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CARACTERIZAÇÃO DE RESPOSTAS IMUNES LOCAIS ASSOCIADAS AO 
FENÓTIPO DE RESISTÊNCIA PARASITÁRIA EM CORDEIROS DA RAÇA 

MORADA NOVA 
 
RESUMO - Tendo em vista o impacto da infecção por Haemonchus contortus 

na ovinocultura, é crescente o número de estudos acerca da resistência a esse 
parasita, sendo essencial a compreensão dos mecanismos imunes diretamente 
relacionados. A resposta a infecções por helmintos é predominantemente de perfil 
Th2, embora o conjunto de mecanismos imunes que conferem resistência aos 
ovinos não sejam completamente elucidado. O presente estudo objetivou avaliar as 
respostas imunes locais (abomaso) associados à resistência à infecção por H. 
contortus em cordeiros Morada Nova, raça considerada resistente. Um rebanho 
composto por 287 ovinos foi fenotipado, por meio de contagens de ovos nas fezes, 
volume globular e peso corporal, após dois desafios parasitários com 4000 L3. Os 20 
extremos de infecção (10 mais resistentes e 10 mais susceptíveis) foram submetidos 
a um terceiro desafio e abatidos sete dias após. Foram quantificados, por RT-qPCR, 
os níveis de expressão de 22 genes associados às respostas imunes, em abomaso 
e linfonodos abomasais. Além disso, eosinófilos e mastócitos foram quantificados, e 
os níveis de IgG e IgA no muco abomasal mensurados. Genes relacionados à 
resposta inata (TLR2 e CFI) foram superiormente expressos na região pilórica dos 
animais resistentes. Esses animais também apresentaram, na região fúndica, IL33 
(promotor da polarização Th2) e MS4A2 (receptor de IgE) em níveis superiores aos 
verificados nos susceptíveis. Marcadores pró-inflamatórios (TNFα e IL1β) foram 
superiormente expressos na região fúndica do abomaso dos animais susceptíveis. 
IL4 (resposta Th2) foi superiormente expressa nos linfonodos abomasais dos 
animais susceptíveis. Os cordeiros resistentes apresentaram maior quantidade de 
eosinófilos na região fúndica do abomaso e níveis superiores de IgA local. Como 
esperado, animais susceptíveis apresentaram resposta inflamatória exacerbada, 
enquanto que os resistentes apresentaram resposta mediada por eosinófilos e IgE. 
Além disso, os resultados evidenciaram importância da resposta inata na resistência 
desses cordeiros à infecção por H. contortus, mediada por TLR2 e sistema 
complemento. Não obstante, esse é o primeiro estudo a associar, diretamente, o 
fenótipo de resistência parasitária em animais de produção com altos níveis de IL33. 

 
Palavras-chave: Haemonchus contortus, raça Morada Nova, resistência do 
hospedeiro, resposta imune local 
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CHARACTERIZATION OF LOCAL IMMUNE RESPONSES ASSOCIATED WITH 
THE PARASITIC RESISTANCE PHENOTYPE IN MORADA NOVA LAMBS 

 
ABSTRACT - Considering the impact of Haemonchus contortus infection on 

sheep breeding, there is an increasing number of studies addressing host resistance 
against to this parasite, and the understanding of directly related immune 
mechanisms is essential. The response to helminth infections is predominantly Th2-
polarized, although the immune mechanisms that confer resistance to sheep are not 
fully elucidated. The present study aimed to evaluate the local immune responses 
(abomasum) associated with resistance to H. contortus infection in Morada Nova 
lambs, a breed considered resistant. A 287 sheep flock was phenotyped, by means 
of fecal egg counts, packed cell volume and body weight, after two parasitic 
challenges with 4000 L3. The 20 extremes of infection (10 most resistant and 10 most 
susceptible) were submitted to a third challenge and slaughtered seven days later. 
22 immune-related genes were quantified (RT-qPCR) in abomasum and abomasal 
lymph nodes. In addition, abomasal eosinophils and mast cells were quantified, and 
IgG and IgA levels were measured (ELISA) in abomasal mucus. Genes related to 
innate response (TLR2 and CFI) were superiorly expressed in the pyloric region of 
the resistant animals. IL33 (Th2 polarization promoter) and MS4A2 (IgE receptor) 
were also at higher levels in this group. Proinflammatory cytokines (TNFα and IL1β) 
were superiorly expressed in the fundic region of the susceptible group, which also 
had IL4 (Th2 response) superiorly expressed in their abomasal lymph nodes. 
Resistant lambs had higher eosinophils counts in abomasal fundic region, and higher 
levels of local IgA. As expected, susceptible animals had an exacerbated 
inflammatory response, whereas the resistant ones had a response mediated by 
eosinophils and IgE. In addition, the results evidenced importance of the innate 
response in sheep resistance against H. contortus infection, mediated by TLR2 and 
complement system. Nevertheless, this is the first study to directly associate the 
parasite resistance phenotype in production animals with higher levels of IL33. 

 
Keywords: Haemonchus contortus, host resistance, local immune response, Morada 
Nova breed 
  



 vi 

 

LISTA DE ABREVIATURAS 
 

∆Id – Diferença de idade 

AIC – Critério de Informação de Akaike 

APC – Célula apresentadora de antígenos 

BCR – Receptor de células B 

BIC – Critério de Informação Bayesiano 

BLAST – “Basic Local Alignment Search Tool” 

C7 – Componente 7 do sistema complemento 

CD – Grupo de diferenciação  

cDNA – DNA complementar 

CEUA – Comissão de Ética no Uso de Animais 

CFI – Fator I do sistema complemento 

CONCEA – Conselho Nacional de Experimentação Animal 

CPPSE – Centro de Pesquisas de Pecuária do Sudeste 

Cq – Ciclo quantitativo 

DAMP – Padrões moleculares associados a dados 

DNA -Ácido desoxirribonucleico 

DNAse – Desoxirribonuclease 

dpi – Dia pós-infecção 

E – Escore 

EDTA – Ácido etilenodiamino tetra-acético 

ELISA – Ensaio imunoenzimático 

Embrapa – Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária  

FcHRI – Receptor de alta afinidade para IgE 

FcHRII – Receptor de baixa afinidade para IgE 

GAPDH – Gliceraldeído 3-fostato desidrogenase 

GIN – Nematódeos gastrintestinais 

GMD – Ganho médio diário 

HE – hematoxilina-eosina 

IFN – Interferon 

Ig – Imunoglobulina 



 vii 

 

IKK – Iκβ quinase 

IL – Interleucina 

IL2RA – Cadeia alpha do receptor de IL2 

ILC2 – Células linfoides inatas tipo 2 

iNOS – Óxido nítrico sintase induzível  

Iκβ – Proteina inibitória kappa beta 

L1 – Larva de primeiro estádio 

L2 – Larva de segundo estádio 

L3 – Larva de terceiro estádio 

L4 – Larva de quarto estádio 

L5 – Larva de quinto estádio 

M – Marcador de peso molecular  

MHC – Complexo maior de histocompatibilidade 

MS4A2 – “Membrane Spanning 4-Domains A2” (codifica FcHRI) 

NFκβ – Fator nuclear kappa beta 

NO – Óxido nítrico 

NTC – Controle negativo 

OD – Densidade óptica 

OPD – 1,2-fenilenodiamina 

OPG – Ovos por grama de fezes 

PAJ – Peso ajustado 

PAMP – Padrões moleculares associados a patógenos 

pb – Pares de base 

PBS – Tampão fosfato salino 

PCR – Reação em cadeia da polimerase 

pH – Potencial hidrogeniônico 

PRR – Receptor de reconhecimento de padrões 

PV – Peso vivo 

qPCR – PCR quantitativa em tempo real 

RCF – Força centrífuga relativa 

RNA – Ácido ribonucleico 

RNAse – Ribonuclease  



 viii 

 

RT – Transcrição reversa 

SC – Soro de coelho 

SP – São Paulo 

TBE – Tampão Tris-Borato-EDTA 

Tc – T citotóxica 

TCR – Receptor de células T 

TGF – Fator de transformação do crescimento 

Th – T auxiliar 

TLR – Receptor tipo “toll” 

Tm – Temperatura de dissociação  

TNF – Fator de necrose tumoral 

Treg – T regulatória 

UV – Ultravioleta 

VG – Volume globular 

YWHAZ – Tirosina 3-monoxigenase 

  



 ix 

 

LISTA DE FIGURAS 
 

Figura 1. Esquema de fenotipagem dos 287 cordeiros quanto à resistência a 

Haemonchus contortus, do primeiro desafio parasitário (após o desmame) até a 

seleção e abate dos extremos de infecção para avaliação das respostas imunes 

locais ........................................................................................................................ 17 

Figura 2. Distribuição de frequência dos 287 cordeiros em relação às contagens de 

OPG, VG (%) e peso (kg), ao desmame .................................................................. 25 

Figura 3. Distribuição de frequência dos 287 cordeiros, de acordo com os fenótipos 

resistente (A), intermediário (B) e susceptível (C) à infecção por Haemonchus 

contortus, em relação ao valor do escore utilizado para ranqueamento .................. 26 

Figura 4. Média e erro padrão das contagens de OPG dos 287 cordeiros, de acordo 

com os fenótipos resistente, intermediário e susceptível à infecção por Haemonchus 

contortus (A) e de acordo com os sexos (B), no desmame e ao longo dos dois 

desafios parasitários ................................................................................................ 27 

Figura 5. Média e erro padrão dos valores de VG (%) dos 287 cordeiros, de acordo 

com os fenótipos resistente, intermediário e susceptível à infecção por Haemonchus 

contortus (A) e de acordo com os sexos (B), no desmame e ao longo dos dois 

desafios parasitários ................................................................................................ 31 

Figura 6. Média e erro padrão da redução percentual do VG (%) dos 287 cordeiros, 

de acordo com os fenótipos resistente, intermediário e susceptível à infecção por 

Haemonchus contortus (A) e de acordo com os sexos (B), ao longo dos dois 

desafios parasitários ................................................................................................ 32 

Figura 7. Média e erro padrão dos pesos (kg) dos 287 cordeiros, de acordo com os 

fenótipos resistente, intermediário e susceptível à infecção por Haemonchus 

contortus (A) e de acordo com os sexos (B), no desmame e ao longo dos dois 

desafios parasitários ................................................................................................ 34 

Figura 8. Eletroforese em gel de agarose a 2,5% dos produtos de amplificação dos 

genes de referência e dos genes-alvo relacionados às respostas imunes, a partir de 

cDNA oriundo de “pool” de RNA extraído de abomaso de ovinos. (M) Marcador de 

peso molecular “50 bp DNA Ladder” (Ludwig Biotec); (NTC) controle negativo (todos 



 x 

 

os componentes da reação, exceto o cDNA). As setas vermelhas indicam a 

presença de dímeros de “primers” ........................................................................... 38 

Figura 9. Curvas de dissociação das reações de amplificação dos dois genes de 

referência e dos 22 genes-alvo associados às respostas imunes, incluindo a 

temperatura de dissociação dos produtos amplificados. As setas vermelhas indicam 

dímeros de “primers” ................................................................................................ 39 

Figura 10. Comparação entre os níveis de expressão (“fold-change”) de genes 

associados à resposta imune inata nas regiões fúndica (AF) e pilórica do abomaso 

(AP) e linfonodos abomasais (LA) dos extremos (mais resistentes e mais 

susceptíveis) de infecção por Haemonchus contortus. Asteriscos indicam diferença 

significativa (* p < 0,05) entre os grupos pelo teste de Mann-Whitney .................... 43 

Figura 11. Comparação entre os níveis de expressão (“fold-change”) de genes 

associados às respostas pró-inflamatória (A) e anti-inflamatória (B) nas regiões 

fúndica (AF) e pilórica do abomaso (AP) e linfonodos abomasais (LA) dos extremos 

(mais resistentes e mais susceptíveis) de infecção por Haemonchus contortus. 

Asteriscos indicam diferença significativa (* p < 0,05) entre os grupos pelo teste de 

Mann-Whitney .......................................................................................................... 50 

Figura 12. Comparação entre os níveis de expressão (“fold-change”) de genes 

associados à resposta T regulatória (A), marcador geral de linfócitos Th (B) e 

citocinas associadas as respostas de perfil Th1 (C) e Th2 (D) nas regiões fúndica 

(AF) e pilórica do abomaso (AP) e linfonodos abomasais (LA) dos extremos (mais 

resistentes e mais susceptíveis) de infecção por Haemonchus contortus. Asteriscos 

indicam diferença significativa (* p < 0,05) entre os grupos pelo teste de Mann-

Whitney .................................................................................................................... 53 

Figura 13. Comparação entre os níveis de expressão (“fold-change”) de FHcRI nas 

regiões fúndica (AF) e pilórica do abomaso (AP) e linfonodos abomasais (LA) dos 

extremos (mais resistentes e mais susceptíveis) de infecção por Haemonchus 

contortus. Asteriscos indicam diferença significativa (* p < 0,05) entre os grupos pelo 

teste de Mann-Whitney ............................................................................................ 60 

Figura 14. Comparação entre os níveis de expressão (“fold-change”) de genes 

associados ao sistema complemento nas regiões fúndica (AF) e pilórica do abomaso 

(AP) e linfonodos abomasais (LA) dos extremos (mais resistentes e mais 



 xi 

 

susceptíveis) de infecção por Haemonchus contortus. Asteriscos indicam diferença 

significativa (* p < 0,05) entre os grupos pelo teste de Mann-Whitney .................... 62 

Figura 15. Comparação entre os níveis de anticorpos dos isótipos IgG e IgA (OD a 

492nm) no muco abomasal dos extremos (mais resistentes e mais susceptíveis) de 

infecção por Haemonchus contortus. Asteriscos indicam diferença significativa (* p < 

0,05) entre os grupos pelo teste de Mann-Whitney ................................................. 64 

Figura 16. Fotomicrografia de cortes histológicos das regiões fúndica (A) e pilórica 

(B) do abomaso de animal resistente à infecção por Haemonchus contortus (HE, 

magnificação de 400X). Nas imagens, pode ser observado infiltrado inflamatório 

linfoplasmocitário com discreta presença de eosinófilos (*) e deposição de material 

fibrinoide (seta) ......................................................................................................... 68 

Figura 17. Contagem de eosinófilos e mastócitos (número de células mm2, em 

magnificação de 400X) na mucosa das regiões fúndica (AF) e pilórica (AP) do 

abomaso dos extremos (mais resistentes e mais susceptíveis) de infecção por 

Haemonchus contortus. Asteriscos indicam diferença significativa (* p < 0,05) entre 

os fenótipos pelo teste de Mann-Whitney ................................................................ 69 

  



 xii 

 

LISTA DE TABELAS 
 

Tabela 1. Sequências dos “primers” utilizados para quantificação relativa da 

expressão gênica em cordeiros Morada Nova resistentes e susceptíveis à infecção 

por Haemonchus contortus pela técnica de RT-qPCR, incluindo: número de acesso, 

comprimento dos produtos amplificados, junção entre éxons abrangida, eficiência 

(E), coeficiente de correlação (R2) e inclinação da reta (continua) .......................... 41 

Tabela 1. Sequências dos “primers” utilizados para quantificação relativa da 

expressão gênica em cordeiros Morada Nova resistentes e susceptíveis à infecção 

por Haemonchus contortus pela técnica de RT-qPCR, incluindo: número de acesso, 

comprimento dos produtos amplificados, junção entre éxons abrangida, eficiência 

(E), coeficiente de correlação (R2) e inclinação da reta (conclusão) ....................... 42 

 

 

 

 

 



 1 

 

1. INTRODUÇÃO 
 

A ovinocultura brasileira, assim como em outros países de clima tropical, 

apresenta um grande gargalo em seus sistemas de produção: a verminose. No país, 

em especial no estado de São Paulo, as infecções por nematódeos gastrintestinais 

(GIN) têm como principal agente etiológico o parasita Haemonchus contortus, 

espécie altamente patogênica e responsável por grandes perdas econômicas, tanto 

com a queda de produtividade e óbito de animais, quanto com o gasto com 

medicamentos utilizados para seu controle (Amarante et al., 2004, O’Connor et al., 

2007). 

Dentre os ovinos criados no Brasil, os deslanados são considerados 

resistentes à verminose, com destaque à raça Morada Nova. A raça em questão, 

quando comparada com outras, nativas e exóticas, apresentou menores taxas de 

infecção e menor impacto no estado geral de saúde e produtividade, mesmo em 

períodos críticos, como o periparto (Facó et al., 2008; Issakowicz et al., 2016). 

Explorar o fenótipo de resistência desses animais pode ser ferramenta 

extremamente útil, permitindo reduzir, sobremaneira, os gastos com anti-helmínticos, 

para os quais a resistência é múltipla e encontra-se disseminada (Veríssimo et al., 

2012). 

O fenótipo de resistência à verminose em ovinos está sob controle genético, 

com herdabilidade moderada, variando entre 0,3 e 0,5 (Amarante, 2004). Tal 

característica depende substancialmente da imunidade do hospedeiro, sendo 

classicamente associada à resposta imune adaptativa de perfil Th2, com liberação 

local das citocinas IL4, IL5 e IL13 em associação a altos níveis de IgE e elevada 

quantidade de eosinófilos e mastócitos, atuando, em conjunto, no processo de 

citotoxicidade mediada por anticorpos (Else e Finkelman, 1998; MacDonald et al., 

2002). Além disso, há aumento da motilidade e secreção intestinal, estimulados pela 

IL13, auxiliando na remoção mecânica dos parasitas (Finkelman et al., 1997). 

Contudo, os dados são relativamente escassos no tocante ao envolvimento de 

outros setores do sistema imune, em especial relativos ao papel da resposta inata. 

Ainda, ressalta-se a importância recentemente evidenciada das citocinas IL25 e 

IL33, denominadas “alarminas”, como linha de defesa inicial frente aos GIN (Barlow 
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et al., 2013; Pei et al., 2016; Koyasu e Moro, 2013), sobre as quais carecem estudos 

em todas as espécies de animais de produção. 

Acerca da resposta imune aos GIN em ovinos, é importante ressaltar que 

grande parte dos trabalhos comparam diferentes raças ovinas, havendo pouca 

informação relativa à variabilidade intra-racial, especialmente em relação à raça 

Morada Nova. Destaca-se, ainda, que a compreensão dos mecanismos 

imunológicos associados aos diferentes fenótipos de resistência e susceptibilidade à 

verminose poderá fornecer valiosas informações para que futuro desenvolvimento e 

implementação de programas efetivos de seleção dessa característica, além do 

desenvolvimento de vacinas e outras medidas imuno-terapêuticas. 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1. Potencial da raça Morada Nova no Brasil 
 

No Brasil, existe grande diversidade de raças ovinas exóticas, tais como 

Texel, Ile de France, Suffolk e Dorper, e de seus cruzamentos, bem como de raças 

deslanadas adaptadas às condições tropicais, como Santa Inês e Morada Nova. As 

deslanadas são consideradas resistentes à verminose, característica extremamente 

importante diante do impacto dessa doença na ovinocultura (Amarante et al., 2004; 

Bricarello, 2004; Rocha et al., 2005).  

Morada Nova é uma raça naturalizada de ovinos deslanados do Nordeste 

brasileiro, adaptada ao clima tropical, rústica, sexualmente precoce, não apresenta 

sazonalidade reprodutiva, é prolífica, com excelente habilidade materna e possui 

pele de excelente qualidade (Facó et al., 2008). Embora a raça ainda seja pouco 

disseminada, estudos ressaltam seu potencial para produção de carne, tendo em 

vista sua resistência aos parasitas gastrintestinais (Mcmanus et al., 2013). Estudo 

recente, realizado no estado de São Paulo, demonstrou que a infecção por GIN em 

ovinos deslanados ocorreu principalmente por H. contortus, com aumento das taxas 

de infecção no periparto. Entretanto, esse aumento, que normalmente causa 

bastante impacto nos sistemas de produção de países tropicais, não chegou a afetar 
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a saúde das matrizes Morada Nova, que tiveram baixa taxa de infecção no período 

de 30 dias pós-parto (Issakowicz et al., 2016).  

Haemonchus contortus, parasita de maior importância clínica e econômica em 

nível mundial (Cavalcante et al., 2009; Chagas et al., 2013), é o predominante nos 

rebanhos do estado de São Paulo (Amarante et al., 2004; Chagas et al., 2008; 

Louvandini et al., 2006). O rebanho Morada Nova tem demonstrado elevada 

resistência à verminose, evidenciada pela baixa necessidade de vermifugações. Por 

meio de projeto piloto e monitoramentos mensais, Chagas et al. (2015a) observaram 

que o volume globular (VG) desses animais estão sempre elevados em relação às 

outras raças, nas mesmas condições de manejo, encontrando-se média de 36.3% 

para a raça Morada Nova, 29.5% para Santa Inês, 26.9% para Texel e 25.9% para 

Dorper. Tal fato destaca a possibilidade de melhor exploração da resistência do 

hospedeiro a H. contortus, o que poderá, no futuro, contribuir para o 

desenvolvimento de linhagens resistentes, promovendo maior interesse dos 

produtores na utilização da raça. 

 

2.2. Impacto dos nematódeos gastrintestinais na ovinocultura 
 

Os custos associados ao controle da verminose superam todos os gastos para 

o controle de doenças endêmicas, sendo a principal fonte de prejuízos econômicos 

aos ovinocultores nos países tropicais. As perdas são elevadas em decorrência de 

redução no consumo de alimentos, crescimento retardado, perda de peso, carcaças 

com baixo rendimento e qualidade, queda na produção de leite, baixa fertilidade e, 

nos casos de infecções maciças, altas taxas de mortalidade (O’Connor et al., 2007).  

O ciclo biológico do parasita H. contortus é do tipo direto. Os hospedeiros 

ovinos se infectam ao ingerirem larvas infectantes (L3) presentes na pastagem 

contaminada. Ao serem ingeridas, as larvas sofrem desembainhamento no interior 

do rúmen e, ao chegarem no abomaso, penetram a mucosa gástrica, originando a 

fase histotrófica do ciclo. Dentro de 9 a 12 dias após a ingestão, as L3 mudam para 

L4, as quais retornam ao lúmen gástrico, sofrendo a última muda, originando as L5. 

