio liquido (MAFF, 1986) até
serem utilizadas para infectar dois cordeiros doadores. Amostras de fezes
destes animais eram colhidas semanalmente, em bolsas coletoras, para a
producao das larvas infectantes por meio de coproculturas (Ueno e Gongalves,

1998).

2.3. Variaveis analisadas
2.3.1 Desempenho dos cordeiros e consumo alimentar

Os cordeiros foram pesados semanalmente e o consumo de alimento foi
mensurado diariamente. Com base nas informacdes sobre o ganho de peso de
cada animal e do seu respectivo consumo de alimento, ao final do experimento,

foi possivel calcular a conversao alimentar.

2.3.2. Exames coproparasitolégicos e hematoldgicos

Amostras individuais de fezes e de sangue foram colhidas
semanalmente dos animais. As contagens de OPG e as coproculturas foram
realizadas segundo as descricbes de (Ueno e Goncalves, 1998) foram
realizadas para cada um dos grupos experimentais, a fim de que se
confirmasse a presenca apenas de T. colubriformis nos animais do Grupo
Infectado e auséncia de infec¢des helminticas nos Grupos Pair-Fed e Controle.
A identificacdo das larvas infectantes (L3) foi realizada de acordo com Keith
(1953).

As amostras de sangue foram colhidas diretamente da veia jugular em

tubos a vacuo com e sem anticoagulante (EDTA). O volume globular (VG) foi
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determinado por centrifugacdo em tubos de micro-hematdcrito. Os eosinofilos
foram quantificados em camara de Neubauer, apds terem sido corados com
solugéo de Carpentier (Dawkins et al., 1989). As contagens foram expressas
em numero de eosindfilos por microlitro (uL) de sangue.

O sangue do tubo sem anticoagulante foi centrifugado por 20 min a 3200
rpm para que ocorresse a separacado do soro, o qual foi aliquotado e estocado
a —20° C. Nas amostras de soro foram determinadas as concentracdes seéricas
em g/dL de proteina total pela técnica de biureto e albumina pela técnica do
verde bromocresol (Protal método colorimétrico® — Laborlab), sendo lidas as
suas absorbéncias em 562 nm e 625 nm respectivamente em leitor de ELISA
(Amersham-Biosciences). A relacdo albumina/globulinas foi estimada pela
seguinte formula: relagcdo albumina/globulinas = concentragdo da albumina /

(concentracao de proteina total - concentracao de albumina).

2.3.3. Obtencéao e contagem dos nematddeos

A eutanasia dos animais realizou-se por exsanguinacdo, logo apos
sedacdo com cloridrato de xilazina a 2%, pela via intramuscular (0,1 mg/kg;
Rompun® — Bayer S. A.) e analgesia completa com tiopental sédico a 5%, pela
via intravenosa (20 mg/kg; Thionembutal®— Abbott Laboratérios do Brasil Ltda).

Apés a eutanasia dos animais, o intestino delgado e o abomaso foram
removidos, abertos ao longo de sua extensao e os seus conteudos colhidos em
baldes graduados. Apés esta etapa, o intestino foi submetido a digestdo em
solucdo fisiolégica por quatro horas, em temperatura de 37° C, para a
recuperacdo de nematddeos presentes na mucosa (Ueno e Gongalves, 1998).
Aliquotas de 10% do conteudo total do intestino e abomaso e todo o sedimento

do material obtido na digestdo foram colhidas, acondicionadas em frascos
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plasticos e preservadas com 5% de formaldeido. Todos os helmintos presentes
no material preservado foram quantificados e identificados, de acordo com o
estagio de desenvolvimento em que se encontravam (Ueno e Gongalves,

1998).

2.3.4. Exames histolégicos

Duas amostras de tecido do intestino delgado foram colhidas
imediatamente antes da abertura deste orgao e fixadas em formalina neutra
tamponada a 4%. A primeira amostra foi colhida a 10 cm do piloro e a segunda,
a um metro da primeira amostra. Em seguida as amostras foram processadas
de acordo com as técnicas de rotina histoldgica e incluidas em parafina.

As contagens de eosindfilos e de mastdcitos foram feitas em seccdes de
5 um, coradas de hematoxilina-eosina (H&E) e pelo azul de toluidina,
respectivamente. Os leucdcitos globulares foram quantificados nas seccgdes
coradas de hematoxilina-eosina, sob luz ultravioleta.

As células foram contadas em 30 campos aleatorios, desde a muscular
até a superficie da mucosa. Os resultados da contagem das células foram

expressos como a média do nimero de células/mm? de mucosa.

2.3.5. Microscopia eletrénica de varredura

As alteracdes na superficie do intestino delgado, em especial das
vilosidades do duodeno, foram analisadas em microscopia eletrbnica de
varredura. Nessa analise foram utilizadas amostras colhidas de dois animais,
gue ao longo do experimento apresentaram as maiores contagens de OPG e
também de dois animais do Grupo Controle. O material colhido foi fixado em

glutaraldeido 2,5% diluido em tampéao fosfato (pH 7,3 — 0,1 M) por 48 horas,



44

sendo posteriormente processadas com as técnicas de rotina de microscopia

eletrbnica de varredura.

2.3.6. Exames imunologicos

Nas amostras de soro foram também estimados os niveis séricos dos
anticorpos IgA e 1gG contra antigeno total de L3 e de adultos de
T. colubriformis por meio da técnica de Elisa. Também foi estimado o niveis de

IgA contra 0s mesmos antigenos no muco intestinal.

2.3.6.1. Preparacéo dos antigenos

Para a producédo dos antigenos, larvas infectantes foram produzidas em
coproculturas (Ueno e Goncalves, 1998) feitas com as fezes de cordeiros
doadores, portadores de infeccdo pura com T. colubriformis. Posteriormente,
estes mesmos animais foram sacrificados para a obtencdo dos parasitas
adultos. Com base na morfologia dos exemplares adultos dos parasitas (Ueno
e Goncalves, 1998), confirmou-se a infeccdo pura dos animais com a referida
espécie.

Os antigenos foram produzidos da seguinte forma: as larvas infectantes
foram desembainhadas (MAFF, 1986) e mantidas refrigeradas em um unico
tubo Falcon, o qual foi submetido a centrifugacdo. O sobrenadante foi retirado
deixando-se um pequeno volume de agua, suficiente para cobrir as larvas.
Neste tubo foi adicionado 2 mL de tampéo fosfato (PBS) a 4° C, suplementado
com inibidor de protease (Complete-Mini® — Roche). As L3 foram fragmentadas
com a utilizacdo de um sonicador (Vibra-Cell® — Sonics & Materials Inc.) para a
extracdo das proteinas sollveis. As larvas foram sonicadas em 20 ciclos de 1

min, com intervalo de 2 min entre eles para evitar aquecimento do material. O
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material foi centrifugado por 30 min, 15000 g, 4° C. O sobrenadante foi colhido,
aliquotado e estocado em freezer -80 °C até o momento do uso.

Exemplares adultos de T. colubriformis, obtidos dos animais infectados,
foram lavados cinco vezes em PBS (pH 7,2, 4° C). Os parasitas foram
colocados em um tubo com 2 ml de PBS a 4 °C, suplementado com inibidor de
protease (Complete-Mini® — Roche). Os parasitas adultos foram fragmentados
com a utilizacdo de um Ultra Turrax® (lka, Staufen, Alemanha) resultando em
uma pasta homogénea. Logo apdés o material foi centrifugado e processado da
mesma forma que as L3. O sobrenadante foi colhido, aliquotado e estocado em
freezer — 80 °C até o momento do uso.

