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RESUMO

A pecuaria brasileira apresenta grande impacto para o setor agricola nacional,
possuindo o maior rebanho bovino comercial do mundo. Em contrapartida, a
produtividade é baixa e as doengas causadas por endoparasitoses do género
Haemonchus sao um dos principais limitantes na producdao. Sabe-se que esses
parasitos sdo responsaveis por uma série de respostas imunoldgicas no hospedeiro.
A polarizagdo de citocinas Th1/Th2 tem sido amplamente estudada visando
entender melhor as infecgbes causadas por parasitos gastrintestinais. Entretanto,
ainda sao escassos o0s estudos que procuram entender a resposta imunoldgica de
bovinos endoparasitados com Haemonchus spp. Os objetivos deste trabalho foram
verificar diferengas na abundancia de RNA mensageiro de genes relacionados a
resposta imune de bezerros da raga Nelore (Bos indicus) submetidos a primeira
infeccdo com Haemonchus spp, relacionando-as as respostas locais de infiltrados
celulares. Os genes foram quantificados por PCR em tempo real e a quantificagéo
relativa foi feita pelo programa computacional Relative Expression Software Tool. Os
resultados mostraram um aumento significativo das interleucinas IL-4 (p<0,05) e IL-
13 (p=<0,05) nos linfonodos do grupo de animais desafiados. Nao foram encontradas
diferencas significativas (p > 0,05) de abundéncia de mRNA para os genes
analisados no tecido abomasal. Nao houve diferengas significativas (p > 0,05) para
contagens de mastécitos e eosindfilos no tecido abomasal entre os grupos
analisados. Assim, pode-se concluir que, para o curto periodo de infecgao, houve

um aumento da polarizagdo Th2 em linfonodo, mas n&do em abomaso.

Palavras-chaves: Bos indicus, Nelore, Haemonchus spp, PCR em tempo real,

resposta imune
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ABSTRACT

Brazilian livestock production presents great impact for the national agriculture,
possessing the largest bovine commercial herd of the world. However, the
productivity is low and gastrintestinal diseases caused by Haemonchus spp are one
of the major constraints to the production. It is known that those parasites are
responsible for many immunological responses in the host. Cytokine polarization
Th1/Th2 has been studied to understand the infections caused by nematodes.
However, the studies that try to understand immune response of cattle with
Haemonchus spp are still scarce. The goal of this work was to verify differences in
the mRNA abundance of genes involved in immune response of calves of Nelore
breed (Bos indicus) submitted to the first infection with Haemonchus spp, relating
these differences to patterns of cellular infiltrate. Genes were evaluated by real time
PCR and relative quantification was made by the software Relative Expression
Software Tool. Results showed up-regulation of the interleukins IL-4 (p<0.05) and IL-
13 (p<0.05) in the lymph node of challenged animals. No significant differences (p >
0.05) were found in mMRNA abundance for the genes analyzed in abomasum. There
were no significant differences for mast cells and eosinophil counts in abomasal
tissue among analyzed groups. From the results, it can be concluded that for the
short infection time, there was increased polarization of Th2 in lymph node, but it was

not seen in abomasal tissue.

Keywords: Bos indicus, Nelore breed, Haemonchus spp, real time PCR, immune

response.
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1. INTRODUGCAO

A pecuaria brasileira apresenta grande impacto para o setor agricola
nacional, possuindo o maior rebanho mundial de bovinos. Em contrapartida, sabe-se
que a produtividade é baixa e que as doencgas causadas por endoparasitoses do
género Haemonchus spp sdo um dos fatores limitantes, causando sintomas como
diarréia, edemas e hemorragias, principalmente em animais mais jovens e que ainda
nao adquiriram resisténcia. Isto faz com que haja redugdo na producdo de leite,
carne, morte de animais, bem como, gasto excessivo com a utilizagdo de anti-
helminticos, que nem sempre sao eficazes.

Atualmente, novos meétodos tém sido desenvolvidos auxiliando na
investigacado destas doengas. O estudo do sistema imune do hospedeiro, aliado a
utilizacdo de ferramentas genéticas e moleculares, € uma das alternativas mais
eficazes que permite o entendimento das infecgdbes e dos mecanismos de
resisténcia e suscetibilidade. Conhecendo estes processos, sera possivel o
desenvolvimento de terapias mais eficazes, vacinas e controle de endoparasitos,
resultando no aumento da produc&o animal, diminuigdo de gastos e selegcdo de

animais mais resistentes.
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2.REVISAO BIBLIOGRAFICA E JUSTIFICATIVA

A pecuaria brasileira apresenta extrema importancia para o setor
agricola nacional. Possui o maior rebanho comercial mundial de bovinos (MAPA,
2008) com aproximadamente 210 milhdes de cabegas contrastando com 33 milhdes
de suinos, 11 milhdes de ovinos e 15 milhdes de caprinos (IBGE, 2007). Os bovinos
distribuem-se aproximadamente 20 % na regido Norte do pais, 13 % na Nordeste,
19% na regido Sudeste, 13 % na regido Sul e 35 % na regido Centro-Oeste, sendo
que os estados Mato Grosso, Sdo Paulo e Mato Grosso do Sul sdo os principais
estados em numero de animais abatidos (IBGE, 2007).

O Brasil € também o maior exportador de carne mundial, seguido por
Austrdlia, india, Nova Zelandia e Estados Unidos da América (ABIEC, 2007;
IBGE,2007). Somente de janeiro a dezembro de 2007, cerca de 2 milhdes de
toneladas de carne industrializada e in natura e 120 mil toneladas de miudos foram
exportados para mais de 180 paises, movimentando, aproximadamente, 4,5 milhdes
de ddlares. Entre os maiores importadores encontram-se Russia, Egito, China,
Reino Unido e Estados Unidos da América (ABIEC, 2008a), com cerca de 20% de
aumento em relacdo ao ano de 2006. No entanto, ainda é o segundo pais em
producao de carne bovina (ABIEC, 2008b).

Entretanto, apesar da grande importancia que a bovinocultura exerce
tanto na economia nacional quanto internacional, sua produtividade ainda nao
atingiu niveis maximos devido a varios fatores, entre eles as diversas patologias

causadas por parasitos.

2.1.Importancia das infec¢fes parasitarias na agropecuaria

As infecgdes parasitarias causadas por nematdédeos gastrintestinais
sao amplamente distribuidas por todo o mundo, afetando diretamente a industria de
bovinos, caprinos e ovinos (MEEUSEN et al, 2005). Sdo consideradas uma das
causas principais de perda na producdo animal em muitos paises, acarretando
diminui¢gdo do ganho de peso, na conversao alimentar e diminuigdo na produgao de
leite, entre outros (CORWIN, 1997; PERRY;RANDOLPH, 1999; ZARLENGA et al,
2001, BIANCHIN et al, 2007).

Nos paises desenvolvidos, as principais consequéncias destas
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infeccbes sdo gastos com grandes quantidades de anti-helminticos e diferentes
formas de utilizacdo de anti-helminticos como estratégias de controle, que
asseguram que ragas com altos indices produtivos, mas de baixa resisténcia sejam
utilizadas (PERRY;RANDOLPH, 1999). Nos Estados Unidos, por exemplo, os
parasitos acarretam para a industria gastos com insumos e perda na produtividade
de cerca de 2 bilhdes de dolares por ano (SONSTERGARD;GASBARRE, 2001). Foi
estimado que os produtores gastam cerca de um a 200 ddlares por animal, por ano,
com meédia de gastos de 5 a 20 dolares (GASBARRE et al, 2001). Na Nova Zelandia
foi estimada uma perda de cerca de 120 milhdes de ddlares apenas com gado de
leite, o que indica indica grandes prejuizos econémicos (CORWIN, 1997).

Nos paises em desenvolvimento, os impactos das infecgdes
parasitarias divergem dos paises desenvolvidos, pois o principal resultado € a perda
potencial da produtividade. Nesses paises, observa-se uma relagcdo parasito-
hospedeiro muito antiga, de maneira que os animais sao adaptados a multiplas
infecgdes, o que faz com que os rebanhos apresentem reduzida suscetibilidade aos
parasitos e infecgdes endémicas. Nestas regides também podem ser encontradas
altas cargas parasitarias de hemoparasitos e seus vetores, que nao estao presentes
na maioria dos climas temperados, em especial na Europa (PERRY;RANDOLPH,
1999). As endoparasitoses, ainda causam anorexia parasitaria nos seus hospedeiros
e geralmente contribue para a diminuigdo do indice de crescimento dos animais, que
€ percebido em caracteristicas como ganho de peso e peso ao nascimento dos
bezerros (BIANCHIN et al, 1993).

No Brasil, a produtividade dos rebanhos € considerada baixa devido a
varios fatores que interferem no desenvolvimento pleno da pecuaria, sendo que as
parasitoses causadas por helmintos apresentam-se como uma das principais
limitagdes (MACRAE, 1993; ARAUJO et al, 2004). Elas causam perdas econdémicas
na produgdo animal, devido a diminuicdo na produgdo e gastos com medidas
profilaticas. Acredita-se que cerca de 68 milhdes de dolares sejam perdidos
somente na regido Centro-Oeste apenas devido a infecgbes causadas por parasitos
gastrintestinais (SOUTELLO et al, 2002). As estimativas sdo de aproximadamente
R$ 187.277.488 de gastos com anti-helminticos no ano de 2006 (SINDAN, 2007).
Bianchin (1996) observou que a mortalidade dos animais ndo € o principal problema
destas infeccdes, ja que em boas condi¢gdes alimentares apenas 2 % dos bovinos

foram afetados. Por isso, ha a preocupagao com as condigdes ruins das pastagens,
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principalmente em épocas de seca. Outra preocupagao é a presencga de infecgdes
sub-clinicas, em que os sintomas nao sao observados apesar da ocorréncia de
parasitose (ARAUJO et al, 2004). Além desses fatores, ha a questéo das ragas com
baixa suscetibilidade geralmente apresentarem menores performances produtivas,
enquanto que as racas de animais com melhores indices produtivos, quase sempre
criadas nos paises desenvolvidos, raramente se sobressairem em condi¢cdes
ambientais onde ha grande desafio de parasitos durante todo ano (PERRY;
RANDOLPH, 1999).