Após cerca de 21 dias da infecção, os adultos sexualmente maduros podem ser 

encontrados (El-Ashram et al., 2017). Após a cópula, as fêmeas, altamente 
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prolíficas, colocam seus ovos, que são expelidos junto das fezes do hospedeiro, 

contaminando a pastagem. Em condições ideais, as larvas (L1) eclodem dentro de 

algumas horas no ambiente e, após cerca de cinco a sete dias, duas mudas 

ocorrem, dando origem às L3. As larvas infectantes, protegidas pela bainha 

remanescente do estádio anterior (L2), possuem grande resistência aos fatores 

ambientais, podendo resistir por até um ano em condições de elevadas temperatura 

e umidade (O’Connor et al., 2006). 

A hemoncose ovina acarreta em variados sinais clínicos, majoritariamente 

decorrentes da ação hematófaga do parasita. A perda de sangue decorrente do 

repasto sanguíneo acarretam em variados graus de anemia, a depender do estado 

fisiológico do hospedeiro e da carga parasitária.  Em infecções severas e/ou em 

animais sem aporte nutricional adequado, a hemorragia resultante do parasitismo 

por H. contortus pode levar à morte. Além disso, a lesão das glândulas gástricas 

reduz a atividade das bombas de próton, com consequente aumento do pH gástrico, 

resultando em redução da conversão do pepsinogênio em pepsina, impedindo a 

digestão de proteínas, cuja absorção já se encontra prejudicada pela mucosa 

lesionada (Bowman et al., 2010). Em consequência, ocorre hipoproteinemia, 

acarretando em sinais cínicos característicos, com destaque para o edema 

submandibular. Presença de diarreia associada à hemoncose, contudo, é raramente 

observada.  

A resistência dos parasitas aos medicamentos é um grande obstáculo ao 

crescimento da ovinocultura e tem feito com que alguns criadores abandonem a 

atividade no estado de SP (Amarante et al., 2004). Essa resistência está 

disseminada e ocorre para grande parte dos princípios ativos atualmente disponíveis 

(Winterrowd et al., 2003; Coles et al., 2006; Almeida et al., 2010), tendo sido 

detectada em grande parte dos rebanhos ovinos avaliados no estado de SP 

(Veríssimo et al., 2012). O monepantel, molécula recente e de elevado custo, 

constitui a única alternativa para o controle de helmintos em muitos rebanhos de 

todo o país. Essa situação poderá culminar em disseminação da resistência a esse 

grupo químico, a qual foi recentemente diagnosticada no país (Cintra et al., 2016; 

Albuquerque et al., 2017; Martins et al., 2017), em um breve intervalo de tempo. 
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A crescente resistência múltipla aos anti-helmínticos tem implicação direta na 

redução da produtividade dos rebanhos, acarretando em significativas perdas 

econômicas. Esse cenário, aliado à permanente e crescente preocupação com os 

potenciais riscos decorrentes dos resíduos de medicamentos no ambiente e em 

produtos de origem animal (Waller, 1999), evidenciam a importância da adoção de 

medidas alternativas para o controle da verminose, considerando os anti-helmínticos 

como recursos limitados e valiosos, sempre aliado a medidas auxiliares (Howell et 

al., 2008). Dessa forma, a seleção de ovinos resistentes às infecções por GIN 

constitui uma medida muito interessante, reduzindo a necessidade de 

vermifugações, facilitando o manejo e reduzindo os custos do sistema de produção. 

Sendo assim, a produtividade do rebanho seria aumentada e a eficácia dos 

princípios ativos mantida, viabilizando seu uso em situações de real necessidade. 

 
2.3. Resistência de ovinos aos nematódeos gastrintestinais 

 
De maneira geral, ovinos submetidos a repetidas infecções por GIN, dentre os 

quais H. contortus, adquirem certa imunidade à verminose (Miller et al., 1983; Barger 

et al., 1985). Contudo, o nível de resistência dos animais aos parasitas varia 

substancialmente entre e dentro das diferentes raças ovinas. As raças deslanadas, 

naturais de países com clima quente e úmido, ambiente favorável ao 

desenvolvimento dos helmintos, são, de maneira geral, mais resistentes a esses 

parasitas do que as raças lanadas, naturais de países de clima frio (Mugambi et al., 

1997; Amarante et al., 2004; Bricarello et al., 2005; Amarante et al., 2009). A intensa 

variação intrarracial para o nível de resistência à verminose, por sua vez, se faz 

muito interessante na possibilidade de estudos relacionados ao melhoramento das 

raças quanto essa característica. Estudos tem demonstrado eficácia no aumento da 

resistência de raças ovinas mediante seleção, inclusive em raças inicialmente com 

alta susceptibilidade (Woolaston et al., 1990; Bisset et al., 1996; Gruner et al., 2002).  

A capacidade do hospedeiro ovino em adquirir resposta imune protetora contra 

infecções por GIN está sujeita a múltiplos fatores, como idade, estado fisiológico, 

dentre outras características, estando, ainda, sob controle genético (Amarante et al., 

2005; Andronicos et al., 2010; Hein et al., 2010). Animais jovens, por exemplo, 



 6 

 

apresentam sempre maiores níveis de infecção em relação aos animais da mesmas 

raça quando adultos, em decorrência tanto da maturação do sistema imune quanto 

da aquisição de imunidade em animais constantemente expostos à larvas 

infectantes (Colditz et al., 1996; Vanimisetti et al., 2004). Com relação ao estado 

fisiológico, é notável o aumento das taxas de infecção em ovelhas nos períodos peri 

e pós-parto, no quais, por alterações hormonais e mudanças na demanda nutricional 

para produção de leite, as fêmeas apresentam acentuada queda na imunidade, 

resultando em aumento nos níveis de infecção e consequente contaminação da 

pastagem (Zajac et al., 1988; Woolaston, 1992).  

O sistema imune é determinante no combate aos parasitas, e as respostas 

imunes são divididas, didaticamente, em inata e adaptativa. A primeira é exercida 

pelas células sentinelas de maneira não específica, tem início rápido e possui curta 

duração e não há formação de células de memória. A resposta adaptativa, por sua 

vez, é específica, tem início lento, possui longa duração e dependente de prévia 

exposição antigênica, originando célula de memória, resultando em resposta 

potencializada nas reinfecções (Tizard, 2009). Com relação aos GIN, em especial H. 

contortus, a compreensão dos mecanismos imunológicos diretamente associados à 

resistência às infecções por esses parasitas é fundamental, auxiliando  no 

desenvolvimento de novas ferramentas de controle e tratamento. 

 

2.4. Resposta imune inata nas infecções por nematódeos gastrintestinais 
 

2.4.1. Receptores de reconhecimento de padrões 

 

A resposta imune inata é a primeira linha de defesa do hospedeiro contra 

infecções, e diversas células estão envolvidas no reconhecimento de padrões 

moleculares associados a patógenos (PAMP) e a danos (DAMP), por meio de 

receptores de reconhecimento de padrões (PRR), dentre os quais os receptores do 

tipo “toll” (TLR) são o grupo mais importante, expressos principalmente por células 

sentinelas das superfícies corpóreas, como macrófagos, mastócitos, células 

dendríticas e, também, em células epiteliais das superfícies mucosas (Glass, 2012). 

Existem diversos tipos de TLRs, cujo papel no reconhecimento de PAMPs de origem 
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fúngica e bacteriana já é relativamente bem documentado, carecendo informações 

quanto ao seu papel na defesa contra infecções por GIN, nas as quais TLR2, TLR4 

e TLR9 parecem atuar, sendo superiormente expressos em ovinos resistentes a 

infecções por H. contortus e Trichostrongylus colubriformis (Ingham et al., 2008; 

MacKinnon et al., 2009; Wang et al., 2014). 

 

2.4.2. Resposta inflamatória e controle da inflamação 

 

A principal via de sinalização envolvida na resposta inflamatória é a do fator 

nuclear κB (NFκB). Em situações fisiológicas, esse fator de transcrição encontra-se 

ligado a proteína inibitória κB (IκB). Sob estímulo pró-inflamatório, como a ligação 

dos PAMPs aos TLR, ocorre ativação da proteína IκB quinase (IKK), levando à 

fosforilação e destruição do IκB, liberando e ativando NFκB, com consequente 

estímulo à síntese de citocinas pró-inflamatórias (IL6, IL1β e TNFα). Em animais que 

desenvolvem resposta efetiva contra nematódeos, essa resposta inflamatória inicial 

é seguida pela indução de atividade regulatória, caracterizada por aumento de IL10, 

TGFβ (Maizels, 2005). Em ovinos, a resposta inflamatória aos GIN, como H. 

contortus e Teladorsagia circumcincta, parece seguir o mesmo padrão, sendo 

observado estado inflamatório crônico, com elevada expressão de membros da via 

de sinalização NFκB (IKBKB e NFKBIA) e citocinas pró-inflamatórias (IL1β, IL6 e 

TNFα), além de atraso na expressão de marcadores anti-inflamatórios, como IL10 e 

TGFβ em animais susceptíveis à infecção por GIN, em nível local (Ingham et al., 

2008; Hassan et al., 2011a) ou sistêmico (Wang et al., 2014). 

Na interface entre resposta imune inata e adaptativa existe a isoforma de 

óxido nítrico sintase induzível (iNOS), cuja expressão pelas células sentinela é 

ativada pelas citocinas pró-inflamatórias e por produtos microbianos, levando à 

síntese de óxido nítrico (NO), agente oxidante com atividade citostática ou citotóxica 

contra vírus, bactérias, fungos, protozoários, helmintos e células tumorais 

(Macmicking et al., 1997; Colasanti et al., 2002). Ingham et al. (2008) encontraram 

iNOS superiormente expresso em ovinos resistentes a H. contortus e T. 

colubriformis. 
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2.4.3. Células epiteliais da mucosa e o papel das citocinas “alarminas”  

 

Mais recentemente, tem sido destacado o papel das citocinas IL25 e IL33 na 

defesa contra infecções por GIN. Essas citocinas, denominadas “alarminas”, são 

constitutivamente expressas em células epiteliais das barreiras mucosas, dentre as 

quais o trato gastrintestinal, sendo as primeiras células a terem contato com agentes 

invasores. Em resposta à lesão do tecido epitelial pelas larvas dos parasitas, ocorre 

liberação das “alarminas” IL25 e IL33, (Yasuda et al., 2012), as quais são potentes 

estimuladoras de células CD4+ Th2-polarizadas, (Kondo et al., 2008), sendo o perfil 

de resposta imune associado à defesa contra infecções helmínticas, conforme será 

discutido na sequência.  

Estudos têm evidenciado o papel de um grupo específico de células inatas 

recentemente descobertas na defesa contra infecções por GIN, as células linfoides 

inatas tipo 2 (ILC2), deficientes em marcadores celulares de superfície de linfócitos 

conhecidos (Fallon et al., 2006). Essas células atuam na indução de resposta Th2-

polarizada, mesmo na ausência de resposta adaptativa desenvolvida contra os 

parasitas. As ILC2 respondem mediante estímulo das “alarminas”, e, após serem 

ativadas, proliferam-se e secretam citocinas Th2, principalmente IL5 e IL13 (Fort et 

al., 2001; Moro et al., 2010; Saenz et al., 2010). Sendo assim, essas células atuam  

como uma linha inicial de defesa contra infecções helmínticas, além de 

potencializarem a subsequente resposta imune adaptativa, sob dependência do 

estímulo por IL25 e IL33 (Neill et al., 2010; Barlow et al., 2013).  

A importância das “alarminas” foi evidenciada em diversos estudos realizados 

com modelos murinos, tendo sido detectada, em animais com depleção de IL25, 

ineficaz controle das infecções helmínticas (Fallon et al., 2006; Owyang et al., 2006; 

Zhao et al., 2010). Essa inabilidade foi eliminada após administração de IL25 

recombinante, de maneira aparentemente independente da atuação de células B e T 

(Fallon et al., 2006). IL33 tem demonstrado, igualmente, importante papel na 

indução de imunidade protetora contra infecções por GIN, sendo sua presença 

diretamente associada a elevadas produções de IL5 e IL13, eosinofilia e hiperplasia 

de células caliciformes na mucosa intestinal (Humphreys et al., 2008; Neill et al., 

2010; Koyasu e Moro, 2013). Quanto à espécie ovina, são escassos os estudos 
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acerca do papel das alarminas no controle das infecções helmínticas, tendo sido 

encontrado apenas um estudo em relação ao papel da IL33, no qual Andronicos et 

al. (2012) detectaram aumento dessa citocina na mucosa intestinal após infecção 

por T. colubriformis. Quanto ao papel da IL25, contudo, nenhum estudo foi 

encontrado na literatura consultada, sendo esse o primeiro trabalho a avaliar, 

concomitantemente, a possível relação entre ambas as “alarminas” e a resistência 

aos GIN na espécie ovina. 

 

2.5. Resposta imune adaptativa nas infecções por nematódeos gastrintestinais 
 

2.5.1. Apresentação de antígenos, ativação e diferenciação de linfócitos naïve 

 

A resposta imune adaptativa é específica, dependendo, para seu 

desenvolvimento, do reconhecimento de antígenos específicos, os quais são 

reconhecidos no sítio de infecção, por um conjunto de células denominado células 

apresentadoras de antígenos (APC), em especial macrófagos e células dendríticas. 

O reconhecimento ocorre após ligação dos antígenos a receptores de superfície das 

APC, principalmente via complexo maior de histocompatibilidade (MHC) de classe II. 

Essas células então migram aos linfonodos regionais ao sítio de infecção, 

apresentando os antígenos processados aos linfócitos “naïve”, levando à sua 

ativação, podendo desencadear dois segmentos básicos de resposta imune 

adaptativa: celular, mediada pelos linfócitos T, e humoral, mediadas pelos linfócitos 

B. Na imunidade celular, atuam principalmente três populações de linfócitos, os T 

citotóxicos (Tc, CD8+), os T auxiliares (Th, CD4+) e os T regulatórios (Treg, CD25+). 

Com relação à resposta imune frente aos GIN, os linfócitos T CD4+ são essenciais, 

e sua depleção impede o desenvolvimento de proteção contra esses parasitas 

(Jacobs et al., 1995; Gill et al., 1993a; Karanu et al., 1997), enquanto que os 

linfócitos T CD8+, parecem ter menor importância (Balic et al., 2002). Já a resposta 

imune humoral é caracterizada pela participação de anticorpos, os quais podem 

pertencer a um dos quatro principais isótipos de imunoglobulinas (IgG, IgA, IgM e 

IgE), secretadas por plasmócitos derivados de linfócitos B ativados (Chamizo et al., 

2001). 
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2.5.2. Diferenciação dos linfócitos T CD4+ e polarização Th1/Th2 

 

Os linfócitos T CD4+ naïve (Th0), a depender do estímulo para sua ativação, 

podem ser divididos em duas subpopulações celulares, Th1 (defesa contra 

patógenos intracelulares) e Th2 (defesa contra patógenos extracelulares), 

diferenciados em função de seu perfil de citocinas, sendo IFNγ associado ao perfil 

Th1 e IL4, IL5 e IL13 associados ao perfil Th2.  

Infecções por GIN induzem uma resposta imune adaptativa de perfil Th2, 

acompanhada de elevada produção de IL4, IL5 e IL13, infiltrados de eosinófilos e 

mastócitos no sítio de infecção e produção de IgE (Else e Finkelman, 1998). Dessas 

citocinas, IL4 e IL13 induzem os linfócitos B a produzirem imunoglobulinas do isótipo 

IgE. A IL4, ainda, atua em um eixo de retroalimentação positivo sobre os linfócitos, 

aumentando ainda mais a produção das citocinas Th2 (Paul e Zhu, 2010). A IL5, por 

sua vez, estimula a produção de IgA local pelos linfócitos B (Harriman et al., 1988), 

além do desenvolvimento e ativação de eosinófilos, bem como a atração desses, a 

partir da medula óssea, ao sítio de infecção (Anthony et al., 2007). A IL13, por sua 

vez, estimula a hiperplasia de células caliciformes, com consequente incremento na 

produção de muco, além de aumento da permeabilidade do epitélio da mucosa e da 

contratilidade da musculatura lisa intestinal, facilitando, assim, a expulsão mecânica 

dos parasitas (Finkelman et al., 1997; Madden et al., 2002).  

Estudos com modelos murinos tem sugerido a existência de dicotomia entre 

as respostas de perfil Th1 e Th2. As células Th0, ao serem diferenciadas em Th1, 

produzem grande quantidade de IFNγ, que atua em eixo de retroalimentação 

negativa para produção de IL4, com consequente inibição das células Th2 e 

estimulação das células Th1 (Pulendran, 2004; Tizard, 2009). Sendo assim, animais 

cuja resposta imune frente à infecções por GIN tenha polarização Th1 seriam mais 

susceptíveis, em teoria. De fato, diversos estudos têm associado esse antagonismo 

em bovinos naturalmente infectados com Cooperia punctata (Bricarello et al., 2008) 

e H. placei (Zaros et al., 2010), havendo superior expressão de IFNγ nos animais 

com maiores taxas de infecção. Com relação específica aos ovinos, embora o 

envolvimento de resposta imune com perfil seja evidente, dados acerca da 
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existência de uma dicotomia Th1/Th2 são inconclusivos. MacKinnon et al. (2015) 

detectaram superior expressão de IL13 em linfonodos abomasais de ovinos 

resistentes à verminose no início (3º dia pós-infecção – dpi) e final da infecção (27º 

dpi), com inferior expressão de IFNγ nesse grupo ao 27º dpi. Resultados 

semelhantes foram observados por Andronicos et al. (2010), que detectaram 

superior expressão de genes relacionados à resposta de perfil Th2 em ovinos 

resistentes a T. colubriformis e H. contortus. Os animais susceptíveis a T. 

colubriformis, por sua vez, apresentaram superior expressão de cxcl10, a qual é 

induzida por ação direta do IFNγ. Outros estudos encontraram concomitância de 

ambos os perfis, com elevado nível de expressão tanto de IL4 (Th2) quanto de IFNγ 

(Th1) em ovinos infectados com H. contortus (Meeusen et al., 2005; Pernthaner et 

al., 2005) e O. ostertagi (Canals et al., 1997; Gasbarre et al., 2001).  

Outra subpopulação de linfócitos T, os Treg (CD25+), responsáveis pela 

tolerância imunológica, por meio de imunossupressão seletiva e controlada, têm 

demonstrado grande importância no controle das infecções por GIN, nas quais 

essas células encontram-se ativadas, sob ação de citocinas anti-inflamatórias, como 

IL10 e TGFβ  (Ohkura et al., 2013). No tocante aos ovinos, animais resistentes à 

verminose apresentam superior expressão de IL2RA (CD25) pouco tempo após a 

resposta inflamatória inicial (Hassan et al., 2011a; Maizels, 2005). Animais 

susceptíveis, por outro lado, apresentam atraso na expressão de IL2RA, mantendo, 

assim, um estado inflamatório crônico (Ingham et al., 2008; Hassan et al., 2011a). 

 

2.5.3. Anticorpos e resposta imune humoral 

 

A resposta imune humoral é desempenhada pelos linfócitos B, que, ao serem 

ativados pelo reconhecimento de antígenos apresentados pelas APC, mediante 

receptores de células B (BCR), são diferenciados em plasmócitos, células secretoras 

de anticorpos, pertencentes a quatro isótipos principais (IgA, IgG, IgE e IgM), a 

depender do estímulo antigênico e de citocinas dos linfócitos Th. Com relação à 

resistência de ovinos aos GIN, os isótipos IgA, IgG e IgE são os principais 

envolvidos.  
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Anticorpos do isótipo IgA, atuantes na defesa contra patógenos em 

superfícies mucosas, são associados à resistência de ovinos a infecções por T. 

circumcincta (Stear et al., 1995; McRae et al., 2014), T. colubriformis (Cardia et al., 

2011) e H. contortus (Lacroux et al., 2006). Maiores níveis de IgA têm sido 

observados em animais resistentes à verminose (Strain et al., 2002; Hassan et al., 

2011b), associados à redução de comprimento e fecundidade dos parasitas (Strain 

et al. 2002) e das cargas parasitárias (Bungiro et al. 2008). Contudo, o papel desse 

isótipo na defesa de ovinos contra H. contortus não é consenso entre os estudos, 

não tendo sido observada diferença nos níveis de IgA entre animais de raças 

resistentes e susceptíveis à hemoncose em alguns estudos (Amarante et al., 2004; 

Shakya et al., 2009).  

A IgG é o anticorpo sérico predominante, associado à resposta secundária 

aos agentes patogênicos. Embora não tenha papel efetor tão importante quanto IgA 

e IgE, elevados níveis de IgG, em nível local ou sistêmico, tem sido associados à 

resistência de ovinos a H. contortus (Gill et al., 2000; Lacroux et al., 2006, 

Andronicos et al., 2010) e T. colubriformis (Andronicos et al., 2010). 

O isótipo IgE, produzido por linfócitos B ativados mediante estímulo exercido 

pela IL4, é possivelmente um dos mais associados às infecções por GIN, com níveis 

superiores desses anticorpos, em nível sistêmico ou local, observados em ovinos 

resistentes à infecções por H. contortus (Kooyman et al., 2000) e T. colubriformis 

(Bendixsen et al., 2004). Esses anticorpos atuam em conjunto aos eosinófilos e 

mastócitos na destruição dos parasitas e, mediante receptores específicos para a 

porção Fc de IgE (FcHRI e FcHRII), essas células ligam-se aos helmintos, 

previamente recobertos pelas imunoglobulinas, sendo ativadas e liberando o 

conteúdo de seus grânulos tóxicos, em um processo denominado citotoxicidade 

mediada por anticorpos (Macdonald et al., 2002; Urb e Sheppard, 2012; Voehringer, 

2013).  

