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RESUMO

A infeccdo por Haemonchus contortus € um dos principais desafios na criacdo de
ovinos. A susceptibilidade alterada a essa infeccéo pode ser atribuida a fatores como
raca, idade, estado fisiologico e/ou nutricional e alteracdes genéticas. Ovinos Santa
Inés apresentam elevada resisténcia, enquanto White Dorper e Texel apresentam
maior susceptibilidade. Dentre as variagGes intra-raciais, foi verificado efeito
significativo do polimorfismo da B-globina ovina na resisténcia ao parasita. A presenca
do alelo BA, relacionado ao aumento compensatério da afinidade da hemoglobina por
oxigénio em resposta a anemia parasitaria, também esta associado a uma resposta
imune mais robusta e maiores niveis de IgM plasmatico anti-H. contortus. Sendo um
nematddeo gastrintestinal, H. contortus interage diretamente com a mucosa do trato
digestdrio, tornando a resposta imune local essencial no combate a infeccdo. No
entanto, poucos estudos avaliaram essa resposta. Este trabalho objetivou
desenvolver e aplicar um método para quantificacdo da resposta humoral local
(secrecdo nasal e oral) em comparacado a sistémica. O antigeno-alvo foi a proteina
excretoOria-secretoria de 24 kDa (ES24) de H. contortus. Cordeiros das racas White
Dorper, Texel e Santa Inés de diferentes haplotipos da [p-globina foram
experimentalmente infectados. Amostras de swabs nasais, orais e plasma foram
coletadas semanalmente (DO a D28) para quantificacdo de anticorpos anti-ES24 dos
isétipos 1gG, IgM e IgA. Maiores titulos de imunoglobulinas foram detectados em
secrecdo nasal comparado a secrecdo oral. Cordeiros Santa Inés apresentaram
maiores niveis de todos os isétipos na mucosa nasal em comparacdo com outras
racas, sem diferencas significativas no plasma e na mucosa oral. Nos cordeiros Santa
Inés, o polimorfismo da B-globina influenciou a resposta imune. Animais Hb_AA
apresentaram maiores titulos sistémicos de IgM anti-ES24 e maiores valores de
volume globular, enquanto IgA nasal apresentou tendéncias a niveis inferiores em
comparacao aos Hb-AB e Hb-BB. Esses achados corroboram com estudos anteriores
associando o isétipo IgM a maior resisténcia contra a hemoncose. A quantificagdo de
anticorpos na mucosa surge como uma ferramenta promissora para avaliar a infec¢éo
e a protecdo do hospedeiro, contribuindo para estratégias de manejo imuno-profilatico
da hemoncose.

Palavras-chave: imunoglobulinas, ELISA indireto, resposta humoral local, mucosa,

ovinos, isotipos, IgM.
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1 INTRODUCAO

A ovinocultura destaca-se como uma atividade de grande relevancia
econdmica e social no Brasil e no mundo, adaptando-se a diferentes condigbes
climaticas e gerando renda para comunidades rurais. No Brasil, o rebanho ovino tem
crescido continuamente, impulsionado pela demanda por carne, leite e derivados,
consolidando-se como um setor essencial na economia nacional (FREITAS et al.,
2013; EMBRAPA, 2023; IBGE, 2022).

Apesar desse crescimento, a ovinocultura enfrenta desafios, principalmente
pela infeccdo por Haemonchus contortus, causador da hemoncose. Esse nematddeo
hemato6fago reduz a produtividade dos rebanhos, causando anemia severa, perda de
peso e, em casos extremos, morte dos animais, gerando prejuizos econémicos
relevantes, especialmente em regides tropicais (ALMEIDA et al., 2010; CHAGAS et
al., 2022; BESIER et al., 2016).

Algumas racas ovinas, como a Santa Inés, tém demonstrado maior resisténcia
a infeccdo por H. contortus, uma caracteristica associada a respostas imunoldgicas
mais robustas. Essas respostas incluem maior producao de citocinas, ativacao de
células efetoras e producédo de anticorpos especificos. A variacdo na resposta imune
humoral de mucosa é um fator essencial na defesa contra parasitas gastrointestinais,
explicando parte das diferencas de resisténcia entre as racas (OKINO et al., 2023,
AMARANTE et al., 2004).

Fatores genéticos, como os hapl6tipos da B-globina ovina, também influenciam
o fendtipo de resisténcia a infeccdo. Ovinos da raca Morada Nova, albergando o
haplétipo BA, quando infectados naturalmente ou experimentalmente com H.
contortus, apresentaram menor quantidade de ovos de parasitas nas fezes, niveis
mais elevados de hematdcrito e maior expressao de genes ligados a protecao das
mucosas (CUPERLIVIC et al., 1978; TOSCANO et al., 2020; OKINO et al., 2021).

Isto posto, o presente trabalho tem como finalidade desenvolver um teste de
ELISA indireto para mensuracao de anticorpos anti-H. contortus de mucosa (oral e
nasal), avaliar comparativamente a resposta humoral sisttmica (plasma) e local de
cordeiros das racas Santa Inés, White Dorper e Texel infectados com H. contortus.
Para tanto, seré realizada a quantificagdo de anticorpos especificos dos isotipos IgG,
IgM e IgA anti-ES24, uma proteina excretoria-secretéria do parasita, comparando com
parametros fenotipicos, que incluem quantidade de ovos por grama de fezes (OPG),



volume globular (VG) e contagem de parasitas abomasais.
Ademais, o monitoramento de anticorpos de mucosa via coleta com swab,
constitui um método ndo invasivo para acompanhar a progressdo da infeccdo e da

resposta humoral desenvolvida por Haemonchus contortus.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Importancia dos rebanhos ovinos no Brasil

A ovinocultura tem se consolidado como uma atividade de grande relevancia
econdmica e social no Brasil, refletindo tendéncias observadas no cenario mundial.
Globalmente, a criacdo de ovinos é uma pratica difundida, adaptando-se a diversos
climas e relevos, 0 que permite sua exploracdo tanto em escala econémica quanto
para subsisténcia de familias rurais (FREITAS et al., 2013).

No Brasil, dados recentes indicam um crescimento continuo do rebanho ovino.
Em 2023, o pais alcancou a marca de 21 milhGes de cabecas, representando um
aumento de 4,94% em relacdo ao ano anterior, consolidando-se como um setor
importante na economia brasileira (IBGE, 2022).

A distribuigao regional do rebanho ovino brasileiro destaca o Nordeste como
principal polo produtor, concentrando aproximadamente 60% do efetivo nacional, com
destaque para a Bahia como o maior estado produtor. Além disso, a regido Sul, até o
inicio da década de 1980, destacava-se com o maior rebanho de ovinos, evidenciando
a importancia histérica da atividade, antes com rebanhos especializados em 14 e
atualmente para corte (EMBRAPA, 2023; IBGE, 2023).

A importancia econémica da ovinocultura no Brasil também esta atrelada a
geracdo de emprego e renda, especialmente em comunidades rurais. A atividade
contribui para a ocupagéo de méo-de-obra familiar e € reconhecida por seu potencial
econdmico, atendendo a uma elevada demanda interna e externa por carne, leite e
peles (EMBRAPA, 2014).

Apesar do crescimento, um dos maiores desafios para a ovinocultura no Brasil
e no mundo é o impacto das parasitoses gastrointestinais, com destaque para o
Haemonchus contortus. A hemoncose, como é conhecida a doenca causada por esse
parasita, € uma das principais causas de perdas econémicas na produgdo ovina,
impactando diretamente na rentabilidade e na produtividade dos rebanhos (ALMEIDA
et al., 2010; LINS et al., 2022).

2.2 Classificagcao e morfologia Haemonchus contortus

H. contortus é um nematdédeo hematéfago que parasita o trato gastrointestinal

de pequenos ruminantes, como ovinos e caprinos. Sua classificagdo taxonémica
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reflete caracteristicas morfolédgicas e fisiolégicas adaptadas ao parasitismo (IRFAN et
al., 2014).

Anatomicamente, 0 parasita apresenta estruturas bucais especializadas para
hematofagia, como lanceta no interior da cdpsula bucal que perfura os vasos
sanguineos no abomaso. Seu tubo digestivo esta adaptado para processar grandes
volumes de sangue, enquanto a cuticula externa oferece protecéo contra o ambiente
hostil do trato gastrointestinal do hospedeiro. Essas adapta¢des sdo cruciais para sua
sobrevivéncia e patogenicidade, resultando em perda de sangue e desnutricdo do
hospedeiro (GILLEARD & REDMAN, 2016).

Os estagios larvais de H. contortus exibem adaptacdes importantes para
sobrevivéncia em diferentes ambientes e transicdo para o parasitismo. A larva de
primeiro estadio (L1) eclode do ovo, em pastagens, sob condi¢cdes favoraveis de
umidade e temperatura, apresentando estrutura corporal simples. Até atingir o terceiro
estadio larval (L3), seu desenvolvimento ainda ocorre externamente, geralmente nas
pastagens. O Ls, sendo o estagio infeccioso, possui uma cuticula dupla que protege
contra desidratacdo e condi¢cdes adversas, permitindo sua sobrevivéncia até ser
ingerida pelo hospedeiro. Dentro do hospedeiro, as larvas se desenvolvem no
abomaso, transformando-se em larvas de quarto estadio (L4), fase em que se fixam a
parede do Orgdo para iniciar hematofagia ativa, causando anemia e desnutricdo
(NIKOLAOU & GASSER, 2006; BESIER et al., 2016).

A diferenciacao sexual inicia-se no estagio L4, quando os primérdios genitais ja
permitem identificar machos e fémeas antes da maturidade sexual. Machos
apresentam estruturas rudimentares do sistema reprodutivo masculino, enquanto
fémeas comecam a desenvolver o primérdio do sistema reprodutivo feminino (BLITZ
& GIBBS, 1971; REYES-GUERRERO et al., 2024).

No estagio adulto (Ls), o dimorfismo sexual € bem definido. Fémeas,
geralmente maiores, possuem um sistema reprodutivo desenvolvido, visivel
externamente como um tubo espiralado, com variagcbes morfolégicas na vulva
(polimorfismo vulvar). Machos possuem uma bolsa copuladora caracteristica na
extremidade posterior, usada para a copula. Assim, embora as diferencas sexuais
sejam perceptiveis ja no L4, € no estagio adulto que atingem total maturidade (IRFAN
et al., 2014; BESIER et al., 2016).
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Figura 1 - Fotomicrografias de larvas de H. contortus em microscépio

Optico com objetiva de 40x (A e C) e em estereomicroscopio (B e D).

WS 70

N

Fonte: Arquivo da autora. (A) Larva L4 com sistema reprodutor feminino
pouco desenvolvido; (B) Fémea adulta com apéndice vulvar totalmente
desenvolvido e presenca de ovos; (C) Larva L4 com sistema reprodutor
masculino pouco desenvolvido; (D) Macho adulto com bolsa copulatéria

aberta, totalmente desenvolvido.