Na maioria dos Estados brasileiros os nematddeos gastrintestinais com
maior prevaléncia em bovinos sao tricostrongilideos dos géneros Haemonchus e
Cooperia (ARAUJO et al, 1998; BIANCHIN et al, 2007). AraGjo et al (2004), por
exemplo, encontraram maiores quantidades de Cooperia spp e Haemonchus spp em
coproculturas de bezerros, enquanto que nas de vacas, a maior quantidade de
larvas foi de Haemonchus spp e Trichostrongylus spp. Bianchin (1996) observou
maiores prevaléncias de Cooperia (75,8 %) e de Haemonchus spp (15 %) em
bezerros Nelore no estado do Mato Grosso do Sul. No interior do Estado de Sé&o
Paulo, foram realizadas OPG e contagem de larvas, obtendo predominancia destes
dois géneros de parasitos e sendo encontrados também, exemplares de
Bunostomum phlebotomun, Trichostrongylus axei e Oesophagostomum radiatus
(NICOLAU et al, 2002). Bricarello et al (2007) também encontraram maior
prevaléncia destes dois endoparasitos em um estudo realizado com bovinos da raca
Nelore no Estado do Parana. Observaram ainda uma correlacdo positiva entre o
aumento do numero de helmintos dos dois géneros, isto €, conforme ha o aumento
de um dos géneros, o outro € aumentado, indicando que a selegédo da resisténcia
para uma espécie, também selecionara a outra. Em todos os estudos, a presenca de
larvas foi observada durante todos os meses do ano, indicando que a infeccao do
rebanho pode ocorrer em qualquer época.

Dentre as espécies de nematddeos identificadas, as infecgdes
causadas por espécies do género Haemonchus sido consideradas as mais
patogénicas e que debilitam mais os jovens ruminantes que ainda nao adquiriram
resisténcia (BALIC et al, 2002).
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2.2. Biologia, Diagnodstico e Controle do Parasito Haemonchus spp

2.2.1.Biologia

A familia Trichostrongylidae é composta por nematdédeos delgados,
com cavidade bucal reduzida ou ausente, medindo menos de 4 cm. Parasitam o
abomaso e intestino delgado de ruminantes, bem como, algumas espécies de
equideos, suinos e aves. Dentro desta familia, géneros como Haemonchus spp,
Cooperia spp, Trichostrongylus spp e Ostertagia spp estdo incluidos (UENO;
GONCALVES, 1998; URQUHART et al, 1998).

No Brasil a presenca de trés espécies do género Haemonchus foram
caracterizadas: Haemonchus contortus, Haemonchus placei e Haemonchus similis
podendo infectar ovinos, caprinos e bovinos. Muito se discute quanto a
especificidade do hospedeiro a infecgado, pois por muito tempo acreditou-se que
Haemonchus contortus e Haemonchus placei eram a mesma espécie ja que ha
grande semelhanga entre varios caracteres morfolégicos (GIBBONS, 1979 apud
AMARANTE et al, 1997). Atualmente, varios estudos indicam que estas s&o
realmente duas espécies diferentes e que apresentam hospedeiros especificos:
ovinos para Haemonchus contortus e bovinos para Haemonchus placei. Hoberg et al
(2004) em um estudo filogenético com as mais de 10 espécies de Haemonchus spp
existentes encontrou que H. placei e H. contortus apresentam diferentes
caracteristicas morfologicas, sendo que H. placei apresenta varias sinapomorfias em
relagdo a H. contortus. Também observaram que H. contortus é parasito exclusivo
de Caprinae, enquanto H. placei e H. similis sdo exclusivos de Bovinae. Achi et al
(2003) e Amarante et al (1997) observaram em trabalhos com infecg&o cruzada com
estas trés espécies de parasito que H. contortus € prevalente em ovinos, enquanto
que em bovino o mais prevalente foi Haemonchus placei e que quando ha infecgéo
cruzada por um dos hospedeiros, os parasitos sdo rapidamente eliminados
(AMARANTE et al, 2004).

A prevaléncia destas espécies e a intensidade de parasitos em
ruminantes de interesse econdmico estdo relacionadas as condigcbes climaticas e
meteorolégicas que favorecem o desenvolvimento e a sobrevivéncia dos
nematodeos nas pastagens. O clima é um dos fatores mais importantes na
disseminacao destas espécies, pois nas condicdes adequadas, que coincidem com

temperatura e umidade elevadas, ha maior facilidade de infeccdo pelo hospedeiro. A
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umidade ideal para o desenvolvimento de ovos e larvas é de 100 % e a temperatura
6tima esta compreendida entre 22 °C e 26 °C (FREITAS, 1980).

Figura 1. Haemonchus spp. (a) Bolsa copuladora do macho; (b) Papilas cervicais; (c) Labio vulvar da

fémea; (d) Vermes adultos; (e) larva infectante. Foto: Rodrigo Giglioti.

Os parasitos do género Haemonchus spp (Figura 1) apresentam ciclo
de vida rapido que se completa em trés semanas. Contaminam os ruminantes que
ingerem pastagens com ovos dos vermes, 0S quais por sua vez, se alojam na
mucosa do abomaso alimentando-se de sangue do hospedeiro (WHITE, 2001). Os
vermes adultos vivem no interior do tubo digestivo dos hospedeiros, poem ovos em
grandes quantidades que na fase de moérula sdo eliminados para o meio.

Apresentam quatro estadios larvais antes de tornarem-se adultos
(FREITAS, 1980; FORTES, 1997). Os estagios larvais infectantes sao L3, estadio
em que a larva penetra na cavidade gastrica do abomaso, onde apos 1 a 2 dias

atinge o estadio L4, se desenvolvendo em um adulto imaturo 2 a 3 dias depois
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(Figura 2). A larva infectante, quando ingerida pelo hospedeiro, emerge da cuticula
protetora na luz do tubo digestivo entrando na fase tecidual, na qual se alimenta dos
tecidos do hospedeiro, penetrando especialmente nas glandulas gastricas da
mucosa (FREITAS, 1980).

{c

Figura 2. Ciclo de vida do Haemonchus spp. (a) Vermes adultos parasitam abomaso de bovino; (b)
Ovos séo expelidos para o meio e as larvas se desenvolvem até o terceiro estagio; (c¢) Bovinos se
alimentam das pastagens contaminadas e o ciclo se reinicia. Adaptado de UCDNEMA (2007) e
VIRGINA TEC (2008)

Sao espécies essencialmente hematdéfagas e, conseqientemente, o
principal efeito produzido por elas é anemia do tipo hemorragico, ja que o
hospedeiro ndo apresenta recursos para recuperar o sangue espoliado pelos
parasitos, podendo também produzir gastrite. Foi estimado que em uma infecgao
maciga, um ovino poderia perder cerca de 140 mL de sangue por dia e nos casos
mais graves, a contagem de eritrécitos poderia cair de 10 milhdes para 2,5 milhdes
por mililitro de sangue, enquanto o teor de hemoglobina poderia cair de 60 % para
10 % (FREITAS, 1980).
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O nivel de infeccao causado por Haemonchus spp pode ser baixo,
crénico ou severo, dependendo da capacidade do animal desenvolver imunidade
apds repetidas exposicdes aos nematddeos, sendo necessaria uma infecgao
multipla do parasito para o desenvolvimento da resisténcia, que ocorre entre quatro
e sete semanas apos a infecgcdo (MEEUSEN et al, 2005).

No quadro clinico, pode ser observado além da anemia, em
consequéncia de seus habitos alimentares e da inoculagdo de uma substancia
anticoagulante que provoca grandes perdas de sangue, edema submandibular,
emagrecimento devido a diarréias, podendo levar o animal a morte devido a
formagdo de areas hemorragicas e edema generalizado no estdbmago. Séao
observados ainda diminui¢do de hematdcrito, redugao de peso, de gordura corpérea
e retencao de sodio em bezerros infectados com Haemonchus spp. Esta retengao
de agua e reducdo de gordura corpdrea indica um maior gasto energético do
hospedeiro, devido a diversos fatores como por exemplo, estimulo de resposta
imune pelos endoparasitos (POMPEU et al, 1997). Estes sintomas fazem com que
haja decréscimo progressivo de producdo de carne e leite (PLOEGER,;
KLOOSTERMAN, 1993; FORTES, 1997).

2.2.2. Diagnéstico

Um dos métodos mais utilizado para diagnosticar os nematddeos
gastrintestinais € a contagem de ovos por gramas de fezes (OPG) que relaciona
diretamente o numero de parasitos, sua fecundidade, assim como identificacdo
morfolégica (STEAR et al, 1997). Em alguns casos, a estrutura e tamanho do ovo
podem ser diagnosticos, entretanto, na maioria dos casos, a similaridade entre ovos
de diferentes espécies apresenta-se muito alta, necessitando de métodos
alternativos para sua diferenciagdo. Outro método utilizado para identificacdo de
nematdédeos em ruminantes envolve o cultivo in vitro de larvas infectantes no 3°
estadio, acompanhado pela identificacdo morfologica. Esse método envolve mais de
vinte caracteres a serem analisados, além de analise computacional e assimilagao
de dados para se obter o resultado final (GASBARRE et al, 1996).

Atualmente, técnicas genéticas também estdo sendo utilizadas no
diagnostico de endoparasitoses. CHRISTENSEN et al (1994) identificaram e
clonaram fragmentos de DNA repetitivo género-especifico de nematddeos

gastrintestinais, possibilitando um método sensivel, especifico e que distingue os
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diversos tipos de ovos presentes no hospedeiro. ZARLENGA et al (2001)
desenvolveram uma técnica de PCR multiplex para distinguir um grupo destes

nematodeos, a partir de DNA de ovos presentes nas fezes, facilitando o diagndstico.