Estudos têm sugerido importante papel do sistema complemento em conjunto 

à resposta imune humoral. Eosinófilos ovinos expostos, in vitro, a L3 de H. contortus 

e soro de animais imunizados (ricos em anticorpos) contra esse estádio do parasita, 

tiveram maior sucesso na imobilização larval quando foram adicionadas proteínas do 

sistema complemento (Rainbird et al., 1998). Essa atuação do complemento na 
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resistência a H. contortus foi reforçada em estudo recente (Guo et al., 2016), sendo 

observada superior expressão de 11 genes relacionados à ativação do complemento 

em animais resistentes à hemoncose, em especial o componente 7 (C7) e fator I 

(CFI). 

 
3. OBJETIVOS 

 

3.1. Geral 
 

Caracterizar os mecanismos de respostas imunes locais associados à 

resistência a H. contortus em cordeiros da raça Morada Nova. 

 

3.2. Específicos 
 

a) Identificar, em cordeiros experimentalmente infectados com H. contortus, os 

extremos de infecção (mais resistentes e mais susceptíveis), por meio de contagem 

de OPG, VG e peso corporal. 
b) Otimizar ensaios de RT-qPCR para quantificação relativa da expressão de genes 

relacionados às respostas imunes locais. 
c) Quantificar a expressão de 22 genes relacionados às respostas imunes em 

abomaso e linfonodos abomasais dos extremos de infecção. 
d) Avaliar os níveis de IgA e IgG anti-L3 de H. contortus locais (ELISA) dos extremos 

de infecção. 
e) Quantificar eosinófilos e mastócitos no abomaso dos extremos de infecção. 
f) Correlacionar níveis de infecção por H. contortus (OPG), VG, desempenho (peso), 

níveis de expressão de genes relacionados às repostas imunes, títulos de anticorpos 

anti-L3 de H. contortus e contagem de eosinófilos e mastócitos. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
 

4.1. Animais experimentais e manejo animal 
 

O presente experimento foi conduzido no biotério da raça Morada Nova do 

Centro de Pesquisas de Pecuária do Sudeste (CPPSE/Embrapa – São Carlos, SP), 

e todos os procedimentos adotados foram aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de 

Animais (CEUA) da unidade, sob protocolo nº 04/2017, estando de acordo com os 

princípios éticos do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal 

(CONCEA). 

O rebanho ovino da raça Morada Nova do CPPSE foi introduzido na unidade 

no ano de 2009, quando foram adquiridas matrizes de uma propriedade localizada 

na região de Franca, SP. A partir do referido ano, o rebanho tem sido criado na 

fazenda experimental, utilizando-se de reprodutores advindos de outras 

propriedades também da região de Franca, SP. No ano de 2014, foram adquiridos 

três novos reprodutores oriundos do Instituto de Zootecnia (IZ) da Agência Paulista 

de Tecnologia dos Agronegócios (APTA) de Nova Odessa – SP, selecionados 

fenotipicamente com base em características voltadas à produção de carne. 

Nenhum trabalho de seleção relacionado à resistência parasitária tem sido 

desenvolvido desde então. 

Para execução do presente estudo, foram utilizados 287 cordeiros da raça 

Morada Mova, 146 machos e 141 fêmeas, com pesos ao nascer entre 1,10 kg e 4,20 

kg (média de 2,74 r 0,58 kg), produtos de 131 matrizes e 4 reprodutores, em duas 

estações de monta. Do total de cordeiros, 151 foram resultado da primeira estação 

de monta, nascidos entre abril e maio de 2017. Os 136 restantes foram obtidos na 

segunda estação de monta, nascidos entre março e maio de 2018.  

Na fase de aleitamento, os cordeiros foram mantidos junto das mães e 

submetidos a manejo alimentar em sistema “creep feeding”, utilizando ração 

composta por 58,8% de milho em grãos moído, 39% de farelo de soja, 1,2% de 

calcário calcítico e 1,0% de sal mineral próprio para ovinos. A composição 

bromatológica do referido alimento foi de 22,2% de proteína bruta (PB), 71,8% de 

nutrientes digestíveis totais (NDT), 0,63% de cálcio e 0,43% de fósforo. Os animais 
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foram assim mantidos da primeira semana de vida aos 90 dias de idade, quando 

ocorreu o desmame. Os cordeiros desmamados foram mantidos em quatro piquetes, 

com pastagem de capim Aruana, capim estrela e braquiarinha, separados pelo sexo 

(machos e fêmeas) e por lote, agrupados pelo mês de nascimento, em cada ano do 

experimento. A alimentação foi exclusivamente a pasto, com exceção do período 

seco, quando os animais foram suplementados com silagem de milho ou silagem de 

capim adicionada de polpa cítrica peletizada. Água e sal mineral foram fornecidos à 

vontade durante todo o período experimental. 

 
4.2. Fenotipagem: parâmetros parasitológicos, sanguíneos e produtivos 

 
Os 287 cordeiros, imediatamente após o desmame, foram submetidos a 

colheita de fezes para contagem de OPG (Ueno e Gonçalves, 1998) e tratados com 

monepantel 2,5% (Zolvix, Novartis) na dose de 2,5 mg/kg, para zerar a infecção 

natural (confirmação feita por duas contagens de OPG pós-tratamento). Após 15 

dias (dia zero), eles foram experimentalmente infectados com 4000 L3 de H. 

contortus (isolado Echevarría 1991), de acordo com as recomendações da “World 

Association for the Advancement of Veterinary Parasitology” (Wood et al., 1995). 

Vale ressaltar que, como os animais foram mantidos a pasto durante a fenotipagem, 

estavam também sujeitos a infecção natural por parasitas. Amostras fecais foram 

colhidas individualmente para contagem de OPG  nos dias zero, 21, 28, 35 e 42. 

Logo após, os animais foram novamente tratados e, 15 dias após, submetidos a um 

segundo desafio parasitário, com 4000 L3 de H. contortus, adotando-se o mesmo 

esquema de colheitas descrito anteriormente. Por ocasião do desmame e nos dias 

42 de ambos os desafios parasitários foram realizadas coproculturas (Roberts e 

O’Sullivan, 1950) do “pool” de fezes, para identificação genérica das L3. Amostras de 

sangue foram colhidas quinzenalmente para determinação do VG, nos dias zero, 14, 

28 e 42 de cada desafio. Para evitar óbitos, animais com VG igual ou inferior a 20%, 

seriam vermifugados, independentemente da contagem de OPG. Para a avaliação 

do desenvolvimento ponderal dos cordeiros, os mesmos foram pesados ao 

nascimento, ao desmame e nos dias zero, 28, 56, 84 e 112, contados a partir do 

primeiro desafio parasitário. Tendo em vista a diferença de idade entre os cordeiros, 
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o peso (PV) foi ajustado em relação ao cordeiro mais velho de cada lote, 

considerando o ganho médio diário (GMD) do cordeiro e a diferença de idade (∆Id), 

em dias, entre esse e o cordeiro mais velho, naquela data de pesagem. O peso 

ajustado (PAJ) foi calculado pela fórmula: PAJ = PV + GMD ∙ ∆Id. 

A partir dos dados da fenotipagem, os cordeiros foram classificados 

fenotipicamente como resistentes (20%), intermediários (60%) ou susceptíveis (20%) 

à infecção por H. contortus, de acordo com ranqueamento por escore (E), no qual 

foram considerados a média de PAJ, do desmame ao término do segundo desafio 

parasitário, a média da contagem de OPG dos dois desafios parasitários e a média 

de VG dos dois desafios parasitários, excluindo-se os dos dias zero (valores pós-

vermifugação), de acordo com a fórmula: E = (0,4 ∙ PAJ) – (0,4 ∙ OPG) + (0,2 ∙ VG). 

 

4.3. Avaliação das respostas imunes locais 
 

Foram avaliadas as respostas imunes celular e humoral locais nos 20 

cordeiros classificados como extremos de infecção (dez mais resistentes e dez mais 

susceptíveis), de acordo com o ranqueamento anteriormente descrito. A resposta 

imune celular foi avaliada pela quantificação relativa da expressão de genes 

associados às respostas imunes, por meio de transcrição reversa seguida de PCR 

em tempo real (RT-qPCR), em amostras de abomaso e linfonodos abomasais, e 

pela contagem de mastócitos e eosinófilos na mucosa e submucosa do abomaso. A 

resposta imune humoral foi avaliada pelo ensaio imunoenzimático (ELISA), 

mensurando-se anticorpos dos isótipos IgG e IgA específicos em amostras de muco 

abomasal.  

 

4.3.1. Amostragem 

 
Os 20 cordeiros classificados como extremos de infecção foram alocados em 

baias com piso cimentado previamente higienizadas, de modo a evitar infecção por 

larvas presentes na pastagem. Esses animais foram submetidos a um terceiro 

desafio parasitário com 4000 L3 de H. contortus e, sete dias após, abatidos por 

secção dos grandes vasos, após insensibilização com pistola pneumática, para 
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colheita de amostras de abomaso (regiões fúndica e pilórica) e linfonodos 

abomasais. Parte das amostras foi acondicionada em criotubos e submetida ao 

congelamento imediato em nitrogênio líquido (-196oC), sendo armazenadas a -80ºC 

até o momento da extração de RNA. O restante das amostras foi fixado em formol a 

10% v/v tamponado com fosfato (pH 7,2), para realização de exame histopatológico. 

Fragmentos de aproximadamente 4 cm2 da região fúndica do abomaso foram 

colhidos e armazenados em tubos Falcon de 50mL, congelados imediatamente em 

nitrogênio líquido e armazenados a -80ºC, para raspagem do muco abomasal, 

conforme descrito por Amarante et al. (2005). Na Figura 1 encontra-se 

esquematizada, de maneira simplificada, a fenotipagem e posterior seleção e abate 

dos extremos de infecção. 

 
Figura 1. Esquema de fenotipagem dos 287 cordeiros quanto à resistência a 

Haemonchus contortus, do primeiro desafio parasitário (após o desmame) 
até a seleção e abate dos extremos de infecção para avaliação das 
respostas imunes locais. 

 

4.3.2. Seleção dos genes-alvo e desenho dos “primers”  

 

Com base no levantamento bibliográfico que fundamentou o presente 

trabalho, foram selecionados 22 genes relacionados às respostas imunes, para 

quantificação relativa por RT-qPCR. Foram avaliados genes relacionados às 

respostas: inata (TLR2, TLR4, TLR7, TLR10, NFKBIA, IKBKB, iNOS, IL25 e IL33); 
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pró-inflamatória (TNFα e IL1β); anti-inflamatória (TGFβ e IL10); T regulatória 

(IL2RA); imune humoral (MS4A2); adaptativa de perfis Th1 (IFNγ) e Th2 (IL4, IL5 e 

IL13); marcador de células Th (CD4) e componentes do sistema complemento (C7 e 

CFI). 

Os oligonucleotídeos foram desenhados com auxílio do programa 

computacional Primer3 (http://primer3.ut.ee/), com base em sequências de RNA 

mensageiro ovino depositadas no Genbank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) 

e sequências gênicas depositadas no Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html), 

de modo a obter produtos entre 100 e 150 pares de base (pb). Sempre que possível, 

foram selecionados “primers” abrangendo pelo menos uma junção entre dois éxons 

adjacentes, de modo a evitar amplificação de DNA genômico. As sequências dos 

primers foram analisadas pelos programas Netprimer 

(http://www.premierbiosoft.com/NetPrimer/AnalyzePrimerServlet) e Oligoanalizer 

(https://www.idtdna.com/calc/analyzer), de modo a avaliar possível formação de 

estruturas secundárias. Para verificar a especificidade dos “primers” desenhados, as 

sequências esperadas dos produtos foram alinhadas com as depositadas nas bases 

de dados internacionais pelo programa “Basic Local Alignment Search Tool” 

(BLAST, https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

 

4.3.3. Extração de RNA  

 

O RNA total dos tecidos foi extraído a partir de 0,1g das amostras de 

abomaso e 0,2g dos linfonodos abomasais, com uso do QIAzol® Lysis Reagent 

(Qiagen, Cat. 79306), seguindo as recomendações do fabricante, até separação da 

fase aquosa (contendo RNA) dos restos celulares, proteicos e componentes 

fenólicos. Logo após, procedeu-se à purificação do RNA em coluna de sílica, 

utilizando o RNeasy Mini Kit (Qiagen, Cat. 74106). O RNA purificado foi eluído em 

50PL de água livre de RNAse. 

A concentração e a pureza do RNA foram estimadas em espectrofotômetro 

NanoDrop 2000 (Thermo Scientific), por leitura de absorbância a 260nm e pela 

razão entre as leituras a 260nm e 280nm (A260/A280), respectivamente. A integridade 

do RNA foi confirmada por eletroforese em gel de agarose a 1,0% em tampão Tris-

http://primer3.ut.ee/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
http://www.ensembl.org/index.html)
http://www.premierbiosoft.com/NetPrimer/AnalyzePrimerServlet)
https://www.idtdna.com/calc/analyzer
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Borato-EDTA (TBE) corado com brometo de etídio (0,2μg/mL no gel), a 100V por 40 

minutos. O gel foi visibilizado em transiluminador UV Gel DocTM XR (Bio-Rad). 

 

4.3.4. Síntese do cDNA 

 

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado em termociclador modelo T100TM 

(Bio-Rad), a partir de 1500ng de RNA total, com utilização do “High-Capacity cDNA 

Reverse Transcription Kit” (Applied BiosystemsTM, Cat. 4368814) e “primers” 

oligo(dT), em volume final de 20μL, seguindo as recomendações do fabricante. O 

cDNA obtido foi armazenado a -20ºC. Para amplificação dos genes de éxon único 

(TLR2 e TLR10) e TLR7, para o qual não foi possível abranger junções éxon-éxon, 

as amostras de RNA foram tratadas com DNAse I (ThermoFisher, cat. EN0521) 

antes da transcrição reversa. 

 

4.3.5. Desenvolvimento e otimização dos ensaios de qPCR 

 

Para a otimização dos ensaios de qPCR, foi utilizado amostra de cDNA 

sintetizada a partir de um “pool” de RNA extraído de fragmentos da região pilórica e 

da região fúndica do abomaso de um ovino, estocados a -80ºC, previamente ao 

início do experimento. As reações foram conduzidas no termociclador 7500 Real-

Time PCR System (Applied Biosystems), com intercalante de DNA SYBR Green 

Tipo I, utilizando-se o “kit” Quantifast SYBR Green PCR (Qiagen, Cat. 204056), em 

microplacas ópticas MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate (Applied Biosystems, 

Cat. N8010560), seladas com adesivos ópticos MicroAmp® Optical Adhesive Film 

(Applied Biosystems, Cat. 4311971). Em volume final de 15PL, foram adicionados 

7,5PL de 2X Quantifast SYBR Green PCR Master Mix, 0,3PL de cada um dos 

primers diluídos a 10PM (3pmol por reação), 1,9PL de água ultrapura e 5PL do cDNA 

diluído a 4ng/PL (20ng por reação). As condições de ciclagem testadas consistiram 

em desnaturação inicial a 95ºC por cinco minutos, seguida de 40 ciclos de 

desnaturação a 95ºC por 15 segundos e anelamento mais extensão a 60ºC por 35 

segundos.  
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Para verificação da especificidade dos pares de primers avaliados, ao final de 

cada ciclo de amplificação foi efetuada curva de dissociação, com temperaturas 

entre 65ºC e 95ºC e incrementos de 0,5ºC a cada cinco segundos. Além disso, os 

produtos amplificados foram submetidos à eletroforese em gel de agarose a 2,5% 

em tampão TBE corado com brometo de etídio (0,2μg/mL no gel), a 100V por 60 

minutos, para verificar se os produtos amplificados apresentavam o tamanho 

esperado.  

 
4.3.6. Avaliação da eficiência dos primers desenhados 

 

 As eficiências das reações otimizadas para os diferentes pares de “primers” 

desenhados foram determinados a partir de regressão linear, plotando-se os valores 

de Cq e a concentração de cDNA, a partir de diluições seriadas do cDNA puro 

(75ng/PL), com razão constante a depender do nível de expressão de cada gene, 

sendo igual a 10 para os mais expressos e igual a 5 para os menos expressos.  

 

4.3.7. Quantificação relativa da expressão gênica 

 
A normalização dos dados foi realizada pelo gene de referência YWHAZ 

(região pilórica do abomaso) e pela média geométrica dos valores de Cq dos genes 

GAPDH e YWHAZ (região fúndica do abomaso e linfonodos abomasais), 

selecionados em teste de estabilidade realizado anteriormente (Toscano et al., 

2018). O nível de expressão gênica foi calculado pelo método do Cq comparativo 

(''Cq), de acordo com Livak e Schmittgen (2001), para genes-alvo com eficiências 

semelhantes às do gene de referência, próximas de 100%, e pelo método da 

eficiência calibrada (Pfaffl, 2001), nos casos em que a diferença entre as referidas 

eficiências seja superior a 5%. Como amostra calibradora, foi utilizada a amostra 

com menor nível de expressão (maior 'Cq) para cada combinação gene/tecido 

avaliada. 
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4.3.8. Preparo do antígeno larval de H. contortus 

 

Para a realização dos testes ELISA, foi utilizado antígeno solúvel obtido de L3 

de H. contortus, extraídas de coproculturas de hospedeiro ovino monoinfectado, e 

produzido de acordo com Amarante et al. (2009). As larvas foram desembainhadas 

em solução de hipoclorito de sódio a 0,1%, sob constante monitoramento ao 

microscópio óptico. Logo após, as mesmas foram lavadas em tampão fosfato salino 

(PBS, pH = 7,2) e centrifugadas por 10 minutos a 3000RCF, até desaparecer o 

cheiro do hipoclorito. As larvas foram fragmentadas em PBS suplementado com 

inibidor de protease (cOmpleteTM, Roche, Cat. 11697498001), a 4ºC, com auxílio de 

sonicador modelo Vibra-Cell. O extrato obtido foi então centrifugado por 20 minutos, 

a 4ºC, em velocidade de 15000RCF. O sobrenadante, contendo o antígeno bruto, foi 

recolhido, teve sua concentração proteica mensurada por kit comercial (Protal, 

Laborlab, Cat. 1770260), e foi armazenado a -80ºC até a execução dos testes. O 

antígeno em questão foi gentilmente fornecido pelo Prof. Dr. Alessandro Francisco 

Talamini do Amarante, Professor Titular do Departamento de Parasitologia do 

Instituto de Biociências da UNESP, Campus de Botucatu. 

 

4.3.9. Preparo das amostras de muco abomasal 

 

As amostras de muco abomasal foram recuperadas de acordo com Kanobana 

et al. (2002). Os fragmentos da região fúndica do abomaso foram descongelados e o 

muco raspado da superfície da mucosa com auxílio de uma lâmina de microscopia. 

As amostras foram lavadas das lâminas com 3mL de PBS gelado, previamente 

adicionado de inibidor de protease (cOmpleteTM, Roche, Cat. 11697498001). Após 

agitação por 1 hora a 4ºC, em banho de gelo, as amostras foram centrifugadas por 

30 minutos, a 4ºC, em velocidade de 3000RCF. O sobrenadante foi recuperado e 

novamente centrifugado, por 30 minutos, a 4ºC, em velocidade de 15000RCF. O 

sobrenadante foi recolhido e a concentração proteica das amostras de muco foi 

mensurada pelo “kit” comercial “BCA Protein Assay” (Pierce, Cat. 23225)  e ajustada 

para 0,4g/dL, em PBS suplementado com inibidor de protease. 
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4.3.10. Mensuração dos anticorpos locais 

  

Foram mensurados anticorpos anti-L3 de H. contortus dos isótipos IgG e IgA 

em amostras de muco abomasal, por meio do teste ELISA, de acordo com 

metodologia descrita por Silva et al. (2012), com modificações.  

Para execução dos testes, foram utilizadas placas de 96 poços MaxiSorpTM de 

fundo chato (Nunc, Cat. 442404) e filme selador em poliester AxySeal (Axygen, Ref. 

PCR-SP). Foram utilizados 100µL do antígeno diluído (4µg/mL) em tampão 

carbonato-fosfato (pH = 9,6) pra sensibilização das placas, que foram seladas e 

incubadas “overnight” a 4ºC e posteriormente lavadas seis vezes com água ultrapura 

adicionada de 0,05% de Tween 20, em lavadora automática de placas ELx405R 

(BioTek Instruments). Entre cada uma das etapas subsequentes, as placas foram 

lavadas de acordo com esse protocolo descrito. Para o bloqueio, foram utilizados 

100 µL de soro de coelho a 1% em PBS adicionado de 0,05% de Tween 20 (PBS-

SC), e a incubação foi feita a 37ºC por 1 hora. 

Para a execução dos testes, 100µL das amostras de muco abomasal diluídas 

(1:10) em PBS-SC foram adicionados, em duplicata, a cada poço da placa, que foi 

incubada a 37ºC por 1 hora. Então, foram adicionados 100µL do anticorpo anti-IgG 

(Bethyl Laboratories, Cat. A130-101P) ou anti-IgA (Bethyl Laboratories, Cat. A130-

108P) ovinos, conjugados com peroxidase, e diluídos a 1:20000 e 1:10000, 

respectivamente, em PBS-SC, e a incubação ocorreu a 37ºC por 1 hora. Após, 

100µL do substrato 1,2-fenilenodiamina (OPD – Sigma, Cat. P5412) diluído em 

tampão citrato (pH 5,0) e peróxido de hidrogênio (20µL para cada 50mL) foram 

adicionados, sendo a incubação feita em temperatura ambiente, no escuro, por 15 

minutos. Logo após, sem lavagem das placas, a reação enzimática foi parada com 

100µL de ácido sulfúrico a 3M e a leitura feita imediatamente depois, a 492nm, em 

leitora automática de microplacas modelo 550 (Bio-Rad). Os resultados foram 

calculados como sendo a diferença entre as densidades ópticas (OD) da amostra 

teste e do branco (reação conduzida sem amostra-teste). 
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4.3.11. Histopatologia do abomaso e contagem de eosinófilos e mastócitos 

 

As amostras de abomaso fixadas em formol tamponado foram processadas 

por técnicas histológicas usuais de desidratação com concentrações crescentes de 

etanol, diafanização com xilol, inclusão em parafina e microtomia. Os cortes 

histológicos foram corados com hematoxilina-eosina (HE) e azul de toluidina para 

contagem de, respectivamente, eosinófilos e mastócitos na mucosa e submucosa do 

abomaso. A referida quantificação foi expressa pelo número de células contadas em 

cinco campos microscópicos, sob magnificação de 400X. Esse serviço foi executado 

pelo laboratório de análises clínicas veterinárias VETPAT (Campinas, SP).  