Durante o estagio adulto, esses nematddeos apresentam maior mobilidade em
comparacao as larvas, facilitando a reproducado. Para a c6pula, machos e fémeas se
deslocam pela luz do abomaso, continuando a se alimentar de sangue, o0 que agrava
os danos ao hospedeiro (TROELL, 2006; BESIER et al.,, 2016; GILLEARD &
REDMAN, 2016).

2.2.1 Patogenicidade

H. contortus é um dos parasitas mais patogénicos que afetam pequenos
ruminantes, conhecido por causar anemia severa devido a hematofagia ativa no
abomaso do hospedeiro. Esse nematédeo consome grandes quantidades de sangue,
ingerindo até 0,05 mL por helminto ao dia, o que reduz significativamente a contagem
de hemécias e a concentracdo de hemoglobina, resultando em fraqueza, mucosas
palidas, perda de peso e, em casos graves, morte do animal. Além disso, a presenca
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do parasita no abomaso provoca inflamacao e danos na mucosa, comprometendo a
digestdo e a absorcédo de nutrientes e agravando a debilidade geral do hospedeiro
(BESIER et al., 2016; ANGULO-CUBILLAN et al., 2007).

Os estados clinicos da infeccdo variam entre agudo e crénico. No estado
agudo, a elevada carga parasitaria causa rapida perda de sangue, anemia severa,
edema submandibular ("papeira®) e, em casos graves, morte subita. Mucosas
extremamente palidas, colapso cardiovascular e fraqueza acentuada sdo comuns,
especialmente em animais jovens ou imunossuprimidos. J& o estado crénico ocorre
em infec¢Bes subclinicas com menor carga parasitaria, desenvolvendo-se de forma
progressiva. Nesse caso, manifesta-se como anemia moderada, perda de peso,
reducdo na eficiéncia produtiva e maior vulnerabilidade a outros patégenos devido a
imunossupressao cronica. Essa forma é frequentemente observada em regides
endémicas, onde os animais sdo continuamente infectados pelo parasita (FLAY et al.,
2022; NISBET et al., 2016).

O impacto na producdo animal é significativo. Infecgbes por H. contortus
comprometem o ganho de peso e a eficiéncia alimentar, reduzindo a producdo de
carne e |a e aumentando os custos com tratamentos, especialmente em sistemas
extensivos (ALMEIDA et al., 2010; CHAGAS et al., 2022). Em ovelhas lactantes, a
infeccdo reduz a producao de leite, afetando o crescimento dos cordeiros. Em casos
cronicos, ha ainda perda na qualidade da 1a e reducéo da fertilidade, intensificando as
perdas econdmicas, especialmente em rebanhos comerciais localizados em regides
tropicais e subtropicais, onde o parasita € mais prevalente (EMERY et al., 2016;
ABOSSE et al., 2022).

Além dos efeitos diretos, o parasita exerce pressdo sobre o sistema
imunolégico do hospedeiro, desencadeando respostas inflamatérias intensas que
frequentemente sdo insuficientes para controlar a carga parasitaria. Essa resposta
ineficaz permite a persisténcia da infecgdo e agrava o quadro clinico. Outro desafio
relevante € a resisténcia do parasita a tratamentos antiparasitarios, o que exige
estratégias integradas e sustentaveis de controle, como selecdo genética para
resisténcia, rotacdo de pastagens e manejo estratégico (ANGULO-CUBILLAN et al.,
2007; BESIER et al., 2016; NISBET et al., 2016).
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2.2.1.1 Sinais clinicos

A identificacdo precoce dos sinais clinicos é essencial para prevenir
complicacbes graves e reduzir perdas econdmicas. Métodos como hematdcrito,
contagem de OPG e FAMACHA sdo amplamente empregados para avaliar a
gravidade da infeccdo e orientar intervencdes. O hematodcrito, que mede a proporcao
de glébulos vermelhos no sangue, € uma ferramenta eficaz para diagnosticar anemia
severa. O OPG, por sua vez, estima a carga parasitaria por meio da contagem de ovos
de parasitas nas fezes. Ja o0 método FAMACHA oferece uma abordagem prética em
campo, avaliando a coloragcdo das mucosas oculares para identificar anemia,
classificando-a em uma escala de 1 (normal) a 5 (anemia severa). A combinagao
desses métodos permite intervencdes mais direcionadas e eficazes no manejo do
parasita (ABOSSE et al., 2022; EMERY et al., 2016).

2.3 Manejo e resisténcia anti-helmintica

O controle da infeccédo, tradicionalmente, combina o uso de anti-helminticos
com estratégias para reduzir a carga parasitaria nos rebanhos. Entre as classes de
medicamentos amplamente utilizadas estdo os benzimidazéis (como albendazol), as
lactonas macrociclicas (como ivermectina) e os imidazotiazéis (como levamisol).
Essas drogas atuam de forma especifica: os benzimidazdis inibem a polimerizacao de
microtUbulos, essencial para o metabolismo do parasita; as lactonas macrociclicas
interferem nos canais i6nicos, causando paralisia; e os imidazotiazéis induzem
paralisia espastica ao agir como agonistas de receptores nicotinicos. Quando
utilizados de maneira adequada, esses medicamentos demonstram alta eficacia e
constituem a base do controle do parasita em sistemas de produgéo animal (BESIER
et al., 2016; KOTZE & PRICHARD, 2016).

Além dos medicamentos, estratégias complementares de identificagédo precoce
dos sinais clinicos ajudam a direcionar os tratamentos para 0s animais que realmente
necessitam. Praticas como a rotacdo de classes de anti-helminticos, o0 manejo de
refugia (manutencao de uma populacdo de parasitas ndo exposta ao tratamento) e o
uso de pastagens com baixa contaminacéo prolongam a eficacia dos medicamentos.
Essas abordagens integradas visam equilibrar a pressdo de selecdo sobre os
parasitas e reduzir a probabilidade de desenvolvimento de resisténcia (SCHEUERLE,
2009; GILLEARD, 2013).
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Contudo, o uso prolongado e, frequentemente, inadequado de anti-helminticos
resultou no surgimento e disseminacéo de resisténcia em populacdes de H. contortus
(RAMOS et al.,, 2002; CHAGAS et al.,, 2008). Essa resisténcia ocorre quando
mutagcbes genéticas permitem que alguns parasitas sobrevivam aos tratamentos,
transmitindo essas caracteristicas as geracdes subsequentes. Fatores como 0 uso
indiscriminado de medicamentos, doses subterapéuticas, tratamento de todo o
rebanho e a auséncia de refugia aumentam significativamente a pressao seletiva para
a resisténcia. Dessa forma, apenas o0s parasitas resistentes sobrevivem e se
reproduzem, acelerando o aumento de cepas resistentes nas populacdes (KOTZE &
PRICHARD, 2016; GETACHEW et al., 2007).

Casos de resisténcia aos benzimidazois, lactonas macrociclicas e
imidazotiazéis ja foram relatados em varias regides do mundo, especialmente em
paises tropicais e subtropicais onde o parasita é endémico (ECHAVARRIA et al.,
1996; RAMOS et al.,, 2002; ALMEIDA et al., 2010; BASSETO et al., 2024). Essa
resisténcia reduz drasticamente as opc¢bes de controle, resultando em perdas
econdmicas. O problema € agravado pela falta de novas classes de anti-helminticos
no mercado e pela necessidade urgente de estratégias alternativas, como o0 uso de
plantas com propriedades antiparasitarias e o desenvolvimento de novos tratamentos
ou vacinas, que ainda apresentam limitacdes praticas (GILLEARD, 2013; LAMB et al.,
2017).

2.4 Resposta imune e resisténcia a hemoncose

A hemoncose € marcada pela capacidade do H. contortus em evadir e
manipular o sistema imunoldgico, exigindo respostas complexas do hospedeiro.
Contudo, individuos e ragas ovinas mais resistentes a infeccdo, como Morada Nova e
Santa Inés, exibem mecanismos mais robustos de imunidade inata e adaptativa, que
envolvem citocinas, imunoglobulinas e células efetoras. Esses fatores tém sido
amplamente estudados para compreender as diferengas na resisténcia entre fenotipos
e racas (AMARANTE et al., 2004; LINS et al., 2022; OKINO et al., 2024).

As infecgbes por H. contortus induzem predominantemente uma resposta
imunoldgica do tipo Th2, caracterizada pela producéo de citocinas como IL-4, IL-5 e
IL-13. Essas moléculas desempenham papéis cruciais na ativagdo de eosindfilos e
mastocitos, além de estimularem a producao de imunoglobulinas especificas. Ovinos

resistentes apresentam maior infiltracéo de eosindéfilos no abomaso e ativacao de vias
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imunologicas de mucosa, 0 que resulta em uma expulsdo mais eficaz do parasita
(ANTHONY et al., 2007; OKINO et al., 2023).

A producéo de imunoglobulinas, como IgA, IgG e IgE, também é essencial para
neutralizar e eliminar o parasita. A IgA atua na inibicdo da adesdo do parasita a
mucosa abomasal, enquanto a IgE ativa mastocitos e eosinofilos, promovendo
reacoes inflamatérias que limitam a infeccdo (ABD-ALLA; RAVDIN, 2005; OKINO et
al., 2023).

Ovinos da raca Santa Inés, reconhecidos por sua resisténcia natural a
hemoncose, destacam-se por uma resposta Th2 mais intensa e controlada, associada
a maior expressao de genes como MS4A2, que codifica o receptor de alta afinidade
para IgE e IL-5, envolvido na diferenciagcdo de eosinofilos. Esses fatores contribuem
para a eficacia superior da resposta imunoldgica dessa raca em comparacdo a outros
animais que compdem os rebanhos brasileiros, como White Dorper e Texel INGHAM
et al., 2008; TOSCANO et al., 2020; OKINO et al., 2023).

Estudos comparativos entre a raca Dorper e outras ragas presentes em
rebanhos de areas tropicais e subtropicais, como Merino, Red Maasai e Blackhead
Somali, destacam a alta susceptibilidade de Dorper a infec¢des por H. contortus, em
razao de maior contagem de OPG e menor volume globular (VG) durante o periodo
avaliado, além de maior mortalidade (MUGAMBI et al., 1997; WANYANGU et al.,
1997).

Estudos recentes para a identificacdo de grupos genéticos mais resistentes,
corroboram os resultados de maior susceptibilidade das racas Dorper e Texel em
comparacao a raca Santa Inés. Enquanto animais Santa Inés necessitaram de menor
namero de intervencdes com anti-helminticos (4), foram necessérios 50 tratamentos
para Dorper e 14 em Texel, demonstrando, respectivamente, uma baixa resisténcia e
resisténcia intermediaria, quando comparados com racas adaptadas (GONCALVES
et al., 2018).