2.2.3. Controle

Historicamente, o controle de parasitos gastrintestinais era feito pela
aplicacdo de programas complexos que mantinham o0s animais suscetiveis
estabulados e minimizavam a exposigcdo destes em pastagens infectadas. O
desenvolvimento de drogas anti-helminticas de amplo espectro e alta eficacia
revolucionou a natureza dos programas de controle parasitario, pois o controle
depende geralmente de repetidas aplicagdes de anti-helminticos como ivermectinas,
benzimidazoles e imidazoles em uma proporgéo cada vez maior (ZARLENGA et al,
2001). Entretanto, a utilizacdo muitas vezes indiscriminada de vermifugos fez com
que a maioria dos parasitos se tornassem resistentes aos medicamentos
(STAFFORD;COLLES, 1999; MOTTA et al, 2003). Esta resisténcia aparece como
uma variante das espécies de parasitos e dos regimes adotados no controle de
endoparasitos. Esta tem sido uma preocupacao constante pois os nematodeos
gastrintestinais, em especial Haemonchus e Teladorsagia, tém desenvolvido
resisténcia contra todos os maiores grupos de anti-helminticos utilizados atualmente
(JABBAR et al, 2006). Relatos descrevendo o desenvolvimento da resisténcia a anti-
helminticos sdo observados em praticamente todo o mundo desde 1950, quando
pela primeira vez foi observada a falha de fenontiazina no controle de Haemonchus
(JABBAR et al, 2006). Anziani et al (2004) relatram a resisténcia de bovinos
infectados com nematddeos a ivermectinas, benzimidazoles. Mattos et al (2004)
verificaram a presenga de Haemonchus contortus em caprinos apos aplicagdes orais
sucessivas de ivermectina constatando a ineficacia do medicamento. Mason e
McKay (2006) observaram resisténcia de Cooperia em bezerros tratados com
ivermectina e eprinomectina, além de constatar também resisténcia de
Trichostrongylus e Ostertagia quando tratados separadamente com diferentes anti-
helminticos. Soutello et al (2007) observaram no Estado de Sao Paulo resisténcia de
Cooperia spp e Haemonchus spp, apdés o tratamento de bovinos infectados
naturalmente realizado lavamisole fosfato, ivermectina, sulféxido de albendazol e
moxidectina de acordo com a recomendacao dos fabricantes.

A resisténcia que vem sendo observada se deve a varios fatores como
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utilizacdo de doses sub-6timas, que permitem a sobrevivéncia de individuos
resistentes; a freqiéncia do tratamento, pois tem-se observado que em locais onde
ha maior numero de tratamentos, ha maiores problemas relacionados a resisténcia.
Por essas razbes, tratamentos profilaticos ndo sdo aconselhados. Repetidos
tratamentos com o mesmo anti-helmintico, tratamento de espécies diferentes com a
mesma dose e introdugao de parasitos resistentes provenientes de outras regides
também levam a resisténcia dos nematoides (JABBAR et al, 2006).

O aumento na utilizagdo de drogas resultou em um outro problema,
que é o acumulo de produtos quimicos existentes na carne, que podem trazer
problemas a saude humana (SONSTERGARD;GASBARRE, 2001).
Consequentemente ha uma tendéncia de desenvolver sistemas alternativos de
producdo, que sdo conhecidos como sustentaveis e limitam o uso de produtos
quimicos no rebanho. Para estes produtores €& importante que se identifique os
animais com maior numero de parasitos, bem como aqueles que apresentam as
espécies mais patogénicas, como por exemplo, Haemonchus spp, Cooperia spp e
Ostertagia spp, para que auxilie o desenvolvimento de programas de controle e
reducdo no numero de tratamento com drogas desnecessarias (ZARLENGA et al,
2001).

A utilizagdo de fungos nematdéfagos como controle bioldgico tem
apresentado resultados satisfatorios. Embora ainda n&do seja viavel comercialmente
(LARSEN et al, 1997), num futuro préximo, pode vir a ser uma das alternativas para
a diminuigdo do uso de drogas anti-helminticas (MAINGI et al, 2006). MELO et al
(2003) confirmaram a atividade predatoria do fungo Monacrosporium thaumasium
contra nematoides do género Haemonchus spp, apds atravessar o trato
gastrintestinal de caprinos, observando uma redugdo média de 79,24% no numero
de larvas apdés a administragcdo fungica. Em contrapartida, ainda ha uma baixa
infectividade e alta taxa de mortalidade dos fungos, o que dificulta a obtencdo de
resultados favoraveis para a utilizagdo desta técnica em grande escala (JABBAR et
al, 2006).

Selecdo genética tradicional € muito efetiva na selecdo de tracos
econdmicos de alta herdabilidade, como no caso de muitos caracteres de produgao
por estes apresentarem abundante variacdo genética na maioria das populagdes.
Em contrapartida, a selegcdo é limitada quando os caracteres de interesse

apresentam média a baixa herdabilidade como, por exemplo, resisténcia a doencas,
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reproducgao e longevidade produtiva (SONSTERGARD;GASBARRE, 2001; MORRIS,
2006). Métodos efetivos de controle de parasitos podem ser desenvolvidos por meio
da analise de imunidade. Estas respostas modificam-se de acordo com a morfologia,
fisiologia, numero de re-infecgcbes e estadios infectantes do parasito. As
metodologias que utilizam manipulagdo genémica oferecem novas alternativas para
a compreensao e a modulacdo da relacdo parasito-hospedeiro (SIEFKER;
RICKARD, 1998; SONSTERGARD; GASBARRE, 2001).

Além disso estudos relacionados com estratégias de manejo de
pastagens associadas a tratamentos com anti-helminticos, com o controle da
relagao parasito — nutricdo do hospedeiro, desenvolvimento de testes com possiveis
vacinas e utilizacdo de plantas como anti-helminticos tém sido realizados buscando
desenvolver novas solugdes para o problema das helmintoses. Mas para isso ainda
€ necessario mais conhecimento da biologia, da epidemiologia dos parasitos e
principalmente das suas interagbes com os hospedeiros em um determinado
ambiente e sistema produtivo para que seja estabelecido um sistema de controle
parasitario efetivo (BARGER, 1999). A falta dessas informagdes implica em
inadequados tratamentos anti-helminticos, relacionados ao rapido desenvolvimento
de resisténcia, aumento de casos clinicos € mais perdas produtivas (MOTA et al,
2003).

2.3. Diferencas entre racas de bovinos

A resposta dos bovinos as infecgdes por diferentes tipos de parasitos é
feita por muitos mecanismos. A variagdo genética entre e dentro de ragas tem sido
amplamente estudada visando entender quais sdo 0s genes e mecanismos
envolvidos na resisténcia ou suscetibilidade das ragas (BISHOP et al, 2003;
MORRIS, 2006).

As ragas de origem zebuinas sdo geralmente consideradas mais
resistentes a doencas, a altas temperaturas e a outros fatores estressantes
presentes nas regides tropicais quando comparadas com as de origem taurina
(KUMAR et al, 2005). Essa resisténcia esta associada a estabilidade endémica
destas racgas, ja que o gado zebuino tem uma relagdo muito antiga com um grande
numero de parasitos. Em contrapartida as racas européias apresentam esta relacao

mais recente (MATTIOLI et al, 2000), pois foram introduzidos tardiamente nas
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regides tropicais.

A resisténcia genética a doengas causadas por diferentes agentes
etiologicos como mastite, ectoparasitoses, ceratoconjuntivites, doengas respiratérias,
tuberculose, brucelose, febre-aftosa e helmintoses ja foram relatadas e
comprovadas em diversos estudos (GLASS et al, 2005; MORRIS, 2006). Glass et al
(2005), por exemplo, observaram que animais da raga Sahiwal resistentes a
teileriose tém habilidade de produzir maiores quantidades de citocinas pro-
inflamatdrias do que os animais da raca Holandesa, o que indica que esses ultimos
apresentam uma maior dificuldade de reduzir parasitemia e os sintomas da doenca.
Gasbarre et al (2001) também concluiram a partir de varios estudos que a
quantidade de OPG nas fezes dos animais depende diretamente da genética do
hospedeiro.

Os genes que conferem a resisténcia ou suscetibilidade a infecgao por
endoparasitos estao relacionados aos diferentes tipos de resposta imune (MATTIOLI
et al, 2000; SONSTEGARD;GASBARRE, 2001). Desta maneira, a identificagdo de
genes envolvidos nessa variagdo, assim como o esclarecimento de sua fungdo na
infeccdo deve ser explorada com o objetivo de caracterizar os diferentes tipos de
resposta e poder, por exemplo, implantar novos métodos de controle (GLASS et al,
2005).

2.4. Resposta Imune e Interacdo Parasito-Hospedeiro

Como ja foi dito anteriormente, os mecanismos de resisténcia a
parasitos gastrintestinais ainda ndo s&o totalmente compreendidos (GILL et al,
1993), mas se sabe que 0os mecanismos imunes ativados contra diferentes helmintos
sao unicos e adaptados aos diversos estadios dos ciclos de vida, o que indica que
estudos detalhados para identificar antigenos do parasito e respostas imunoldgicas
celulares e moleculares a eles associados ainda sdo necessarios (ELSE;
FINKELMAN, 1998).

O sistema imune esta envolvido primeiramente na defesa do
hospedeiro contra invasao de patégenos, evitando reagdes proprias, isto €, contra
epitopos do proprio organismo. Células T tém sido caracterizadas como as principais
condutoras destas respostas, mas diferentes caminhos sao utilizados, como a

imunidade inata e imunidade por células B, que também sao imprescindiveis para a
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defesa do hospedeiro. Em contrapartida, os parasitos apresentam mecanismos para
evadir-se da imunidade protetora, reduzindo sua imunogenicidade e inibindo a
resposta imune do hospedeiro (GASBARRE et al, 2001; ABBAS et al, 2003).