 

4.4. Análise estatística 
 

Os valores de contagem de OPG foram transformados, após análise box-cox, 

em (OPG + 1)0,37, de modo a normalizar os resíduos do modelo e estabilizar as 

variâncias. As contagens de OPG transformadas, os valores de VG, a redução 

percentual do VG (percentual de perda entre D0 e D42 de cada desafio parasitário) 

e as pesagens foram analisados por meio de modelo misto, com medidas repetidas 

do mesmo animal. O fenótipo (resistente, intermediário e susceptível à infecção por 

H. contortus), o sexo (macho e fêmea), o desafio parasitário (1º ou 2º desafio) e 

suas interações foram incluídos como efeitos fixos no modelo. Como efeito aleatório, 

foram incluídos a variável “animal” aninhada no “lote” (mês e ano de nascimento). 

Para avaliar a influência das datas de coleta, as mesmas foram incluídas como 

efeito fixo no modelo, sendo que, para as contagens de OPG e VG, a avaliação feita 

separadamente para cada desafio parasitário. Em todos os modelos, foi adotada 

matriz de covariância do tipo Auto-regressiva de Ordem 1, selecionada pelos 

critérios de informação de Akaike (AIC) e Bayesiano (BIC). As comparações 

múltiplas das médias ajustadas foram feitas pelo teste de Tukey. Os valores de 

expressão gênica relativa, OD (ELISA) e quantificação de eosinófilos e mastócitos 

entre os extremos de infecção por H. contortus foram comparados pelo teste não 

paramétrico de Mann-Whitney. Para correlacionar as variáveis, foi utilizado o 

coeficiente de correlação de Pearson (fenotipagem) e Spearman (resposta imune). 
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Os resultados foram reportados como média ± erro padrão dos dados não 

transformados. Todas as análises foram realizadas pelo pacote estatístico R Studio 

(versão 1.1.463), adotando-se nível de significância de 5% (p < 0,05). Os gráficos 

foram construídos utilizando o programa Graph Pad Prism (versão 7.0a). Ambos os 

programas foram executados em ambiente MacOS High Sierra (versão 10.13.6).  

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO  
 

5.1. Fenotipagem: parâmetros parasitológicos, sanguíneos e produtivos 
 

5.1.1. Estado sob infecção natural (desmame) e classificação dos fenótipos 

 

Ao desmame, os 287 cordeiros avaliados apresentaram, nos exames 

coproparasitológicos, contagens de ovos nas fezes entre 0 e 71350 OPG, com 

média e desvio padrão de 6643 r 8994 OPG. Ovos de Strongyloides papillosus, 

Moniezia sp. e oocistos de Eimeria spp. foram observados nas fezes de diversos 

animais. No CPPSE, é realizado tratamento seletivo dos ovinos, os quais são 

vermifugados quando apresentam contagens de ovos nas fezes iguais ou superiores 

a 4000 OPG (Chagas et al., 2014). Com base nesse critério, dos 287 cordeiros 

utilizados no presente estudo, 137 animais (47,74%) receberiam tratamento anti-

helmíntico ao desmame. 

A coprocultura para identificação genérica dos estrongilídeos revelou 

predominância de Haemonchus sp. (96,38 r 1,11%), seguido de Cooperia sp. (2,13 

r 0,48%) e Trichostrongylus sp. (1,5 r 0,71%). A predominância do gênero 

Haemonchus, compreendendo quase que a totalidade de L3 recuperadas nas 

coproculturas, já foi descrita anteriormente em ovinos pertencentes ao CPPSE, sob 

infecção natural (Chagas et al., 2008; Chagas et al., 2015b; Gonçalves et al., 2018), 

estando de acordo com outros estudos realizados em outras regiões do estado de 

São Paulo (Amarante et al., 2004; Louvandini et al., 2006). 

Com relação aos exames hematológicos, foram observados valores de VG 

entre 17% e 45%, com  média de 33,05 r 4,87%. Por se tratar de um parasita 

hematófago, o parasitismo por H. contortus (predominante nesse rebanho) 
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desencadeia variados graus de anemia. Em se tratando da espécie ovina, é 

considerado indicativo de anemia um valor de VG igual ou inferior a 24% (Feldman 

et al., 2000). No presente estudo, apenas 16 (5,57%) dos 287 cordeiros 

apresentaram, ao desmame, VG abaixo dos valores de referência para a espécie, 

representando apenas 11,68% dos 137 cordeiros com OPG ≥ 4000, exibindo 

comportamento, portanto, de resiliência à infecção por H. contortus. Ou seja, 88,32% 

desses animais apresentaram VG dentro dos parâmetros de normalidade para a 

espécie.  

 Quanto às pesagens, os animais foram desmamados com 17,59 r 3,54 kg, 

quando iniciaram-se os desafios parasitários para a fenotipagem. A Figura 2 

apresenta a distribuição de frequência dos cordeiros quanto às contagens de OPG, 

valores de VG e pesos, ao desmame. 

 

 

 
Figura 2. Distribuição de frequência dos 287 cordeiros em relação às contagens de 

OPG, VG (%) e peso (kg), ao desmame. 
 

De acordo com o ranqueamento, com escore variando entre -14824.75 a 

15.56 (Figura 3), os cordeiros foram agrupados em três fenótipos de resistência à 

infecção por H. contortus: aproximadamente 20% (57 animais) foram classificados 

como resistentes (E entre -587,13 e 15,56), 60% (173 animais) como intermediários 

(E entre -2885,60 e -587,57) e 20% (57 animais) como susceptíveis (E entre -

14824,75 e -587,57).  
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Figura 3. Distribuição de frequência dos 287 cordeiros, de acordo com os fenótipos 

resistente (A), intermediário (B) e susceptível (C) à infecção por 
Haemonchus contortus, em relação ao valor do escore utilizado para 
ranqueamento. 

 

5.1.2. Parâmetros parasitológicos: Contagem de OPG 

 

Em relação aos parâmetros parasitológicos, os níveis de infecção no 

desmame foram influenciados apenas pelo sexo (p < 0,05), sendo que os machos 

apresentaram maiores contagens de OPG em relação às fêmeas, com médias e 

erros padrões iguais a, respectivamente: 7431,96 ± 811,98 e 5843,48 ± 705,14. 

Embora não tenha havido diferença (p > 0,05) entre os fenótipos, as proporção de 

animais que seriam tratados ao desmame, de acordo com o tratamento seletivo, 

foram distintas. Dentre os 137 cordeiros com contagem de ovos nas fezes  ≥  4000 

OPG, analisados em conjunto, 22 animais (16,06%) pertencem ao fenótipo 

resistente, 85 (62.04%) ao fenótipo intermediário e os 30 restantes (21,90%) ao 

fenótipo susceptível. Analisando os fenótipos em separado, 38,60% dos resistentes, 

49,13% dos intermediários e 52,63% dos susceptíveis deveriam receber tratamento 

anti-helmíntico. 

Considerando os dados dos desafios parasitários, as contagens de OPG 

foram influenciadas pelos diferentes fenótipos (p < 0,0001) e pelos sexos (p < 

0,0001). Analisando a média geral dos dois desafios, as menores contagens de 

OPG foram observadas nos resistentes (695,63 ± 53,27), seguidos dos 

intermediários (4026,62  ± 119,47), e as maiores contagens foram encontradas nos 

animais susceptíveis (11390,02 ± 500,76). As fêmeas apresentaram-se mais 
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resistentes que os machos, com médias iguais a, respectivamente: 3462,99 ± 

171,65 e 6180,95 ± 223,92 OPG. Vale ressaltar que todas as coproculturas após 

realizadas ao final de cada desafio parasitário revelaram 100% de Haemonchus. 

As médias de OPG diferiram (p < 0,0001) entre primeiro e segundo desafios 

parasitários, havendo uma interação significativa (p < 0,0001) entre fenótipo e 

desafio, motivo pelo qual os fenótipos foram então analisados em separado. Os 

cordeiros resistentes não diferiram, quanto às contagens de OPG, entre primeiro e 

segundo desafios parasitários. Com relação aos demais fenótipos, as contagens 

foram inferiores no segundo desafio parasitário, tanto para os intermediários, com 

médias de 5015,65 ± 186,83 (primeiro desafio) e 3047,80 ± 139,68 (segundo 

desafio), quanto para os susceptíveis, com médias de 14205,06 ± 715,484 (primeiro 

desafio) e 8537,28 ± 648,52 (segundo desafio). Quanto aos sexos, as médias 

diferiram entre primeiro e segundo desafios tanto nos machos (7279,25 ± 334,76 e 

5080,72 ± 290,49, respectivamente) quanto nas fêmeas (4770,95 ± 293,49 e 

2171,49 ± 162,64, respectivamente). As médias das contagens de OPG, do 

desmame ao final do segundo desafio parasitário, de acordo com os fenótipos e 

sexos, encontra-se representada na Figura 4. 

 

 
Figura 4. Média e erro padrão das contagens de OPG dos 287 cordeiros, de acordo 

com os fenótipos resistente, intermediário e susceptível à infecção por 
Haemonchus contortus (A) e de acordo com os sexos (B), no desmame e 
ao longo dos dois desafios parasitários.  

 



 28 

 

Em se tratando dos cordeiros que necessitariam ser vermifugados, no D42 do 

primeiro desafio parasitário, 168 animais (58,54%) apresentaram contagem de ovos 

nas fezes ≥ 4000 OPG. Quando analisados os fenótipos em separado, constatou-se 

que 5,26% (3 animais) dos resistentes, 65,32% (113 animais) dos intermediários e 

91,23% (52 animais) dos susceptíveis deveriam ser tratados. Além das diferenças 

entre fenótipos, observou-se maior proporção de animais com contagem de OPG ≥ 

4000 nos machos (68,53%, 98 animais) em relação às fêmeas (50,00%, 70 animais). 

No segundo desafio, contudo, houve redução do número de animais necessitando 

tratamento anti-helmíntico, com 108 cordeiros (37,63%) nessa situação. A 

quantidade de animais com OPG elevado também diminuiu dentro dos três 

fenótipos, com a menor proporção observada nos resistentes (1,75%, 1 animal), 

seguido dos intermediários (38,73%, 67 animais) e dos susceptíveis, com a maior 

proporção (70,18%, 40 animais). Entre os sexos, também houve redução na 

proporção de animais com contagem de OPG elevada, nos machos (80 animais, 

56,34%) e, mais intensamente, nas fêmeas (28 animais, 20,44%). 

A verminose, principal causa de perdas econômicas nesses sistemas de 

produção, sofre grande influência de diversos fatores intrínsecos e extrínsecos aos 

animais, incluindo raça, idade, estado fisiológico, nutrição, dentre outros. Dentre 

esses fatores que afetam os níveis de infecção parasitária, a idade dos animais e, 

principalmente, a prévia exposição aos parasitas, são importantíssimas causas de 

variação. Cordeiros sempre apresentam maior susceptibilidade aos helmintos em 

comparação aos ovinos adultos, considerando-se animais criados sob as mesmas 

condições (Coldiz et al., 1996; Vanimisetti et al., 2004). Esse efeito da idade na 

resistência parasitária foi igualmente comprovada por Gamble e Zajac (1992), que 

não observaram diferença entre as contagens de OPG entre cordeiros de dois 

meses de idade oriundos de raças resistente e susceptível a H. contortus. Contudo, 

ao administrar a segunda infecção artificial, aos quatro meses de idade, foi possível 

observar a distinção entre os fenótipos, com base nas contagens de OPG. Esse 

resultado se assemelha ao observado no presente estudo, no qual os animais 

pertencentes aos três fenótipos (resistente, intermediário e susceptível) 

naturalmente primo-infectados, ao desmame, não diferiram entre si quanto aos 

níveis de infecção, devido à imaturidade do sistema imune. Entretanto, ao serem 
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artificialmente infectados (reinfecção), foi observada clara diferenciação dos três 

fenótipos logo no primeiro desafio parasitário. 

 Sabe-se, também, que exposição prévia aos parasitas é essencial para o 

desenvolvimento de imunidade efetiva contra GIN, permitindo considerável redução 

nos níveis de infecção em exposições repetidas. Ao avaliar o efeito de reinfecções 

por H. contortus, Trichostrongylus colubriformis e Teladorsagia circumcincta em 

ovinos, foi observado que cordeiros reinfectados sempre apresentam significativa 

redução tanto nas contagens de OPG quanto nas cargas parasitárias, em 

comparação aos animais submetidos à primo-infecção (Gamble; Zajac, 1992; 

Aumont et al., 2003; Gruner et al., 2003). No presente estudo, o mesmo efeito foi 

observado ao longo do avançar da idade dos cordeiros e das reinfeções parasitárias. 

Foi observada redução de susceptibilidade no segundo desafio parasitário em 

ambos os sexos e praticamente todos os fenótipos, com exceção dos resistentes, 

que já apresentavam baixíssimos níveis de infecção desde o primeiro desafio. 

Com relação à diferença observada entre os sexos no presente estudo, outros 

autores observaram igualmente, que fêmeas possuem superior resistência a 

infecções por diversos GIN, observados em várias espécies animais (Kamis et al., 

1992;  Evans, 2001; Selby et al., 1980; Behnke et al., 2000; Harder et al., 1992), 

incluindo os ovinos (Courtney et al., 1985; Gruner et al., 2003; Gauly et al., 2006) 

Um dos fatores apontados na causa dessa maior susceptibilidade dos machos frente 

às parasitoses é o efeito imunossupressor da testosterona, que ocasiona, in vitro, 

redução na expressão de IL4, IL5 e IL13 (D’Agostino et al., 1999 Bebo Junior et al., 

1999; Wang et al., 1993) e menor taxa de degranulação de eosinófilos (Hamano et 

al., 1998). O mesmo efeito foi observado in vivo, sendo observada resposta Th2, 

protetora contra infecções helmínticas, mais pronunciada nas fêmeas (Huber et al., 

1994).  

 

5.1.3. Parâmetros sanguíneos: VG e redução percentual do VG 

 

Para os valores de VG, ao desmame, apenas o sexo exerceu efeito 

significativo (p < 0,05), sendo que as fêmeas (33,75 ± 1,71%) apresentaram valores 

superiores aos machos (32,50 ± 1,71%). Mesmo os fenótipos não diferindo quanto 
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os valores de VG ao desmame, as proporções de animais com VG ≤ 24% foram 

distintas. Dentre os 16 cordeiros com VG ≤ 24%, 2 animais (12,50%) pertencem ao 

fenótipo resistente, 9 (56,25%) ao fenótipo intermediário e 5 (31,25%) ao fenótipo 

susceptível. Analisando os fenótipos separadamente, constatou-se que apenas 

3,51% dos resistentes, 5,20% dos intermediários e 8,77% dos susceptíveis 

apresentaram algum grau de anemia. Ainda, do total de cordeiros com valores de 

VG abaixo dos parâmetros de normalidade ao desmame, 15 animais (93,75%) eram 

animais com contagens de OPG superiores a 4000, os quais deveriam ser 

vermifugados. Apenas um animal (6,25%), posteriormente classificado como 

resistente, foi desmamado apresentando VG ≤ 24%, apesar de contagens de OPG 

inferior a 4000. 

Ao longo dos desafios parasitários foi possível evidenciar efeitos significativos 

(p < 0,0001) tanto dos fenótipos, quanto dos sexos. Os animais resistentes 

apresentaram os maiores valores de VG (35,20 ± 0,39%), seguidos dos 

intermediários (33,67 ± 0,31%), e os menores valores foram observados nos animais 

susceptíveis (31,10 ± 0,39%). Com relação aos sexos, as fêmeas (34,15 ± 0,33%) 

apresentaram valores superiores aos machos (32,49 ± 0,33%). 

Houve efeito significativo (p < 0,01) dos desafios parasitários sobre os valores 

de VG, com interações significativas entre fenótipo e desafio (p < 0,01) e entre sexo 

e desafio (p < 0,01). Os valores de VG dos animais resistentes não diferiram entre 

primeiro e segundo desafio parasitário. Quanto aos demais fenótipos, a média de 

VG dos intermediários no primeiro desafio parasitário (33,30 ± 0,34%) foi inferior em 

comparação ao segundo desafio (34,03 ± 0,34%), assim como nos susceptíveis, 

cujas médias de VG no primeiro e segundo desafios parasitários foram, 

respectivamente: 30,35 ± 0,45% e 31,86 ± 0,45%. Quanto aos sexos, apenas as 

fêmeas diferiram entre primeiro (33,51 ± 0,36%) e segundo desafio (34,80 ± 0,36%). 

A Figura 5 apresenta as médias de VG no desmame e ao longo dos dias 

experimentais de cada desafio parasitário, de acordo com os fenótipos e sexos. 
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Figura 5. Média e erro padrão dos valores de VG (%) dos 287 cordeiros, de acordo 
com os fenótipos resistente, intermediário e susceptível à infecção por 
Haemonchus contortus (A) e de acordo com os sexos (B), no desmame e 
ao longo dos dois desafios parasitários.  

 

Ao final do primeiro desafio parasitário, apenas uma pequena proporção dos 

cordeiros (5,23%, 15 animais) apresentou VG ≤ 24%, correspondendo a apenas 

12.96% daqueles com contagem de OPG acima dos limites para tratamento. 

Analisando-se os fenótipos em separado, constatou-se que nenhum animal 

resistente, 2,31% (4 animais) dos intermediários e 19,30% (11 animais) dos 

susceptíveis apresentaram VG ≤  24% nessa data experimental. Foi observado, 

inclusive, que desses 15 animais com valores de VG abaixo do referencial, 14 

(93,33%) eram machos. No segundo desafio, apesar da menor proporção de 

animais com contagens de OPG acima de 4000, a quantidade de animais com VG ≤ 

24% não diferiu em relação ao primeiro desafio, sendo que 13 (86,67%) desses 15 

animais eram machos. Contudo, a proporção dentro dos fenótipos diferiu nesse 

segundo desafio, com ausência de animais com VG ≤ 24% nos resistentes, 4,62% 

(8 animais) nos intermediários e 12,28% (7 animais) nos susceptíveis. 

A redução percentual do VG entre o início (dia da infecção artificial) e final 

(D42) de cada desafio parasitário foi influenciada pelo fenótipo (p < 0,0001), pelo 

sexo (p < 0,0001) e pelo desafio parasitário (p < 0,01), não havendo interações 

significativas (p > 0,05). Os três fenótipos diferiram entre si para a característica, 

sendo que a média dos animais resistentes (6,32 ± 2,54%) foi inferior aos demais 

em cerca de duas vezes em relação aos intermediários (12,25 ± 2,41%) e três vezes 
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em relação aos susceptíveis (18,97 ± 2,53%). As fêmeas (10,38 ± 2,43%) 

apresentaram menor redução que o machos (14,64 ± 2,44%). Ao avaliar o rebanho 

como um todo, os animais apresentaram menor redução percentual do VG no 

segundo desafio (11,23 ± 2,44%), quando comparado ao primeiro (13,79 ± 2,44%). 

As médias das reduções percentuais do VG para os animais, de acordo com os 

fenótipos e com os sexos, em cada desafio parasitário, estão representadas na 

Figura 6.  
 

 
Figura 6. Média e erro padrão da redução percentual do VG (%) dos 287 cordeiros, 

de acordo com os fenótipos resistente, intermediário e susceptível à 
infecção por Haemonchus contortus (A) e de acordo com os sexos (B), ao 
longo dos dois desafios parasitários.  

 

A infecção por H. contortus exerceu impacto sobre os parâmetros 

sanguíneos, sendo observado que, quanto mais alta a contagem de OPG, menor o 

VG, comportamento observado no desmame (r = -0,61; p < 0,0001) e durante os 

desafios parasitários (r = -0,66; p < 0,0001). Já para a redução percentual do VG, a 

correlação com as contagens de OPG foi positiva (r = 0,39; p < 0,0001). 

Haemonchus contortus é um parasita hematófago. As larvas de último estádio 

(L5) e os adultos podem ingerir, individualmente, cerca de 50µL de sangue por dia da 

mucosa do abomaso (Clark et al., 1962). Supondo uma infecção severa com carga 

parasitária igual a 5000 exemplares, as perdas sanguíneas diárias podem chegar a 

250mL. Sendo assim, a avaliação de parâmetros hematológicos se faz uma medida 
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extremamente importante na avaliação do estado geral de saúde de ovinos 

parasitados por H. contortus, além dos exames coproparasitológicos. Nesse sentido, 

reduções dos valores de VG em animais infectados por esse parasita são 

esperadas, tendo sido observada em diversos estudos, avaliando infecções naturais 

(Lôbo et al., 2009; Reynecke et al., 2011; Zaragoza-Vera et al., 2019) e artificiais 

(Castillo et al., 2011; Bambou et al., 2013). Do mesmo modo, assim como observado 

no presente estudo, tem sido demonstrada correlação negativa entre os níveis de 

infecção por H. contortus e valores de VG, os quais sempre encontram-se elevados 

em animais de raças ou linhagens resistentes ao parasita (Amarante et al., 2009; 

Zaros et al., 2014; Pereira et al., 2016; Gonçalves et al., 2018). Ainda assim, existem 

animais com certa resiliência frente às infecções parasitárias, apresentando-se 

saudáveis mesmo infectados, como é o caso da raça Morada Nova. Alberts et al. 