Outro aspecto relevante da resposta imune controlada € o equilibrio entre
citocinas pro-inflamatorias e reguladoras. Ovinos resistentes apresentam maior
expressdo de IL-10 e TGF-B, citocinas que modulam a inflamagao excessiva,
prevenindo danos teciduais e promovendo uma resposta imunoldgica mais eficiente.
Esse equilibrio permite controlar os efeitos patologicos da infeccdo sem comprometer
a eliminacao do parasita (NG, 2018; SHER et al., 1992; INGHAM et al., 2008; OKINO
et al., 2023).
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A imunidade inata também desempenha um papel essencial na resisténcia a
hemoncose. Estudos recentes identificaram as células epiteliais “tuft” no intestino
como iniciadoras da resposta Th2, ao liberar IL-25, que ativa células efetoras de
mucosa. Essa descoberta destaca a importancia da imunidade de mucosa na defesa
contra parasitas gastrointestinais (GERBE et al., 2016).

Por fim, os padrbes genéticos e imunolégicos observados em ovinos
resistentes fornecem uma base molecular para estratégias de selecdo genética que
promovam resisténcia a hemoncose. A identificacdo de marcadores imunoldgicos,
como altos niveis de IgA e maior infiltracdo de eosinodfilos, é promissora para
programas de melhoramento genético, reduzindo a dependéncia de anti-helminticos
e mitigando a resisténcia parasitaria (WEN et al., 2023; OKINO et al., 2023; PAL &
CHAKRAVARTY, 2020).

2.4.1 Associacao entre a resisténcia e haploétipos da B-globina.

Pesquisas recentes tém aprofundado a relacdo entre os haplétipos de $-globina
em ovinos e os fendtipos de resisténcia a infec¢do por H. contortus, evidenciando o
potencial genético como ferramenta no manejo da hemoncose. Estudos indicam que
diferentes haplétipos, B* e BB da B-globina, exercem influéncia significativa na resposta
imunolégica e nos parametros hematoldgicos de animais infectados (CUPERLIVIC et
al., 1978; ALTAIF & DARGIE, 1978; INGHAM et al., 2008; BISHOP, 2012).

O haplétipo p* tem sido consistentemente associado a melhores indicadores
de resisténcia. Animais Hb-AA apresentam menor carga parasitaria, menor contagem
de ovos por grama de fezes (OPG) e alteracdes fisioldgicas menos pronunciadas em
comparacao aos portadores de hemoglobina Hb-BB. Essa associacdo sugere que o
haplétipo B contribui para uma resposta imunoldgica mais eficaz contra o parasita,
possivelmente modulando a atividade inflamatéria e favorecendo a defesa do
hospedeiro (CUPERLIVIC et al., 1978; OKINO et al., 2021; KAPRITCHKOFF et al.,
2024).

O haplétipo B~ estd relacionado a melhores parametros hematolégicos,
incluindo niveis mais elevados de hematdécrito e hemoglobina total, o que proporciona
maior resisténcia/resiliéncia ao estresse anémico induzido pela infecgcdo. Em
contrapartida, animais do haplétipo BB, apresentam menor resisténcia/resiliéncia,
devido delecdo de locus génico contendo beta-globina juvenil (B€) expressa no

cordeiro jovem, que possui maior afinidade por oxigénio, e que volta a ser expressa
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na fase adulta em situacdes de anemia e/ou hipdxia. Essa limitacdo contribui para
maior suscetibilidade a infeccéo, especialmente em animais homozigotos para alelo
BB (ROY et al., 2014; OKINO et al., 2021).

A resposta imune mais robusta em ovinos com haplétipo A também esta
associada a expressao aumentada de genes envolvidos na resposta Th2, mucinas e
lectinas. Esses genes desempenham papéis fundamentais na expulsdo dos parasitas
e na protecdo das mucosas, reduzindo os danos causados pela infeccdo e
promovendo a recuperacdo dos tecidos abomasais (CUPERLIVIC et al., 1978;
ALTAIF; DARGIE, 1978; OKINO et al., 2023).

O desenvolvimento de técnicas moleculares como gPCR e multiplex PCR tém
viabilizado a identificacdo rapida e precisa dos hapl6tipos de B-globina. Essas
metodologias oferecem uma abordagem acessivel para programas de melhoramento
genético, facilitando a selecdo de ovinos mais resistentes a hemoncose. Essa
estratégia ndo apenas reduz a dependéncia aos anti-helminticos, mas também pode
ajudar a mitigar a resisténcia parasitaria (OKINO et al., 2021).

Os resultados desses estudos reforcam a importancia da identificacdo dos
haplétipos de B-globina como ferramenta no manejo genético de rebanhos ovinos. A
aplicacdo dessas descobertas pode contribuir para reduzir perdas econémicas,
melhorar o bem-estar animal e garantir maior sustentabilidade no setor produtivo,
destacando o papel da genética na luta contra a hemoncose (CUPERLIVIC et al.,
1978; ROY et al., 2014; OKINO et al., 2021).

2.5 Resposta humoral a infeccdo por H. contortus

Entre os métodos soroldgicos disponiveis, o ELISA indireto (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) destaca-se como ferramenta precisa e especifica, baseando-
se na deteccdo de anticorpos contra antigenos especificos. Nesse contexto, a
proteina ES24, um componente excretério-secretério (ES) de H. contortus, tem se
mostrado promissora devido a sua capacidade de discriminar infec¢cdes por esse
parasita de outras infec¢cdes gastrointestinais em ovinos (LI et al., 2007; SCHALLIG et
al., 1997).

A especificidade do ELISA baseado na ES24 é reforcada pela auséncia de
reatividade cruzada com parasitas como Fasciola hepética, tornando-o uma
ferramenta confiavel para estudos epidemioldgicos e clinicos. Ensaios com proteinas

recombinantes demonstraram alta sensibilidade na deteccdo de anticorpos
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especificos no soro de animais infectados, permitindo a diferenciacdo entre animais
infectados por H. contortus e aqueles com infec¢des por outros nematdédeos ou nao
infectados (LI et al., 2007; BAKKER et al., 2004).

Além de sua precisdo, a ES24 desempenha um papel imunoldgico significativo
ao ser reconhecida por anticorpos especificos em soros de ovinos infectados. Estudos
mostram que mais de 50% dos animais de campo em regifes endémicas apresentam
anticorpos contra H. contortus, evidenciando a aplicabilidade do ELISA baseado
nessa proteina para monitoramento em larga escala (SCHALLIG et al., 1994; Ll et al.,
2007).

Titulos de anticorpos IgM plasmaticos anti-ES24 e valores de OPG
demonstraram coeficiente de correlagdo negativa moderada em cordeiros infectados
experimentalmente com H. contortus, além de correlacdo positiva moderada entre
niveis de IgM e valores de VG (OKINO et al., 2024). Nesse contexto, a importancia
de anticorpos IgM como agentes da imune-protecdo dos hospedeiros reforca seu
possivel papel no aprimoramento imuno-profilatico de rebanhos e o seu potencial uso
no tratamento passivo frente a infeccéo por esse parasita.

Ademais, T. circumcincta, que também parasita o0 abomaso de pequenos
ruminantes, foi avaliado em relacdo aos valores de OPG e aos niveis de IgA
especificos contra o antigeno somatico de larvas L3 em amostras de sangue,
secrecdo nasal e saliva, revelando correlagdes significativamente positivas. Os
maiores coeficientes de correlacdo foram observados para a secre¢do nasal,
seguidos do soro e, por ultimo, da saliva. O uso dos indices de IgA como potencial
biomarcador para essa infeccdo parasitaria, em condicdes naturais, foi reforcado
especialmente para animais mais jovens, com valores de correlacéo superiores a 0,5
encontrados (Aguero et al., 2023).

A resposta humoral frente a infec¢des varia conforme a distribuicdo dos isotipos
de imunoglobulinas nos compartimentos biolégicos. O soro de um individuo
imunizado, por exemplo, apresentara uma variedade de anticorpos com afinidades
diferentes aos antigenos. Anticorpos do isétipo IgG refletem uma resposta imune
sistémica, sendo um indicador de exposicdo prévia a patdégenos. A presenca de
anticorpos IgM, por outro lado, sao indicativos de infec¢éo recente. Junto a isso, por
ser um anticorpo pentameérico, cada imunoglobulina do isotipo IgM é capaz de se ligar
a até 10 sitios diferentes de um mesmo antigeno e, por consequéncia, produzir

interacOes de alta avidez, favorecendo a formagao de complexos imunes e ativacao
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do complemento. J& em tecidos de mucosa, como no intestino ou vias aéreas, a
resposta humoral é predominantemente de IgA, por ser eficientemente secretada no

limen desses 6rgdos e neutralizar patégenos antes da invaséo aos tecidos (ABBAS,
2019; COOPER, 1985).
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3 OBJETIVOS

Desenvolver um teste para quantificacdo de anticorpos de mucosa especificos
de diferentes is6tipos contra H. contortus. Caracterizar a resposta imune humoral local
(mucosa) e comparar com resposta sistémica (plasma) em cordeiros de diferentes
racas (Santa Inés, White Dorper e Texel) e de diferentes haplétipos da B-globina
infectados com H. contortus por meio da quantificacdo de anticorpos especificos dos
isétipos IgA, IgM e 1gG contra o antigeno ES24, utilizando secre¢des nasais e orais e
plasma.

3.1 Objetivos especificos

e Desenvolver e otimizar ELISA indireto para quantificacdo de anticorpos anti-H.
contortus dos isotipos IgG, IgM e IgA de mucosa,;

e Infectar experimentalmente cordeiros de diferentes racas (Santa Inés, Texel e
White Dorper) e de diferentes haplétipos da (B-globina com H. contortus e
monitorar parametros clinicos e de resposta humoral durante infec¢éo;

e Quantificar os niveis de imunoglobulinas especificas anti-H. contortus (IgA, IgM
e IgG) em secrecdes nasais, orais e em plasma, utilizando ensaios de ELISA
indireto;

e Comparar as respostas imunes local (nasal e oral) e sistémica (plasmatica)
desenvolvidas em cordeiros de diferentes racas de ovelhas (White Dorper,
Texel e Santa Inés);

e Comparar as respostas imunes local (nasal e oral) e sistémica (plasmatica)
desenvolvidas em cordeiros da raca Santa Inés de diferentes haplétipos da B-
globina (Hb-AA, Hb-BB e Hb-AB);

e Investigar a possivel associagdo entre os titulos de imunoglobulinas especificas
e 0s parametros clinicos da infeccdo, como a contagem de OPG e VG nos

diferentes intervalos pés-infec¢éo e contagem de parasitas abomasais.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Desenho experimental

Foram utilizados 23 cordeiros machos: 4 White Dorper (identificados como
ODO, sendo 4 Hb-BB), 7 Texel (identificados como OTX, sendo 4 Hb-BB e 3 Hb-AB)
e 12 Santa Inés (identificados como OSI, sendo 4 Hb-AA, 4 Hb-BB e 4 Hb-AB). Os
cordeiros foram mantidos em pasto da fazenda experimental da Embrapa Pecuaria
Sudeste, area considerada endémica para H. contortus, e aos 190 dias de idade
alocados em estabulo com piso cimentado. Foi aplicado protocolo de tratamento anti-
helmintico com 1 vermifugacdo com Neguvon, e ap6s 7 dias, foram realizadas 3
vermifugacdes (diarias e sequenciais) da associacdo de Levamisol + Albendazol
(doses recomendadas pelo fabricante). Apos 15 dias da ultima vermifugacéo, foi
realizado desafio com 4000 Ls de H. contortus (cepa Echevarria). Nos intervalos DO,
D7, D14, D21 e D28 foram colhidas amostras de sangue para mensuracao do VG e
determinacao dos haplétipos da B-globina, fezes para OPG e plasma, swab nasal e
swab oral para mensuragao de anticorpos anti-H. contortus. No intervalo D28 todos
os cordeiros foram eutanasiados, e 10% do conteddo abomasal foi colhido para
contagem de parasitas totais.