Nos estadios larvais infectantes de Haemonchus deve ocorrer acumulo
de leucdcitos que podem gerar a rejeicdo do parasito no epitélio gastrintestinal.
Essas células desencadeiam a liberagdo de potentes mediadores que ligam o sitio
de IgE ao antigeno, promovendo a expulsdo. Uma vantagem da rapida expulséo
mediada por células epiteliais € que ndo ha resposta inflamatoria nos tecidos
infectados do animal. Quando a intensidade da infecgdo decresce, assim como o
nuamero de leucécitos, ocorre uma fase critica para expulsao larval. Ocorre que
algumas L3 se mantém no tecido, sendo capazes de gerar resposta inflamatodria
caracterizada pelo aparecimento de eosindfilos e citocinas Th2 (MEEUSEN et al,
2005). E nesta fase, que grande parte dos hospedeiros torna-se resistente a
reinfecgdes. Estudos mostraram que os bovinos desenvolveram resposta imune
protetora a infecgdo com os endoparasitos do género Cooperia, principalmente apods
reinfeccdes (GASBARRE et al, 2001).

A presenca e o tipo de infiltrado celular no local da infecgao podem ser
indicadores dos mecanismos envolvidos na defesa. Em ovinos, mastocitos e
eosinofilos estdo envolvidos na resposta imune e rejeicdo a parasitos da espécie
Haemonchus contortus. Eosindfilos s&o recrutados no tecido abomasal de ovelhas
durante a infec¢ao primaria (BALIC et al, 2000; BALIC et al, 2002), onde invadem
especificamente o tecido larval (BALIC et al, 2006). Atualmente, tém-se sugerido que
esta ativacdo de eosindfilos, que auxilia na morte do parasito, € realizada por
citocinas (BALIC, 2006). AMARANTE et al. (2005) encontraram uma relagcéo
inversamente proporcional entre células inflamatérias e proporgéo de IgA e a carga
parasitaria encontrada, sugerindo que deve haver um mecanismo especifico na
variagao da resisténcia entre diferentes ragas e espécies que sdo hospedeiros de
Haemonchus. Gill et al (2000) também concluiram que ovinos resistentes a
Haemonchus contortus apresentam altas contagens de eosindfilos e mastdcitos na

mucosa abomasal.

Bricarello et al (2007) estudando bovinos Nelore resistentes e sensiveis
a infecgéo por H. placei relacionaram altos niveis de IgE, baixa quantidade de ovos

por gramas de fezes e altas contagens de eosindéfilos no sangue com resisténcia a
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endoparasitos gastrintestinais.

Em estudos com outro parasito gastrintestinal, YATSUDA e VIEIRA-
BRESSAN (2000) observaram aumento no total de anticorpos IgG e IgG1 contra
larvas do estagio L3 em Cooperia punctata, evidenciando a presenga de resposta
imune humoral contra antigenos L3. Foi demonstrado posteriormente que a memoaria
da resposta imune humoral em Cooperia oncophora pode ser gerada a partir do
primeiro contato com doses do estagio larval L3, promovendo a produgao de altos
niveis de anticorpos especificos a Cooperia no soro e na mucosa intestinal do
hospedeiro. Além disso, foi possivel observar que tanto o desafio com doses baixas
(30.000 larvas) quanto com doses altas (100.000 larvas) ha indugao desta resposta

imune, tanto no soro quanto na mucosa de superficie (KANOBANA et al, 2003).

KANOBANA et al (2002) também verificaram que a maioria dos
segmentos do intestino delgado que apresentavam evidente infecgao parasitaria por
Cooperia oncophora era encontrada nos primeiros seis metros do intestino. A
geracdo de imunidade em hospedeiros com respostas intermediarias induziu a
migragdo de parasitos adultos para a parte distal do intestino. A presenca de
linfocitos especificos como TCR1, por exemplo, ndo foi observada. Entretanto,
houve aumento significativo de eosindfilos na regido de mucosa e diminuicdo nas
contagens de OPG. Aumento de IgA e IgG1 foi maior nesses animais do que nos
mais sensiveis, sendo que IgA foi maior na superficie de mucosa, enquanto IgG1 foi
mais abundante no soro. Assim, IgA e eosindfilos atuam de forma clara contra
adultos de C. oncophora reduzindo a fecundidade, carga parasitaria e promovendo

expulsédo dos endoparasitos.

Além dessas repostas a infeccado por endoparasitos e com a elucidacao
de mecanismos genéticos relacionados com a variagao da resisténcia em diferentes
especies, acredita-se que citocinas Th1 e Th2 exercam um importante papel nos
efeitos imunorregulatérios em resposta a infecgbes helminticas (MEEUSEN et al,
2005; HUSE et al, 2006).
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2.5. Polarizagéo Th1/Th2

As células T virgens sao as primeiras células circulantes da imunidade
adaptativa, ou seja, sdo as que encontram os antigenos e, nos 6rgaos linfoides, se
tornam ativadas. Nesta etapa, as células sdo guiadas de maneira a iniciar uma
resposta mediada por ativagdo de macrofagos ou por anticorpos (JANEWAY et al,
2007).

Os mecanismos exatos que fazem esta diferenciacdo ainda nao foram
totalmente evidenciados, mas se acredita que a polarizagdo de células T CD4" em
tipo 1 (Th1) e tipo 2 (Th2) apresentem importante fungcdo (CONSTANT e
BOTTOMLY, 1997; LIEW, 2002; JANEWAY et al, 2007) .

A hipétese de diferenciagdo das células T CD,” em Th1 e Th2 foi
sugerida por Mosmann no final dos anos 80 que observou em ratos dois subtipos de
células que diferiam devido ao padrdo de secrec¢ao de citocinas e outras funcgoes.
Desde entdo, muitos estudos foram e estdo sendo realizados, evidenciando este

padrao de diferenciagéo para diversas espécies (KIDD, 2003).

Os dois subtipos de células T derivam de uma célula T CD4
pluripotente virgem. Apds alguns dias em contato com as células apresentadoras de
antigeno (APCs) ocorre o processo de polarizagdo, em que as células virgens saem
de um estado transitorio de pré-ativagado (ThO) para Th1 ou Th2. A polarizagdo Th1
relaciona-se com a secregao primeiramente de IFN-y, IL-12 seguido por IL-2 , IL-3.
Em contrapartida, células Th2 sado caracterizadas principalmente pela secrecado de
IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 (KONNAI et al, 2003; HUSE et al, 2006; JANEWAY et al,
2007). A Figura 3 demonstra o perfil de polarizagdo Th1 e Th2.
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Figura 3. Polarizagdo Th1-Th2. Adaptado de LIEW, 2002

A ativagao de células Th1 ou Th2 é determinada pelo tipo de patégeno
ou antigeno que entra em contato com as células. Acredita-se que patdgenos
intracelulares, como bactérias, virus e protozoarios direcionem uma resposta por
células Th1, enquanto que helmintos e parasitos extracelulares sao caracterizados
por uma resposta Th2 (LIEW, 2002; HUSE et al, 2006). Entretanto, variagdes a este
padrdo ja foram observados em algumas espécies. Em murinos este padrdo é
caracteristico, enquanto que em outras espécies, como em bovinos, ndo esta
totalmente confirmado (BROWN et al, 1998).

2.6. Citocinas

As citocinas sao proteinas regulatorias que apresentam um papel
central no sistema imune através da modulacido das respostas imunes, como
ativagdo de linfocitos, apoptose, proliferacéo e diferenciagdo celular (JANEWAY et
al, 2007). Apresentam baixo peso molecular, sendo secretadas por diferentes tipos

celulares, mais proeminente por linfocitos, células apresentadoras de antigenos,
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mondcitos, células endoteliais e fibroblastos (GIULLIETI et al, 2001). Medeiam a
imunidade inata sendo produzidas principalmente pelos macréfagos, como por
exemplo fator de necrose tumoral (TNF) e interleucina 1 (IL-1); reag¢des inflamatdrias
agudas aos microrganismos, pelas quimiocinas, como o recrutamento de linfocitos
para os sitios de inflamagao e pela agédo de interleucina 12 (IL-12). Estimulam a
producao de interferon gama (IFN-y). Também ativam macréfagos e interleucina 10
(IL-10). Atuam também na imunidade adquirida, como a interleucina 2 (IL-2), o
principal fator de crescimento de células T, interleucina 4 (IL-4), que estimula
producao de imunoglobulina E (IgE), interleucina 5 (IL-5), que ativa eosindfilos, entre
outros que sao descobertos cotidianamente (ABBAS et al, 2003; JANEWAY et al,
2007).

2.6.1. Interleucina-2 (IL-2)

E uma citocina da familia das hematopoietinas e caracterizada como
um citocina Th1. Sua funcdo é induzir proliferacdo e ativacdo de células T CD4 ,
assim como de células T CD8, células NK e secrecao de IFN-y, que aumenta a
expressao de células do MHC de classe | na superficie das células alvo (DYBKAER
et al, 2007; JANEWAY et al, 2007). O gene localiza-se no cromossomo 6 de bovinos
com 3149 pares de bases (Genbank: NC_007304).

IL-2 estd presente em altas quantidades em infeccbes causadas por
parasitos intracelulares, conferindo protecdo aos hospedeiros, como no caso de
Theileria parva (HONDA et al, 1998). Entretanto, em infeccbes com parasitos

gastrintestinais, ha uma variagdo no padrao de expressao desta citocina .

CANALs et al (1997) encontraram altos niveis de IL-2 em linfonodos de
bezerros livres de infeccdo com Ostertagia ostertagi, enquanto nos animais
infectados houve um decréscimo de cerca de 10 vezes na expressao deste gene, o
que sugere um decréscimo de resposta Th1. ZAROS (2006) encontrou niveis de
expressdo de IL-2 mais altos em intestinos de grupos de bovinos sensiveis a
infeccbes por parasitos gastrintestinais quando comparado ao grupo de animais
considerado resistente, indicando relagdo com a sensibilidade a infegbes por
endoparasitos, mas nao encontrou diferengas em linfonodos e abomasos
analisados. CLAEREBOUT et al (2005) ndo observaram diferencas na presenga de

IL-2 em linfonodos, nem em mucosa do abomaso entre grupos de bezerros
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infectados e nao infectados com Ostertagia ostertagi. Como se pode perceber ha
muitas diferencas encontradas em diversos estudos no padrao de expressao de IL-
2, o que concorda com os dados de Brown et al (1998) que ndo ha um perfil

definido na expressao de citocinas de bovinos.