As concentracdes totais de proteina do antigeno foram estimadas
através da leitura em espectrofotdmetro UV/visivel, em densidade 6tica de 540
nm (Ultrospec 2100 pro® — Amersham Pharmacia Biotech, Inglaterra), com a
utilizacdo de um kit comercial para dosagem de proteinas pela técnica de

biureto (Protal método colorimétrico® — Laborlab).

2.3.6.2. Dosagem de IgG e IgA no soro — Elisa

Em microplacas com 96 pocos (F96 Microwell plate - Maxisorp® —
NUNC), antigenos brutos de L3 e adultos de T. colubriformis, na concentracéo
de 2 pg/mL, foram incubados em tampao carbonato pH 9,6, overnight (16
horas) em temperatura ambiente, no volume de 100 uL por poco. Apds a
incubacdo com os antigenos as microplacas passaram por trés lavagens com
solucdo de lavagem constituido de 1L de agua MilliQ, 0,05% de Tween 20
(ProPure® — Amresco) em maquina de lavagem automética (ELx405® —
BioTek). Terminada esta etapa, as microplacas foram incubadas por 1 hora a

37° C com 100 uL por poco do tampdao bloqueio PBS-GT, o qual era constituido
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de PBS pH 7,0, acrescido de 0,1% de gelatina (Gelatin® — Amresco) e 0,05%
de Tween 20 (Pro Pure® — Amresco). As microplacas foram novamente lavadas
com solucéo de lavagem e acrescidas com as amostras de soro dos animais
testados, diluidas com PBS-GT na diluigdo 1:2000 para a dosagem de IgG anti-
L3 e anti-adulto e 1:500 para IgA anti-L3 e anti-adulto e aplicadas em duplicata
nas microplacas no volume de 100 pL por pogo, sendo novamente incubadas
durante 1 hora a 37° C.

As incubacbes seguintes para a dosagem de IgG anti-L3 e anti-adulto
foram realizadas primeiro com anticorpo policlonal de coelho anti-IgG ovina na
diluicdo 1:1000 (Rabbit polyclonal to Sheep IgG® — Abcam) e apds com
conjugado policlonal de cabra anti-coelhno (Polyclonal Goat Anti-Rabbit
Imunoglobulins/AP® — DAKO, Dinamarca) na diluicdo 1:4000, ambas no volume
de 100 uL por pogo e incubadas em 1 hora a 37° C. Ja para a determinagédo de
IgA anti-L3 e anti-adulto, utilizou-se incubagbes com anticorpo monoclonal de
camundongo anti-IgA ovina e bovina (Monoclonal Mouse Anti-Bovine/Ovine
IgA® — Serotec) na diluicdo 1:250 e em seguida conjugado policlonal de cabra
anti-camundongo (Polyclonal Goat Anti-Mouse Imunoglobulins/AP® — DAKO,
Dinamarca) na diluicdo 1:1000, ambas no volume de 100 uL por pogo por 1
hora a 37° C. Ambos os conjugados utilizados eram marcados com fosfatase
alcalina.

Finalmente, apds a dultima lavagem, 100 puL do substrato PNPP
(p-Nitrofenol fosfato, PNPP kit® — Pierce) foi adicionado em cada poco e a
reacdo enzimatica foi desenvolvida em 30 minutos em temperatura ambiente e
90 minutos a 4° C. Logo apos este periodo as placas foram lidas em leitor de

ELISA (Amersham-Biosciences), em densidade otica de 405 nm e os
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resultados expressos em porcentagem do valor da densidade Optica (OD)
utilizando-se como referéncia o soro de um animal positivo pela seguinte

formula:

% do valor de OD = (Média de OD do soro testado - Média do Branco) X 100%

(Média de OD do soro padréo positivo — Média do Branco)

2.3.6.3. Dosagem de IgA no muco intestinal

Por ocasido da necropsia dos animais, uma amostra de muco foi colhida
de dois segmentos do intestino delgado com 5 cm de comprimento, localizado
entre 10 cm e 20 cm do piloro. Os segmentos do intestino delgado foram
abertos e a superficie da mucosa raspada com lamina de vidro. A amostra foi
colocada em tubo Falcon de 50 mL, onde foi acrescentado 3 mL de PBS
refrigerado suplementado com inibidor de protease (1 tablete de Complete © —
Roche em 25 mL de PBS pH 7,0).

As amostras foram homogeneizadas por 1 h a 4° C. Apés esta etapa, os
tubos foram centrifugados (3000 g) por 30 min a 4° C. O sobrenadante foi
retirado e novamente centrigugado (15000 g) por 30 min, 4° C e finalmente,
aliguotado e estocado a —20° C (Kanobana et al., 2002). A concentracdo de
proteina foi determinada pela técnica de biureto (Protal método colorimétrico®—
Laborlab) e absorbancia foi lida em filtro de 562 nm. As amostras foram
ajustadas para que tivessem concentracao final de 8 mg de proteina por mL de
sobrenadante e as reacOes de Elisa para a dosagem de IgA anti-L3 e anti-
adulto de T. colubriformis no muco foram realizadas conforme as descricdes do

item 2.3.6.2. utilizadas na IgA sérica anti-L3 e anti-adulto de T. colubriformis,
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utilizando-se a diluigdo do muco em 1:25. Os resultados foram expressos em

OD da amostra — OD Branco.

2.3.7. Pesagem do linfonodo duodenal cranial
Durante a necropsia, o linfonodo duodenal cranial de todos os animais do

Grupo Infectado e do Grupo Controle foram pesados.

2.4. Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a Andlise da Variancia pelo Pacote
Estatistico Minitab® (Versdo 11). As médias foram comparadas pelo teste de
Tukey, com nivel de 1 ou de 5% de significancia. Os valores referentes as
contagens de OPG, células e imunoglobulinas foram previamente
transformados para estabilizar a variancia pelo logip (x+1). A associacao entre

as variaveis da dudltima semana de experimento do Grupo Infectado foi

determinada pelo célculo do coeficiente de correlacédo de Pearson.

3. Resultados
3.1. Contagem de ovos por grama de fezes (OPG) e carga parasitaria

Ovos de T. colubriformis foram detectados nas fezes dos cordeiros do
Grupo Infectado a partir da terceira semana poés-infeccdo com apices nas
médias de OPG registrados na quarta e na 132 semanas (Tabela 1, Figura 1).
Oocistos de Eimeria spp. também foram observados esporadicamente em
alguns animais dos trés grupos experimentais até a quarta semana de
experimento, porém em pequena quantidade.

Em consequéncia do parasitismo por T. colubriformis, na nona semana
apos o inicio das infec¢des, oito cordeiros do Grupo Infectado, apresentaram

diarréia, eliminando cibalos fecais aglomerados, com aspecto de “cachos de
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uva”, estes cibalos apresentavam consisténcia variavel de semi-sélida a
pastosa com presenca de muco intestinal (Figuras 2B e 2C). Na 102 semana
pés-infeccdo os outros dois cordeiros do Grupo Infectado também passaram a
eliminar fezes com as caracteristicas anteriormente citadas. Esta alteracédo
persistiu em todos os individuos do Grupo Infectado até o dia de sua eutanasia.
Por outro lado, os animais do Grupo Controle apresentaram fezes com
consisténcia normal (Figura 2A) e ndo apresentaram qualquer sinal clinico de
enfermidade.
Os resultados referentes ao numero de exemplares de T. colubriformis
nos animais do Grupo Infectado encontram-se representados na Tabela 2 e
Figura 3. A média aritmética (xdesvio padrdo) e a mediana da carga parasitaria
do grupo foram respectivamente de 6345,80 + 8893,68 e 1394,50. Seis dos
animais apresentaram carga parasitaria relativamente discreta que variou de 13
a 1540 parasitas, ou seja, no caso desses cordeiros menos de 1,6% das larvas
infectantes administradas conseguiram se estabelecer. Por outro lado, a maior
carga parasitaria (26830 exemplares adultos de T. colubriformis, 14140 fémeas
e 12690 machos) ocorreu no animal C60 da classe 1, o que correspondeu ao
estabelecimento de 27,5% das larvas infectantes. Nenhum animal infectado

apresentou estagios imaturos do parasita no material analisado.