Amostras de sangue, swabs nasais e orais foram colhidos semanalmente, do
DO (dia da infeccdo) até o D28, para a quantificacdo de anticorpos especificos anti-
ES24 dos isoétipos IgG, IgM e IgA. Cada swab foi acondicionado individualmente em
500 uL de PBS. As amostras foram armazenadas a -20°C até a realizacdo dos ensaios
imunoldgicos.

Para a obtencéo do plasma, utilizado nos ensaios imunolégicos, foi realizada
a coleta do sangue. Para isso, os cordeiros foram contidos e, utilizando agulha,
adaptador e tubo tipo vacutainer contendo EDTA, foi realizada a flebotomia da veia
jugular.

Em seguida, os tubos foram centrifugados a 2500 rpm por 10 minutos,
separando o plasma do sedimento celular. O sobrenadante foi pipetado, transferido
para microtubos previamente identificados e armazenado em freezer, a -20°C, até a
realizacédo dos ensaios.

Todos os procedimentos realizados com 0s animais experimentais foram
previamente aprovados pela Comissdo de Etica e Bem-Estar Animal da Embrapa
Pecuaria Sudeste (processo n. 02/2022), de acordo com o0s principios éticos e
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recomendacdes de bem-estar animal do Colégio Brasileiro de Experimentacdo

Animal.
4.2 Determinagao dos haplétipos da B-globina

Os ensaios para determinacdo dos haplétipos da [B-globina ovina foram
realizados conforme previamente descrito (OKINO et al., 2021). Em resumo, as
amostras de sangue total foram submetidas a extracdo de DNA total utilizando-se o
kit Easy DNA (Cat. K180001, Thermofisher). A avaliacdo de concentracdo e pureza
do DNA extraido foi realizada por espectrofotometria em espectrofotometro Nanodrop
(Thermofisher). As amostras de DNA foram diluidas a 2,5 ng/pL e submetidas a g°PCR
multiplex com sondas de hidrolise. Esse ensaio foi realizado em todo o rebanho da
fazenda experimental, a partir desses resultados foram selecionados cordeiros
machos de cada raga e haplétipos da 3-globina.

A genotipagem da B-globina neste estudo revelou uma baixa frequéncia de
animais com o haplotipo Hb-AB nas racas White Dorper e Texel, além do haplétipo
Hb-AA estar presente apenas em animais Santa Inés. Em decorréncia do maior
namero amostral e da presenca dos trés haplétipos em Santa Inés, esta foi a raca

escolhida para analise comparativa do efeito da 3-globina ovina.
4.3 Ensaio de imunoabsor¢do enzimatica indireto (ELISA indireto)
4.3.1. Producéao da proteina ES24 recombinante

As proteinas recombinantes foram produzidas pelo laboratério parceiro
Genscript (Piscataway, NJ, USA). Em resumo, a sequéncia de nucleotideos do gene
codificador da proteina ES24 do H. contortus (nimero de acesso no Genbank:
AY821551) (LI et al., 2007) foi clonada em vetor pET30a com marcador His para
expressdo em E.coli. Foi utilizada estirpe de E.coli BL21 star (DE3) para
transformacao com o plasmideo recombinante, e entdo semeada em placa contendo
LB e Kanamicina. Uma colbnia foi selecionada e inoculada em meio LB contendo
Kanamicina. A cultura foi incubada a 37°C a 200 rpm e entéo foi feita indu¢gdo com
IPTG. SDS-Page e Western blot foram utilizados para monitorar a expresséo. Para
aumento na escala de expressao, as células transformadas foram inoculadas em meio
TB contendo kanamicina e incubadas a 37°C. Quando a DO600 (densidade 6ptica a

600 nm) alcangou 1,2, a cultura foi induzida com IPTG a 15°C durante 16 horas. As
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células foram precipitadas por centrifugacdo. Os pellets das células foram
suspendidos com tampéao de lise seguido de sonicacdo. O sobrenadante colhido apos
centrifugacéo foi armazenado para futura purificagdo. A proteina alvo foi dialisada e
esterilizada em filtro de 0,22 um antes do preparo das aliquotas. A concentracao
proteica foi determinada pelo teste de Bradford (Thermo Fisher, Cat n. 23236)
utilizando como padrdo a soroalbumina bovina (BSA). A pureza da proteina e peso
molecular foram determinados e confirmados por SDS-PAGE corado com Coomassie
Blue e Western Blot sob condi¢Bes redutoras. A integridade molecular das proteinas
foi confirmada por espectrometria de massa em SHIMADZU LC-AB SCIEX Triple TOF
4600, utilizando método C4, com gradiente de 15 minutos.

A sequéncia de aminoéacidos e avaliacdo da qualidade da proteina ES24
produzida encontram-se nas Figuras 1 e 2.

Figura 2 - Sequéncia de aminoacidos da proteina ES24 do H. contortus.

U0604798G0-1 ES24  vector: pET30a

Ndel--ATG-His tag- ES24--SINRNRN--Hind!l
Protein Length=219

MHHHHHHTLLSTSGHASMCPDTNGMSDEVRQTFVNKHNAYRTLVAKGEAKNAKEIGGYAPKAARMLKVTYDCAIEENTMNFAKKCVF
AHNSYSESNNWGQNLYMTSILNQNKTVAAAESVDLWFDELQQNGVPYDNVMTMAVFNRGVGHYTQVVWQWSNKIGCAVEWCSDMTF
VACEYDSAGNYMGMPIYEVGNPCTNNEDCK CTNCVCSRDEALCIAPI
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Figura 3 - Fotografia de analise por SDS-Page e Western blot (acima), e de HPLC (abaixo) da
proteina ES24 sintetizada.
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Instrumentz GR20010025 Agilent 1260 Location: 56 Injection volume: 12.0
Column Name:  XBridge™ Premier SEC 2504, Column No: 199§ —_—— Sample
Mobile Phase: 0.1 molL Na2504 in 0.118 molL Phosphate BufferipH 6.720.3) ... Standard
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4.3.2 ELISA indireto para quantificacdo de anticorpos anti-H. contortus

plasmaticos.

Os ensaios foram realizados conforme previamente descrito (LI et al., 2007,

OKINO et al., 2024).
Em resumo, as placas de poliestireno de 96 pocos (Cat. CLS3590-100EA,
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Corning) foram inicialmente revestidas com a proteina recombinante ES24 diluida em
tampdao carbonato-bicarbonato (5.96 mg/mL). Para cada placa, 100 puL proteina ES24
diluida foram adicionados a cada poco, e foram incubadas por aproximadamente 18
horas em camara Umida a 4°C.

ApoOs a incubacao, as placas foram lavadas trés vezes com uma solucédo de
PBST (PBS pH 7,4 acrescida de 0,05% Tween 20) em lavadora automatica de
microplacas modelo 50TS/12 (Biotek) (todos os passos de lavagem foram realizados
neste equipamento) para remoc¢do de de proteina ndo adsorvida. Em seguida, foi
realizada uma etapa de bloqueio de interacdes inespecifica utilizando uma solucéo de
PBS contendo 3% de leite em p6 desnatado (LPD) Molico, no volume de 100 uL/poco.
As placas foram incubadas a 37°C por 50 minutos.

Realizado o bloqueio, as placas foram novamente lavadas trés vezes com
PBST. As amostras de plasma entdo adicionadas aos pocos, sendo diluidas em
solucéo de blogqueio (PBS + 3% LPD) de acordo com o isétipo de imunoglobulina a
ser quantificado. Para as amostras de plasma: para IgA, a diluicdo foi de 1:10,
enquanto para IgG e IgM, a diluicdo foi de 1:100. Os controles positivos e negativos
foram adicionados a cada placa. Todas as amostras e controles foram processados
em duplicatas. As placas foram incubadas a 37°C por 40 minutos.

Apoés a incubacdo das amostras, as placas foram lavadas seis vezes com
PBST. Os anticorpos conjugados com enzima peroxidase foram preparados nas
seguintes diluicdes: 1:400 para IgA (Cat. AHP949P, Biorad), 1:800 para IgM (Cat.
AHP950P, Biorad), e 1:2000 para IgG (Cat. 5184-2504, Biorad), sendo volume de 50
uL do anticorpo conjugado diluido adicionado a cada poco. As placas foram incubadas
a 37°C por mais 40 minutos.

Finalizada a incubagdo com os conjugados, as placas foram novamente
lavadas seis vezes com PBST. A reacao enzimatica, para leitura final, foi desenvolvida
com a adicdo de 100 pL de substrato cromogeno OPD (dicloridrato de o-
fenilenodiamina) SigmaFAST (Cat. P9187, Sigma-Aldrich) a cada poco, e as placas
foram incubadas a 25°C por 15 minutos no escuro. A reacao enzimatica foi bloqueada
com a adicado de 50 pyL de HCI 1M por pocgo. Finalmente, a leitura das placas foi
realizada a 490 nm em um leitora de ELISA modelo 800 TSI (Biotek).

Os resultados de densidade optica (DO) foram exportados, e avaliados em
arquivos formato csv. Para corrigir variagdes inter-ensaios e garantir padronizacéo da

medicdo, os valores médios de DO das amostras foram corrigidos pelos respectivos
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controles positivos e negativos, em valores de amostra/positivo (A/P), com o seguinte
calculo:
Equacao 1 - Célculo do valor de A/P das amostras de ELISA

DO amostra — DO cn
DO cp — DO cn

A/P =

Sendo cn o controle negativo e cp o controle positivo. O desvio padrdo entre
as duplicatas foi considerado adequado quando abaixo de 0,05.
A quantificacdo de cada isotipo foi realizada em placas separadas para as

amostras.

4.3.3 ELISA indireto para quantificacdo de anticorpos anti-H. contortus de

mucosa.