2.6.2. Interleucina 4 (IL-4)

IL-4 é também uma citocina da familia das hematopoetinas. E
produzida por células T e mastécitos e tém como principais funcdes ativacdo de
células B, mudanga para IgE e € uma das primeiras a induzir diferenciagdo em
células Th2 (TORRES et al, 2004; JANEWAY et al, 2007). Seu gene esta localizado
no cromossomo 7, contendo 4 éxons e um transcrito de 570 pares de bases
(ENSEMBL: ENSBTAT00000021215).

Respostas protetoras a endoparasitos gastrintestinais tém sido
associadas ao aumento na producado de citocinas Th2, sendo que IL-4 apresenta
papel de destaque em infecgbes causadas por parasitos gastrintestinais em muitas
espécies (ELSE e FINKELMAN, 1998; GRENCIS, 2001; MEEUSEN et al, 2005).

IL-4 tem a capacidade de conferir resisténcia e protecdo a infecgdes
causadas por endoparasitos, como Trichuris muris, H. polygirus, Haemonchus,
Nipostrongylus, Teladorsagia circumcincta (ELSE;FINKELMAN, 1998; ERB et al,
2002; CLAREABOUT et al, 2005; CRAIG et al, 2007). Em ratos nocauteados para
IL-4, ha observacao de sensibilidade a infecgdes com T .muris (ELSE;FINKELMAN,
1998). CRAIG et al (2007) encontraram altos niveis de expressdo de mRNA de IL-4
em ovinos infectados por Teladorsagia circumcincta e resultados semelhantes foram
encontrados na comparacéo de bovinos infectados e n&o infectados por Ostertagia
ostertagi (CLARAEBOUT et al, 2005). Acredita-se que esta protecdo esteja
relacionada a ativagao de varios fatores de transducéao de sinal e ativacdo como Stat
6, através da ligagdo ao receptor de IL-4. Isto traz mudangas no epitélio e
movimentos de contracdo do intestino, acompanhado de aumento no numero de
mastoécitos na regiao da infecgao (FINKELMAN et al, 2006).

Outra funcao atribuida a IL-4 € a expulsao dos parasitos (GARSIDE et
al 2000; LAWRENCE, 2003). GARSIDE et al (2000) encontraram que nematddeos

parasitos de ratos Trichinella spirallis s&o expulsos por respostas Th2,
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especificamente por IL-4, regulando também outras enteropatias. GILL et al (2000)
observaram o aumento da producdo de interleucina 5 (IL-5) nos linfonodos
gastrintestinais estimulando a expuls&o do parasito, além de secregcédo de IL-4 que
estimula a produgéo de IgE e eosinofilia e posterior expulsdo de parasitos (ABBAS
et al, 2003).

Além disso, IL-4 ¢é superexpressa em apenas algumas fases
especificas da infeccdo, e principalmente nas primeiras fases da infec¢cao. Em ratos
infectados por Haemonchus contortus foi observado que ha indugao de producéo de
IL-4, IL-5 e IL-13 no terceiro dia pos-infeccdo. Ja em ovinos primariamente
infectados houve aumento de IL-5 e IL-13 no terceiro dia apds a infecgcédo, enquanto
que IL-4 teve maior expressdao no quinto dia apos a infecgao (BALIC, 1999 apud
MEEUSEN et al, 2005). CRAIG et al (2007) verificou que IL-4 é superexpressa
apenas no grupo de ovinos previamente imunizados com T. circumcincta, enquanto
gque em animais naives submetidos a primeira infeccdo ndo houve alteracido nos

niveis desta interleucina.

2.6.3. Interleucina 12 (IL-12)

A interleucina 12 é produzida por macréfagos e células dendriticas e
tem funcdo de ativar células NK e induzir polarizagdo Th1 (JANEWAY et al, 2007). O
gene encontra-se no cromossomo 1 de bovinos, com 6700 pares de bases
(Genbank: NC_007299).

O aumento de IL-12 é verificado em infecgcbes causadas por virus e
bactérias conferindo protecdo e morte do microorganismo (JANEWAY et al, 2007).
Em infecgbes causadas por helmintos, a presenga de IL-12 esta relacionada a
suscetibilidade pelos hospedeiros, a ndo expulsido dos parasitos e conseqlente
desenvolvimento de infeccao cronica (GARSIDE et al, 2000; GRENCIS, 2001). Esse
fato foi demonstrado em cobaias resistentes a T. muris, nas quais a administragao
de IL-12 promoveu o desenvolvimento de infecgdo cronica (GRENCIS, 2001). O
estabelecimento desta cronicidade pode ser explicado porque na presenca de IL-12
(citocina Th1) ha a inibicao do perfil de citocinas Th2, como descrito por Hewitson et
al (2007), que observaram polarizagdo de Th1 apdés administragdo de IL-12, mas

nao imunidade protetora em infecgbes por S. mansoni e Entamoeba histolytica
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(PFAFF et al, 2003). Em bezerros infectados por Ostertagia ostertagi foi relatado
uma diminuicdo da expressao de IL-12 em linfonodos abomasais, enquanto que
para mucosa do abomaso nao houve diferengas na expressao de [L-12
(CLAREABOUT et al, 2005). Zaros (2006) encontrou baixa expressao de IL-12 em
bovinos sensiveis infectados com helmintos gastrintestinais. Entretanto em
linfonodos abomasais de ovinos infectados com Haemonchus contortus essa
interleucina n&o teve expresdo variavel, ndo sendo possivel correlacionar esses
resultados com desenvolvimento e fecundidade de helmintos no hospedeiro
(LACROUX et al, 2006).

Estudos também mostram uma segunda atividade em que IL-12
poderia promover a polarizagdo Th2. Esta € uma atividade chamada de
independente de IFN-y (MOUNTFORD;PEARLMAN, 1998). Cobaias infectadas com
Trichinella spiralis foram capazes de expelir os parasitos apds 15 dias de infecgao.
A administracédo de IL-12 aumentou a resposta de quimiocinas, interleucinas e seus

receptores, possibilitando essa resposta a infeccao (HELMBY;GRENCIS, 2003).

2.6.4. Interleucina 13 (IL-13)

A IL-13 é pertencente a familia das hematopoietinas, que é produzida
por células T e tem funcdo de auxiliar no desenvolvimento de células B, polarizar
resposta Th2 e inibir a producéo de citocinas inflamatérias por macrofagos e células
Th1 (JANEWAY et al, 2007). O gene localiza-se no cromossomo 7 de bovinos,
apresenta cerca de 2000 pares de bases e esta adjacente a interleucina 4
(GenBank: NC_007305).

IL-13 foi a primeira interleucina conhecida com efeitos em células B e
mondcitos, aumentando a expressao de Th2 e IgE e inibindo citocinas inflamatorias
(WYNN, 2003). Compartilha muitas fungdes com IL-4 e, apesar da proximidade fisica
e funcional, em camundongos ha apenas 30% de homologia entre as sequéncias
génicas. Entretanto existe um alto nivel de conservagcdo na sequéncia terciaria
destas moléculas (BANCROFT et al, 1998). Entre as fun¢des semelhantes a IL-4
estdo a protecdo a lipopolissacarideo em ratos, aumento da expressao de
marcadores de superficie de MHC de classe Il em mondcitos e macrofagos, além

das fungdes basicas ja citadas. Contudo, ndo € um fator de crescimento de células
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T, embora influencie o desenvolvimento dessas células. Estudos com ratos
nocauteados para o gene da IL-13 mostraram que apresenta fungdes como
neutralizacdo de anticorpos e funcgdes efetoras unicas que a diferenciam de IL-4
(BANCROFT et al, 1998; WYNN, 2003).

Apresenta um papel dominante na resisténcia a infeccbes por
nematddeos gastrintestinais em diferentes espécies (ELSE e FINKELMAN, 1998;
GARSIDE et al, 2000; WYNN, 2003; CLAREABOUT et al, 2005). Em experimentos
com camundongos noucaute para IL-13, infectados por T. muris, foi observada
inabilidade de expelir os parasitos, mesmo na presenca de outras citocinas Th2
(BRANCROFT et al, 1998). Finkelman et al (2006) observaram que ratos parasitados
com Nipostrongylus brasiliensis foram incapazes de diminuir produc¢ado de ovos por
grama de fezes e expulsar parasitos na auséncia de IL-13. Isto é possivel pois IL-13
€ capaz atuar em células intestinais aumentando a quantidade e qualidade de muco

intestinal, o que possibilita a expulsao.

Muitos estudos com bovinos e ovinos também evidenciam a
importancia desta citocina em infecgbes por helmintos. Pernthaner et al (2005)
observaram aumento na expressao dos genes de IL-5, IL-13 e TNF-a em células
provenientes de linfonodos intestinais de ovelhas durante a infecgdo por
Trichostrongylus colubriformis. Em ovinos infectados com Haemonchus contortus ha
aumento na expressdo na mucosa do abomaso em grupos de animais infectados
(LACROUX et al, 2006). CRAIG et al (2007) observaram aumento significativo de
expressao de IL-13 em ovinos infectados com Teladorsagia circumcincta apés 5 dias
da primeira infeccdo, o que nido ocorreu para o tempo de 10 dias pos-infecgao,
indicando um efeito temporal de IL-13, imprescindivel no inicio da infecgao.
Clarebout et al (2005) e Zaros (2006) observaram em bovinos infectados com
diferentes helmintos aumento na expressédo de IL-13, principalmente em animais
resistentes, tanto em linfonodos abomasais quanto na mucosa do abomaso,

indicando relagdo com a resisténcia a endoparasitoses.
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2.6.5. Interferon gama (IFN-y)

Pertencente a familia dos interferons, € produzido por células T e NK,
atuando sobre ativagdo de macréfagos, promovendo aumento de expressdo de
moléculas de MHC, dos componentes de processamento de antigenos, mudanca de
classe de imunoglobulinas e supressao de Th2 (JANEWAY et al, 2007). O gene esta
no cromossomo 5 de bovinos, com aproximadamente 4800 pares de bases
(GenBank: NC_007303).