(1987) observaram que os valores de VG de cordeiros da referida raça, em 

comparação a ovinos Santa Inês e Somalis brasileiro, apresentaram, mesmo quando 

as contagens de OPG eram elevadas e semelhantes entre os grupos, em infecção 

com predominância de H. contortus, mantiveram valores de VG dentro dos 

parâmetros de normalidade, ao longo de todo o experimento. Esse resultado 

destaca a resiliência da raça Morada Nova, que manteve-se clinicamente saudável 

apesar da infecção parasitária, assim como observado no presente estudo, 

evidenciado pela baixa proporção de animais com VG ≤ 24% ao desmame e nos 

subsequentes desafios parasitários. 

Tendo em vista essa correlação negativa entre a infecção por H. contortus e 

os parâmetros sanguíneos dos ovinos, o aumento dos valores de VG observado no 

segundo desafio parasitário já era esperado, tendo em vista a queda nos níveis de 

infecção ocorrida, decorrente da aquisição de imunidade devida ao aumento da 

idade dos animais e exposição prévia ao parasita.  

 

5.1.4. Parâmetros produtivos: peso corporal 

 

Os pesos ao desmame foram influenciados pelo fenótipo (p < 0,05) e pelo 

sexo (p < 0,01) dos cordeiros. Os pesos dos resistentes (18,27 ± 0,95 kg) foram 

superiores aos dos susceptíveis (16,55 ± 0,94 kg), enquanto que os pesos dos 
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intermediários (17,68 ± 0,87 kg) não diferiram dos animais classificados nos outros 

fenótipos. Quanto aos sexo, os machos (18,14 ± 0,89 kg) foram desmamados com 

pesagem superior às fêmeas (16,86 ± 0,89 kg). Em decorrência dos desafios 

parasitários, os pesos foram influenciados tanto pelo fenótipo (p < 0,01), quanto pelo 

sexo (p < 0,01). No dia zero do primeiro desafio parasitário, os pesos dos animais de 

acordo com o fenótipo apresentaram o mesmo padrão observado no desmame. 

Contudo, a partir do D28, os resistentes e intermediários não diferiram entre si, e 

ambos apresentaram média de peso superior aos susceptíveis, comportamento este 

que foi mantido até o D112, pós-desafios, quando as médias de peso dos animais 

resistentes, intermediários e susceptíveis foram, 28,34 ± 0,94 kg, 27,65 ± 0,47 kg e 

23,76 ± 0,74 kg, respectivamente. Deste modo, destaca-se  fato de a seleção para 

resistência às infecções por H. contortus não apresentar evidências de prejuízo nos 

parâmetros produtivos, tendo em vista animais resistentes não diferirem em relação 

aos intermediários quanto ao peso corporal. Em relação ao sexo, os pesos dos 

machos foram superiores aos das fêmeas em todas as datas experimentais, sendo 

os respectivos pesos finais (D112) iguais a 28,16 ± 0,69 kg e 25,00 ± 0,56 kg. Na 

Figura 7 estão representadas as médias de peso no desmame e ao longo dos dias 

experimentais de cada desafio parasitário, de acordo com os fenótipos e sexos.  

 
 

 
Figura 7. Média e erro padrão dos pesos (kg) dos 287 cordeiros, de acordo com os 

fenótipos resistente, intermediário e susceptível à infecção por 
Haemonchus contortus (A) e de acordo com os sexos (B), no desmame e 
ao longo dos dois desafios parasitários.  
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O peso ao nascer e, mais intensamente, o peso ao desmame exerceram 

influência positiva no peso final (D112) dos cordeiros, sendo as respectivas 

associações iguais a r = 0,33 (p < 0,0001) e r = 0,73 (p < 0,0001). Já em relação à 

infecção parasitária, a influência exercida no peso foi negativa. Altas contagens de 

OPG resultaram em menores pesos, tanto no desmame (r = -0,23; p < 0,0001) 

quanto no D112 (r = -0,30; p < 0,0001). Por outro lado, maiores valores de VG 

durante as infecções parasitárias, natural ou artificial, propiciaram maiores pesos, 

estando essas características positivamente associadas tanto no desmame (r = 0,38; 

p < 0,0001) quanto no D112 (r = 0,34; p < 0,0001). 

A infecção por GIN traz inúmeros prejuízos à saúde dos animais, impactando 

significativamente o ganho de peso, sendo o emagrecimento o principal sinal clínico 

observado em animais com infecção subclínica, resultando em consideráveis perdas 

econômicas na ovinocultura. Em comparação a animais infectados, aqueles livres de 

parasitas gastrintestinais costumam apresentar-se mais produtivos. Ovinos 

infectados por GIN possuem menor performance, com reduzido ganho de peso 

diário e peso final (Coop et al., 1977, 1988). Resultados semelhantes foram 

observados ao comparar o efeito do tratamento anti-helmíntico no desempenho 

produtivo de cordeiros, sendo observado que os animais vermifugados tiveram 

ganho médio diário aproximadamente duas vezes superior ao grupo não tratado 

(Laurenson et al., 2016; Keegan et al., 2018). Com relação à diferença entre a 

produtividade de animais resistentes ou susceptíveis a infecções parasitárias, 

contudo, os resultados não são consenso. Enquanto alguns estudos evidenciam 

clara diferença no ganho de peso e peso final de cordeiros com diferentes graus de 

resistência (Greer et al., 2005; Idika et al., 2012; Hayward et al., 2014), outros 

estudos observam semelhança em tais parâmetros produtivos (Zaros et al., 2014; 

Cardia et al., 2011).  

Essa diferença observada na avaliação do impacto da infecção parasitária no 

peso dos animais pode ser devida a fatores externos, como disponibilidade de 

alimento, suplementação, dentre outras. Nesse sentido, mesmo animais com 

superiores taxas de infecção, ao receberem suplementação adequada e suficiente, 

poderiam alcançar os parâmetros produtivos dos animais resistentes, mesmo que 

com elevada conversão alimentar. No presente estudo, ao avaliar animais de 
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mesmas raça, idade e condições de manejo, foi possível observar significativo 

impacto negativo da infecção artificial por H. contortus no peso dos animais ao longo 

do experimento, sendo evidenciado logo no início ao desmame, onde os animais 

susceptíveis apresentaram menor peso que os resistentes. A ausência de diferença 

de peso entre animais resistentes e intermediários ao longo do período experimental 

pode ser devida a considerável presença de animais resilientes no fenótipo 

intermediário, os quais puderam manter os parâmetros de saúde apesar de altas 

taxas de infecção, mantendo perfis produtivos semelhantes aos resistentes. Nesse 

sentido, apesar da manutenção dos parâmetros produtivos nesses animais 

resilientes, sabe-se que a demanda energética para tal é maior, sendo necessário 

maior consumo energético, tendo em vista a alta demanda desviada pelo sistema 

imune (Yu et al., 2000; Kyriazakis e Houdijk; 2006). Contudo, para confirmação 

dessa hipótese nos cordeiros da raça Morada Nova, novos estudos se fazem 

necessários, tendo em vista não ter sido possível calcular o consumo alimentar 

individual. 

 

5.2. Avaliação das respostas imunes locais 
 

5.2.1. Seleção dos extremo de infecção por H. contortus 

 

De acordo com o ranqueamento previamente selecionado, os 20 extremos de 

infecção por H. contortus (10 mais resistentes e 10 mais susceptíveis) foram 

selecionados. Considerando-se os dois desafios parasitários em conjunto, o nível de 

infecção dos animais resistentes (média de 192,2 ± 48,85 OPG) foi 

significativamente inferior (p < 0,0001) ao dos susceptíveis (14981 ± 1938). Em 

relação ao VG, também houve diferença significativa (p < 0,0001) entre resistentes 

(36,77 ± 0,68%) e susceptíveis (29,25 ± 0,75%). Diferença significativa (p < 0,001) 

também foi observada para a redução percentual do VG, sendo que esse valor foi, 

em média, mais de três vezes superior nos susceptíveis (21,16 ± 3,21%) em relação 

aos resistentes (5,81 ± 1,94%), evidenciando o grande impacto da hemoncose na 

saúde dos animais. Quanto ao peso dos animais ao final do experimento (D112), 

contudo, não houve diferença significativa (p > 0,05) entre os extremos. 
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5.2.2. Otimização dos ensaios de qPCR 

 
As condições testadas para o tampão de reação, temperatura de anelamento 

(60ºC) e número de ciclos (40) foram ideais para todos os pares de primers 

desenhados, permitindo-se a amplificação do produto desejado.  

Todos os pares de primers apresentaram-se específicos para a amplificação 

dos fragmentos desejados, apresentaram o tamanho esperado de acordo com as 

sequências cadastradas no Genbank, conforme visibilizado pela eletroforese em gel 

de agarose a 2,5% (Figura 8). Tal especificidade foi igualmente confirmada pelas 

curvas de dissociação (Figura 9), sendo observada a presença de apenas um pico, o 

que indica a formação de um único produto. Foi evidenciada a formação de dímeros 

de primers nos controles negativos para as reações de amplificação dos genes 

TLR4, TLR10, IKBKB, TNFD, IL2RA e TGFE. Contudo, não houve amplificação de 

dímeros junto das amostras e em todos os casos foi possível a diferenciação pelas 

temperaturas de dissociação, que foram consideravelmente menores para os 

produtos inespecíficos em questão.  
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Figura 8. Eletroforese em gel de agarose a 2,5% dos produtos de amplificação dos 

genes de referência e dos genes-alvo relacionados às respostas imunes, 
a partir de cDNA oriundo de “pool” de RNA extraído de abomaso de 
ovinos. (M) Marcador de peso molecular “50 bp DNA Ladder” (Ludwig 
Biotec); (NTC) controle negativo (todos os componentes da reação, 
exceto o cDNA). As setas vermelhas indicam a presença de dímeros de 
“primers”. 
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Figura 9. Curvas de dissociação das reações de amplificação dos dois genes de 

referência e dos 22 genes-alvo associados às respostas imunes, incluindo 
a temperatura de dissociação dos produtos amplificados. As setas 
vermelhas indicam dímeros de “primers”. 
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5.2.3. Avaliação da eficiência dos primers desenhados 

 

Os pares de primers apresentaram valores de eficiência variando entre 

92.31% e 105.533%, e coeficientes de correlação (R2) com valores entre 0,928 e 

0,999. Essas e as demais informações acerca dos pares de primers utilizados são 

apresentadas na Tabela 1. 
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Tabela 1. Sequências dos “primers” utilizados para quantificação relativa da expressão gênica em cordeiros Morada Nova 
resistentes e susceptíveis à infecção por Haemonchus contortus pela técnica de RT-qPCR, incluindo: número de 
acesso, comprimento dos produtos amplificados, junção entre éxons abrangida, eficiência (E), coeficiente de 
correlação (R2) e inclinação da reta (continua). 

Gene Número de acesso Sequência (5’-3’) Produto (pb) Junção  E (%) R2 Inclinação 

GAPDH NM_001190390,1 F: CAAGCTCATTTCCTGGTACGAC 
R: TCTCTCTTCCTCTCGTGCTCCT 131 10/11 99.136 0,999 -3.343 

YWHAZ NM_001267887.1 F: CTGAGAAAGCCTGCTCTCTTGC 
R: GGTATCCGATGTCCACAATGTC 143 5/6 102.340 0,999 -3,267 

TLR2 NM_001048231.1 F: CTCCCACTTCCGTCTCTTTGAT 
R: CTCCAGGTAGGTCCTGGTGTTC 133 Éxon único 96.378 0,999 -3,412 

TLR4 NM_001135930 F: ACCCTTGCGTACAGGTTGTTC 
R: ATGGCTGCCTAAATGTCTCAGG 137 1/2 100,710 0,964 -3,300 

TLR7 NM_001135059.1 F: TTGAGAAGCCCCTTCAGAAGTC 
R: TCAGACACTGCCAGAAGTACGG 117 Nenhuma 101,823 0,994 -3,279 

TLR10 NM_001135925.1 F: GTGGTTATCATGCTCGTTCTGG 
R: TCTTCCTAACCCTGAGCCATGT 118 Éxon único 95,298 0,992 -3.440 

NFKBIA NM_001166184.1 F: CGAGACTTTCGAGGAAATACCC 
R:GACACGTGTGGCCATTGTAGTT 141 3/4 95,848 0,999 -3,420 

IKBKB XM_015104530,1 F: AGGCTGCCGAGAAGAGTGAC 
R: CAAACTCTGGTCCTGCTCCTTC 104 23/24 92,421 0,986 -3,518 

iNOS AF223942.1 F: CACCTCTACTGGGAGGAGATGC 
R: GAACATAGACCTTGGGCTGGTC 102 24/25 99,905 0,999 -3,324 

IL1β NM_001009465.2 F: AGTGGTGTTCTGCATGAGCTTC 
R: CAGGGTCGGTGTATCACCTTTT 124 4/5 100,440 0,997 -3,311 

TNFα NM_001024860 F: CTCAGGTCATCTTCTCAAGCCT 
R: GAGGGCATTGGCATACGAG 108 2/3 94,086 0,983 -3,472 

IL2RA NM_001009415.1 F: GAACAGTCAGGCTCCAGATGAA 
R: GTCTGTGGGCTTCTGGAAATCT 118 6/7 e 7/8 98,630 0,979 -3,355 

IL10 NM_001009327.1 F: CTTTAAGGGTTACCTGGGTTGC 
R: TCACGTGCTCCTTGATGTCAG 110 2/3 102,305 0,995 -3,268 

TGFβ NM_001009400 F: CAGCTCCACAGAAAAGAACTGC 
R: GTGTCCAGGCTCCAGATGTAGG 144 5/6 98,993 0,994 -3,346 
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Tabela 1. Sequências dos “primers” utilizados para quantificação relativa da expressão gênica em cordeiros Morada Nova 
resistentes e susceptíveis à infecção por Haemonchus contortus pela técnica de RT-qPCR, incluindo: número de 
acesso, comprimento dos produtos amplificados, junção entre éxons abrangida, eficiência (E), coeficiente de 
correlação (R2) e inclinação da reta (conclusão). 

Gene Número de acesso Sequência (5’-3’) Produto (pb) Junção E (%) R2 Inclinação 

MS4A2 XM_004016510,3 F: CGCCAGTGCATCTGAAATTG 
R: AAACAGTCAGCCACGTTTGG 104 1/2 102,550 0,991 -3,262 

IFNγ NM_001009803.1 F: TTGGAAAGAGGAGAGTGACA 
R: CAGCCTTTTGAAGTCCTCCAGT 181 2/3 101,209 0,994 -3,293 

IL4 NM_001009313 F: CCCAAAGAACGCAACTGAGAAG 
R: TGCTGAGATTCCTGTCAAGTCC 119 2/3 94,049 0,985 -3,473 

IL5 NM_001009783.1 F: CTCTTGGAGCTGCCTATGTTTG 
R: CAAGTTCCCATCACCTATCAGC 118 1/2 105,533 0,991 -3,196 

IL13 NM_001082594 F: AAACCCTGTGCCTTCCTCTTC 
R: CACAGTACATGCTGCTCGTCAG 134 2/3 97,804 0,928 -3,359 

C7 XM_012096998.2 F: CTATGAATGTGGGTCCTCCTTG 
R: CTCCCTACCAGCCACAGTGTAA 130 16/17 102,74 0,990 -3,258 

CFI XM_004009622.3 F: ATGGAGTGTGCAGGTACAGATG 
R: CTCACAATACCCCAAACGTAAG 113 14/15 99,818 0,997 -3,326 

IL25 NM_001195219.1 F: CCCTGGAGATATGAGTTGGACA 
R: ACGGTCTGGTTGTGGTAGAGC 152 2/3 92,986 0,995 -3,502 

IL33 XM_012124983.2 F: GAAACAGATGGTGATGGTGGTC 
R: GAAGGCTTGTTCTGGCAACTG 144 6/7 97,561 0,988 -3,382 

CD4 NM_001129902.1 F: AAGGTGGTGACAGAGCTGGAA 
R: ACTCTGACGGCAAGACCTCG 106 7/8 99,710 0,998 -3,329 
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5.2.4. Quantificação relativa da expressão de genes associados à resposta imune 

 
Quanto à resposta imune inata, foram quantificados os níveis de expressão 

de PRRs (TLR2, TLR4, TLR7 e TLR10), genes associados à ativação da resposta 

imune (NFKBIA e IKBKB), à produção de NO (iNOS) e duas “alarminas” (IL25 e 

IL33). Foi observada diferença significativa entre os extremos de infecção por H. 

contortus para TLR2 (p < 0,05), superiormente expresso na região pilórica do 

abomaso dos animais resistentes, e para IL33 (p < 0,05), superiormente expressa na 

região fúndica, também dos resistentes. Os demais genes, contudo, não diferiram 

entre os extremos em nenhum dos tecidos avaliados (Figura 10).  

 

 

Figura 10. Comparação entre os níveis de expressão (“fold-change”) de genes 
associados à resposta imune inata nas regiões fúndica (AF) e pilórica do 
abomaso (AP) e linfonodos abomasais (LA) dos extremos (mais 
resistentes e mais susceptíveis) de infecção por Haemonchus contortus. 
Asteriscos indicam diferença significativa (* p < 0,05) entre os grupos 
pelo teste de Mann-Whitney. 
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A primeira etapa envolvida no desencadeamento da resposta imune consiste 

na identificação dos agentes invasores pelas células sentinelas, processo no qual os 

TLR são considerados vitais (O’Neill, 2006). Ingham et al. (2008) encontraram 

expressão diferencial para alguns TLR em ovinos no terceiro dia pós-infecção com 

H. contortus, evidenciando que TLR2, TLR4, TLR7 e TLR10 encontraram-se 

superiormente expressos em animais de linhagens resistentes a esse parasita, em 

comparação aos susceptíveis, em diferentes status quanto a infecção. Nos animais 

primo-infectados, TR7 e TLR10 foram diferencialmente expressos (aumentados nos 

resistentes, em relação aos controles), enquanto TLR2 e TLR4 foram 

diferencialmente expressos (reduzidos nos susceptíveis) nos animais que tiveram 

contato prévio com os parasitas, mesma situação dos animais do presente estudo.  

Embora seja incerto o papel da maioria dos TLR na reposta imune aos 

helmintos, TLR2, TLR4 e TLR9 têm sido associados à resposta efetiva contra 

algumas espécies de helmintos, como Schistosoma mansoni (Van der Kleij et al., 

2002, Jenkins et al., 2005). Desses receptores, TLR4 tem demonstrado importância 

em relação à resposta contra GIN em modelos murinos, em infecções por 

Strongyloides stercoralis (Kerepesi et al., 2007) e Trichuris muris (Helmby e Grencis, 

2003), com resultados distintos quanto ao efeito desse receptor. No primeiro estudo, 

TLR4 mostrou-se essencial no combate às larvas do parasita, enquanto Helmby e 

Grencis (2003) observaram que camundongos nocauteados para o gene TLR4 

tiveram maior nível de resistência à infecção em comparação àqueles expressando 

o receptor funcional, diferença esta possivelmente explicada por serem respostas 

parasito-específicas. Outra hipótese sugere a importância de variações genéticas no 

gene TLR4 na diferença entre fenótipos de resistência a GINs. Estudo recente 

revelou que a presença ou ausência de duas formas variantes desse gene, com 

mutações localizadas na região de ligação aos PAMPs, estavam associadas a 

diferença entre os níveis de infecção por Nematodirus sp. e Trichostrongylus sp. (Lin 

et al., 2016). Tais variantes, por serem localizadas na região de reconhecimento dos 

agentes invasores, seriam responsáveis pela síntese de variantes proteicas com 

funcionalidade comprometida, prejudicando todo o desencadeamento subsequente 

da resposta imune. Quanto ao papel dos TLR na resposta imune ao H. contortus em 
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cordeiros da raça Morada Nova, foi possível encontrar resultados semelhantes aos 

trabalhos citados, com superior expressão de TLR2 no abomaso de animais 

resistentes, sugerindo a participação desses PRR no desencadeamento da resposta 

imune protetora contra o parasita em questão nessa raça ovina. 

Ainda em relação à linha inicial de defesa contra os parasitas, após 

reconhecimento de padrões moleculares pelos TLR, ocorre ativação das vias de 

sinalização que irão dar início à resposta imune efetora propriamente dita, com 

destaque para o fator de transcrição NFκB, ativado sob dependência de IKBKB 

(Hoffmann e Baltimore, 2006). Em estudo realizado com células mononucleares 

periféricas (PBMC) caprinas estimuladas, in vitro, com galectinas recombinantes de 

H. contortus, Wang et al. (2014) detectaram aumento concomitante de TLR4 e 

NFKBIA, após 24 horas de incubação em meio de cultura. Esse resultado indica 

que, no início da infecção, ocorre ativação da via de sinalização NFκB, 

possivelmente em decorrência de reconhecimento de padrões moleculares do 

nematódeo via TLR4. Contudo, o estudo em questão não permite distinguir o padrão 

de ativação e expressão diferencial desses genes em animais com fenótipos 

distintos quanto à resistência a esse parasita. 

Ainda em relação a via de sinalização via NFκB, Ingham et al. (2008) 

observaram que os animais susceptíveis apresentaram, no terceiro dia após 

infecção artificial com T. colubriformis, níveis aumentados na expressão desses 

genes na mucosa do abomaso. Os autores descrevem a possibilidade de esse 

aumento observado apenas nesse grupo, naquela data de colheita, estar associado 

a inferior expressão de TLR em relação aos animais resistentes, resultando em 

menor sensibilidade no reconhecimento dos GIN e consequente atraso na indução 

do processo inflamatório inicial. Vale ressaltar que esse aumento observado nessa 

data experimental também poderia estar relacionado a uma manutenção do perfil 

inflamatório nos susceptíveis, hipótese essa igualmente plausível. No presente 

estudo, contudo, não foi possível evidenciar distinção no padrão dessa via de 

sinalização entre os extremos de infecção por H. contortus, no sétimo dia da 

infecção experimental. 