Para mensuracao de anticorpos especificos anti-H. contortus de mucosa foram
avaliadas amostras de swabs nasal e oral. O protocolo utilizado foi similar ao descrito
anteriormente para amostras de plasma, exceto pelo processamento e diluicdo das
amostras. Cada amostra contendo o swab foi submetida & agitagcdo em vortex seguida
de centrifugagéo.

A determinacao da diluicdo ideal das amostras de swabs foi realizada apos
testagem de diferentes diluicbes das amostras (1:2, 1:10, 1:20, 1:30, 1:50 e 1:100),
para quantificacao de I1gG e IgM a diluicao étima foi obtida na proporcao de 1:2 em

solucéo de bloqueio, enquanto para IgA foi obtida a proporcéo de 1:10.
4.4 Avaliacao fenotipica

Foram realizados exames parasitoldgicos para determinar a carga parasitaria,
incluindo a determinacao de ovos por grama de fezes (OPG) nos diferentes intervalos

amostrados, o volume globular (VG) e contagem de parasitas abomasais.
4.4.1 Determinacao de ovos por grama de fezes

Amostras de fezes foram coletadas diretamente da ampola retal dos cordeiros
semanalmente, do DO ao D28. As amostras foram processadas utilizando o método
de flutuacdo simples modificada, previamente descrito (UENO & GONCALVES,

1998). Assim sendo, 2 g de fezes foram homogeneizados com bastdo em 28 mL de
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solucéo saturada de NaCl (d = 1,2) em recipiente de vidro. Gotas do material foram
adicionadas a camara McMaster para leitura e contagem dos ovos sob microscopia
Optica utilizando lentes objetivas de 10x. O resultado, expresso em OPG, apresentou
fator de correg&o 50x.

4.4.2 Determinacao do volume globular

A andlise do VG foi realizada seguindo o protocolo utilizado pelo Laboratério
de Parasitologia Veterinaria da EMBRAPA.

Em cada amostra de sangue foi emergido um tubo capilar para micro
hematdcrito, sendo preenchido com mais de % de sangue. Cada capilar foi vedado
com massa moldavel, limpo externamente com algodao hidrofilico e submetido a
centrifugacédo de 10800 rpm por 6 minutos, em centrifuga Hettich® EBA 21. A leitura
de cada capilar foi realizada com o auxilio de régua leitora de micro hematdcrito,
ajustando a altura do menisco do plasma até que este atingisse a parte superior do
leitor e 0 menisco dos eritrocitos estivesse alinhado na parte inferior, como

demonstrado na Figura 4. O resultado foi dado em porcentagem.

Figura 4 - Capilar para micro hematocrito posicionado em régua de leitura.

loctn ohae

Fonte: Protocolo EMBRAPA

4.4.3 Contagem de parasitas abomasais

Aproximadamente 10% do contetdo abomasal e mucosa foram submetidos a
contagem e classificagdo de parasitas (BURDEN et al., 2024). Os parasitas foram
classificados morfologicamente e quantificados em: larva L4 inicial, fémea L4, macho
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L4, macho L5, fémea L5, macho adulto e fémea adulta (UENO & GONCALVES, 1998).
A leitura foi feita com auxilio de estereomicroscopio e, quando necessario,

visualizacdo em microscopio éptico com objetiva de até 40x.
4.5 Analise estatistica

A normalidade dos dados foi verificada por meio do teste de Shapiro-Wilk. As
variaveis que apresentaram distribuicdo normal foram analisadas utilizando a Anélise
de Variancia (ANOVA), seguida do teste de comparacdes multiplas de Tukey para
identificar diferencas entre os grupos. Para as variaveis que nao seguiram a
distribuicdo normal, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis, e, quando significativo (p <
0,05), as comparacoes pareadas foram realizadas por meio do teste de Wilcoxon, com
ajuste de p-valor pelo método de Benjamini-Hochberg.

Todas as analises estatisticas foram conduzidas no software RStudio versédo
2024.12.0.
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5 RESULTADOS
5.1 Comparacéao de resposta humoral em diferentes racas de ovinos
5.1.1. Contagem de parasitas abomasais

Conforme esperado, devido ao periodo pré-patente do H. contortus (21 dias),
devido ao carater de infeccdo uUnica, ndo foram observados parasitas imaturos.
Somente parasitas adultos foram encontrados no conteido abomasal.

Nao houve diferenca significativa no nimero de parasitas entre 0s grupos
(Figura 5).

Figura 5 — Contagem de Haemonchus contortus (machos adultos, fémeas

adultas e total), de acordo com as racas Santa Inés (OSlI), Texel (OTX) e
White Dorper (ODO).

140

120

100

80

60

40

20

l.I...I.I.l.I...I...I...I.IIIII...I...I...I.I..

llll..lll.llll.lll..ll..

ll.l.l.l.fl.I.l.l.l.l

adulto_macho adulto_femea Total
EOSI BOTX mODO

5.1.2. Determinagéo de volume globular e OPG

Em D21, White Dorper apresentou valores médios de OPG inferiores quando

comparado com Santa Inés (p = 0,021) (Figura 6).
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Figura 6 - Média de OPG nos diferentes intervalos do experimento (DO, D7,
D14, D21 e D28), de acordo com as ragas Santa Inés (OSI), Texel (OTX) e
White Dorper (ODO).
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*Letras diferentes entre os grupos indicam diferencas significativas (p <0,05).

Os niveis médios de VG foram semelhantes entre os animais, nao
apresentando diferenca significativa entre as racas (Figura 7).
Figura 7 - Média de VG nos diferentes intervalos do experimento (DO, D7,

D14, D21 e D28), de acordo com as ragas Santa Inés (OSl), Texel (OTX) e
White Dorper (ODO).
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5.1.3 Niveis de imunoglobulinas em plasma e mucosa

Comparando os niveis médios de anti-ES24 do isétipo IgG plasmaticos (Figura
8), Santa Inés permaneceu com a maiores medias durante toda a infecgdo, porém

nao houve diferenca significativa.
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Figura 8 - Média dos niveis de anticorpos plasmaticos anti-ES24 do isétipo IgG
nos diferentes intervalos do experimento (DO, D7, D14, D21 e D28), de acordo
com as ragas Santa Inés (OSl), Texel (OTX) e White Dorper (ODO).
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A quantificacdo de IgM plasmético foi similar e sem diferenca significativa entre

as trés racas (Figura 9).

Figura 9 - Média dos niveis de anticorpos plasmaticos anti-ES24 do isétipo IgM
nos diferentes intervalos do experimento (DO, D7, D14, D21 e D28), de acordo
com as racas Santa Inés (OSl), Texel (OTX) e White Dorper (ODO).
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Niveis do anticorpo IgA foram encontrados em baixa quantidade
sistemicamente, sendo semelhante e sem diferenca significativa entre as trés racas
(Figura 10).
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Figura 10 - Média dos niveis de anticorpos plasmaticos anti-ES24 do is6tipo IgA
nos diferentes intervalos do experimento (DO, D7, D14, D21 e D28), de acordo
com as ragas Santa Inés (OSl), Texel (OTX) e White Dorper (ODO).
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Na mucosa oral, os trés isétipos de anticorpos anti-ES24 estavam presentes
em baixas concentracfes. As Figuras 11 e 12 representam, respectivamente, a
quantificacdo média dos isotipos 1gG, IgM dos cordeiros nos diferentes intervalos pos-
infeccdo. Nao houve diferenca significativa dos titulos de IgG e IgM entre as racas.
Figura 11 - Média dos niveis de anticorpos de mucosa oral anti-ES24 do is6tipo

IgG nos diferentes intervalos do experimento (DO, D7, D14, D21 e D28), de
acordo com as ragas Santa Inés (OSI), Texel (OTX) e White Dorper (ODO).

2
=
51,5
3
= |
o)
(]
2 0,5
T
e -
5o D D14 - DT 138
-0,5

=8 (0S| =#=0TX ODO



34

Figura 12 - Média dos niveis de anticorpos de mucosa oral anti-ES24 do is6tipo
IgM nos diferentes intervalos do experimento (DO, D7, D14, D21 e D28), de
acordo com as ragas Santa Inés (OSI), Texel (OTX) e White Dorper (ODO).
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Para as trés ragas, os niveis de anti-ES24 do isotipos IgA especificos em
mucosa oral (Figura 13) foram semelhantes durante os intervalos do experimento,
exceto no intervalo D7, no qual titulos superiores foram observados em cordeiros
Santa Inés comparados a Texel (p = 0,022).

Figura 13 - Média dos niveis de anticorpos de mucosa oral anti-ES24 do isétipo

IgA nos diferentes intervalos do experimento (DO, D7, D14, D21 e D28), de acordo
com as racas Santa Inés (OSl), Texel (OTX) e White Dorper (ODO).
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*Letras diferentes entre os grupos indicam diferencas significativas (p <0,05).

Na mucosa nasal, animais Santa Inés apresentaram maiores valores meédios
para anticorpos anti-ES24 do isétipo IgG apresentando diferenca (p = 0,032) quando

comparado a Texel em DO (Figura 14).
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Figura 14 - Média dos niveis de anticorpos de mucosa nasal anti-ES24 do
isétipo 1gG nos diferentes intervalos do experimento (DO, D7, D14, D21 e D28),
de acordo com as racas Santa Inés (OSl), Texel (OTX) e White Dorper (ODO).
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*Letras diferentes entre os grupos indicam diferencas significativas (p <0,05).

Os perfis cinéticos de niveis de anticorpos anti-ES24 do is6tipo IgA em mucosa
nasal foi semelhante ao observado para IgG (Figura 15). Em DO foi observado nivel

superior em Santa Inés (p = 0,0065) comparado com Texel.

Figura 15 - Média dos niveis de anticorpos de mucosa nasal anti-ES24 do
isétipo IgA nos diferentes intervalos do experimento (DO, D7, D14, D21 e D28),
de acordo com as racgas Santa Inés (OSl), Texel (OTX) e White Dorper (ODO).
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*Letras diferentes entre os grupos indicam diferencas significativas (p <0,05).

Quanto aos niveis de anticorpos anti-ES24 do iso6tipo IgM na mucosa nasal,
Texel apresentou valores significativamente inferiores comparados a Santa Inés e

White Dorper no intervalo DO (p = 0,009). Nos demais intervalos ndo houve diferenca
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significativa entre os grupos (Figura 16).

Figura 16 - Média dos niveis de anticorpos de mucosa nasal anti-ES24 do isétipo
IgM nos diferentes intervalos do experimento (DO, D7, D14, D21 e D28), de acordo
com as racas Santa Inés (OSI), Texel (OTX) e White Dorper (ODO).
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*Letras diferentes entre os grupos indicam diferencas significativas (p <0,05).

5.2 Comparacédo de resposta humoral em cordeiros Santa Inés de diferentes

haplétipos da B-globina.
5.2.1 Contagem de parasitas abomasais

A gquantidade de parasitas abomasais (Figura 17) ndo apresentou diferenca

significativa entre os grupos.