3.2. Exames hematoldgicos e proteinas séricas

Nos trés grupos os valores médios do volume globular (VG) mostraram-
se dentro dos padrdes de normalidade para a espécie ovina (Tabela 3 e Figura
4A). Porém, o Grupo Infectado foi 0 que apresentou as duas menores médias
de VG, sendo que apenas na ultima semana de experimento a média deste

grupo foi significativamente inferior (P<0,05) aos outros dois grupos.
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Em relagdo a proteina sérica total (Tabela 4 e Figura 4B), o Grupo
Infectado apresentou médias estatisticamente inferiores (P<0,01) as do Grupo
Controle da semana 10 a 12 e em relacdo ao Grupo Pair-Fed da oitava a 132
semana pos-infeccdo. O grupo Pair-Fed apresentou média estatisticamente
superior (P<0,05) ao Grupo Controle apenas na segunda semana de
experimento.

Quanto aos valores médios das concentracdes séricas de albumina
(Tabela 5 e Fig. 4C), o Grupo Infectado apresentou médias significativamente
inferiores aos outros dois grupos experimentais na sexta e oitava (P<0,05), e
da nona a 132 semanas poés-infeccdo (P<0,01). Na sexta semana a média da
concentracdo sérica do Grupo Controle foi significativamente superior (P<0,05)
a do Grupo Pair-Fed.

No que diz respeito a relacdo albumina/globulinas (Tabela 6 e Figura
4D), o Grupo Infectado apresentou valores significativamente menores do que
o Grupo Pair-Fed na sétima (P<0,05), nona e 102 (P<0,01) e 112 (P<0,05)
semanas pos-infeccdo e em relagcdo ao Grupo Controle na sexta (P<0,05),
nona, 103 122 e 132 (P<0,01) semanas pos-infeccdo. O grupo Controle
apresentou valor significativamente maior (P<0,05) do que o Pair-Fed na quarta

semana de experimento.

3.3. Desempenho e consumo alimentar dos animais

A partir da sexta semana as médias de peso vivo do Grupo Infectado
foram as mais baixas (Tabela 7). Porém em nenhuma ocasido detectou-se
diferenca estatistica entre as médias dos trés grupos (P>0,05). Quanto ao
ganho de peso médio diario dos animais, o Grupo Controle apresentou o maior

ganho de peso (157,30 = 19,86 @), seguido pelo grupo Pair-Fed (114,40 +
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27,72 g). O Grupo Infectado foi o que apresentou o menor ganho de peso
médio diario (95,93 * 28,71 g), o qual diferiu estatisticamente apenas do Grupo
Controle (P<0,01). Houve também diferenca estatistica entre o Grupo Controle
e o Pair-Fed (P<0,01).

A racdo comercial ofertada aos cordeiros dos trés grupos experimentais
foi consumida em sua totalidade durante o periodo analisado. Porém,
observaram-se diferencas entre os trés grupos em relacdo ao consumo médio
diario de feno (Tabela 8). O Grupo Infectado apresentou média estaticamente
inferior a do Grupo Controle apenas na nona (P<0,01) e 122 (P<0,05) semanas
pos-infeccdo. A média de consumo do grupo Controle foi estatisticamente
superior a do Pair-Fed na sexta, sétima, oitava (P<0,05), nona (P<0,01), 102,
112 (P<0,05), 122 e 132 (P<0,01) semana de experimento. Apesar de ndo haver
diferenga estatistica no consumo de feno do Grupo Infectado e Pair-Fed, o
consumo deste ultimo grupo mostrou médias levemente inferiores, pois alguns
animais ndo consumiram o feno fornecido em sua totalidade durante todo
experimento.

O Grupo Infectado foi 0 que apresentou a menor conversao alimentar. Os
animais deste grupo necessitaram consumir diariamente 1000 g de alimento
para ganhar em meédia 88,81 + 21,19 g de peso corporal, enquanto o Grupo
Pair-Fed ganhou 112,07 + 24,36 g para cada 1000 g de alimento consumido e
0 Grupo Controle 129,07 + 12,04 g. A conversao alimentar do Grupo Infectado
foi significativamente inferior a dos outros dois grupos (P<0,01). Nao houve
diferenca significativa entre a converséo alimentar do Grupo Controle e Pair-

Fed.
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Dentro do Grupo Infectado observaram-se quatro animais susceptiveis
gque apresentaram mais de 6000 parasitas adultos e seis animais resistentes
com menos de 1600 exemplares adultos de T. colubriformis. Verificou-se que o
sub-grupo susceptivel e o resistente apresentaram respectivamente, ganho de
peso médio diario de 96,7 + 20,7 g e de 97,8 + 35,0 g (P>0,05) e conversao
alimentar de 87,6 £ 24,3 g e de 92,1 £ 20,8 g por quilograma de alimento
consumido (P>0,05). Ou seja, o desempenho dos animais com carga
parasitaria elevada foi similar ao desempenho dos animais que albergavam

poucos parasitas.

3.4. Eosinofilos sanguineos

Ocorreu aumento nas médias do niumero de eosinéfilos sanguineos do
Grupo Infectado, as quais foram significativamente mais altas do que as do
Grupo Controle nas semanas oito (P<0,01), 11 (P<0,05) e 13 (P<0,01) pos-

infeccéo (Tabela 9 e Figura 5).

3.5. Contagens de eosinoéfilos, mastocitos e leucocitos globulares na
mucosa do intestino delgado e peso de linfonodo duodenal cranial

O Grupo Infectado apresentou médias superiores no numero de
eosindfilos no duodeno (P<0,05), eosinofilos no jejuno, mastocitos e leucocitos
globulares na mucosa do duodeno e jejuno (P<0,01) em comparagcdo com 0O
Grupo Controle (Tabela 10 e Figura 6). A média de peso do linfonodo duodenal
cranial do Grupo Infectado foi de 1,79 = 0,80 g e a média do Grupo Controle foi

de 0,89 £ 0,33 g.
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3.6. Concentracdes séricas de IgG e IgA anti-L3 e anti-adulto de
T. colubriformis

O Grupo Infectado apresentou concentragfes séricas de 1gG anti-L3 de
T. colubriformis significativamente superiores ao Grupo Controle na quarta e
guinta semanas pos-infeccdo (P<0,05), sendo altamente significativa esta
diferenca (P<0,01) da sexta a 132 semana pos-infeccdo (Figura 7). Quanto as
concentracbes de IgG anti-adulto de T. colubriformis, as médias do Grupo
Infectado foram significativamente superiores na quarta (P<0,05) e altamente
significativas da quinta a 132 (P<0,01) semana pos-infec¢cdo. O Grupo Infectado
também apresentou niveis séricos de IgA anti-L3 significativamente superiores
(P<0,05) ao Grupo Controle na sexta e décima semana poés-infeccdo, sendo
altamente significativa (P<0,01) esta diferenca na terceira, da sétima a nona e
da 112 a 132 semana pos-infeccdo. O Grupo Controle apresentou médias de
IgA anti-L3 superiores estatisticamente (P<0,05) ao Grupo Infectado nas
semanas zero e dois. J4 quanto a IgA anti-adulto de T. colubriformis observou-
se no Grupo Infectado médias significativamente superiores ao Grupo Controle
na sexta semana poés-infeccdo (P<0,05), sendo altamente significativas
(P<0,01) estas diferencas na quinta semana e da sétima a 132 semanas pos-
infec¢@o. Os niveis de IgA anti-L3 e anti-adulto de T. colubriformis presentes no
muco (Figura 8) do Grupo Infectado foram significativamente superiores
(P<0,05 e P<0,01 respectivamente) aos encontrados no do muco Grupo
Controle. Ao final do experimento o cordeiro com maior carga parasitaria
pertencente ao sub-grupo dos animais susceptiveis apresentou os maiores
niveis de todas as imunoglobulinas analisadas em relacdo aos outros

individuos do Grupo Infectado.
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3.7. Alteragdes patoldgicas na mucosa intestinal do duodeno

Por meio de microscopia eletronica de varredura e histopatologia foram
observadas importantes alteracbes patolégicas na superficie da mucosa
intestinal do duodeno nos animais infectados em comparagdo com o Grupo
Controle (Figura 9). Dentre as alteracdes encontradas destacam-se: atrofia
generalizada das vilosidades intestinais com formagéo de tuneis no epitélio
duodenal; erosédo de epitélio; hiperplasia e hipertrofia das criptas intestinais,
com aumento no numero das células caliciformes e epiteliais, nestas ultimas
pode-se observar sobreposicdo dos nudcleos celulares; areas hemorragicas e

infiltrados inflamatérios com predominéncia de leucécitos mononucleares.