Um importante efetor contra agentes invasores, classicamente associado aos 

seus efeitos antimicrobianos (Albina et al., 1995), são as formas reativas de 
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oxigênio, dentre as quais o NO merece destaque, e cuja produção é estimulada por 

iNOS, após ativação de células efetoras pela via de sinalização acima descrita. 

Peróxido de hidrogênio, espécie reativa de oxigênio, tal como NO, demonstrou, in 

vitro, efeito letal contra H. contortus (Kotze e McClure, 2001). Com relação ao NO 

especificamente, embora tenha sido associado a efeito citotóxico contra helmintos 

(Colasanti et al., 2002), seu efeito in vivo na resposta imune frente a esses parasitas 

permanece incerto. Rajan et al. (1996), em estudo com modelos murinos infectados 

com o nematódeo Brugia malayi, observaram que o tratamento de ratos com inibidor 

de iNOS implicou em impedimento na defesa contra esse parasita. Ao tratarem 

animais imuno-suprimidos com componente estimulante da síntese de NO, contudo, 

observaram reversão da susceptibilidade. Ganley et al. (2001), por outro lado, 

demonstraram que camundongos nocauteados para iNOS não diferiram do grupo 

controle quanto à resistência a esse mesmo parasita. 

Com relação especificamente à resposta de ovinos à infecções por GIN, 

Menziels et al. (2009) conduziram estudo com ovinos provenientes de uma linhagem 

resistente a parasitas do gênero Trichostrongylus, avaliando, no abomaso desses 

animais, a expressão de diversos genes associados à resposta imune, em diferentes 

dias após infecção experimental com  H. contortus. Os autores observaram leve 

aumento na expressão de iNOS (NOS2A) na mucosa do abomaso dos animais 

infectados no 7º dia pós-infecção (dpi), seguida de redução a níveis inferiores ao 

pré-desafio. Ao final do experimento (21º dpi), contudo, ocorreu aumento 

significativo na expressão desse gene. Wang et al. (2014), por outro lado, 

observaram significativa redução na expressão de genes indutores de espécies 

reativas de oxigênio, dentre os quais iNOS, em PBMC caprinas estimuladas com 

antígenos de H. contortus.  Apesar desse incerteza quanto à participação de NO em 

relação ao combate às infecções helmínticas, Ingham et al. (2008) encontraram 

NOS2A diferencialmente expresso entre animais com diferentes níveis de 

resistência a H. contortus, estando aumentado nos resistentes e reduzido nos 

susceptíveis, em relação ao grupo controle, no 3º dpi. No presente estudo, contudo, 

não foi possível determinar o padrão de expressão desse marcador em função do 

combate à infecção por H. contortus nos cordeiros Morada Nova, no 7º dpi. 
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Quanto às citocinas IL25 e IL33, diversos estudos têm ressaltado a 

importância de ambas “alarminas”, liberadas principalmente por células epiteliais das 

barreiras mucosas após lesão celular, na ativação inicial da resposta Th2, mediante 

estimulação de células inatas ILC2 (Saenz et al., 2010; Barlow et al., 2013), 

basófilos e mastócitos (Kroeger et al., 2009), além de potencializarem a 

subsequente resposta adaptativa, por também estimularem células CD4+ Th2-

polarizadas (Kondo et al., 2008). 

A capacidade de IL25 em desencadear respostas Th2-polarizadas foi 

demonstrada em diversos estudos, sendo observada indução da síntese das 

citocinas IL4, IL5 e IL13, eosinofilia e altos níveis de IgE, local e sistemicamente, em 

camundongos transgênicos com superexpressão de IL25 (Pan et al., 2001; Kim et 

al., 2002), ou mediante administração de IL25 recombinante (Fort et al., 2001). Essa 

“alarminas”, comprovadamente indutora de resposta Th2, tem sido diretamente 

associada à defesa contra infecções helmínticas. Estudos evidenciaram que 

camundongos nocauteados para IL25 apresentam inabilidade em combater 

infecções por GIN, a qual foi revertida pela administração de IL25 exógeno, 

permitindo a aquisição de resposta imune efetora contra Nippostrongylus brasiliensis 

(Fallon et al., 2006; Zhao et al., 2010), Trichinela spiralis (Angkasekwinai et al., 

2013), Heligmosomoides polygyrus bakeri (Pei et al., 2016) e Trichuris muris 

(Owyang et al., 2006). Em se tratando especificamente da resposta de ovinos às 

infecções por GIN, com destaque para H. contortus, não foram encontrados estudos 

acerca do papel de IL25 nesse fenótipo, sendo este o primeiro trabalho nesse 

sentido. Contudo, não foi observado perfil de expressão diferencial dessa citocina 

entre animais resistentes e susceptíveis à infecção por esse parasita, em nenhum 

dos tecidos avaliados. Ainda assim, a importância de IL25 no fenótipo de resistência 

de ovinos a infecções parasitárias não pode ser descartada, podendo estar 

envolvida nos momentos mais iniciais da infecção. Para confirmação dessa 

hipótese, futuros estudos se fazem necessários, avaliando a cinética desa citocina 

em animais infectados, tendo em vista o presente estudo avaliar apenas uma data 

experimental, sete dias após a infecção artificial. 

Tal como IL25, a capacidade de IL33 em provocar resposta Th2-polarizada 

tem sido evidenciada experimentalmente, sendo a estimulação in vitro de mastócitos 



 48 

 

e basófilos com essa citocina capaz de desencadear síntese de IL4, IL5 e IL13, além 

de induzirem síntese de IgE em linfócitos B (Ho et al., 2007; Kondo et al., 2008; 

Kroeger et al., 2009). O mesmo potencial foi evidenciado em células Th2-

polarizadas, que tiveram considerável aumento de IL4, IL5 e IL13 após estímulo com 

IL33, sendo que esse efeito não foi observado quando estimuladas células T CD4+ 

não polarizadas (Kondo et al., 2008). Esse efeito Th2-estimulante foi igualmente 

observado in vivo, com modelos murinos, nos quais a administração de IL33 

exógeno levou a aumento da expressão de IL4, IL5 e IL13, com consequente 

eosinofilia tissular e hiperplasia de células caliciformes em diversos órgãos, dentre 

os quais a mucosa do trato gastrintestinal (Schmitz et al., 2005, Kondo et al., 2008). 

Foi também observado que IL33 tem ação direta na estimulação de eosinófilos in 

vitro, aumentando sua sobrevivência, atividade celular e degranulação (Suzukawa et 

al., 2008; Pecaric-Petkovic et al., 2009). 

A importância de IL33 no combate a infecções por GIN tem sido demonstrado 

experimentalmente, sendo observada que em resposta  estímulo dessa “alarminas”, 

camundongos produzem maiores quantidades de citocinas Th2, levando a 

hiperplasia de células caliciformes intestinais, eosinofilia e mastocitose no sítio de 

infecção, com consequente aumento na expulsão dos parasitas, como 

Nippostrongylus brasiliensis (Neil et al., 2010; Price et al., 2010; Hung et al., 2013) e 

T. muris (Humphreys et al., 2008). O envolvimento de IL33 na resposta frente os GIN 

parasitas de ovinos foi recentemente evidenciado. Larvas infectantes de T. 

colubriformis foram cultivadas, in vitro, com células epiteliais de linhagem humana ou 

obtidas de epitélio intestinal ovino, sendo observada indução de necrose celular pelo 

parasitismo, com aumento considerável na expressão de IL33, em relação ao grupo 

controle (Andronicos et al., 2012; Corvan et al., 2015). Foi demonstrado, inclusive, 

que produtos excretórios e secretórios das formas larvais foram suficientes para 

desencadear liberação dessa citocina. Andronicos et al. (2012) demonstraram, além 

dos estudos in vitro, que a infecção artificial de ovinos selecionados para resistência 

a T. colubriformis com esse parasita resultou em aumento de cerca de 15 vezes na 

expressão de IL33 na mucosa desses animais, no 14º dpi. 

O presente estudo evidenciou, no sétimo dia da infecção artificial, superior 

expressão de IL33 na região fúndica do abomaso de cordeiros Morada Nova 
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resistentes à infecção por H. contortus, em comparação aos susceptíveis. Devido a 

ausência de grupo controle e outras datas de colheita de amostras teciduais, 

contudo, não foi possível determinar a cinética da liberação dessa citocina após o 

início da infecção. Ainda assim, trata-se do primeiro estudo a evidenciar perfil de 

expressão diferencial dessa citocina em fenótipos opostos quanto à resistência de 

ovinos frente parasitas gastrintestinais. Essa diferença entre os extremos de 

infecção, inclusive, foi passível de detecção logo no 7º dpi, de maneira precoce ao 

observado por Andronicos et al. (2012) quanto ao aumento em relação a níveis 

basais, no 14º dpi. Possivelmente, animais resistentes respondem de maneira 

precoce e mais intensa na liberação de “alarminas” após lesão do epitélio 

gastrintestinal parasitado. Esse resultado inédito demonstrou um novo marcador 

fenotípico diretamente associado à resistência contra H. contortus na espécie ovina, 

fornecendo valioso subsídio para futuros estudos relacionados ao manejo 

imunoprofilático dessa enfermidade. 

Quanto às citocinas inflamatórias (Figura 11), foram quantificados os níveis de 

expressão gênica de IL1E e TNFD (resposta pró-inflamatória) e TGFE e IL10 

(resposta anti-inflamatória). As citocinas pró-inflamatórias TNFα e IL1β foram as 

únicas com diferença significativa (p < 0,05) entre os extremos de infecção, ambas 

superiormente expressas nos animais susceptíveis à infecção por H. contortus, 

quando avaliada a região fúndica do abomaso. Com relação à região pilórica e aos 

linfonodos abomasais, não houve diferença entre os grupos para nenhum dos genes 

avaliados.  
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Figura 11. Comparação entre os níveis de expressão (“fold-change”) de genes 

associados às respostas pró-inflamatória (A) e anti-inflamatória (B) nas 
regiões fúndica (AF) e pilórica do abomaso (AP) e linfonodos abomasais 
(LA) dos extremos (mais resistentes e mais susceptíveis) de infecção 
por Haemonchus contortus. Asteriscos indicam diferença significativa (* 
p < 0,05) entre os grupos pelo teste de Mann-Whitney. 

 

Estudo com infecção experimental por H. contortus demonstrou presença de 

inflamação do tecido abomasal, com aumento na produção de TNFα, a partir do 5º 

dpi, atingindo pico de expressão no 7º dpi, a partir do qual essa citocina apresentou 

declínio, sem, contudo, retornar a níveis basais, até o 28º dpi (Robinson et al., 

2010). Apesar da presença de inflamação tecidual observada pelos autores, a 

mesma não estimulou a produção de citocinas anti-inflamatórias, com a expressão 

de TGFβ não diferindo significativamente do grupo controle. Resultados 

semelhantes foram obtidos por Craig et al. (2007), os quais observaram que 

cordeiros experimentalmente primo ou reinfectados com T. circumcincta 

apresentaram aumento de citocinas pró-inflamatórias (TNFα e IL1β) nos linfonodos 

abomasais desses animais, a partir do 5º dpi. Foi observado que IL1β permaneceu 

elevada em ambos os grupos até o 10º dpi. TNFα, por sua vez, permaneceu elevada 
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apenas nos animais reinfectados. Com relação às citocinas anti-inflamatórias, 

ambos os grupos apresentaram aumento concomitante de TGFβ (mais elevada nos 

primo-infectados) e IL10 no 5ºdpi. Esse aumento, contudo, não foi mais observado a 

partir do 10º dpi, para ambas citocinas. El-Ashram et al. (2017) também puderam 

observar superior TNFα superiormente expresso no abomaso ovinos 

experimentalmente infectados com H. contortus no 7º dpi. Ibelli et al. (2011), em 

estudo conduzido com bovinos experimentalmente infectados com Haemonchus 

placei, observaram padrão similar aos descritos apenas nos linfonodos abomasais 

desses animais, no 7º dpi, com aumento na expressão de TNFα. Com relação à 

mucosa abomaso, contudo, os autores observaram comportamento diferente, com 

redução na expressão dessa citocina. Ainda em relação à resposta inflamatória, El-

Ashram et al. (2018) desenvolveram modelo ex vivo com fragmentos de mucosa 

abomasal incubados, em meio de cultura, com L4 de H. contortus, observando, de 

igual maneira aos estudos anteriores, aumento na expressão de citocinas pró-

inflamatórias, 6h após incubação com o parasita. Wang et al. (2014), por outro lado, 

detectaram redução na expressão de TNFα e IL1β com concomitante aumento de 

TGFβ e IL10 em PBMC caprinas estimuladas com proteínas recombinantes de H. 

contortus. Resultados discrepantes, contudo, foram obtidos por Lacroux et al. 

(2006), que não detectaram, em abomaso ou linfonodos abomasais de cordeiros 

primo ou reinfectados com H. contortus, diferença na expressão de TNFα e TGFβ 

em relação ao grupo controle, em nenhuma data experimental (3º dpi, 7º dpi, 15º dpi 

e 28º dpi).  

Conforme descrito, apesar de alguns estudos diferirem quanto ao padrão 

inflamatório local nas infecções por GIN, em geral, ao menos no início da infecção, 

na qual larvas de terceiro e quarto estágio encontram-se embebidas na mucosa, 

ocorre aumento de citocinas pró-inflamatórias, acompanhada de resposta anti-

inflamatórias, de modo regulatório. Estudos comparando animais resistentes e 

susceptíveis às infecções por GIN têm confirmado a importância desse padrão de 

resposta imune. Ingham et al. (2008) demonstraram que cordeiros resistentes a T. 

colubriformis apresentaram superior expressão de ambas TGFβ e IL10, em animais 

primo-infectados, logo no início da infecção (3º dpi). Zaros et al. (2014) observaram 

superior expressão de TNFα em abomaso e linfonodos abomasais de cordeiros 
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susceptíveis a H. contortus, naturalmente infectados, 98 dias após serem alocados 

em pasto contaminado. Jacobs et al. (2016) detectaram, igualmente, superior 

expressão de TNFα em abomaso de cordeiros susceptíveis à infecção por H. 

contortus, após 3, 5 ou 7 dias da infecção experimental. Buendía-Jiménez et al. 

(2015), por sua vez, detectaram superiores níveis de IL10, citocina anti-inflamatória, 

em animais com menores taxas de infecção por H. contortus, os quais haviam 

previamente sido tratados com concentrado vesicular de Taenia hydatigena. Em 

contrapartida, Bricarello et al. (2008) não detectaram diferença na expressão de 

TNFα na mucosa intestinal entre bovinos resistentes e susceptíveis a C. punctata, 

sob infecção natural, 108 dias após início do experimento. Resultados discrepantes 

foram igualmente obtidos por Li et al. (2007), em estudo conduzido com novilhas da 

raça Angus. Os autores detectaram, concomitantemente, citocinas pró (TNFα e 

IL1β) e anti-inflamatórias (IL10) superiormente expressas nas regiões fúndica e 

pilórica do abomaso de animais resistentes, 7 dias após infecção artificial com 

Ostertagia ostertagi. Estes genes, contudo, não diferiram entre os grupos nos 

linfonodos abomasais.  

Conforme evidenciado, parece existir forte associação entre o perfil pró-

inflamatório exacerbado com fenótipo de susceptibilidade a parasitas 

gastrintestinais, em contrapartida ao perfil anti-inflamatório observado em animais 

resistentes. Contudo, com relação a esse perfil de resposta imune, a cinética do 

processo inflamatório parece exercer ainda maior influência na defesa contra GIN, 

conforme evidenciado por Hassan et al. (2011a). Os autores avaliaram animais de 

linhagens resistente e susceptível à infecção por T. circumcincta, observando que os 

animais resistentes apresentaram resposta inflamatória, com aumento de TNFα e 

IL1β precocemente, no 3º dpi, com a expressão dessas citocinas substancialmente 

reduzida no 7º dpi, no qual foi observado aumento de citocinas anti-inflamatórias 

(TGFβ e IL10). Com relação aos susceptíveis, houve atraso nesse padrão de 

resposta imune, com aumento de citocinas pró-inflamatórias no 7º dpi, e anti-

inflamatórias apenas no 21º dpi. 

No presente estudo, foi possível evidenciar maior atividade de resposta pró-

inflamatória na região fúndica do abomaso dos cordeiros susceptíveis à infecção por 

H. contortus, no 7º dpi. Contudo, não foi possível evidenciar perfil diferencial na 
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expressão dos marcadores anti-inflamatórios avaliados, possivelmente devido ao 

nível dessas citocinas, nos resistentes, já ter reduzido e se igualado aos 

susceptíveis. Outra hipótese seria o caso oposto, no qual nessa data de colheita a 

expressão desses genes já ter sido estimulada e, consequentemente, seus níveis 

estavam aumentado nos susceptíveis, sem ter, contudo, provocado redução dos 

marcadores pró-inflamatórios. 

Quanto à resposta imune adaptativa, tendo em vista a proteção contra 

infecção por GIN estar fortemente associada aos linfócitos Th, foram avaliados 

genes relacionados a resposta T regulatória (IL2RA-CD25), marcador geral de 

linfócitos Th (CD4) e citocinas associadas as respostas de perfil Th1 (IFNJ) e Th2 

(IL4, IL5 e IL13). Houve diferença estatística (p < 0,05) apenas para IL4, que foi 

superiormente expresso nos linfonodos abomasais dos cordeiros susceptíveis à 

infecção por H. contortus, em comparação ao mesmo tecido dos resistentes (Figura 

12). 

 

 
Figura 12. Comparação entre os níveis de expressão (“fold-change”) de genes 

associados à resposta T regulatória (A), marcador geral de linfócitos Th 
(B) e citocinas associadas as respostas de perfil Th1 (C) e Th2 (D) nas 
regiões fúndica (AF) e pilórica do abomaso (AP) e linfonodos 
abomasais (LA) dos extremos (mais resistentes e mais susceptíveis) de 
infecção por Haemonchus contortus. Asteriscos indicam diferença 
significativa (* p < 0,05) entre os grupos pelo teste de Mann-Whitney. 
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A resposta imune efetiva frente infecções por GIN é essencialmente 

dependente da atuação de linfócitos TCD4+, conforme evidenciado em diversos 

estudos. Ballic et al. (2002) observaram que a infecção artificial de cordeiros com H. 

contortus levou a elevação no número de células CD4+ na mucosa do abomaso e 

nos linfonodos abomasais, observado entre o 3º e 5º dpi, aumento este não 

observado para as células CD8+. Confirmando a dependência desse tipo celular 

frente infecções parasitárias, diversos estudos demonstraram que a sua depleção 

provoca incapacidade no desenvolvimento de resposta imune protetora contra 

infecção por H. contortus (Jacobs et al., 1995; Gill et al., 1993a; Karanu et al., 1997). 

No presente estudo, contudo, os extremos de infecção por H. contortus não diferiram 

entre si quanto aos níveis de expressão do marcador CD4, na mucosa do abomaso 

ou linfonodos abomasais. 

Apesar do fundamental papel das células CD4+ na proteção contra GIN, vale 

destacar que mais importante que a sua simples presença é o seu perfil de ativação, 

sendo a polarização em células Th2 essencial na defesa contra as infecções 

parasitárias, sendo caracterizada pela síntese das citocinas IL4, IL5 e IL13 (Else e 

Finkelman, 1998). IL4 é responsável pela ativação e retroalimentação positiva das 

células Th2, após reconhecimento dos GIN pelas APC residentes na mucosa (Paul e 

Zhu, 2010), além de desencadearem a síntese de IgE (Pène et al., 1998). IL5, por 

sua vez, é responsável pela manifestação de eosinofilia, em nível local e sistêmico, 

além de induzir a síntese de anticorpos do isótipo IgA (Anthony et al., 2007). Em 

associação a essas citocinas, IL13 provoca alterações fisiopatológicas no trato 

gastrintestinal de modo a facilitar a expulsão mecânica dos parasitas, incluindo 

aumento na produção de muco e na contratilidade da musculatura intestinal 

(Madden et al., 2002). Essas três citocinas têm demonstrado, in vitro, capacidade de 

promover ativação celular em eosinófilos (Dubois et al., 1997), sendo observado 

aumento considerável na letalidade contra L3 de H. contortus quando da adição de 

IL5 em cultura celular de eosinófilos inativados (Rainbird et al., 1998). Foi observado 

também sinergismo entre IL4, IL5 e IL13 na referida estimulação celular (Luttmann et 

al., 1999). 

Assim como o observado em diversos modelos animais, a infecção de ovinos 

com GIN provoca elevação nos níveis de citocinas de perfil Th2. Wang et al. (2014) 
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observaram, em estudo com PBMC caprinas, que a estimulação in vitro com 

antígenos provenientes de H. contortus resultaram em aumento na expressão de 

IL13, após 24 horas de cultura celular. Em estudos in vivo, Lacroux et al. (2006) 

evidenciaram que a infecção artificial de cordeiros com H. contortus levou ao 

aumento dos níveis de IL4, IL5 IL13 na mucosa da região fúndica do abomaso, 

observado no 7º dpi para as três citocinas em animais primo-infectados. Foi 

ressaltado, ainda, que animais previamente infectados responderam de maneira 

precoce para IL4, com aumento no 3º dpi. Esses autores também avaliaram os 

níveis de expressão dessas citocinas em linfonodos abomasais, observando 

aumento de IL4 no 7º dpi para os primo-infectados e no 3º dpi para os reinfectados. 

Incremento nos níveis de IL5 nesse tecido ocorreu apenas no 28º dpi em ambos os 

grupos, enquanto que para IL13 não houve alteração em relação ao grupo controle. 