Figura 17 - Contagem de Haemonchus contortus (machos adultos, fémeas adultas
e total), de acordo os hapl6tipos da B-globina em Santa Inés (AA, AB e BB).
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5.2.2. Determinacéo de volume globular e OPG

As Figuras 18 e 19 representam, respectivamente, os valores médios de OPG
e VG dos cordeiros, agrupados em seus genotipos.

Os dados de OPG néao apresentaram diferenga significativa entre os grupos.

Figura 18 - Média de OPG nos diferentes intervalos do experimento (DO, D7,
D14, D21 e D28), de acordo com os hapl6tipos da B-globina em Santa Inés
(AA, AB e BB).
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Os niveis médios de VG para o grupo Hb-AA, foram superiores, apresentando
diferenca em DO, quando comparado com Hb-BB (p = 0,0329); em D21, houve
diferenca entre Hb-AA e Hb-BB (p =0,00446) e Hb-AB (p = 0,02817); em D28, Hb-AA
apresentou tendéncia a diferir de Hb-BB, com valor préximo a significancia (p =
0,052).
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Figura 19 - Média de VG nos diferentes intervalos do experimento (DO, D7,
D14, D21 e D28), de acordo com os hapl6tipos da B-globina em Santa Inés
(AA, AB e BB).
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*Letras diferentes entre os grupos indicam diferencas significativas (p <0,05).

5.2.3. Niveis de imunoglobulinas em plasma e mucosa

N&do foram observadas diferencas significativas entre os grupos para
anticorpos plasmaticos anti-ES24 dos isétipos IgG e IgA (Figura 20 e 22).
Figura 20 - Média dos niveis de anticorpos plasméticos anti-ES24 do isétipo IgG

nos diferentes intervalos do experimento (DO, D7, D14, D21 e D28), de acordo
com os haplétipos da B-globina em Santa Inés (OSI_AA, OSI_AB e OSI_BB).
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O haplétipo Hb-AA apresentou niveis de IgM plasméaticos superiores aos de
Hb-BB nos intervalos DO (p = 0,00089), D14 (p = 0,00077) e D28 (p = 0,0043). Hb-AA
também exibiu titulos mais elevados em relagédo ao Hb-AB no DO (p = 0,0377) e no
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D14 (p = 0,0244). No D28, observou-se uma diferenca significativa entre Hb-AB e Hb-

BB (p = 0,0366).

Figura 21 - Média dos niveis de anticorpos plasmaticos anti-ES24 do is6tipo IgM
nos diferentes intervalos do experimento (DO, D7, D14, D21 e D28), de acordo

com os haplétipos da p-globina em Santa Inés (OSI_AA, OSI_AB e OSI_BB).
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*Letras diferentes entre os grupos indicam diferencas significativas (p <0,05).

Figura 22 - Média dos niveis de anticorpos plasméticos anti-ES24 do isétipo IgA

nos diferentes intervalos do experimento (DO, D7, D14, D21 e D28), de acordo

com os haplétipos da 3-globina em Santa Inés (OSI_AA, OSI_AB e OSI_BB).
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Na mucosa oral, a quantificacdo de anticorpos anti-ES24 de todos os isotipos

foi baixa. Nao houve diferenca significativa para anticorpos dos is6tipos 1gG, IgM e

IgA entre os grupos (Figura 23, 24 e 25).
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Figura 23 - Média dos niveis de anticorpos de mucosa oral anti-ES24 do is6tipo
IgG nos diferentes intervalos do experimento (DO, D7, D14, D21 e D28), de acordo
com os haplétipos da B-globina em Santa Inés (OSI_AA, OSI_AB e OSI_BB).
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Figura 24 - Média dos niveis de anticorpos de mucosa oral anti-ES24 do is6tipo
IgM nos diferentes intervalos do experimento (DO, D7, D14, D21 e D28), de acordo
com os haplétipos da B-globina em Santa Inés (OSI_AA, OSI_AB e OSI_BB).
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Figura 25 - Média dos niveis de anticorpos de mucosa oral anti-ES24 do is6tipo
IgA nos diferentes intervalos do experimento (DO, D7, D14, D21 e D28), de acordo
com os haplétipos da B-globina em Santa Inés (OSI_AA, OSI_AB e OSI_BB).
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N&o foram observadas diferencas significativas quanto a mensuracdo de

anticorpos anti-ES24 dos iso6tipos 1gG e IgM em mucosa nasal (Figuras 26 e 27).

Figura 26 - Média dos niveis de anticorpos de mucosa nasal anti-ES24 do isétipo
IgG nos diferentes intervalos do experimento (DO, D7, D14, D21 e D28), de acordo
com os haplétipos da B-globina em Santa Inés (OSI_AA, OSI_AB e OSI_BB).
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Figura 27 - Média dos niveis de anticorpos de mucosa nasal anti-ES24 do isétipo
IgM nos diferentes intervalos do experimento (DO, D7, D14, D21 e D28), de acordo
com os haplétipos da B-globina em Santa Inés (OSI_AA, OSI_AB e OSI_BB).
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A quantificacdo de anticorpos anti-ES24 do isétipo IgA em mucosa nasal foi
reduzida em animais Hb-AA (Figura 28), apresentando tendéncia a diferenca entre o0s
grupos (p = 0,0509) em D21, sendo que Hb-AA e Hb-AB, nesse dia, apresentaram
diferenca préxima a significancia, com p = 0,0544. Em D28, a primeira analise
estatistica identificou diferenca entre os grupos (p = 0,0425), sendo proxima a
significancia entre Hb-AA e Hb-BB (p = 0,0568).

Figura 28 - Média dos niveis de anticorpos de mucosa nasal anti-ES24 do isétipo

IgA nos diferentes intervalos do experimento (DO, D7, D14, D21 e D28), de acordo
com os haplotipos da 3-globina em Santa Inés (OSI_AA, OSI_AB e OSI_BB).
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6 DISCUSSAO

Ensaios para mensuracédo de anticorpos de mucosa especificos de diferentes
is6tipos para proteina ES24 do H. contortus foram desenvolvidos com sucesso
durante esse estudo.

Os resultados obtidos indicaram maior sensibilidade de deteccao de anticorpos
na mucosa nasal comparado a mucosa oral, possivelmente devido ao maior
recrutamento da resposta imune local (Shaw et al., 2012). No estudo de Shaw et al.
(2012), a IgA salivar foi associada a resisténcia a nematdédeos gastrointestinais,
apresentando correlacéo negativa com OPG, sugerindo que altos niveis de IgA podem
estar correlacionados com uma maior resposta imune a infec¢cdo. No entanto, sua
quantificacdo pode ser dificultada pela diluicdo na saliva e degluticdo dos animais.
Assim, a menor quantidade de IgA na mucosa oral observada no presente estudo
pode refletir tanto fatores fisioldgicos quanto limitagcdes metodologicas.

Ao comparar cordeiros Santa Inés de diferentes haplétipos da B-globina,
observou-se uma tendéncia a maiores niveis de anticorpos anti-ES24 de is6tipo IgA
na mucosa nasal em animais Hb-AB e Hb-BB comparados a animais Hb-AA nos
intervalos D21 e D28. Esses achados sugerem que 0s menores niveis de IgA nasal
em Hb-AA pode estar associada a menor carga parasitaria fecal observada nesse
grupo, evidenciada pela menor contagem de OPG em D28 para Hb-AA e maior em
Hb-BB. Adicionalmente, identificou-se uma tendéncia a diferenca entre os haplotipos
Hb-AA e Hb-BB para os valores VG em D28, com menor mensuragao em Hb-BB.
Embora ndo tenham sido observadas diferencas significativas nos dados fenotipicos
entre as racas analisadas, os niveis de IgA de mucosa demonstraram diferencas
significativas entre Santa Inés e Texel, na mucosa oral no D7 e na mucosa nasal no
DO.

Esses resultados, mesmo sendo provenientes de compartimentos biolégicos
distintos, reforcam a hipotese levantada por Shawn et al. (2012) de que a IgA anti-
ES24 pode atuar como um biomarcador imunoldgico da infec¢ao parasitaria causada
por H. contortus.

Além disso, ao comparar as racas do estudo, outras imunoglobulinas também
demonstraram diferengas significativas na mucosa nasal, o que reforca seu papel
como um compartimento imunoldgico relevante. A 1gG nasal foi maior em Santa Inés

em DO, quando comparada a Texel, enquanto a IgM nasal foi menor em Texel em DO,
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comparada a Santa Inés e White Dorper. Ja na mucosa oral, apenas a anticorpos
especificos do isétipo IgA apresentaram diferencas entre Santa Inés e Texel. Esses
resultados sugerem que a mucosa nasal apresenta maior abundancia de anticorpos
especificos anti-ES24, e consequentemente maior sensibilidade de detec¢do quando
comparada a mensuracdo em mucosa oral, dada a metodologia aplicada neste
trabalho.

Dado o0 nudmero relativamente reduzido de estudos que avaliam
comparativamente a resposta imunoldgica nas mucosas nasal e oral em ovinos,
pesquisas adicionais sdo necessarias para validar a aplicabilidade da IgA nasal como
biomarcador da infeccéo e sua potencial utilidade em estratégias de selecao genética
para resisténcia a nematddeos gastrointestinais.

Os resultados também indicaram que a IgM sistémica variou significativamente
entre os haplétipos da B-globina, além do VG apresentar diferencas significativas,
sugerindo uma relacdo entre a resposta humoral e a manutencdo da homeostase
eritrocitaria durante a infeccdo por H. contortus. A IgM sérica foi maior em Hb-AA
guando comparado com Hb-BB em DO e D14, sendo consistentemente menor em Hb-
BB ao longo do experimento. Esse padrao foi acompanhado por maiores valores de
VG em Hb-AA, qguando comparados a Hb-BB em DO, D21 e D28, sendo que em D21,
Hb-AA também apresentou valores superiores a Hb-AB. Paralelamente, Hb-BB
apresentou menor titulacdo de IgM e menor VG, sugerindo um menor controle da
infeccdo e maior impacto hematoldgico nesse grupo.

Esses achados corroboram os resultados de Okino et al. (2024), que relataram
uma forte correlacdo negativa entre titulos de anticorpos anti-ES24 do isétipo IgM e
valores de OPG e uma correlagcédo positiva entre IgM e VG em cordeiros da raca
Morada Nova infectados com H. contortus, indicando que animais com maior
producdo de IgM apresentam menor carga parasitaria e preservacao das condi¢cdes
hematolégicas. Ainda nesse estudo (Okino et al., 2024), cordeiros Hb-AA
demonstraram maior resisténcia a infecgdo, com menor OPG e maior VG, enquanto
Hb-BB foi o haplotipo mais susceptivel. O presente estudo reforca essa tendéncia ao
demonstrar um padrdo semelhante ao observado previamente, onde cordeiros de
haplétipo Hb-AA apresentaram maiores titulos de anticorpos anti-ES24 do is6tipo IgM
e melhor condigdo hematoldgica.