3.8. Correlagdes entre as variaveis do Grupo Infectado na ultima colheita
de amostras

N&o houve associacdo entre o peso inicial ou o peso final dos animais
com a carga parasitaria (r = 0,181 e 0,328, respectivamente, P>0,05). Da
mesma forma, o numero de parasitas ndo afetou o ganho de peso médio diario
(r = 0,480; P>0,05), a conversao alimentar (r = 0,158; P>0,05) e 0 consumo
diario de feno (r = 0,329; P>0,05). O coeficiente de correlacdo entre a carga
parasitaria e a contagem de OPG tambeém foi reduzido (r = 0,300; P>0,05).

Em relacdo a associagdo entre a carga parasitaria e as variaveis
hematoldgicas, associacdo significativa foi observada entre o numero de
parasitas com a concentracdo de albumina sérica (r = -0,720; P<0,05). A
contagem de eosindfilos sanguineos também ndo apresentou correlacéo
significativa com a carga parasitaria (r = -0,242; P>0,05).

As correlacdes entre as imunoglobulinas e a carga parasitaria nao foram

significativas, a mais elevada foi entre carga parasitaria e IgA anti-adulto no
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muco (r = 0,415; P>0,05). O mesmo aconteceu entre a contagem de células
inflamatdrias na mucosa e a carga parasitaria, o coeficiente mais elevado foi
entre mastécitos no jejuno e carga parasitaria (r = -0,489; P>0,05). O peso do
linfonodo duodenal também n&o apresentou correlacdo com a carga parasitaria
(r=-0,424; P>0,05).

Outros coeficientes de correlagao significativos calculados com os dados
do Grupo infectado, obtidos na ultima colheita de amostras, foram os seguintes:
peso inicial x peso final (r = 0,935; P<0,01); ganho de peso médio diario x peso
final (r=0,753; P<0,05); conversédo alimentar x ganho de peso médio diario
(r = 0,657; P<0,05); relagdo albumina/globulinas x conversédo alimentar
(r =-0,788; P<0,01); IgG anti-L3 x peso final (r = -0,744; P<0,05); IgG anti-L3 x
ganho de peso médio diario (r = -0,834; P<0,01); IgG anti-adulto x peso inicial
(r = -0,672; P<0,05); IgG anti-adulto x peso final (r = -0,825; P<0,01); IgG anti-
adulto x ganho de peso médio diario (r = -0,805; P<0,01); IgA anti-L3 x ganho
de peso médio diério (r = -0,724; P<0,05); eosindfilos sanguineos x peso inicial
(r = -0,710; P<0,05); IgA anti-L3 do muco x peso final (r = -0,639; P<0,05);
eosindfilos sanguineos x peso final (r = -0,779; P<0,01); relagédo
albumina/globulinas x concentracdo sérica de albumina (r = 0,913; P<0,01);
leucdcitos globulares do jejuno x consumo diario de feno (r = -0,638; P<0,05);
peso do linfonodo duodenal x volume globular (r = 0,784; P<0,01).

Os coeficientes de correlagdo entre os niveis das imunoglobulinas no
soro foram todos positivos e estatisticamente significativos, variaram de 0,744
(IgA anti-adulto x 1gG anti-adulto) a 0,942 (IgG anti-adulto x IgG anti-L3). Os
niveis de IgA no muco também apresentaram correlagdo positiva com os niveis

séricos de imunoglobulinas, tanto IgG quanto IgA séricas. As correlacdes
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estatisticamente significativas envolvendo IgA do muco foram as seguintes: IgA
anti-L3 no muco x 1gG sérica anti-L3 (r = 0,669; P<0,05); IgA anti-L3 no muco x
IgG sérica anti-adulto (r = 0,740; P<0,05); IgA anti-L3 no muco x IgA sérica anti-
L3 (r = 0,829; P<0,01); IgA anti-L3 no muco x IgA sérica anti-adulto (r = 0,792;
P<0,01); IgA anti-adulto no muco x IgG sérica anti-adulto (r = 0,654; P<0,05);
IgA anti-adulto no muco x IgA sérica anti-L3 (r = 0,731; P<0,05); IgA anti-adulto
no muco x IgA sérica anti-adulto (r = 0,855; P<0,01); e IgA anti-adulto no muco
x IgA sérica anti-L3 no muco (r = 0,870; P<0,01).

Os coeficientes entre os numeros de células na mucosa também foram
positivos e 0s seguintes foram estatisticamente significativos: eosinofilos do
jejuno x eosindfilos do duodeno (r = 0,739; P<0,05); mastécitos do jejuno x
eosindfilos do jejuno (r = 0,714; P<0,05); leucécitos globulares do jejuno x

mastocitos do jejuno (r = 0,719; P<0,05).

4. Discusséo

Nos ultimos anos, véarios estudos tém demonstrado o papel central da
resposta imunolégica na resisténcia contra as infec¢cdes por nematddeos
gastrintestinais na espécie ovina (Pefia et al., 2004; Greer et al., 2008). Nesta
resposta destacam-se a eosinofilia, o aumento do numero de células
inflamatoérias na mucosa como eosinoéfilos, mastocitos e leucdcitos globulares,
além do aumento da producdo de imunoglobulinas especificas contra 0s
parasitas. Neste estudo, o0s cordeiros infectados artificialmente com
T. colubriformis demonstraram essa resposta imunoldgica ao contrario dos
animais nao infectados do Grupo Controle. Em consequéncia da resposta
imunoldgica, houve baixo percentual de estabelecimento de larvas infectantes

administradas nos cordeiros infectados.
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Cordeiros da raca Santa Inés que receberam uma Unica infeccdo com
4000 larvas de T. colubriformis apresentaram, 28 dias pos-infec¢do, 1473
parasitas, ou seja, 36,8% das larvas administradas deram origem a
nematdédeos adultos (Almeida, 2009, comunicagdo pessoal). Esse percentual
de estabelecimento relatado acima foi bem superior ao registrado nos animais
do presente estudo e evidencia que a resposta imunolégica apresentada pelos
cordeiros infectados foi capaz de causar reducdo acentuada na carga
parasitaria.