A presenga de IFN-y é caracterizada por conferir resisténcia a
infeccbes contra virus e bactérias (KIDD, 2003; JANEWAY et al, 2007). Ja em
infeccbes por helmintos T. muris e T. spiralis linhagens suscetiveis de ratos e
camundongos apresentam alta expressdo de IFN-y (ELSE e FINKELMAN; 1998;
GRENCIS, 2001).

Em contrapartida ao paradigma Th1/Th2, foi observado aumento na
expressao de IFN-y e citocinas Th2. Meeusen et al (2005) identificaram diferenga no
padrdo de expresséo génica quando compararam os niveis de diversas interleucinas
nos diferentes periodos analisados. No terceiro dia pos-infecgdo foi possivel
identificar aumento de IFN-y e IL-5, enquanto que no quinto dia, houve altos niveis
de IL-4. Nakamura et al (2002) administraram IFN-y em bovinos infectados com
Strongyloides pappulosos e obtiveram diminuigdo na contagem de OPG e aumento
na expulsdo de helmintos. Canals et al (1997) observaram aumento de expressao
de IFN-y em bovinos primariamente infectados com Ostertagia ostertagi. Clarebout
et al (2005) também obtiveram decréscimo nos niveis de citocinas Th1, inclusive
IFN-y em linfonodos de animais nao infectados por este mesmo parasito, enquanto

que em mucosa do abomaso, observou superexpressao de IFN-y, IL-4 e IL-13.

A variacao no perfil de expressdo de IFN-y frente a diferentes infec¢des
por helmintos tem sido explicada por duas hipoteses: primeiro pela resposta Th1/Th2
nao ser conservada em bovinos (CANALS et al, 1997), segundo, porque se acredita
que quando uma resposta Th2 é muito forte, ela pode causar danos ao hospedeiro,
de forma que o aumento na concentracdo de IFN-y atuaria equilibrando assim
reacdes adversas ao hospedeiro (WALDVOGEL et al, 2004).
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2.6.6. Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a)

Classificado na familia dos fatores de necrose tumoral, o TNF-a é
produzido por macréfagos, células NK e células T e atua na inflamagao local e
ativagdo endotelial. O gene esta localizado no cromossomo 23 de bovinos, possui
1800 pares de bases (GenBank: NC_007324 ).

TNF-a € considerada uma citocina essencial na coordenagdo de
infeccbes gastrintestinais, pois exerce muitos efeitos protetores na mucosa,
estimulando proliferacdo de células intestinais e exercendo uma atividade citotoxica
ao helminto (RIFFKIN et al, 2000). Riffkin et al (2000) observaram aumento na
producao desta citocina e de seu receptor em experimentos contendo extrato de T.

columbriformes.

Outra funcado atribuida a TNF-a é a inducdo de resposta Th2 em
infecgdes causadas por helmintos. Em ratos deficientes para TNF-a infectados com
T. muris e T. spiralis foi observado uma redugcdo na expressao de IL-4 e IL-13.
Embora esta baixa expressao acarretasse uma alteracdo no microambiente
intestinal, diminuindo a sobrevivéncia dos parasitos, e parte da resposta protetora
fosse mantida, os animais perdiam habilidade de expelir parasitos. Isto sugere que
TNF-a possa regular a atividade de IL-4 e IL-13 nestes tipos de patologias
(GARSIDE et al, 2000; LAWRENCE, 2003). Babu et al (2003) encontraram também
que em infeccdes com filaria, havia primeiro um aumento na expressao de citocinas
pro-inflamatérias, em especial, TNF-a e, somente depois, havia aumento de IL-4 e
IL-13.

E possivel também que TNF-a seja responsavel por mediar efeitos
patolégicos causados por infecgdes gastrintestinais por meio da produgéo de 6xido
nitrico sintase induzivel (iNOS). Esta substéncia pode melhorar os sintomas da
enteropatia, conferindo mais uma vez protecdo ao hospedeiro (GARSIDE et al,
2000; JANEWAY et al, 2007).

Além das interleucinas, quimiocinas também tém sido caracterizadas e
observadas em infec¢des por helmintos gastrintestinais (MEEUSEN et al, 2005). As
quimiocinas sdo pequenas proteinas quimiotaticas que apresentam fungdo na
migragéo e ativacdo de células linfocitarias e fagocitarias (JANEWAY et al, 2007).

Em humanos quatro quimiocinas que atuam na regulagédo e migragao de linfécitos ja
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sdo conhecidas. Em ovinos, a primeira a ser caracterizada foi a MCP-1a (MEEUSEN
et al, 2005). Dunphy et al (2001) observaram aumento desta quimiocina nas
mucosas gastrintestinais, em resposta a infec¢gdes helminticas por Haemonchus

contortus. Em bovinos, poucos sdo os dados disponiveis sobre as quimiocinas.

2.6.7. Interleucina 8 (CXCLS8 ou IL-8)

CXCL8 recebe esta denominacdo por apresentar dois residuos de
cisteinas (C) intercalados por um outro aminoacido qualquer (X). Atua como fator
quimiotatico de neutrdfilos, basodfilos e células T, ndo atuando sobre eosindfilos e
mastoécitos (ROT e ANDRIAN, 2004; JANEWAY et al, 2007). Seu gene localiza-se no
cromossomo 6 de bovinos e apresenta cerca de 3000 pares de bases (GenBank:
NC_007304 ).

A IL-8 é o principal fator de ativacdo da migracdo de neutrdfilos,
incluindo migracao endotelial, aumento na expressdo de marcadores CD11/CD18 e
ICAM-1 que tém a capacidade de degradar peptideos bacterianos e promover a
morte de outros patdgenos intracelulares (CASSWELL et al, 1999). Também é muito
caracteristico na ativacdo da hipersensibilidade tardia em infecgdes por carrapatos
por exemplo, em que a reagado aparece horas ou até dias apds entrar em contato
com antigeno (JANEWAY et al, 2007). Entretanto, em bovinos infectados com

parasitos gastrintestinais poucos s&o os trabalhos realizados com IL-8.

Molina (2005) investigou o perfil de IFN-y, IL-6 e IL-8 em bufalos e
bovinos infectados com Fasciola gigantica 16 semanas apds o contato com parasito,
observando assim o padrdo de uma infecgao crénica. Seus resultados mostram que
houve aumento da expressao de IL-8 e IL-6 em bufalos, enquanto que para bovinos
houve superexpresséo apenas de |IL-6. Estes dados sdo semelhantes aos de Zaros
(2006) que também n&o encontrou diferencas na expressdo de IL-8 em bovinos

infectados por helmintos gastrintestinais.

2.6.8.Quimiocina CC ligante 2 ou Proteina de atragao de monécitos 1 (MCP-1)

Inicialmente foi denominada de proteina de atracdo de mondcitos, mas

hoje ja se sabe que ela é um fator quimiotatico de células NK e dendriticas de
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humanos, células T de memdria e basodfilos (DESCHOLLMEESTER et al, 2003;

JANEWAY et al, 2007). Seu gene esta localizado no cromossomo 19 de bovino.

Poucos sdo ainda os estudos realizados com CCL2, mas estudos com
T. spiralis em camundongos demonstram que € responsavel por induzir sintomas
patolégicos aumentando a inflamagao, enquanto que cobaias deficientes para MCP-
1 tém estes sintomas amenizados (LAWRENCE, 2003). Em bovinos infectados
naturalmente com diferentes helmintos gastrintestinais ndo foi detectada diferenca
de expressao entre linfonodo e tecido abomasal de grupos resistentes e sensiveis,
mas foi observada uma expressao elevada no tecido intestinal dos animais do grupo
sensivel (ZAROS, 2006). No entanto, em infecgdes por T. muris altos niveis de
CCL2 foram relacionados com resisténcia a endoparasitoses, também com a
habilidade de expelir helmintos e de induzir polarizacdo Th2. Animais deficientes
para CCL2 eram totalmente incapazes de expelir T. muris, expressavam baixas
concentragcbes de IL-4 e decréscimo no recrutamento de macrofagos
(DESCHOLLMEESTER et al, 2003). Em ovinos infectados e n&o infectados foram
encontrados baixos niveis gerais desta citocina em tecido abomasal, mas foi
possivel detectar aumento da expressao nos tecidos infectados, indicando um
importante papel no recrutamento de leucécitos e em resposta a infecgao (DUNPHY
et al, 2001).

2.6.9. Outras moléculas

As superficies mucosas sao vulneraveis a infeccoes e por isso
apresentam varios mecanismos imunes inatos e adaptativos especificos.
Apresentam placas de Peyer, células M importantes para o reconhecimento do
antigeno e sua posterior morte ou expulsdo (JANEWAY et al, 2007). Além disso,
deve haver um sistema integrado de tecidos linfoides, ndo linféides, moléculas
efetoras, anticorpos, citocinas, macréfagos, células apresentadoras de antigenos
que seja capaz de reconhecer exatamente antigenos dos microrganismos presentes
normalmente no trato gastrintestinal (NEURATH et al, 2002). Dentre estas moléculas

destacam-se as mucinas.

As mucinas sdo grandes glicoproteinas poliméricas que podem ser
classificadas de acordo com sua localizacéo, sua estrutura e formas de secrecao,

componentes da imunidade inata do hospedeiro. S&o produzidas pelas células
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globulares no intestino e célon e por células de muco no estbmago (MONCADA et
al, 2003). Sao responsaveis por manter o delicado balancgo entre a baixa expressao
de genes que causam reacOes inflamatdrias e a capacidade e responder a
patogenos eficientemente (DIDIERLAURENT et al, 2002). Assim, acredita-se que
elas possam de alguma forma ativar a imunidade adaptativa. Dentre as mais
conhecidas estdo lisozimas, defensinas, fatores trefoin e receptores Toll like (
DIDIERLAURENT et al, 2002; MONCADA et al, 2003).