Imunoglobulinas do is6tipo IgM constituem componentes-chave da resposta

imune humoral primaria, sendo altamente eficiente na neutralizagéo e aglutinacao de
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patdgenos, além de ativar a via classica do complemento (Abbas, 2019; Cooper,
1985). Estudos anteriores também destacaram seu papel na contencao de infeccbes
parasitarias, como em Strongyloides stercoralis e Plasmodium chabaudi (Brigandi et
al., 1996; Couper et al., 2005), nos quais a presenca de IgM especifica esteve
diretamente associada a reducao da carga parasitaria.

Dessa forma, os resultados sugerem que a IgM sistémica pode atuar como um
biomarcador imunoldgico da resisténcia a H. contortus, cujos niveis foram mais
abundantes em animais do haplétipo Hb-AA, considerados mais resistentes a
hemoncose. Sua maior producdo pode contribuir para um melhor controle da carga
parasitaria e menor impacto na condi¢cdo hematoldgica, tornando-a um possivel alvo
para selecdo genética de ovinos mais resistentes a infeccgéo.

A falta de diferencas estatisticamente significativas em VG e OPG entre as
racas, contrasta com os achados de Kapritchkoff et al. (2024), que relataram um VG
significativamente maior em animais Hb-AA nas mesmas racas em estudo (Santa
Inés, Texel e White Dorper). No entanto, uma diferenca metodolégica importante deve
ser destacada: enquanto no estudo de Kapritchkoff et al. (2024) a comparagéo entre
os haplétipos foi realizada considerando todas as racas do experimento, sujeitas a
infeccdo natural, no presente estudo, essa analise foi restrita a raca Santa Inés,
submetidas a infecc¢ao artificial tnica.

Ainda assim, nao foi encontrada diferenca significativa entre os haplétipos
dentro dessa ragca. Essa discordancia pode estar relacionada a diferencas no
tamanho amostral, que podem ter reduzido o poder estatistico para detectar efeitos
da B-globina na resposta hematoldgica, além das diferencas fenotipicas entre as
ragas.

Outro ponto a ser considerado € que, no estudo de Kapritchkoff et al. (2024), o
haplétipo Hb-AA nédo esteve associado a reducdo da carga parasitaria (OPG), mas
sim a mitigacdo dos efeitos clinicos da infeccdo (maior VG), reforcando sua
associacdo com tolerancia, e nao resisténcia, a hemoncose. No presente estudo, a
auséncia de diferenca significativa entre os haplotipos pode indicar que, sob as
condi¢gbes experimentais adotadas, esse efeito ndo foi suficientemente expressivo
para ser detectado estatisticamente em Santa Inés isoladamente.

Portanto, apesar de serem identificadas diferentes estatisticas relevantes,
principalmente entre os titulos de IgM plasmatico entre os haplétipos, a principal

limitagcdo desse trabalho foi o tamanho populacional amostrado. Tendo uma baixa
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guantidade de individuos, muitos resultados esperados ndo foram observaveis, como,

por exemplo, o fator raca nédo ter sido determinante para as diferencas fenotipicas.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A partir do desenvolvimento da metodologia, foi possivel otimizar o ELISA
indireto para a quantificacdo de anticorpos anti-ES24 de mucosa em ovinos. Os
ensaios apresentaram baixa sensibilidade para amostras de swab oral em
comparacao com swab nasal, sendo que os dados estatisticamente mais relevantes
foram observados na mucosa nasal. Destaca-se, ainda, a possivel relacdo entre os
valores de IgA e o volume globular ao se compararem os diferentes haplétipos da B-
globina na raga Santa Inés.

A presenca de valores com tendéncia a significancia estatistica, aliada a
escassez de estudos sobre a quantificacdo de imunoglobulinas em amostras de
mucosa, reforca a necessidade de pesquisas adicionais com um maior numero
amostral. Esses estudos sdo essenciais para validar a aplicabilidade da IgA de
mucosa como possivel biomarcador da infec¢éo por H. contortus e para confirmar os
possiveis efeitos da expressdo dessa imunoglobulina nos fenotipos de resisténcia e
susceptibilidade.

A comparacao entre as racgas Santa Inés, White Dorper e Texel revelou poucos
dados com relevancia estatistica, sendo que as diferencas significativas foram
observadas principalmente nas amostras de mucosa. O baixo nUmero amostral de
Texel e White Dorper pode ter contribuido para a auséncia de diferencas fenotipicas
significativas, uma vez que a maior resisténcia da raca Santa Inés ja é amplamente
reconhecida em comparacao as demais.

Por outro lado, a resposta imune sistémica revelou dados de relevancia
significativa para IgM na comparacdo entre diferentes haplétipos. As diferencas
estatisticamente significativas dessa imunoglobulina entre Hb-AA e Hb-BB
acompanham os maiores valores de VG observados em Hb-AA durante os intervalos
analisados. A tendéncia a significancia nesses dados reforca, mais uma vez, a
necessidade de estudos com um numero amostral ampliado, a fim de investigar a
possivel correlacdo entre a maior producdo de IgM e melhores condi¢des
hematoldgicas.

Ademais a coleta de amostras de mucosa por swab se destaca como uma
alternativa menos invasiva e menos estressante para 0s animais em comparacao a
métodos mais invasivos, 0 que reforca sua viabilidade em estudos futuros. Fatores

ambientais durante a coleta podem impactar diretamente o bem-estar animal, e a
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menor necessidade de contencdo fisica reduz o risco de complicacdes, como
hematomas ou infeccbes decorrentes de falhas na puncéo venosa.

Considerando a escassez de estudos sobre a quantificacdo de
imunoglobulinas em amostras de mucosa em ovinos, a adogao de metodologias
menos invasivas pode contribuir para ampliar investigacbes nesse campo,
favorecendo a obtencéo de amostras em diferentes contextos experimentais.

Por fim, os estudos de avaliagéo de respostas humorais séo essenciais para a
identificacdo de possiveis biomarcadores imunolégicos, sendo potencialmente
ferramentas em imunoterapias. Dessa forma contribuindo para 0 manejo
imunoprofilatico dos rebanhos afetados por Haemonchus contortus e o avanco da

ovinocultura.
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APENDICE A - Tabelas de médias e desvios padrédo das variaveis em estudo

Tabela 1 - Médias (+ desvio padrédo) de amostras de ovos por grama de fezes (OPG) e volume globular
(VG) nos diferentes intervalos do experimento (DO, D7, D14, D21 e D28), de acordo com as ragas Santa
Inés (OSI), Texel (OTX) e White Dorper (ODO).

n Amostra DO D7 D14 D21 D28
oD0 4 VG 33,25+5,12 33,25+5,91 32,75+311 32,50+3,77 39,25+4,60
OPG 350+574,46 62,50+125 75+103,08 25+43,30 587,50+432,11
OTX 8 VG 30,87+2,17 31+2,21 31,13+1,36 31,5+1,66 34,88+1,76
OPG 256,25+372,67 211,11+265,39 212,50+238,16 375+325 737,5+289,13
osl 12 VG 34,25+4,25 32,83+2,99 32,67+3,84 33,17+3,16 37,33+2,59
OPG 70,83+65,57 112,50+117,48 112,50+117,48 325+246,22 862,50+631,84

Tabela 2 - Médias (+ desvio padrao) das amostras de ovos por grama de fezes (OPG) e volume globular
(VG) nos diferentes intervalos do experimento (DO, D7, D14, D21 e D28), de acordo com os haplétipos da

B-globina em Santa Inés (OSI_AA; OSI_AB e OSI_BB).

n Amostra DO D7 D14 D21 D28
0S| AA 4 VG 37,25+2,49 35,25+0,83 36+2,55 36,75+1,48 39,75+1,48
- OPG 50+61,24 50+61,24 112,50+167,24 175%75 475+294,75
0S| AB 4 VG 32,25+2,16 32,50+0,5 31,50+3,64 32,25+1,48 36,75+2,28
- OPG 50+61,24 100+86,6 87,50+54,49 500+266,93 787,50+533,12
VG 30,25+3,56 30,75+3,96 30,50+2,69 30,50+2,18 35,50+1,8
OSI_ BB 4

OPG 112,50+41,46 187,50+143,07 137,50+96,01  300+226,38 1325+675,92

Tabela 3 - Contagem de parasitas (machos adultos (M), fémeas adultas (F) e total), de acordo com as
ragcas Santa Inés (OSlI), Texel (OTX) e White Dorper (ODO) e com os hapl6tipos da B-globina em Santa

Inés (OSI_AA, OSI_AB e OSI|_BB).

Contagem de parasitas

Contagem de parasitas

Racas M F Total Hapl6tipos M F Total

ODO 52,50+31,91 30420 82,50+48,15 OSI_AA 45+16,58 62,50+21,65 105+36,40
OTX 61,25+33,70 60+23,45 121,25+38,87 OSI_AB 47,50+25,86 42,50+40,85 90+53,38
OSl  45,83+23,33 53,33+30,46 98,33+43,56 OSI_BB 45+25,98 55+21,79 100+37,42
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Tabela 4 - Média (+ desvio padréo) dos niveis de anticorpos plasmaticos anti-ES24 nos
diferentes intervalos do experimento (DO, D7, D14, D21 e D28), de acordo com as ragas
Santa Inés (OSI), Texel (OTX) e White Dorper (ODO).

DO D7 D14 D21 D28
Isétipo

19G 0,41+0,21 0,28+0,11 0,5+0,36 0,35+0,11 0,41+0,24
ODO IgM 0,64+0,49 0,68+0,29 0,7+0,48 0,7+0,25 1,38+0,52
IgA 0,32+0,19 0,009+0,03 0,06+0,11 0,14+0,09 0,01+0,01

19G 0,65+0,38 0,38+0,21 0,46+0,17 0,36+0,13 0,40+0,26
OoTX IgM 0,58+0,55 0,81+0,63 0,45+0,29 0,43+0,15 0,99+0,26
IgA 0,59+0,11 0,08+0,11 0,10+0,16 0,22+0,11 0,04+0,05

19G 1,38+1,43 0,67+0,71 1,2+1,24 0,61+0,61 0,78+0,87
oSl IgM 0,63+0,41 0,86+0,38 0,53+0,35 0,60+0,22 1,34+0,37
IgA 0,19+0,23 0,19+0,19 0,13+0,17 0,40+0,25 0,11+0,12

Tabela 5 - Média (+ desvio padréo) dos niveis de anticorpos de mucosa oral anti-ES24
nos diferentes intervalos do experimento (DO, D7, D14, D21 e D28), de acordo com as
racas Santa Inés (OSlI), Texel (OTX) e White Dorper (ODO).