Ovinos machos da raca Santa Inés, com aproximadamente um ano de
idade, naturalmente infectados com nematddeos gastrintestinais, apresentaram
distribuicdo binominal negativa dos parasitas com média de 4897 exemplares
de T. colubriformis, com cargas parasitarias que variaram de 290 e 31300
parasitas (Amarante et al., 2004; Amarante et al., 2007). Da mesma forma, no
presente estudo houve acentuada variacdo no numero de parasitas entre 0s
animais: alguns cordeiros albergavam poucos parasitas (13 a 1540
nematddeos em seis animais, estabelecimento inferior a 1,6% do indculo)
enquanto outros quatro cordeiros apresentaram carga parasitaria relativamente
alta. Entretanto a maior carga parasitaria foi de 26830 exemplares (27,5% do
indculo), casualmente registrada no animal que apresentou ao final do
experimento os mais elevados niveis de anticorpos no sangue € muco e uma
das menores contagens de células inflamatdrias na mucosa. Esses resultados
indicam que provavelmente exista variagdo na eficiéncia da atuagdo dos
diferentes elementos envolvidos na resposta imunoldgica, ou seja, tédo

importante quanto a quantidade seria a interagdo e o funcionamento entre si
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dos diferentes efetores da resposta (células inflamatdrias, anticorpos, citocinas,
entre outros elementos imunolégicos).

Com base nas contagens de OPG da ultima semana de experimento e no
namero de exemplares adultos de parasitas recuperados apds exame
detalhado do intestino delgado, calculou-se o coeficiente de correlagcdo entre
estas duas variaveis, este foi positivo, porém muito baixo (r = 0,300). Talvez a
resposta imunoldgica apresentada pelos animais tenha também interferido no
padréao de oviposicdo das fémeas de T. colubriformis.

Tanto nos animais que apresentaram carga parasitaria elevada como
naqueles com baixo parasitismo houve significativo prejuizo no desempenho
produtivo. Portanto, os efeitos do parasitismo foram decorrentes ndo apenas
dos danos diretos causados pelos vermes adultos na mucosa, mas também
das alteracbes imunopatologicas produzidas pelo contato com as larvas
infectantes.

Em concordancia com os resultados obtidos por Beriajaya e Copeman
(2006), a pior conversao alimentar deste estudo foi registrada no Grupo
Infectado, 0 que demonstrou que as lesBes produzidas pelos parasitas na
mucosa tiveram como conseqiéncia um mau funcionamento do intestino
delgado, diminuindo a eficiéncia da digestdo e absorcédo dos nutrientes. Esta
hipotese é reforcada quando comparadas as conversfes alimentares dos
Grupos Infectado e Pair-Fed, neste Ultimo grupo a conversdo foi
significativamente maior, mesmo com o0s animais tendo a sua disposicdo a
mesma quantidade de alimento que os cordeiros infectados. Além disso, €
possivel que 0s animais parasitados também tenham requerido uma alta

demanda de nutrientes e energia no desenvolvimento e manutencdo da
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imunidade e na reparacao dos tecidos intestinais danificados, priorizando assim
sua sobrevivéncia em detrimento do seu desenvolvimento corporal. Estas
observacbes concordam com os relatos de Yu et al. (2000). Estes autores
observaram que o trato gastrintestinal € um tecido altamente competitivo, que
necessita principalmente de grande quantidade de aminoacidos para realizar
suas fungbes. A demanda por aminoacidos aumenta nas infecgfes subclinicas
por T. colubriformis, em funcdo da necessidade de reparo dos tecidos lesados
e da resposta imunoldgica. Isto resulta em prejuizo no aporte de aminoacidos
para outros tecidos, com consequente diminuicdo do anabolismo nos ovinos,
gue resulta em efeitos deletérios aos indices produtivos dos animais.

Em relacdo ao consumo alimentar, em apenas duas das semanas
experimentais, o Grupo Infectado apresentou esta variavel significativamente
inferior ao Grupo Controle, ou seja, assim como relatado por Steel et al. (1980)
e Symons (1983) houve reducao no apetite nos animais parasitados, porém de
uma forma mais discreta que nestes outros dois trabalhos. Portanto,
aparentemente, a depressao no apetite ndo foi o principal transtorno causado
pelo parasitismo.

Os cordeiros Santa Inés apresentaram a partir da nona e décima
semana até o final do experimento diarréia, eliminando cibalos fecais
agregados com aspecto de “cachos de uva” e consisténcia de semi-sélida a
pastosa com grande presenca de muco intestinal. Alteracbes no aspecto e
consisténcia dos cibalos fecais foram também relatados por Kimambo et al.
(1988) e Kyriazakis et al. (1996) em cordeiros infectados artificialmente com
T. colubriformis. Sinais clinicos como apatia (animais pouco ativos,

alimentando-se vagarosamente) e desconforto (animais em constante decubito
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e/ou em postura arqueada) também foram observados na nona e 112 semana
pés-infeccdo com duracdo de uma semana, em trés individuos do Grupo
Infectado, os quais apresentaram ao final deste estudo as menores cargas
parasitarias. Os diferentes sinais clinicos exibidos pelos animais do Grupo
Infectado resistentes como também nos mais susceptiveis reforcam mais ainda
gue tanto o parasitismo direto por T. colubriformis, bem como a resposta
imunoldgica contra estes nematddeos possuem acao deletéria a sanidade dos
ovinos.

Os valores de VG em ovinos higidos variam entre 27% a 45% (Pugh,
2005), portanto, as médias de VG dos trés grupos mostraram-se dentro dos
padrées normais da espécie ovina, porém observou-se uma tendéncia a
reducdo dos valores de VG nos animais infectados a partir da nona semana
pos-infeccdo, sendo esta reducdo confrmada na dltima semana de
experimento, onde a média do Grupo Infectado foi significativamente inferior
aos demais grupos, provavelmente devido as hemorragias causadas na
mucosa intestinal pelo parasitismo e diminuicdo da disponibilidade de
nutrientes essénciais a eritropoiese. Quanto aos niveis de proteinas séricas
totais, o Grupo Infectado apresentou valores menores aos demais grupos,
sendo estes valores também abaixo da normalidade de 6,0 a 7,9 g/dL da
espécie (Pugh, 2005) em praticamente toda a segunda metade das semanas
do experimento. A diminuicdo nas concentracdes séricas de albumina do
Grupo Infectado teve grande destaque, uma vez que esteve abaixo dos outros
grupos durante toda a segunda metade deste estudo, além de quase alcancar
em Vvarios momentos os valores minimos da espécie ovina de 2,4 g/dL (Pugh,

2005), esta variavel também demonstrou correlacdo alta e negativa (r = -0,720)
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com a carga parasitdria dos animais infectados. Desta forma, assim como
observado por Steel et al. (1980), os animais altamente parasitados tendem a
ter maiores perdas desta importante proteina sérica, uma vez que tecidos
altamente lesados sofrem forte exsudacdo desta proteina, além de que grande
parte dos aminoacidos absorvidos pelo organismo séo disponibilizados na
producdo de globulinas, principalmente imunoglobulinas, o que também pode
ser observado neste experimento, uma vez que 0 periodo de maior
concentragdo de globulinas (caracterizado pela menor relagcéo
albumina/globulinas) coincidiu com o0s maiores niveis de todos as
imunoglobulinas analisadas. Baixas concentracdes séricas de albumina podem
prejudicar o metabolismo dos animais, pois esta € responsavel pelo transporte
de diversas substancias na circulacdo sanguinea.

No curto periodo de duracdo deste experimento (trés meses), nao foi
possivel evidenciar a chamada resiliéncia (tolerancia) dos animais ao
parasitismo, apenas pode-se observar que alguns animais apresentaram
aresisténcia ou suscetibilidade em relacdo ao estabelecimento dos parasitas.
De acordo com (Albers et al., 1987), os animais tolerantes seriam aqueles que
apresentariam reducdo minima da produtividade quando parasitados. No
presente experimento, 0s animais parasitados tiveram reducao meédia de 31,2%
na conversdo alimentar e 39% no ganho de peso médio diario quando
comparados aos do Grupo Controle, respectivamente. Essas redugcdes podem
ser consideradas acentuadas e possivelmente teriam implicagbes na
rentabilidade e viabilidade comercial da atividade.