A cinética de produção local das citocinas Th2 após infecção artificial com H. 

contortus também foi avaliada por Robinson et al. (2010). Os autores observaram 

aumento de IL4 na mucosa do abomaso logo no 1º dpi, mantendo-se elevado até 2º 

dpi, com novo incremento no 7º dpi. Com relação a IL5 e IL13, os níveis foram 

superiores ao grupo controle no 5º e 7º dpi. Nesse estudo em questão, não houve 

diferença em relação ao grupo controle nas datas subsequentes, até o 30º dpi.  De 

modo semelhante, Craig et al. (2007) observaram aumento dessas três citocinas nos 

linfonodos abomasais cinco dias após infecção artificial com T. circumcincta, não 

havendo diferença em relação ao grupo controle em datas posteriores (10º e 21º 

dpi). Como pode ser observado nos estudos citados, a infecção parasitária acarreta 

em aumento dos níveis de citocinas Th2 nos momentos iniciais da infecção, 

indicando a sua importância nesse momento, de modo a combater as larvas 

infectantes e impedir o estabelecimento dos parasitas. 

Uma resposta imune celular Th2-polarizada mais intensa tem sido associada 

a maior competência em relação ao combate às infecções por GIN em ovinos. Em 

estudo comparando duas raças com diferentes fenótipos de resistência a H. 

contortus, Terefe et al. (2007) não detectaram diferença nos níveis de IL4, IL5 e IL13 

entre os grupos na mucosa da região fúndica do abomaso após infecção artificial. 

Contudo, nos linfonodos abomasais, a expressão das três citocinas foi superior nos 

animais resistentes, no 30º dpi. Gossner et al. (2013) avaliaram linfonodos 
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abomasais de animais submetidos a infecções seriadas com T. circumtcinta, três 

vezes por semana, durante 12 semanas, observarando superior expressão de IL4, 

IL5 e IL13 nos animais resistentes. Zaros et al. (2014) avaliaram cordeiros da raça 

Somalis classificados de acordo com o nível de resistência à infecção por H. 

contortus, abatidos após 98 dias da infecção natural. Os autores encontraram IL4 

superiormente expresso no abomaso dos animais resistentes e, ao avaliarem os 

linfonodos abomasais, esses animais apresentaram maiores níveis de IL4 e IL13, 

em relação aos susceptíveis. De modo semelhante, MacKinnon et al. (2015) 

observaram superior expressão de IL13 na mucosa do abomaso de animais da raça 

resistente, três dias após a infecção artificial com H. contortus, mantendo-se 

elevados em relação aos susceptíveis até o 27º dpi. Observaram o mesmo perfil 

para esse gene nos linfonodos abomasais, além de níveis superiores de IL4 no 

grupo resistente, observado apenas no 3º dpi. Jacobs et al. (2016), por sua vez, 

compararam animais de raças resistente e susceptível ao H. contortus, 

experimentalmente infectados, observando que os resistentes apresentaram 

resposta Th2 precoce na mucosa do abomaso, com aumento de IL4 no 3º dpi, 

crescente até o 7º dpi. Com relação a IL5, não houve aumento dos níveis de 

expressão ao longo do tempo. 

Embora a maioria dos estudos tenha evidenciado níveis superiores de 

citocina Th2 com resistência a parasitoses, alguns estudos recentes observaram 

perfil diferente, associando superiores níveis de IL4 ao fenótipo de susceptibilidade 

às infecções por GIN. MacKinnon et al. (2009), por exemplo, encontraram aumento 

de IL4 nos linfonodos abomasais de animais susceptíveis, 27 dias após infecção 

artificial com H. contortus. Hassan et al. (2011a) realizaram infecção artificial com T. 

circumcincta em cordeiros, que levou a superior expressão de IL4 no abomaso dos 

animais pertencentes ao genótipo susceptível, no 7º e 21º dpi. Contudo, esses 

autores também observaram IL13 (resposta Th2) superiormente expresso nos 

resistentes, nessas mesmas datas experimentais, e ambos os grupos apresentaram 

níveis semelhantes para essas duas citocinas no 35º dpi. Resultados semelhantes 

foram obtidos por Guo et al. (2016), que, apesar de observarem superior expressão 

de IL13 no abomaso dos animais resistentes, o perfil oposto ocorreu para IL4, 

elevada nos susceptíveis, após 20 dias da infecção artificial com H. contortus. No 
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presente estudo, os resultados obtidos se assemelham a esses trabalhos, sendo 

observado IL4 superiormente expresso nos linfonodos abomasais dos animais 

susceptíveis, no sétimo dia da terceira infecção artificial com H. contortus. Contudo, 

esse perfil pode ter ocorrido devido a um atraso na resposta imune dos susceptíveis 

em relação aos resistentes, sendo essa expressão elevada em consequência ao 

maior parasitismo, e não um marcador de susceptibilidade. Contudo, devido ao 

delineamento experimental adotado, tal hipótese não pode ser confirmada. 

Ainda em relação às diferentes subpopulações de células CD4+, existem os 

linfócitos Th1, responsáveis pela resposta imune frente infecções por parasitas 

intracelulares, tendo IFNγ como principal citocina associada a esse perfil (Tizard, 

2009). Diversos estudos tem sugerido uma dicotomia entre os perfis Th1 e Th2, 

relatando efeito inibitório da síntese de IL4 por parte de IFNγ, resultando em 

concomitante inibição da polarização em células Th2 e estímulo da resposta Th1 

(Pulendran, 2004; Tizard, 2009). De modo semelhante, estudo in vitro demonstrou 

que estimulação de linfócitos B humanos com IFNγ resultou em inibição da síntese 

de anticorpos do isótipo IgE (Pène et al., 1988).  

Com relação a dinâmica dessa citocina frente infecções parasitárias em 

ovinos, não há consistência nos resultados relatados. Craig et al. (2007) não 

observaram modificação nos níveis de IFNγ em abomaso de ovinos após infecção 

experimental com T. circumcincta. Lacroux et al. (2006) também não observaram 

diferença em relação ao grupo controle para IFNγ em abomaso ou linfonodos 

abomasais de ovinos após infecção artificial com H. contortus, tampouco diferenças 

entre animais primo ou reinfectados. Robinson et al. (2010), entretanto, observaram 

que a infecção artificial por H. contortus provocou aumento de IFNγ na mucosa do 

abomaso, observado no 7º dpi. Por outro lado, Gill et al. (2010) observaram que a 

estimulação de células retiradas de linfonodos abomasais de ovinos infectados com 

H. contortus com antígenos do parasita levou a redução significativa na expressão 

de IFNγ, em comparação às células retiradas dos animais não infectados. 

Resultados semelhantes foram obtidos por Wang et al. (2014), que observaram 

redução na expressão dessa citocina após estimulação de PBMC caprinas com 

antígenos de H. contortus. 
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Inferior expressão de IFNγ tem sido associada a maior resistência às 

infecções helmínticas em ovinos. Zaros et al. (2014) observaram superior expressão 

de IFNγ em abomaso e linfonodos de animas susceptíveis, naturalmente infectados 

com H. contortus. MacKinnon et al. (2015) também encontraram essa citocina 

superiormente expressa na mucosa e linfonodos abomasais de cordeiros 

susceptíveis ao H. contortus, que ocorreu 27 dias após infecção. A importância da 

cinética da produção de IFNγ em relação à resistência aos parasitas, assim como 

observado para outras citocinas, tem sido relatada. Ingham et al. (2008) 

evidenciaram que animais resistentes apresentaram IFNγ superiormente expresso 

nas mucosas do abomaso e do intestino delgado três dias após primo-infecção 

artificial com H. contortus e T. colubriformis, respectivamente. Os autores não 

avaliaram outras datas. Hassan et al. (2011a) também observaram superior 

expressão de IFNγ em animais resistentes a T. circumcincta no 3º dpi. Contudo, do 

7º ao 21º dpi houve aumento dessa citocina nos susceptíveis, enquanto que os 

resistentes retornaram aos valores basais. Ainda assim, mesmo avaliando vários 

tempos de colheita, Terefe et al. (2007) e Shakya et al. (2009) não observaram 

diferença nos níveis de IFNγ após infecção artificial ou natural por H. contortus, 

respectivamente. No presente estudo, na data experimental avaliada (7º dpi de 

animais previamente infectados), não foi possível evidenciar diferença nos níveis de 

expressão dessa citocina entre os extremos de infecção em nenhum dos tecidos 

avaliados. 

Além do fundamental papel das células CD4+, os linfócitos Treg (CD25+) 

desempenham importante papel no combate às parasitoses. Aumento dessas 

populações celulares tem sido relatado em infecções por GIN, sendo que a 

hiperplasia das células CD25+ não ocorre de imediato, levando 28 dias em 

camundongos infectados com H. polygyrus (Finney et., 2007). Balic et al. (2006) 

observaram hiperplasia dessas células no abomaso de ovinos infectados com H. 

contortus, no 5º dpi, aumento este que ocorreu apenas em animais previamente 

infectados com o parasita. Ingham et al. (2008) obtiveram resultado semelhante, 

evidenciando aumento na expressão de IL2RA-CD25 locais apenas em animais 

previamente infectados com H. contortus ou T. colubriformis. 
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Níveis superiores de IL2RA têm sido diretamente associados ao fenótipo de 

resistência parasitária, com superior expressão desse gene observada em abomaso 

e intestino delgado de animais resistentes ao H. contortus e T. colubriformis, 

respectivamente, no 3º dpi (Ingham et al., 2008). Guo et al. (2016) também 

encontraram esse marcador superiormente expresso em abomaso de animais 

resistentes à hemoncose, no 20º dpi. Ainda, tão importante quanto a quantidade 

desse marcador per se é a cinética de sua expressão. Hassan et al. (2011a) 

demonstraram que a infecção por T. circumcincta resultou em aumento precoce 

desse receptor no abomaso dos animais da linhagem resistente, que foi superior ao 

grupo controle no 7º dpi. Nos susceptíveis, por sua vez, esse aumento só ocorreu no 

21º dpi, atingindo níveis superiores àqueles dos resistentes. No presente estudo, os 

extremos de infecção por H. contortus não diferiram entre si quanto aos níveis de 

expressão de IL2RA. Contudo, não foi possível evidenciar a cinética desse marcador 

em função da infecção, sendo avaliado apenas o sétimo dia da terceira infecção 

artificial.  

Quanto à resposta imune humoral, foi avaliado o gene MS4A2, que codifica a 

subunidade beta do receptor de alta afinidade para IgE (FcHRI). Foi observada 

diferença significativa (p < 0,05) entre os extremos de infecção por H. contortus em 

apenas na região fúndica do abomaso, sendo esse gene superiormente expresso 

nos animais resistentes (Figura 13). 
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Figura 13. Comparação entre os níveis de expressão (“fold-change”) de FHcRI nas 

regiões fúndica (AF) e pilórica do abomaso (AP) e linfonodos abomasais 
(LA) dos extremos (mais resistentes e mais susceptíveis) de infecção por 
Haemonchus contortus. Asteriscos indicam diferença significativa (* p < 
0,05) entre os grupos pelo teste de Mann-Whitney. 

 

Anticorpos do isótipo IgE são considerados essenciais na defesa contra 

infecções helmínticas (Kooyman et al., 2000; Bendixsen et al., 2004). Essa 

imunoglobulina, encontrada em baixos níveis no sangue circulante, é primariamente 

associada a receptores de alta afinidade, constitutivamente expressos 

principalmente por eosinófilos, mastócitos e basófilos (Galli et al., 2011), sendo que 

a maior parte das IgE é específica para larvas infectantes dos GIN, sendo por isso 

associada à resposta imune inicial contra os parasitas (Huntley et al., 1998; 

Pernthaner et al., 2005). A importância da interação entre IgE e seu receptor de alta 

afinidade (FcεRI) é evidente quando da ativação das células efetoras mediante 

ligação do receptor à porção Fc das imunoglobulinas presentes nos parasitas 

recobertos, desencadeando rápida liberação dos conteúdos dos grânulos celulares, 

iniciando uma reação de hipersensibilidade comprovadamente lesiva aos parasitas, 

facilitando sua expulsão (Urb e Sheppard, 2012; Voehringer, 2013). 

A importância de FcεRI no desenvolvimento de resistência a infecções 

parasitárias em ovinos tem sido demonstrada. Knight et al. (2011) evidenciaram que 

a infecção artificial por T. circumcincta desencadeou aumento na expressão desse 

receptor no abomaso desses animais, sendo mais intenso nos animais reinfectados, 

em comparação aos primo-infectados. Ingham et al. (2008) observaram superior 
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expressão de FcεRI em ovinos resistentes à infecção por H. contortus, tanto em 

animais primo quanto reinfectados. MacKinnon et al. (2015) encontraram IgE 

superiormente expresso na mucosa abomasal dos animais resistentes, nos dias 0, 3 

e 27 após a infecção artificial por H. contortus. Observaram esse mesmo aumento 

na mucosa abomasal, no dia 0 e no 3º dpi. Contudo, com relação aos níveis de 

FcεRI, os mesmos autores observaram diferença no perfil entre linfonodos 

abomasais e mucosa do abomaso, estando superiormente expresso nos sensíveis 

nos linfonodos (dia 0 e 3º dpi) e nos resistentes quando avaliado o abomaso (dia 0 e 

3º dpi). Contudo, resultados distintos foram observados por Guo et al. (2016), os 

quais observaram esse gene aumentado em ambos animais resistentes e 

susceptíveis, contudo, sem diferença significativa entre os grupos. Vale ressaltar que 

esses animais foram abatidos no 20º dia após infecção por H. contortus. 

Sabendo do crucial envolvimento da citotoxicidade mediada por anticorpos 

IgE no início da infecção por GIN, é de se esperar que animais com superior 

expressão desse gene logo no início da infecção desenvolvam resposta mais rápida 

e eficaz contra esses parasitas, conforme sugerido pelos resultados obtidos por 

MacKinnon et al. (2015). No presente estudo, foi observado superiores níveis de 

FcεRI (MS4A2) na região fúndica dos cordeiros resistentes, indicando seu papel na 

defesa contra a infecção parasitária nesses animais. Contudo, vale destacar que foi 

avaliado uma única data experimental (7º dpi), não se permitindo associar a cinética 

da expressão desse receptor em relação à resposta ao parasita. 

Quanto aos genes do sistema complemento avaliados (C7 e CFI), houve 

diferença significativa (p < 0,05) para CFI, superiormente expresso na região pilórica 

dos cordeiros resistentes à infecção por H. contortus (Figura 14). 
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Figura 14. Comparação entre os níveis de expressão (“fold-change”) de genes 

associados ao sistema complemento nas regiões fúndica (AF) e pilórica 
do abomaso (AP) e linfonodos abomasais (LA) dos extremos (mais 
resistentes e mais susceptíveis) de infecção por Haemonchus contortus. 
Asteriscos indicam diferença significativa (* p < 0,05) entre os grupos 
pelo teste de Mann-Whitney. 

 
O papel de moléculas do sistema complemento juntamente da resposta 

celular mediada por eosinófilos na destruição de formas larvais de parasitas 

gastrintestinais tem sido demonstrado. Eosinófilos ativados apresentam considerável 

aumento na expressão de receptores de superfície, dentre os quais aqueles para 

fatores do sistema complemento (Winqvist et al. 1982). Experimento conduzido in 

vitro demonstrou que eosinófilos ativados, obtidos de ovelhas experimentalmente 

infectadas com larvas desembainhadas de H. contortus, tiveram aumento 

significativo na taxa de imobilização de L3 desse parasita, em meio adicionado de 

proteínas do complemento (Rainbird et al., 1998). Em modelo ex vivo, El-Ashram et 

al. (2018) observaram que o tecido abomasal obtido de ovinos apresentou, após 

inoculação com L4 de H. contortus, aumento na expressão de fatores do 

complemento, dentre os quais C7, após 6h de incubação. Em outro estudo, foi 

observado aumento na expressão desse mesmo gene na mucosa abomasal de 

ovinos infectados com H. contortus, no 7º dpi (El-Ashram et al., 2017).  

Em relação a ovinos com fenótipos opostos de resistência a GIN, estudos 

recentes tem demonstrado superior expressão de componentes do sistema 

complemento em animais resistentes. Guo et al. (2016) observaram 11 genes 
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relacionados à ativação do complemento aumentados em ovinos de raça resistente 

à hemoncose, em especial C7 e CFI, após 20 dias da infecção experimental com H. 

contortus. Zhang et al. (2019) detectaram superior expressão de CFI e de um 

receptor para o componente C3d (CR2) em abomaso de ovinos provenientes de 

linhagem resistente a H. contortus e T. colubriformis, três dias após primo-infecção 

artificial com H. contortus. Bhuiyan et al. (2017) puderam detectar superior 

expressão de fatores do complemento, como C3 e seu percursor, no abomaso de 

caprinos resistentes à hemoncose, experimentalmente infectados, no 42º dpi. 

Resultados semelhantes foram obtidos em estudo com bovinos, no qual animais 

experimentalmente infectados com O. ostertagi apresentaram considerável aumento 

na expressão de C3, CFB e CFI na mucosa da região fúndica do abomaso, no 14º 

dpi, de maneira superior nos animais submetidos a múltiplas infecções, comparados 

aos primo-infectados (Li et al., 2010). Essa indução de fatores relacionados à 

ativação da via alternativa do complemento em infecções por GIN sugerem sua 

importância na resposta inicial a esses parasitas, tendo em vista a não participação 

de anticorpos no processo. No presente estudo, foram obtidos resultados 

semelhantes, sugerindo, igualmente, a importância da ativação do sistema 

complemento na defesa de cordeiros Morada Nova contra H. contortus, tendo em 

vista a maior expressão de CFI na região pilórica do abomaso de animais 

resistentes, no 7º dpi.  

 

5.2.5. Mensuração dos anticorpos locais 

 

Ao avaliar os níveis locais de anticorpos dos isótipos IgG e IgA (ELISA) no 

muco abomasal extraído dos extremos de infecção, no sétimo dia da terceira 

infecção artificial, foi observada diferença significativa (p < 0,05) apenas para o 

isótipo IgA, cujos níveis foram superiores nos resistentes (Figura 15). 
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Figura 15. Comparação entre os níveis de anticorpos dos isótipos IgG e IgA (OD a 

492nm) no muco abomasal dos extremos (mais resistentes e mais 
susceptíveis) de infecção por Haemonchus contortus. Asteriscos indicam 
diferença significativa (* p < 0,05) entre os grupos pelo teste de Mann-
Whitney. 

 

A resposta imune humoral, aliada à resposta celular, foi associada à 

destruição de formas larvais de GIN, de maneira interdependente (Rainbird et al., 

1998). Os autores evidenciaram, in vitro, letalidade contra larvas de H. contortus 

ocasionada por eosinófilos, a qual ocorreu de maneira mais intensa quando da 

adição de soro rico em anticorpos específicos, oriundos de animais imunizados. 

Com relação especificamente aos diferentes isótipos de anticorpos, IgG, 

predominantes na circulação sanguínea, não é o mais importante efetor contra 

infecções por GIN, em contraste a IgA e IgE. Ainda assim, níveis mais elevados de 

IgG específica contra GIN tem sido encontrados em ovinos resistentes, em nível 

local ou sistêmico. Lacroux et al. (2006) observaram que a infecção por H. contortus 

levou a aumento de IgG sérico e local contra produtos excretórios e secretórios do 

parasita, observado apenas a partir do 15º dpi. Os autores também observaram 

correlação negativa entre os níveis séricos de IgG e carga parasitária, e correlação 

positiva com número de parasitas imaturos recuperados.  

Ao comparar o perfil dessa imunoglobulina entre animais resistentes e 

susceptíveis aos GIN, Gill et al. (2000) observaram, in vitro, que a estimulação de 

células recuperadas de linfonodos abomasais com antígenos de H. contortus levou a 

uma maior produção de IgG nas culturas provenientes de ovinos resistentes. Esse 

perfil diferencial, contudo, foi observado apenas para as células recuperadas de 
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animais no 28º dia da infecção artificial. O mesmo grupo obteve resultado 

semelhante in vivo, em estudo anterior, observando superiores níveis séricos de IgG 

anti-L3 de H. contortus em cordeiros resistentes, artificialmente infectados, a partir do 

24º dpi. Ao avaliarem mensalmente ovelhas com idade inicial de 12 meses, sob 

infecção natural com predominância de Haemonchus sp., durante período de seis 

meses, Amarante et al. (2009) observaram níveis superiores de IgG sérica anti-L3 e 

anti-adultos de H. contortus nos animais de raças classificadas como resistentes, em 

praticamente todas as datas experimentais. Nesse estudo, os animais Santa Inês 

(raça resistente) e suas cruzas com outras raças apresentaram de moderada a forte 

correlação negativa entre os níveis de IgG anti-H. contortus e contagens de OPG em 

várias datas de colheita. Andronicos et al. (2010), por sua vez, observaram 

superiores níveis de IgG anti-L3 de H. contortus no abomaso e no soro de animais 

resistentes, de maneira bastante precoce em relação aos outros estudos citados, 

apenas três dias após a terceira infecção artificial.   

No presente estudo, não foi observada diferença significativa entre os níveis 

de IgG no abomaso de animais resistentes e susceptíveis à infecção por H. 

contortus. Contudo, vale ressaltar que, com exceção do observado por Andronicos 

et al. (2010), os demais estudos citados detectaram perfil diferencial para os níveis 

desse isótipo de anticorpo entre fenótipos de resistência em datas mais tardias, a 

partir do 28º dpi quando artificialmente infectados (Gill et all., 1993b, 200; Lacroux et 

al., 2006). Quanto aos resultados obtidos por Amarante et al. (2009), contudo, não 

se sabe o início da resposta mediada por IgG nos animais avaliados, tendo em vista 

os mesmos já se apresentarem naturalmente infectados ao início do experimento. 

Ainda, vale ressaltar que os animais do presente estudo, foram abatidos sete dias 

após a terceira infecção parasitária, o que pode ter conferido aumento de IgG 

específica nos susceptíveis, igualando-se aos níveis dos resistentes, sem, contudo 

conferir-lhes resposta imune protetora. 