» DO D7 D14 D21 D28
Is6tipo

19G -0,21+0,03  -0,18+0,02 -0,07+0,10  -0,12+0,14  -0,20+0,03
ODO IgM -0,23+0,09  -0,11+0,0025 -0,20+0,09  -0,15+0,15  -0,25+0,04
IgA -0,01+0,10  0,04+0,04 -0,01+0,06  0,0047+0,18 -0,10+0,10

19G -0,22+0,01  -0,19+0,03 -0,14+0,12 -0,18+0,02 -0,18+0,05
OTX IgM -0,27+0,06  -0,12+0,02 -0,29+0,12 -0,25+0,10 -0,26+0,04
IgA -0,09+0,04  -0,03+0,14 0,05+0,11 0,01+0,10 -0,01+0,23

19G -0,20+0,020 -0,10+0,27 0,06+0,31 -0,19+0,09 -0,18+0,04
oSl IgM -0,27+0,03  -0,11+0,04 -0,18+0,21 -0,29+0,08 -0,25+0,05
IgA 0,00017+0,1 0,38+0,78 0,25+0,37 0,02+0,15 -0,04+0,10

Tabela 6 - Média (+ desvio padrdo) dos niveis de anticorpos de mucosa nasal anti-ES24
nos diferentes intervalos do experimento (DO, D7, D14, D21 e D28), de acordo com as
racas Santa Inés (OSl), Texel (OTX) e White Dorper (ODO).

DO D7 D14 D21 D28
Isétipo

19G 0,44+0,33 0,12+0,24 0,53+0,41 0,25+0,28 0,29+0,22
ODO IgM 0,32+0,44 0,06+0,23 0,33+0,41 0,02+0,22 0,76+0,44
IgA 2,04+1,37 0,76+0,55 1,49+0,99 0,98+0,51 1,86+0,59

19G 0,17+0,08 0,08+0,10 0,46+0,28 0,33+0,23 0,27+0,23
OTX IgM -0,17+0,06 -0,18+0,04 0,03+0,22 -0,18+0,13 0,24+0,39
IgA 0,94+0,76 0,72+0,36 1,25+0,65 1,06+0,44 1,81+1,23

19G 0,81+0,56 0,12+0,21 0,83+0,86 0,48+0,54 0,46+0,71
(ON]| IgM 0,24+0,32 -0,11+0,15 0,34+0,52 -0,01+0,29 0,26+0,57
IgA 2,76+1,11 0,83+0,47 2,05+1,41 1,32+0,69 1,95+1,27




Tabela 7 - Média (+ desvio padréo) dos niveis de anticorpos plasmaticos anti-ES24
nos diferentes intervalos do experimento (DO, D7, D14, D21 e D28), de acordo com
os haplétipos da B-globina em Santa Inés (OSI_AA; OSI_AB e OSI_BB).

DO D7 D14 D21 D28
Isétipo

19G 1,68+1,78 0,81+0,67 1,22+0,95 0,56+0,49 0,83+0,77
OSI_AA IgM 1,07+0,26 0,99+0,19 0,93+0,11 0,357+0,09 1,66+0,23
IgA 0,41+0,26 0,28+0,28 0,15+0,20 0,42+0,32 0,10+0,12

IgG 0,76+0,48 0,33+0,16 0,60+0,23 0,35+0,05  0,35+0,12
OSI_AB IgM 0,61+0,19 0,97+0,35 0,50+0,25 0,74+0,27 1,42+0,25
IgA 0,09+0,08 0,15+0,11 0,12+0,17 0,36+0,17  0,09+0,12

I9G 1,70+1,47 0,86+0,94 1,78+1,72 0,93+0,83 1,17+1,16
OSI_BB IgM 0,20+0,10 0,63+0,44 0,17+0,06 0,49+0,19 0,92+0,10
IgA 0,07+0,08 0,13+0,05 0,11+0,09 0,42+0,24  0,15+0,10

Tabela 8 - Média (+ desvio padréo) dos niveis de anticorpos de mucosa oral anti-
ES24 nos diferentes intervalos do experimento (DO, D7, D14, D21 e D28), de acordo
com os haplotipos da 3-globina em Santa Inés (OSI_AA; OSI_AB e OSI_BB).

DO D7 D14 D21 D28
Is6tipo

19G -0,21+0,004 -0,17+0,02 0,18+0,31 -0,16+0,08 -0,20+0,01
OSI_AA IgM -0,28+0,02 -0,10+0,02 0,02+0,23 -0,23+0,07 -0,24+0,04
IgA -0,04+0,07 0,14+0,14 0,42+0,52 -0,01+0,10 -0,09+0,09

19G -0,19+0,03 -0,18+0,03 -0,11+0,10 -0,23+0,03 -0,18+0,03
OSI_AB IgM -0,27+0,03 -0,12+0,01 -0,27+0,11 -0,34+0,05 -0,24+0,07
IgA 0,06+0,13 0,21+0,23 0,14+0,18 -0,02+0,06 0,01+0,10

19G -0,20+0,02 0,05+0,43 0,11+0,37 -0,18+0,13 -0,16+0,06
OSI_BB IgM -0,28+0,04 -0,10+0,05 -0,29+0,07 -0,30+0,07 -0,27+0,03
IgA -0,02+0,07 0,77¢#1,23 0,19+0,24 0,08+0,21  -0,05+0,09

Tabela 9 - Média (+ desvio padrdo) dos niveis de anticorpos de mucosa nasal anti-
ES24 nos diferentes intervalos do experimento (DO, D7, D14, D21 e D28), de acordo
com os haplétipos da B-globina em Santa Inés (OSI_AA; OSI_AB e OSI_BB).

DO D7 D14 D21 D28
Isétipo

19G 0,65+0,43  0,06+0,13 0,46+0,39 0,13+0,13  0,10+0,17
OSI_AA IgM 0,36+0,15 0,005+0,14 0,39+0,43 0,10+0,29  0,20+0,44
IgA 2,45+0,82 0,67+0,43 1,28+1,35 0,65+0,23  0,68+0,48

19G 0,72+0,57  0,08+0,14 0,76x0,52  0,52+0,28 0,37+0,21
OSI_AB IgM 0,16+0,40 -0,16x0,12 0,28+0,45 0,04+0,34 0,46+0,78
IgA 2,46+1,51 0,76+0,42 2,32£1,15 1,76x0,67  2,51+0,76

I9G 1,05+0,57  0,23+0,28 1,26+x1,21  0,79+0,75  0,91+1,05
OSI_BB IgM 0,19+0,33 -0,17+0,09 0,35+0,64 -0,17+0,05 0,13+0,33
IgA 3,36+0,47  1,05+0,46 2,54+1,40 1,54+0,48  2,65%1,25
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APENDICE B — Resumo 162 Jornada Cientifica — Embrapa S&o Carlos — 23 de

agosto de 2024 — Premiado como melhor trabalho apresentado em video-poster.

Quantificacdo local e sistémica de diferentes isotipos de imunoglobulinas
especificas anti-ES24 do Haemonchus contortus.

Emanuelle Martins de Campos?; Glaucia Roberta Melito?;, Hornblenda Joaquina Silva Bello?;
Estevdo Camillo?; Amanda Freitas?;, Ana Carolina de Souza Chagas*; Alessandro Pelegrine Minho?;
Simone Cristina Méo Niciura*; Sérgio Novita Esteves*; Cintia Hiromi Okino®

IAluna de graduagdo em Biotecnologia, Universidade Federal de Séo Carlos, Sdo Carlos, SP. Embrapa Pecuéria
Sudeste, S&o Carlos, SP; emanuelle@estudante.ufscar.br.

2Aluno (a) de graduagdo em Medicina Veterindria, Centro Universitario Central Paulista, Sdo Carlos, SP. Bolsista
PIBIC/CNPq, Séao Carlos, SP;

SPés-doutoranda Embrapa Pecuaria Sudeste, SP.

4Pesquisador (a) da Embrapa Pecuaria Sudeste, Sdo Carlos, SP.

SAnalista da Embrapa Pecuaria Sudeste, Sdo Carlos, SP.

Haemonchus contortus é um dos parasitas mais prevalentes e patogénicos em ovinos,
causando perdas significativas na producdo. Em estudo recente utilizando cordeiros da raca
Morada Nova infectados experimentalmente com H. contortus, foi verificado que niveis mais
elevados de anticorpos plasmaticos anti-ES24 do isétipo IgM foram associados com fenétipo
de resisténcia a infeccdo por esse parasita. As imunoglobulinas IgM sédo altamente efetivas na
neutralizacdo e aglutinacao de patdgenos, e sdo capazes de ativar a via classica do complemento
com avidez 1000 vezes superior a imunoglobulina 1gG. Ainda, a resposta imune local
(mucosa), ponto de interacdo direta entre parasita-hospedeiro, desempenha um papel crucial na
defesa contra infec¢des parasitarias. No entanto, existem poucos estudos que quantificam essa
resposta em mucosas. Nesse sentido, este trabalho objetivou desenvolver e caracterizar a
resposta imune humoral de mucosa (secre¢do nasal e oral) em ovinos infectados, através da
quantificacdo de anticorpos especificos contra o antigeno secretério-excretério (ES24), uma
proteina secretOria-excretéria produzida pelos estagios hematdfagos do H. contortus.
Diferentes concentracbes de amostras e de anticorpos secundarios foram testadas para
otimizacdo dos testes de ELISA indireto. Cordeiros das racas White Dorper, Texel e Santa Inés
foram infectados experimentalmente com 4000 Ls H. contortus/cordeiro via oral
aproximadamente aos 190 dias de idade. Os animais foram monitorados semanalmente (DO a
D28) para mensuragdo de anticorpos especificos anti-ES24 do H. contortus dos isétipos 1gG,
IgM e IgA em suabes nasais, suabes orais e plasma através do método de ELISA indireto. Em
relacdo a mensuragdo de anticorpos de mucosa, maiores niveis de todos isOtipos de
imunoglobulinas foram observados em secrecdo nasal comparado a secre¢do oral. Cordeiros
Santa Inés apresentaram niveis superiores de todos os isotipos de imunoglobulinas em secrecao
nasal quando comparados aos cordeiros Texel, enquanto niveis semelhantes foram observados
em White Dorper. Os niveis de anticorpos na secrecdo oral foram baixos e semelhantes entre
as diferentes racas. Em relacdo aos anticorpos plasmaticos, mensurados em plasma, cordeiros
Santa Inés apresentaram maiores niveis de 1gG e IgA comparado a Texel e White Dorper,
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enquanto os niveis de IgM foram semelhantes aos observados em White Dorper, e menores em
Texel. O ensaio aqui desenvolvido para monitoramento de anticorpos de mucosa via suabe
nasal constitui um método de colheita ndo invasivo e eficiente no monitoramento de anticorpos
especificos contra H. contortus. Cordeiros da raga Santa Inés, considerados mais resistentes a
hemoncose, apresentaram resposta humoral especifica mais robusta, tanto sisttmica como
local.
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