Uma das medidas destinadas a preservar a eficacia dos anti-helminticos

€ a utilizacdo de tratamentos seletivos. No caso de regides de ocorréncia de
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H. contortus, o mais difundido € o método FAMACHA, no qual, além do
tratamento apenas de animais anémicos, preconiza-se a manutengcdo dos
animais em pastagens contaminadas com larvas infectantes de nematodeos,
onde haja a preservacéo da populacéo “in refugia” (Van Wyk et al., 2006). N&o
h& davidas de que a aplicacdo de tal método permite a preservagdo da vida
dos animais, porém faz-se necessario realizar estudos mais detalhados sobre o
impacto econdmico de tal método na ovinocultura, uma vez que ele negligencia
os efeitos do parasitismo por T. colubriformis. Os resultados do presente
experimento indicaram que a exposi¢cdo de animais jovens da raga Santa Inés
as larvas infectantes de T. colubriformis reduz de forma significativa o
desempenho dos animais, sendo causa de importante prejuizo a ovinocultura.
Portanto, caso se opte pelo tratamento seletivo dos animais, outras duas
varaveis deveriam ser incluidas para a identificacdo dos animais a serem
tratados com anti-helminticos: o desempenho (ganho de peso) e a consisténcia
das fezes.

Diante disso, em relacdo ao parasitismo por T. colubriformis, seria
interessante que o0s animais fossem mantidos, dentro do possivel em
ambientes com baixa contaminacdo por larvas infectantes. Nesse contexto, a
selecdo de animais resistentes para esta espécie de nematdédeo também seria
uma medida profilatica. Os individuos resistentes eliminariam apenas pequena
quantidade de ovos em suas fezes, consequentemente diminuiriam a
contaminagao das pastagens com larvas infectantes. A baixa incidéncia das L3
infectantes no ambiente levaria a diminui¢cdes significativas na exposi¢cao dos
rebanhos as infec¢cdes, 0 que suavizaria 0Ss prejuizos na produtividade,

causados tanto pelo parasitismo quanto pela resposta imunopatoldgica.
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Animais mais resistentes permitem também a diminuicdo na frequéncia de
tratamentos com drogas anti-helminticas, reduzindo também o surgimento de
populacdes de T. colubriformis resistentes a estes medicamentos.

Os resultados do presente trabalho discordam em parte da sugestao de
selecdo de animais com baixa reposta imune as infeccdes por T. colubriformis
apontada por Larsen et al. (1994), Larsen et al. (1999) e Morris et al. (2000),
porém, € necessario ressaltar que estes estudos foram realizados na Nova
Zelandia, nas racas Merino e Rommey, sendo a ocorréncia de diarréia o
principal efeito patogénico encontrado nos ovinos resistentes, a qual diminui a
gualidade da 14 dos animais, causando importantes prejuizos a este atividade.
Obviamente, futuros estudos a campo, com longa duracdo, onde 0s animais
sdo expostos a infecgBes naturais com grande numero de larvas infectantes,
devem de ser realizados para se confirmar a eficacia profilatica e o impacto
epidemiologico da selecdo de ovinos resistentes as infeccbes por
T. colubriformis de ragas nacionais e produtoras de carne como a Santa Inés.

Portanto as infecgOes artificiais por T. colubriformis causaram impacto
negativo no desempenho dos cordeiros Santa Inés, jA a resposta imune
apresentada pelos mesmos impediu o estabelecimento das larvas infectantes,
porém interferiu também na produtividade dos animais. A exemplo de Greer et
al. (2005) e Greer et al. (2008) que observaram, por meio de imunossupressao
com corticoides, significativa melhoria dos indices produtivos e diminuicdo da
acao deletéria da resposta imune em ovinos infectados respectivamente com
T. colubriformis e Teladorsagia cincumcincta, novas pesquisas devem ser

realizadas no intuito de obter uma maior compreensao do impacto dos efeitos
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imunopatologicos também nos cordeiros da raca Santa Inés infectados com

T. colubriformis.
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Tabela 1. Valores médios (+ desvio padrdo) da contagem de ovos por grama de fezes
(OPG) dos cordeiros da raga Santa Inés do grupo infectado trés vezes por semana com
2500 larvas de Trichostrongylus colubriformis e alimentado ad libitum, ao longo de 13

Semanas.

Semana OPG

0,00 £ 0,00

0,00 + 0,00

0,00 + 0,00

70,00 + 82,33

720,00 £ 352,14
520,00 + 423,74
507,60 + 460,93
300,00 £ 278,89
284,20 + 608,42
512,20 £ 775,51
168,00 + 349,72
504,10 £ 516,07
614,80 + 446,29
754,00 + 530,32
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Tabela 2. Carga parasitaria dos cordeiros da raca Santa Inés, infectados trés vezes por
semana com 2500 larvas de Trichostrongylus colubriformis e alimentado ad libitum, ao
longo de 13 semanas (Total de 97500 L3 infectantes).

Animal Numero de Numero de Carga Parasitaria
Identificacao Machos Fémeas Total
C60 12690 14140 26830
453 380 869 1249
1206 10 6 16
C63 25 33 58
Bl 2 11 13
1179 2630 3680 6310
B9 5290 8580 13870
B13 247 1293 1540
2148 5284 7268 12552

134 281 739 1020
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Tabela 3. Valores médios (+ devio padrdo) do volume globular (VG) dos cordeiros da
raca Santa Inés do grupo infectado trés vezes por semana com 2500 larvas de
Trichostrongylus colubriformis e alimentado ad libitum (Infectado), grupo né&o

infectado e alimentado ad libitum (Controle) e grupo Pair-Fed.

Semana Infectado Controle Pair-Fed
0 34,20 + 3,26 35,60 + 1,43 33,60 £ 3,20
1 33,30 £ 2,58 32,70 £ 2,21 32,50 £2,76
2 35,00 + 2,26 34,40 £ 1,96 34,10 £2,69
3 32,90 £2,13 32,30 £2,41 33,10 £3,03
4 33,30 £ 2,06 32,20 £1,93 33,00 £2,83
5 33,00 £ 1,56 32,20+1,78 32,30 +4,40
6 32,20 £ 2,25 32,30+1,34 32,40 +2,41
7 32,40+ 2,12 32,20+ 1,93 32,80 £2,70
8 32,70 £ 1,57 32,60 +1,35 32,30 £2,31
9 31,30 +1,83 32,70 £1,83 33,00 £1,56
10 32,00 +£1,33 33,50 £ 2,07 32,00 £2,54
11 29,40 £ 2,95 32,00 + 3,92 31,80 £2,15
12 31,30 +£2,91 32,10 +£1,37 30,50 £3,27
13 29,80 £+ 1,55a 32,70 £ 2,50b 32,30 +2,41b

Medias seguidas de letras mindsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca

estatistica significativa (P<0,05).
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Tabela 4. Valores medios (+ desvio padrdo) de proteina sérica total (g/dL) dos
cordeiros da raca Santa Inés do grupo infectado trés vezes por semana com 2500 larvas
de Trichostrongylus colubriformis e alimentado ad libitum (Infectado), grupo néo

infectado e alimentado ad libitum (Controle) e grupo Pair-Fed.