Quanto ao isótipo IgA, localmente produzidos nas superfícies mucosas, foi 

evidenciado que infecções parasitárias em ovinos induzem grande aumento da 

produção local dessa imunoglobulina, fato observado após infecções seriadas, três 

vezes por semana, com Trichostrongylus colubriformis, que ocasionou aumento dos 

níveis séricos de IgA anti-L3 na terceira semana, e anti-adultos a partir da quinta 
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semana (Cardia et al., 2011). Após treze semanas, os autores observaram aumento 

de ambos anticorpos específicos no muco intestinal dos ovinos abatidos. Em ovinos 

experimentalmente infectados com Teladorsagia circumcincta, também foi 

observado aumento de IgA local (abomaso), mensurado oito semanas após o 

desafio (Stear et al., 1995). Em estudo com o mesmo parasita, Halliday et al. (2007) 

observaram altos níveis de IgA local anti-L4, mensurado na linfa recuperada dos 

linfonodos abomasais, entre o 6º e 8º dpi. Esses autores também observaram 

resposta mais intensa em animais previamente submetidos a infecção seriada com 

T. circumcincta, os quais apresentaram IgA local mais elevada que os primo-

infectados a partir do 6º dpi, perfil mantido até o fim do experimento. Resultados 

semelhantes foram obtidos em animais experimentalmente infectados com H. 

contortus, ocorrendo aumento de IgA local anti-L3 no 28º dpi em animais primo-

infectados, enquanto que para animais previamente infectados, essa resposta foi 

bastante antecipada, a partir do 7º dpi (Lacroux et al., 2006). 

Esse isótipo de imunoglobulina tem efeito deletério sobre os GIN, podendo 

ativar eosinófilos, importantes efetores na destruição desses parasitas, de maneira 

semelhante ao descrito para IgE (Prussin e Metcalfe, 2003), acarretando em 

redução no desenvolvimento e fecundidade dos mesmos. Níveis locais de IgA foram 

negativamente correlacionados a diversos parâmetros relacionados à infecção 

parasitária, como carga parasitária total (Bungiro et al., 2008), fecundidade e 

comprimento de fêmeas de H. contortus (Amarante et al., 2005; Lacroux et al., 2006; 

Hernández et al., 2016) e T. circumcincta (Stear et al., 1995; Strain et al. 2002; 

Hassan et al., 2011b). 

Níveis mais elevados de IgA local têm sido associados ao fenótipo de 

resistência às infecções por GIN. Hassan et al. (2011b) observara que cordeiros 

portadores de alelo previamente associado à resistência a Teladorsagia circumcincta 

apresentaram superiores níveis de IgA no muco abomasal 35 dias após infecção 

com esse parasita, em comparação aos não portadores. Em infecção experimental 

com esse mesmo parasita, Ahmed et al. (2015) observaram aumento nos níveis 

locais de IgA em animais da raça resistente a partir do 7º dpi, com valores 

superiores aos susceptíveis. Esses autores também evidenciaram atraso na 

resposta dos susceptíveis, nos quais o aumento de IgA local ocorreu apenas no 14º 
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dpi. Com relação à infecção por H. contortus, Gill et al. (1993b) observaram 

superiores níveis de IgA anti-L3 nas fezes de ovinos resistentes ao parasita, 

mantendo-se elevados em relação aos susceptíveis no 17º, 24º, 31º e 38º dpi. Esses 

autores também observaram que tais níveis apresentaram pico no 24º dpi, 

declinando a partir dessa data experimental. Hernández et al. (2016) também 

avaliaram a resposta humoral de cordeiros de diferentes raças frente a infecção por 

H. contortus, observando que animais da raça resistente apresentaram maiores 

níveis locais de IgA contra formas adultas no 28º dpi, não havendo diferença 

significativa entre as raças para anticorpos contra L3 no 7º ou 28º dpi. Amarante et 

al. (2005), por sua vez, obtiveram resultados distintos, não encontrando diferença 

nos níveis de IgA local contra L3 de H. contortus. Contudo, vale destacar que os 

autores avaliaram animais sob infecção natural com esse parasita, a qual perdurou 

por seis semanas, quando ocorreu o abate. Com relação ao presente estudo, níveis 

superiores de IgA anti-L3 de H. contortus foram observados no muco abomasal de 

cordeiros resistentes a esse parasita, evidenciando o potencial dessa 

imunoglobulina como marcador fenotípico da resistência na raça Morda Nova. 

 
5.2.6. Histopatologia do Abomaso e Contagem de eosinófilos e mastócitos  

 

Ao exame histopatológico, as lesões observadas não distinguiram entre os 

extremos de infecção por H. contortus (Figura 16). Na região fúndica do abomaso, 

as principais alterações patológicas envolveram presença de infiltrado 

linfoplasmocitário e eosinofílico moderado, áreas de edema e leve deposição de 

material secretório e fibrinoide. Com relação à região pilórica, foi observada discreta 

irregularidade na arquitetura da mucosa, além de infiltrado inflamatório heterogêneo 

envolvendo a mucosa e a lâmina própria.  
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Figura 16. Fotomicrografia de cortes histológicos das regiões fúndica (A) e pilórica 

(B) do abomaso de animal resistente à infecção por Haemonchus 
contortus (HE, magnificação de 400X). Nas imagens, pode ser 
observado infiltrado inflamatório linfoplasmocitário com discreta 
presença de eosinófilos (*) e deposição de material fibrinoide (seta).  

 

A contagem de eosinófilos (Figura 17) diferiu significativamente (p < 0,05) na 

região fúndica do abomaso dos extremos de infecção por H. contortus, sendo 

superior nos resistentes (22,89 ± 2,45), em relação aos susceptíveis (15,40 ± 1,67). 

Na região pilórica, os grupos não diferiram. Houve diferença significativa (p < 0,05) 

entre as regiões fúndica e pilórica do abomaso, quando ambos os grupo foram 

avaliados em conjunto. Contudo, quando analisados os extremos separados, tal 

diferença foi observada apenas nos resistentes, nos quais a contagem de eosinófilos 

foi superior na região fúndica do abomaso (22,89 ± 2,58) em comparação à pilórica 

(15,20 ± 1,84).  

Quanto às contagens de mastócitos, não foram observadas diferenças 

significativas entre os extremos, tampouco entre as regiões fúndica e pilórica do 

abomaso, em ambos os grupos. Na Figura 18 encontram-se representadas as 

contagens de eosinófilos e mastócitos, em ambas as regiões do abomaso, 

comparativamente entre os extremos de infecção. 
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Figura 17. Contagem de eosinófilos e mastócitos (número de células mm2, em 

magnificação de 400X) na mucosa das regiões fúndica (AF) e pilórica 
(AP) do abomaso dos extremos (mais resistentes e mais susceptíveis) de 
infecção por Haemonchus contortus. Asteriscos indicam diferença 
significativa (* p < 0,05) entre os fenótipos pelo teste de Mann-Whitney. 

 

Eosinófilos e mastócitos são as principais células responsáveis pela 

imunidade celular efetiva contra infecções por GIN. Mastócitos são células imunes 

de localização tecidual exclusiva, enquanto que eosinófilos, embora encontrados 

predominantemente nos tecidos, são também encontrados na corrente sanguínea, 

mais intensamente nas infecções parasitárias (Castillo et al., 2011). Infecções 

parasitárias provocam aumento dessas células no sítio de infecção, as quais 

promovem danos irreversíveis aos GIN, além de aumento na permeabilidade 

vascular e na contratilidade da musculatura lisa intestinal (Balic et al., 2000; 

Voehringer, 2013; Hassan et al., 2011a).  

O papel dos eosinófilos no combate às formas larvais de parasitas 

gastrintestinais tem sido experimentalmente comprovada em estudos in vitro, com 

relação a Fasciola hepatica (Glauert et al. 1985), Trichinela spiralis (Venturiello et al. 

1993) e H. contortus (Rainbird et al., 1998). Cordeiros artificialmente primo-

infectados com H. contortus apresentaram, ao 5º dpi, eosinofilia na mucosa do 

abomaso, não sendo observado aumento nesse número a partir da data em questão 

(Balic et al., 2000). De mesma maneira, estudo recente evidenciou que cordeiros 

primo-infectados com T. circumcincta apresentaram eosinofilia na mucosa do 

abomaso, porém, mais tardia ao trabalho anteriormente citado, observada no 10º 
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dpi, com declínio na quantidade dessas células a partir dessa data, embora sempre 

com valores acima do grupo controle (Scott et al., 2017). Lacroux et al. (2006) 

demonstraram a cinética do recrutamento de eosinófilos ao abomaso de animais 

naïve ou previamente infectados por H. contortus. Os autores observaram que 

animais primo-infectados apresentam eosinofilia local a partir do 7º dpi, 

permanecendo elevada em relação ao grupo controle até o final do experimento. 

Evidenciaram, também, que animais reinfectados apresentam resposta precoce, 

com aumento no número de eosinófilos a partir do 3º dpi, permanecendo superior 

em relação aos primo-infectados até o 7º dpi. Ainda, observaram correlações 

negativas entre quantidade de eosinófilos e contagens de OPG, comprimento total e 

fecundidade de fêmeas do parasita. Resultados semelhantes foram observados por 

Balic et al. (2003), em cordeiros infectados com T. circumcincta, sendo observado 

eosinofilia no abomaso dos animais previamente submetidos a infecções seriadas, 

no 3º após a última infecção, que ocorreu 12 semanas após os desafios.  

Estudo conduzido por Balic et al. (2006) evidenciou, in vivo, a importância dos 

eosinófilos no combate às formas larvais de parasitas. Os autores avaliaram 

cordeiros submetidos a infecções seriadas com H. contortus e abatidos após nova 

infecção artificial, após 9 ou 22 semanas dos desafios iniciais. No grupo infectado 9 

semanas após os desafios seriados, foi observado alto número de eosinófilos 24h 

após a infecção, os quais foram encontrados em estado de degranulação e 

rodeando as L3, as quais apresentaram-se seriamente danificadas à microscopia 

eletrônica. No grupo que permaneceu livre de infecção por 22 semanas, contudo, 

foram observados poucos eosinófilos no tecido, além de L3 intactas e L4 emergindo 

da mucosa, ressaltando a importância de desafios frequentes para a manutenção de 

resposta imune efetora. Vale destacar que essa resposta precoce observada pelos 

autores se deve ao fato de que a infecção artificial se deu com larvas 

desembainhadas, inoculadas diretamente no abomaso.  

Diversos estudos tem evidenciado perfil diferencial relacionado ao número de 

eosinófilos locais entre ovinos resistentes e susceptíveis aos GIN. Terefe et al. 

(2007), embora tenham observado eosinofilia sanguínea mais intensa em animais de 

raça resistente ao H. contortus, não encontraram diferença na quantidade de 

eosinófilos no abomaso entre as raças, no 4º ou 30º dpi. Contudo, em estudo 
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posterior, Terefe et al. (2009) observaram que animais de raça resistente ao H. 

contortus, artificialmente infectados, apresentaram maior quantidade de eosinófilos 

teciduais em comparação aos susceptíveis, no 16º dpi, data experimental ausente 

no estudo anterior. Shakya et al. (2009) avaliaram cordeiros naturalmente infectados 

por H. contortus, observando superior contagem de eosinófilos na região fúndica 

abomaso dos animais da raça resistente, no 35º dpi, o que não foi observado para a 

região pilórica. Bricarello et al. (2004) obtiveram resultado semelhante, ao avaliaram 

cordeiros de duas raças sob infecção natural com H. contortus. Os autores 

encontraram superior contagem de eosinófilos na mucosa do abomaso dos animais 

da raça resistente, 10 semanas após o início da infecção. Ahmed et al. (2015) 

também observaram eosinofilia mais intensa no abomaso de animais de raça 

resistente a T. circumcincta, do 3º ao 35º dia após infecção artificial com esse 

helminto.   

Contudo, os resultados em relação a utilização da contagem de eosinófilos 

teciduais como marcadores da resistência a parasitoses não são consenso entre os 

estudos. Amarante et al. (1999), por exemplo, não observaram diferença significativa 

para a contagem de eosinófilos no abomaso entre ovinos de raças resistentes e 

susceptíveis ao H. contortus, 30 dias após infecção artificial com esse parasita, em 

animais previamente submetidos a infecções naturais. De modo semelhante, estudo 

conduzido por Amarante et al. (2005) demonstrou que o número de eosinófilos locais 

não diferiu entre raças ovinas resistente e susceptível à infecção natural por H. 

contortus, no 42º dpi. No presente estudo, por sua vez, foi observado superior 

número de eosinófilos na mucosa da região fúndica do abomaso dos animais 

resistentes à infecção por H. contortus. Esses resultados, em conjunto à superior 

expressão de MS4A2 também encontrada nesses animais, evidenciam a 

importância da ação citotóxica dos eosinófilos no combate aos parasitas, conforme 

evidenciado nos demais trabalhos descritos. Não obstante, é importante destacar a 

influência no tipo de infecção e data de observação em relação às diferenças entre 

os resultados dos estudos apresentados. 

Em relação às diferentes regiões anatômicas do abomaso, sabe-se que H. 

contortus possui alto tropismo pela região fúndica em especial as larvas infectantes 

e demais formas imaturas, que são praticamente ausentes na região pilórica (Dash, 
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1985; Rahman, 1990). Sendo assim, um maior recrutamento de células imunes 

efetoras na região fúndica possivelmente desempenha importante papel no combate 

ao parasita. Embora não seja grande o número de estudos avaliando 

concomitantemente as regiões fúndica e pilóricas do abomaso, diferenças entre a 

densidade do infiltrado eosinofílico entre essas regiões têm sido relatadas. Shakya 

et al. (2009) evidenciaram superior contagem de eosinófilos nos cordeiros 

resistentes à infecção por H. contortus apenas ao avaliarem a região fúndica do 

abomaso. Observaram, também, que no 35º dpi a referida contagem foi bastante 

superior nessa região em relação à pilórica, o que ocorreu apenas para o grupo 

resistente. Buendía-Jiménez et al. (2005) evidenciaram que animais previamente 

tratados com concentrado vesicular de T. hydatigena e experimentalmente 

infectados apresentaram menores contagens de OPG em relação ao grupo não 

tratado. Essa redução foi acompanhada de alta contagem de eosinófilos teciduais no 

49º dpi, a qual foi superior na região fúndica do abomaso dos animais que 

receberam o concentrado antes da infecção. Foi evidenciado que, para esse grupo, 

que mostrou maior resistência ao parasita, a região fúndica apresentou eosinofilia 

mais intensa que a região pilórica. Contudo, resultados distintos foram observados 

em outros trabalhos. Terefe et al. (2009) e Muñoz-Guzmán et al. (2012) observaram 

maior quantidade de eosinófilos na região pilórica de animais resistentes a infecção 

por H. contortus, aos 16 dias e 15 semanas da infecção artificial, respectivamente. 

Contudo, é importante ressaltar que em todos os estudos o tropismo dos eosinófilos 

pelas diferentes regiões do abomaso estavam associadas à maior presença de 

parasitas. No presente estudo, os cordeiros Morada Nova foram submetidos a dois 

desafios parasitários e abatidos no sétimo dia do terceiro desafio, no início da 

infecção, sendo possível observar maior quantidade de eosinófilos na região fúndica 

do abomaso dos animais resistentes. Entretanto, não foi possível, de acordo com o 

delineamento experimental adotado, associar a infiltração de eosinófilos com a 

presença de larvas do parasita. 

De modo similar aos eosinófilos, os mastócitos desempenham importante 

papel na defesa contra GIN. A estimulação dessas células ocorre 

predominantemente mediante ligação de seus receptores FcεRI aos anticorpos do 

isótipo IgE (Prussin e Metcalfe, 2003). Após ativadas, essas células liberam o 
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conteúdo de seus grânulos, ricos em mediadores tais como histamina e proteases 

(Anthony et al., 2007; Abraham e St John, 2010), desencadeando não apenas 

efeitos deletérios às estruturas dos parasitas, mas também uma reação de 

hipersensibilidade na mucosa do trato gastrintestinal, aumentando o fluxo sanguíneo 

local, a permeabilidade vascular e a contratilidade da musculatura lisa intestinal, 

facilitando a expulsão dos parasitas (Abraham e St John, 2010; Dawicki e Marshall, 

2007).  

Tem sido evidenciado o fato da infecção de ovinos com GIN estimula 

mastocitose tecidual. Lacroux et al. (2006) detectaram mastocitose na mucosa do 

abomaso 15 dias após infecção artificial com H. contortus, em animais primo-

infectados. Observaram, também, que animais previamente infectados responderam 

mais rapidamente, com aumento na quantidade de mastócitos logo no 3º dpi, os 

quais se mantiveram superiores aos primo-infectados até o 28º dpi, quando esses 

grupos não mais diferiram entre si, embora mantenham-se elevados em relação aos 

controles. Em estudo recente, Scott et al. (2017) evidenciaram que a infecção 

artificial de cordeiros com larvas de T. circumcincta levou a aumento na contagem 

de mastócitos na mucosa da região fúndica do abomaso a partir do 30º dpi, o que 

não ocorreu na região pilórica. Os autores também evidenciaram que a inoculação 

intra-abomasal com formas adultas do parasita não provocaram aumento no número 

de mastócitos, após avaliação seriada por 72 horas. Balic et al. (2003), por sua vez, 

não observaram mastocitose na mucosa do abomaso após três ou cinco dias da 

infecção artificial com T. circumcincta. Ainda assim, correlações negativas com 

parâmetros da infecção têm sido observadas, em relação à carga parasitária, ao 

comprimento total e à fecundidade das fêmeas, além de correlacao positiva com o 

número de parasitas imaturos na mucosa (Amarante et al., 2005; Bricarello et al., 

2005; Lacroux et al., 2006). 

Com relação à comparação entre as quantificações de mastócitos locais entre 

ovinos resistentes e susceptíveis aos GIN, resultados variados foram obtidos ao 

longo dos estudos. Terefe et al. (2007) observaram que cordeiros primo-infectados 

com H. contortus e resistentes a esse parasita apresentaram mastocitose na 

mucosa do abomaso no 4º dpi, de maneira precoce aos susceptíveis, nos quais 

esse aumento ocorreu apenas no 30º dpi. Esses autores observaram, também, que, 
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quando reinfectados, os susceptíveis tiveram sua resposta antecipada, 

apresentando mastocitose no 4º dpi, embora menos intensa que a observada nos 

resistentes. Gill et al. (2000) também encontraram superiores contagens de 

mastócitos na mucosa de cordeiros resistentes, 28 dias após infecção artificial com 

H. contortus. Ahmed et al. (2015) detectaram maior número de mastócitos no 

abomaso de ovinos resistentes a T. circumcincta, no 7º e 14º dpi. Observaram, 

também, que apenas os animais resistentes possuíam mastócitos na mucosa 

abomasal no dia da infecção artificial (D0), o que indica capacidade de resposta 

mais rápida frente às larvas infectantes. Contudo, outros estudos não obtiveram os 

mesmos resultados. Muñoz-Guzmán et al. (2006), por exemplo, não evidenciaram 

diferença nas contagens de mastócitos abomasais entre ovinos de raças resistente e 

susceptível a H. contortus, 15 semanas após a infecção artificial. Resultados 

semelhantes a esses foram obtidos por Amarante et al. (1999), que observaram 

quantidades semelhantes de mastócitos no abomaso de ovinos de raças com 

diferentes fenótipos de resistência parasitária, após 30 dias da infecção artificial com 

H. contortus, avaliando animais que com prévio contato com infecções naturais. Em 

outro estudo mais recente, esse mesmo grupo de pesquisa também não encontrou 

diferença entre raças resistente e susceptível à infecção por H. contortus, 

naturalmente infectados, ao 42º dpi (Amarante et al., 2005). 

 No presente estudo, apesar de terem sido observados poucos mastócitos na 

mucosa do abomaso dos animais infectados por H. contortus, sem diferença entre 

os fenótipos extremos, não se pode descartar sua atuação na defesa contra a 

infecção, tendo em vista ter sido avaliada apenas uma data experimental (7º dpi). 

Nesse sentido, pode ter havido mastocitose em momentos mais iniciais da infecção, 

conforme destacado por Ahmed et al. (2015), o que não pode ser avaliado no 

presente delineamento experimental. Ainda, sabe-se que assim como para os 

eosinófilos, a simples presença de mastócitos no sítio de infecção não garante ação 

efetiva contra os parasitas, e o estado de ativação dessas células seria uma medida 

interessante em relação à sua efetividade. Embora não tenha sido possível 

mensurar diretamente o estado dessas células, uma maior quantidade de receptores 

celulares, vide FCεRI, superiormente expresso nos resistentes, poderia ser um 
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indicativo de maior ativação das células efetoras no sítio de infecção dos cordeiros 

resistentes. 

 

6. CONCLUSÕES 
 

- O esquema de fenotipagem adotado permitiu estratificação do rebanho em três 

fenótipos distintos: resistentes, intermediários e susceptíveis à infecção por H. 

contortus; 

- Apesar do impacto da infecção nos parâmetros sanguíneos, um número 

relativamente baixo de animais apresentou valores de VG abaixo dos padrões, 

evidenciando certo caráter resiliente nos animais; 

- Foi evidenciada a importância da resposta inata na resistência dos cordeiros à 

infecção por H. contortus, mediada por TLR2 e componente do sistema 

complemento (CFI); 

- Foi evidenciada resposta imune mediada por IgE nos animais resistentes, que 

apresentaram superior expressão de MS4A2 (receptor de alta afinidade para IgE) na 

região fúndica do abomaso; 

- O presente estudo foi o primeiro a associar, diretamente, o fenótipo de resistência 

parasitária em animais de produção com altos níveis de IL33 locais (região fúndica 

do abomaso); 

- Os cordeiros susceptíveis apresentaram resposta inflamatória exacerbada na 

região fúndica do abomaso, caracterizada por superior expressão de TNFα e IL1β; 

- Maiores contagens de eosinófilos e níveis locais de IgA (muco abomasal) foram 

observadas nos cordeiros resistentes à infecção por H. contortus. 
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