2.7. Quantificacao de citocinas

Existem diversas metodologias que sao utilizadas para permitir o
entendimento dos mecanismos da resposta imune como, por exemplo, ELISA,
citometria de fluxo e coloragdes intracelulares (KONNAI et al, 2003). Estas séo
técnicas muito utilizadas principalmente para diagnéstico e mesmo na descoberta
de perfil de expressao de anticorpos, entre outras proteinas. Em contrapartida, em
estudos que tém como objetivo caracterizar o perfil de citocinas, por exemplo, estas
técnicas ndo sao tao sensiveis quando a quantidade de material biolégico disponivel
para analise é limitado. Isto faz com que citocinas presentes em baixas
concentragdes nao sejam detectadas (BLASCKHE et al, 2000; KONNAI et al, 2003).

Com o avancgo das descobertas na genética e ao mesmo tempo com as
novas técnicas desenvolvidas, muitos métodos permitem a analise de expressao de
citocinas, nao apenas na analise de proteinas, mas mensurando os niveis de mRNA
(RNA mensageiro). Isto é possivel por técnicas como Northern blot, hibridizag&o in
situ, arranjos de cDNA, RT — PCR (reverse transcription polymerase chain reaction),
QC-PCR (quantitative-competitive-polymerase chain reaction) e PCR em tempo real,
que é a técnica mais utilizada atualmente, pois é considerada simples e rapida
(LEUTENEGGER et al, 1999; GIULLIETTI et al, 2001; STORDEUR et al, 2002;
KONNAI et al, 2003).
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2.8. PCR em tempo real

A técnica de PCR (Reacao em cadeia da Polimerase) em tempo real é
uma derivagado das descobertas de Karry Mullis na década de 80, que tem como
principais caracteristicas a deteccdo e quantificacdo de fluorescéncia emitida
durante cada ciclo de uma reacdo de PCR e a sensibilidade de detectar poucas
copias de DNA presentes em uma dada amostra (VALASEK;REPA, 2005).

E umas das principais técnicas utilizadas em estudos de genémica
funcional, possibilitando o melhor entendimento de doengas, mecanismos imunes e
de processos metabdlicos dos organismos em geral. E muito utilizada em
diagnodstico, podendo diferenciar diversos tipos de cancer, identificar e detectar
bactérias, fungos, identificar mutagbes e até mesmo validando outras técnicas,
como os microarranjos (COUSSENS et al, 2002; BUSTIN, 2002; BUSTIN, 2005a;
VALASEK et al, 2005; NOLAN et al, 2006). A importancia desta técnica pode ser
avaliada pelo aumento de artigos indexados na base pubmed desde 1993 até 2005,
que varia de poucos a mais de 4000 artigos. Este aumento pode ser observado em
muitas areas da ciéncia em que tem sido utilizada, como na medicina, odontologia,
microbiologia, imunologia, veterinaria, entre outros (VALASEK,2005; KUBISTA et al,
2006).

PCR em tempo real baseia-se na utilizagdo de um corante especifico
que permite a detecgao de fluorescéncia e a amplificacdo em apenas uma etapa.
Conforme a amplificagao é iniciada, ha o aumento do sinal de fluorescéncia, pela
excitacao dos fluoroforos, no momento em que se intercalam nas fitas de DNA que
estdo sendo produzidas em um determinado momento. Quando é observado este
primeiro acumulo de fluorescéncia, € definido um ciclo limiar (Ct), que é considerado
o ciclo da PCR em que comecou a amplificacdo. Assim, quanto mais moléculas alvo
estiverem presentes inicialmente, mais rapida sera a amplificacdo e,
consequentemente, mais baixo sera o ciclo limiar. Essa correlagdo entre
fluorescéncia emitida e quantidade de produto amplificado permite a quantificagao
acurada das moléculas alvos que estdo sendo produzidas, com alta sensibilidade e
especificidade das reagdes de PCR. Além disso, como os resultados sédo obtidos
concomitantemente com a reacdo de PCR, problemas decorrentes de
contaminagdes sado evitados, ja que ndo sao necessarias manipulagdes posteriores
ao término da reacgao (GIULIETTI et al, 2001; KUBISTA et al, 2006; NOLAN et al;
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2006).

A técnica tem sido amplamente utilizada ndo apenas por ser muito
sensivel, mas por possuir caracteristicas em que ela se destaca. A qPCR né&o requer
utilizacao de radioatividade, ou seja, seu corantes s&o0 menos perigosos; ha pouca
probabilidade de contaminagdo cruzada, devido a ndo manipulacdo pos-reacao;
rapida, ou seja, em poucas horas podem ser feitas muitas reacdes; possuir
habilidade de detectar poucas fitas de DNA ou cDNA na reagado, problema que
resolve a preocupacdo da quantidade inicial de tecido, sangue ou outro tipo de
amostra obtida; alta reprodutibilidade dos dados; apresenta alta especificidade; os
equipamentos existentes sdo relativamente faceis de se utilizar e confiaveis
(VALASEK et al,2005; PFAFFL, 2007a).

Entretanto, como em todas as outras técnicas, ha limitagcdes. Tem sido
possivel observar que muitos fatores podem influir nos resultados das quantificacdes
(BUSTIN, 2000; BUSTIN, 2002; KONTANIS et al; 2006; NOLAN, 2006; KUBISTA et
al, 2006; PFAFFL, 2007b; HENDRICK-BALK et al, 2007). Estes nao estao
relacionados a falha dos equipamentos, mas a variacdbes que ocorrem devido a
erros de manipulagao e normalizagdo dos dados (BUSTIN, 2002; BUSTIN e NOLAN,
2004). A qualidade do RNA e a quantificagao correta sao imprescindiveis para que o
experimento seja bem sucedido, de forma que sdo necessarios cuidados para que
nao haja degradacédo do RNA, e também, que estes sejam quantificados em um
mesmo equipamento, pois € relatado que amostras-padrao de RNA quantificadas
em diferentes equipamentos podem apresentar diferentes valores de concentragao
(NOLAN et al, 2006). As quantidades iniciais de RNA utilizadas na sintese dos
cDNAs devem ser padronizadas entre as amostras do experimento, garantindo
quantidades padronizadas de cDNA na reagédo de PCR (BUSTIN; NOLAN, 2004). Os
desenhos dos primers e padronizacdo das reacdes devem ser também realizados
cautelosamente, pois a formagédo de dimeros de primers, por exemplo, pode influir
na reacgao e quantificacdo das amostras.

Além disso, € necessario uma acurada normalizacido dos dados, que
deve ser feita por quantificagdo de genes controle, ou seja, genes que sao
constitutivamente expressos. Ja foi relatado que muitos genes como GAPDH, [3-
actina e ubiquitinas que sao considerados constitutivos, podem apresentar
expressao variavel quando submetidos a determinados tratamentos e até mesmo
entre diferentes tecidos (DHEDA et al, 2004; GOOSSENS et al, 2005). A utilizacao
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de genes inapropriados levam a aquisi¢ao de dados irrelevantes, ja que podem nao
revelar o que acontece biologicamente, invalidando muitas vezes a pesquisa
realizada (NOLAN et al, 2006). Por este motivo, é necessario que mais de um gene
controle seja testado e que o mais estavel, ou seja, com menor variacdo seja,
escolhido para ser o gene controle do experimento (VANDENSOMPELE et al, 2002;
NOLAN et al, 2006; PFAFFL, 2007a).

2.8.1. Quantificagao da expressao génica

Existem basicamente duas estratégias de quantificacdo que podem ser
escolhidas em estudos com RT-PCR em tempo real: a quantificacao absoluta e a
quantificagdo relativa. A escolha por um dos dois tipos depende do objetivo da
pesquisa, da quantidade de mRNA obtido, grau de precisdo e sequéncia alvo a ser
analisada (PFAFFL, 2001; PFAFFL, 2007b).

A quantificacdo absoluta € amplamente utilizada para identificar e
quantificar células tumorais, particulas infecciosas como virus e bactérias em fluidos
corporais e, também, para quantificar mudancas nos niveis de mRNA. Baseia-se na
construgdo de uma curva padrao, em que uma amostra de concentragdo e numero
de copias conhecidas é submetida a uma série de diluigbes. Apds a reagdo em um
aparelho de PCR em tempo real, os valores de Ct sdo obtidos e entédo, pode ser feita
a relacéo entre os Cts, a concentragdo e o numero de copias presentes. As curvas
podem ser construidas a partir de plasmideos linearizados, DNA ou RNA
recombinante ou mesmo de produtos de PCR diluidos. Todas as reagées de PCR
que forem feitas sdo comparadas com esta curva, obtendo-se entdo a quantidade de
amostra presente. A acuracia deste método depende da acuracia da construgao
destas curvas (BUSTIN;NOLAN, 2004; BUSTIN et al, 2005 b; PFAFFL, 2007a).

A quantificagdo relativa €& comumente utilizada para mensurar
diferengas de niveis de expressdo de mRNA, como em experimentos que investigam
mudangas fisiologicas no organismo. Neste método a curva de calibragdo néo é
necessaria. Sao utilizados genes controles, que sédo constitutivamente expressos no
organismo, de forma que os genes de interesse, sdo comparados com 0s genes
controles. Geralmente o nivel de expressao € determinado pelas diferencas entre os
Cts mensurados (BUSTIN et al, 2005b; PFAFFL, 2007b;). Diversos modelos
matematicos, assim como softwares para quantificacdo relativa, tém sido

desenvolvidos atualmente, ja que ainda ha muitas incertezas sobre qual a melhor
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maneira de analisar os dados obtidos em cada experimento (PFAFFL, 2001; LIVAK
et al, 2001; VANDENSOMPELE et al, 2002). Dentre eles, destaca-se o de Pfaffl
(2001). Os calculos deste modelo s&o baseados na média dos ciclo (Ct) de um
grupo tratamento e de um grupo controle, de forma que a expressao do gene alvo é
normalizada pelo gene referéncia, considerando a eficiéncia da amplificagcdo do

gene de interesse (E), como mostrados na Figura 4 (PFAFFL, 2001):

(Epvo) ACt alvo (Média controle — Média tratamento)

Razao = (Eref) ACt ref (Média controle — Média tratamento)

Figura 4. Férmula desenvolvida por Pfaffl (2001) para quantificagao relativa

A partir dele foi criado o software REST (Relative Expression Software
Tool) que é utilizado para estimar niveis de significancia nos estudos de expressao
génica, a partir da mensuragao das razbes de expressao por testes de aleatorizagao
dos dados (CORBETT RESEARCH;PFAFFL, 2005). Estes s&o baseadas em testes
nao-parameétricos, ou seja, ndo assumem qualquer tipo de distribuicdo de dados, o
que é vantajoso para experimentos com pequeno numero amostral (PFAFFL,
2007a). O software permite ainda a escolha do melhor gene referéncia e até mesmo
a utilizacdo de multiplos genes constitutivos (CORBETT RESEARCH;PFAFFL,
2005), assim como a utilizagdo das eficiéncias obtidas para cada gene (PFAFFL,
2007a). Este software apresenta vantagens de ter alta acuracia, apresentar os

dados de uma forma clara e ser gratuito.