Semana Infectado Controle Pair-Fed
0 6,08 £ 0,18 6,12 £ 0,56 6,49 £ 0,49
1 6,15+ 0,17 6,23 £ 0,53 6,60 £ 0,51
2 6,50 £ 0,50 6,35 £ 0,39a* 6,86 + 0,28b*
3 6,60 £ 0,49 6,72 £ 0,55 7,10+ 0,38
4 6,23 £ 0,42 6,24 £ 0,36 6,53+ 0,39
5 6,33 £ 0,80 6,24 £ 0,32 6,86 £ 0,65
6 6,22 £0,34 6,20 + 0,28 6,47 + 0,31
7 550+ 1,32 6,44 £ 0,44 6,56 + 0,88
8 5,69 £ 0,45a** 6,05+ 0,28 6,39 £ 0,26b**
9 5,92 £ 0,39a** 6,19 £ 0,20 6,54 £ 0,41b**
10 5,61 £ 0,38a** 6,21 £ 0,35b** 6,37 £ 0,31b**
11 6,24 + 0,38a** 6,84 £ 0,48b** 6,96 £ 0,52b**
12 5,66 £ 0,44a** 6,12 £+ 0,28b** 6,39 £ 0,35b**
13 6,36 £ 0,38a** 6,74 £ 0,37 7,02 £ 0,41b**

Medias seguidas de letras mindsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca
estatistica significativa. Simbolos * e ** indicam diferenca significativa com P<0,05 e

P<0,01, respectivamente.
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Tabela 5. Valores médios (x desvio padrdo) das concentracdes séricas de albumina
(g9/dL) dos cordeiros da raca Santa Inés do grupo infectado trés vezes por semana com
2500 larvas de Trichostrongylus colubriformis e alimentado ad libitum (Infectado),

grupo nao infectado e alimentado ad libitum (Controle) e grupo Pair-Fed.

Semana Infectado Controle Pair-Fed
0 3,01+0,44 3,07 £0,40 2,82+0,25
1 2,76 £0,21 2,83+0,13 2,82+0,22
2 2,95+0,28 3,02+£0,25 2,90+0,18
3 2,95+0,28 3,05+0,27 3,06 £0,18
4 2,66 £ 0,29 2,78+ 0,19 2,61+0,20
5 2,98 £ 0,35 2,78 £ 0,26 3,18 £0,24
6 2,99 £ 0,27a* 3,31 £ 0,22b* 3,27 £ 0,29ab*
7 2,87 +0,97 3,08 +£0,76 3,64+£0,78
8 2,40 £ 0,36a* 2,86 £ 0,49b* 2,90 £ 0,20b*
9 2,59 £ 0,27a** 3,26 £ 0,24b** 3,29 £ 0,24b**
10 2,28 £ 0,26a** 2,97 £ 0,38b** 2,98 £ 0,26b**
11 2,76 + 0,24a** 3,43 £ 0,33b** 3,55 £ 0,40b**
12 2,68 £ 0,27a** 3,50 £ 0,21b** 3,45 £ 0,31b**
13 2,82 £ 0,44a** 3,59 £ 0,37b** 3,43 £ 0,29b**

Medias seguidas de letras mindsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca
estatistica significativa. Simbolos * e ** indicam diferenca significativa com P<0,05 e

P<0,01, respectivamente.
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Tabela 6. Valores médios (+ desvio padrdo) da relagdo albumina/globulinas dos

cordeiros da raca Santa Inés do grupo infectado trés vezes por semana com 2500 larvas

de Trichostrongylus colubriformis e alimentado ad libitum (Infectado), grupo néo

infectado e alimentado ad libitum (Controle) e grupo Pair-Fed.

Semana Infectado Controle Pair-Fed
0 1,02 + 0,29 1,08 + 0,43 0,79+0,16
1 0,82+0,13 0,84 +£0,11 0,76 £ 0,16
2 0,86 £ 0,19 0,94 £0,23 0,74 £0,10
3 0,82 £0,17 0,87 £ 0,22 0,77 +0,13
4 0,76 £ 0,16 0,82 £ 0,15a* 0,67 £ 0,07b*
5 0,90+£0,13 0,82+0,18 0,88 +0,13
6 0,94 £ 0,18a* 1,16 + 0,19b* 1,03+0,15
7 1,07 £ 0,28a* 1,32 £0,08 1,41 + 0,32b*
8 0,73+0,11 0,93 +0,25 0,84 £0,13
9 0,78 £ 0,09a** 1,12 + 0,18b** 1,03 + 0,18b**
10 0,69 £ 0,11a** 0,95 £ 0,25b** 0,90 £ 0,16b**
11 0,80 £ 0,10a* 1,04 + 0,23 1,09 + 0,33b*
12 0,93 £ 0,22a** 1,37 £ 0,28b** 1,22 +0,34
13 0,82 £ 0,21a** 1,15+ 0,17b** 0,97 £0,17

Medias seguidas de letras mindsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca

estatistica significativa. Simbolos * e ** indicam diferenca significativa com P<0,05 e

P<0,01, respectivamente.
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Tabela 7. Médias de peso vivo (Kg) (x desvio padrdo) dos cordeiros da raca Santa Inés

do grupo infectado trés vezes por semana com 2500 larvas de Trichostrongylus

colubriformis e alimentado ad libitum (Infectado), grupo néo infectado e alimentado ad

libitum (Controle) e grupo Pair-Fed.

Semana Infectado Controle Pair-Fed
0 20,44 + 4,84 20,20 £5,03 20,65 + 3,96
1 21,77 £5,42 21,60 £5,13 21,95 + 4,57
2 22,48 + 5,37 22,41 +5,14 22,56 + 4,95
3 23,47 £5,98 23,61 £5,50 23,32+ 4,76
4 24,56 * 6,22 25,18 +5,81 24,49 £511
5 25,37 + 6,46 25,18 + 6,04 25,12 £ 5,05
6 26,11 + 6,56 27,47 £5,92 26,31 +5,42
7 26,34 + 6,68 28,70 £ 6,25 26,94 +5,28
8 27,28 £ 6,88 29,92 £ 6,15 28,06 £+ 5,80
9 27,38 £ 7,17 30,89 + 6 ,47 28,71 +6,19
10 28,42 + 7,34 32,47 + 6,84 30,48 + 5,87
11 29,11+ 7,39 33,74 £ 6,82 31,47 £ 6,25
12 29,45 +7,28 34,57 + 6,89 32,11 +£6,29
13 29,17 £ 6,49 34,51 +6,77 31,06 5,42

N&o houve diferenca estatistica significativa (P>0,05) entre as médias de peso dos

animais pertencentes aos trés grupos experimentais.
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Tabela 8. Consumo médio diario de feno (g) (x desvio padrdo) dos cordeiros da raca

Santa Inés do grupo infectado trés vezes por semana com 2500 larvas de

Trichostrongylus colubriformis e alimentado ad libitum (Infectado), grupo néo

infectado e alimentado ad libitum (Controle) e grupo Pair-Fed.

Semana Infectado Controle Pair-Fed
1 408,50 + 97,55 375,21 + 114,40 425,37 £ 80,98
2 429,50 + 104,52 418,93 + 92,34 426,00 + 103,19
3 470,86 + 106,95 440,93 £ 101,81 454,14 + 100,82
4 468,07 £ 117,84 467,14 £ 110,20 465,14 + 115,99
5 489,00 + 124,34 493,00 + 115,48 486,00 + 123,52
6 506,57 + 128,63 524,29 + 120,34a* 512,00 + 139,74b*
7 521,86 + 130,90 557,57 £ 124,20a* 491,79 + 119,21b*
8 528,29 + 133,29 574,36 + 105,81a* 520,64 + 135,23b*
9 554,43 + 151,80a** 595,86 + 122,81b** 541,86 + 136,68a**
10 552,14 + 142,44 619,79 + 128,05a* 551,29 + 141,47b*
11 567,14 + 148,75 626,21 + 161,91a* 566,57 + 145,94b*
12 573,36 + 138,18a** 662,36 + 137,54b** 580,21 + 147,88a**
13 589,93 + 146,38 691,00 + 137,05a** 588,86 + 146,69b**

Médias seguidas de letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferencga estatistica

significativa. Simbolos

respectivamente.

* **%*

e

indicam diferenca significativa com P<0,05 e P<0,01,
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Tabela 9. Valores médios de eosindfilos sangliineos (células/mL) (x desvio padréo) dos
cordeiros da raca Santa Inés do grupo infectado trés vezes por semana com 2500 larvas
de Trichostrongylus colubriformis e alimentado ad libitum (Infectado) e grupo néo

infectado e alimentado ad libitum (Controle).

Semana Infectado Controle

0 95,00 +£ 97,04 142,50 + 101,41
1 137,50 £+ 159,53 267,50 + 236,89
2 45,00 + 55,03 130,00 + 113,53
3 117,50 + 126,96 122,50 + 86,16
4 345,00 + 622,14 217,50 + 166,27
5 82,501 + 09,96 217,50 + 80,62

6 365,00 + 287,03 147,50 £ 192,01
7 380,00 + 254,62 217,50 + 169,99
8 935,00 + 882,33a** 140,00 £+ 117,38b**
9 797,501 + 010,39 122,50 + 130,41
10 687,50 + 604,53 65,00 £ 63,68
11 1105,00 £ 1261,16a* 240,00 £ 428,21b*
12 955,00 + 1070,75 235,00 + 381,01
13 1292,50 + 1273,07a** 65,00 £ 60,32b**

Medias seguidas de letras mindsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca
estatistica significativa. Simbolos * e ** indicam diferenca significativa com P<0,05 e

P<0,01, respectivamente.
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Tabela 10. Valores médios do numero de eosinofilos, mastocitos e leucdcitos
globulares (+ desvio padréo) por mm? da mucosa do duodeno e jejuno dos cordeiros da
raca Santa Inés do grupo infectado trés vezes por semana com 2500 larvas de
Trichostrongylus colubriformis e alimentado ad libitum (Infectado) e grupo néo

infectado e alimentado ad libitum (Controle).

Células/segmento intestinal Infectado Controle
Eosindfilos/duodeno 180,58 + 74,99a* 106,60 + 77,62b*
Eosindfilos/jejuno 269,93 + 84,61a** 76,06 + 28,43b**
Mastocitos/duodeno 49,68 + 34,04a** 8,53 £ 9,19b**
Mastocitos/jejuno 84,89 + 49,47a** 30,05 + 35,90b**
Leucacitos globulares/duodeno 32,63 £ 14,93a** 7,73 £ 4,18b**
Leucacitos globulares/jejuno 44,33 £ 28,12a** 8,53 + 5,92b**

Medias seguidas de letras mintsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca
estatistica significativa. Simbolos * e ** indicam diferenca significativa com P<0,05 e

P<0,01, respectivamente.
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Figura 1. Valores médios da contagem de ovos por grama de fezes (OPG) dos cordeiros
da raca Santa Inés do grupo infectado trés vezes por semana com 2500 larvas de
Trichostrongylus colubriformis e alimentado ad libitum. Barras: desvio padré&o.
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Figura 2. Amostra de cibalos fecais dos animais do Grupo Controle com aspecto
normal (A); amostra de cibalos fecais dos animais do Grupo Infectado com aspecto de
“cacho de uva” (B); fezes amolecidas envoltas por muco denso abundante em um dos

animais do Grupo Infectado (C).
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Figura 3 Carga parasitaria dos cordeiros da raga Santa Inés, infectados trés vezes por
semana com 2500 larvas de Trichostrongylus colubriformis e alimentado ad libitum, ao
longo de 13 semanas (Total de 97500 L3).
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Figura 4. Valores médios do volume globular (VG) (A), da concentragdo sérica de
proteinas totais (B), albumina (C) e relacdo albumina/globulinas (D) dos cordeiros da

Santa Inés do Grupo Infectado, Controle e Pair-Fed. Barras: desvio padréo.
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Figura 5. Valores médios de eosinofilos sangliineos dos cordeiros da raca Santa Inés do

grupo infectado trés vezes por semana com 2500 larvas de Trichostrongylus

colubriformis e alimentado ad libitum (Infectado) e grupo nédo infectado e alimentado

ad libitum (Controle). Barras: desvio padrdo. Simbolos * e **: diferenca significativa

com P<0,05 e P<0,01, respectivamente.
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Figura 6. Valores médios do numero de eosinofilos, mastécitos e leucocitos globulares
(L.G.) por mm? da mucosa do duodeno e jejuno dos cordeiros da raga Santa Inés do
grupo infectado trés vezes por semana com 2500 larvas de Trichostrongylus
colubriformis e alimentado ad libitum (Infectado) e do grupo ndo infectado e
alimentado ad libitum (Controle). Barras: desvio padrdo. Simbolos * e **: diferenca

significativa com P<0,05 e P<0,01 respectivamente.



86

—o—Controle —e—Infectado |

T 100 - IgG anti-L3

=Y
o N
o O

IgG anti-adulto
80 -

60 A

40 -

Percentual do soro padréo

o

[y
N
(o]

% %k k%

R

o

o
1

IgA anti-L3
80 A
60 -

40 A

Percentual do soro padrdo

20 A * * * %

H
o
o

IgA anti-adulto
80

60

40

Percentual do soro padrdo

20

(0] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Semanas

Figura 7. Niveis séricos de IgG anti-L3, 1gG anti-adulto, IgA anti L3 e IgA anti-adulto de

Trichostrongylus colubriformis de cordeiros Santa Inés do Grupo Infectado e do Grupo

Controle. Barras: desvio padrdo. Simbolos * e **: diferenca significativa com P<0,05 e P<0,01.
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Figura 8. Niveis de IgA anti-L3 e IgA anti-adulto presentes no muco de cordeiros Santa
Inés do grupo infectado trés vezes por semana com 2500 larvas de Trichostrongylus
colubriformis (Infectado) e do grupo controle. Barras: desvio padrdo. Simbolos * e **:

diferenca significativa com P<0,05 e P<0,01 respectivamente.
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Figura 9. Vilosidades do epitélio duodenal de cordeiro do Grupo Controle, mostrando padrédo
de normalidade (A); Atrofia generalizada de vilosidades duodenais em cordeiro do Grupo
Infectado (B); Exemplar macho de T. colubriformis inserido no epitélio lesionado de mucosa
duodenal em cordeiro do Grupo Infectado (C); Extremidade anterior de T. colubriformis
emergindo de tunel na mucosa duodenal em area com atrofia de vilosidades intestinais e erosao
de epitélio (D); Criptas intestinais de cordeiro do Grupo Controle, mostrando padrdo de
normalidade (E); Hipertrofia e hiperplasia das criptas intestinais em animal do Grupo Infectado,

com aumento do nimero de células caliciformes e sobreposicdo de células epiteliais (F).
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CONCLUSOES:

Em relacdo a resposta imunoldgica e fisiopatogenia das artificiais por
T. colubriformis nos cordeiros da raga Santa Inés, as conclusdes deste estudo

foram as seguintes:

6.1. A resposta imunolégica causou diminuicdo da carga parasitaria dos
animais, demonstrado pelo baixo estabelecimento das larvas infectantes,

porém interferiu nos indices produtivos dos animais.

6.2. O tempo de infeccdo nao foi suficiente para os cordeiros da raca
Santa Inés demonstrarem resiliéncia (tolerancia) as infec¢des artificiais
por T. colubriformis, pode-se observar animais resistentes e susceptiveis

ao referido nematddeo.

6.3. O parasitismo por T. colubriformis causou prejuizos no ganho de
peso e conversao alimentar dos animais, independentemente de sua

carga parasitaria.

6.4. A acdo direta dos parasitas adultos na mucosa, bem como a
imunopatologia causada pelas larvas infectantes provocou importantes

lesdes na mucosa intestinal.

6.5. O parasitismo por T. colubriformis teve impacto sobre as variaveis
hematolégicas, destacando-se as concentracdes de albumina que foram

mais baixas nos individuos altamente parasitados.
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