2.8.2. RT-PCR em tempo real em bovinos

Os estudos de expressao génica em bovinos tém aumentado muito nos
ultimos anos. Isto se deve aos muitos avangos obtidos na biologia molecular que
rapidamente tém sido englobados as ciéncias veterinarias e agropecuaria,
permitindo imenso progresso no diagnodstico molecular, estudos de fisiologia animal,
patologias, estratégias de cruzamentos, imunologia entre outros (PFAFFL, 2007b).

A PCR em tempo real € muito utilizada como diagndstico de algumas
doengas em bovinos como deteccao de prions (PFAFFL, 2007b) e virus da diarréia
bovina (YOUNG et al, 2006).
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Sua utilizacdo estende-se a caracterizar o perfil de expressao de
tecidos especificos, bem como, sua utilizacdo como método de normalizacao.
ONTSUKA et al (2004) observaram lactase no trato gastrintestinal e concluiram que
ha presenca de mRNA da lactase no intestino, mas esta ausente em piloro, eséfago
e rumen. Bower et al (2007) desenvolveram um método de quantificagdo que
permite acurada normalizacdo da expressdao génica em blastocistos pré-
implantados, sem que um gene controle interno seja necessario; o que é muito
importante pois como a quantidade de RNA é pequena nestas células, ha dificuldade
em quantificar um gene constitutivo estavel.

O perfil de citocinas também tém sido investigado pela utilizagdo PCR
em tempo real para diversas doengas. Konnai et al (2003) tentou caracterizar o perfil
de expressao de citocina em linfocitos polimorfonucleares de animais infectados com
virus da leucemia bovina. Concluiram que esta técnica € muito sensivel,
encontrando o aumento de IFN-y e IL-12. Coussens et al (2004) observaram a
reducao na expressao dos genes IFN-y, IL-1 e IL-6 e aumento de IL-10 em bovinos
infectados com Mycobaterium avium paratuberculosis e sugeriram que ha
mecanismos capazes de impedir a resposta pré-inflamatéria em resposta a este
microrganismo. Além destas, pesquisas tentam caracterizar o perfil de citocinas para
diferentes infecgbes como por Fasciola spp (MOLINA, 2005), R. (Boophilus)
microplus (NAKATA, 2006), E.coli, S. aureus (LEE et al, 2006), Ostertagia spp (VAN
ZEVEREN , 2007), entre outros, evidenciam a aplicabilidade e reprodutibilidade
desta técnica nos estudos de imunologia molecular (HOPKINS, 2002). Estudos
visando entender a resposta imune de hospedeiros infectados com as diferentes
espécies de Haemonchus também tém sido feito utilizando a técnica de gPCR
(CLAREABOWUT et al, 2005; ZAROS, 2006; LACROUX et al, 2006).

Dessa maneira, sabe-se que as endoparasitoses causadas por
Haemonchus spp afetam a produtividade da pecuaria brasileira, assim como,
acarretam grandes perdas econémicas anualmente no Brasil. O conhecimento dos
mecanismos imunes dos bovinos pode entdo auxiliar o desenvolvimento de novos
métodos de controle, que sera imprescindivel para que, no futuro, as perdas

referentes a essa parasitose sejam minimizadas.
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3. HIPOTESE

A infeccdo por endoparasitos induz respostas no hospedeiro mediadas
pela modulagdo dos genes do hospedeiro. Acredita-se, portanto, que ha diferengas
na expressao de genes do sistema imunolégico em bovinos submetidos e ndo ao
estresse parasitario causado por endoparasitos do género Haemonchus spp, € que
a analise dessas alteragdes pode contribuir para a identificagcdo dos mecanismos de

resisténcia dos hospedeiros
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4. OBJETIVOS

Avaliar o nivel de mRNA dos genes IL-2, IL-4, IL-8, IL-12, IL-13, IFN-y,
MCP-1 e TNF-a. em linfonodo abomasal e abomaso;
Avaliar o nivel de mRNA de lisozima e pepsinogénio e verificar sua

relacdo com a histologia em abomaso de bovinos da raga Nelore infectados com

endoparasitos do género Haemonchus spp.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Animais

Para o experimento foram utilizados dez bezerros machos da raga
Nelore provenientes da Fazenda Experimental Canchim, Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria — Centro de Pesquisa de Pecuaria do Sudeste (Embrapa
Pecuaria Sudeste - Sao Carlos — SP).

Os animais foram produzidos a partir de dez vacas e trés touros e
nasceram entre os meses de novembro e dezembro de 2005.

A fim de manté-los livres de infecgdes parasitarias, os bezerros foram
separados de suas maes apds o nascimento, recebendo dois litros de colostro
congelado nas primeiras 12 horas de vida,. A partir deste momento, passaram a ser
alimentados com dois litros de leite por dia, além de feno de alfafa, concentrado e

agua ad libidum.

5.2. Obtencéao das larvas

As larvas foram fornecidas pelo Dr. lvo Bianchin, da EMBRAPA — Gado
de Corte. A técnica utilizada para obtencdo das larvas esta de acordo com a de
Roberts e O'Sullivan (UENO e GONCALVES, 1998). Cerca de 20 a 30 gramas de
fezes foram coletadas diretamente a partir da ampola retal do animal. Apds, foram
misturadas com serragem na propor¢ao de 2:1 em um frasco e adicionado agua
para formar uma massa. Este homogeneizado ocupou cerca de % da capacidade do
recipiente e foi tampado, de forma a permitir a aeragao do cultivo.

O material foi levado a estufa, sendo mantido por 7 dias. Neste
periodo os ovos dos nematddeos ja se transformaram em larvas infectantes. Para a
coleta das larvas, o recipiente contendo o cultivo foi completado com agua, tampado
com uma placa de petri e invertido bruscamente. Posteriormente, foi colocado cerca
de 5 a 10 mL de agua na placa de petri. Decorridos 3 a 4 horas, o liquido contido na
placa foi coletado, colocado num tubo de ensaio e deixado por mais 2 a 3 horas em

geladeira. O sobrenadante foi retirado e prosseguiu-se a identificagao das larvas.
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5.3. Infeccéo dos bovinos

Os animais foram divididos em dois grupos experimentais com cinco
animais cada: um grupo controle mantido sem infecgdo, e um grupo desafio
experimental, submetido a infecgdo. Em cada grupo foi colocado pelo menos um
descendente de um dos trés touros, de forma que a disposi¢ao foi a mostrada na

Tabela 1 abaixo:

Tabela 1. Descrigdo da estrutura genética e distribuicdo em grupos experimentais

Animal do Experimento Grupo Experimental Paternidade

1 Desafio Touro 1
2 Desafio Touro 2
3 Desafio Touro 2
4 Desafio Touro 1
5 Desafio Touro 3
6 Controle Touro 3
7 Controle Touro 1
8 Controle Touro 2
9 Controle Touro 1
10 Controle Touro 3

Apds a desmama, os animais do grupo desafio com idade entre 4 e 5
meses e livres de infecgcdo por parasitos gastrintestinais, foram infectados
artificialmente via oral. Para essa finalidade, foram administradas para cada bezerro
cerca de 15.000 larvas do parasito gastrintestinal do género Haemonchus spp no
estadio L3.

5.4. Obtencéao dos tecidos

No sétimo dia apdés a infecgdo dos animais do grupo desafio
experimental foi realizada a eutanasia dos dez bezerros com pentobarbital sddico na
dose de 60 mg/Kg de peso e cloridrato de xilasina a 2% na dose de 1 mL/100 Kg de
peso. Foram coletados tecidos de abomaso e linfonodo abomasal para analises
histologicas e de quantificagdo de RNA mensageiro.

Os tecidos para as analises histolégicas foram transferidos para

recipientes contendo formalina 10 %, enquanto aqueles utilizados na analise de
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expressao génica foram armazenados em freezer a — 80°C.

5.5. Preparo das amostras para histologia

Os tecidos foram fixados em formalina 10 % por 36 horas, lavados em
agua corrente por 24 horas e, entdo, armazenados em etanol 70%. A seguir, foram
desidratados em solugbes com concentragbes crescentes de alcool, seguindo o
protocolo abaixo:

1-) 1 hora em etanol 70 %

2-) 1 hora em etanol 90 %

3-) 1 hora em etanol 95 %

4-) 1 hora em etanol 100 %, frasco 1

5-) 1 hora em etanol 100 %, frasco 2

6-) 1 hora em etanol 100 %, frasco 3

7-) 1 hora em etanol 100 %: xilol

Apos a desidratacdo, foi realizada a diafanizacdo, para que o alcool
presente no material fosse substituido por xilol, como abaixo descrito:

1-) 1 hora em xilol, frasco 1

2-) 1 hora em xilol, frasco 2

3-) 1 hora em xilol, frasco 3

A inclusdo em parafina foi feita através da passagem dos tecidos em
trés banhos de parafina a 60 °C por 1 hora cada um. O material foi entdo colocado
em uma caixa devidamente identificada com parafina liquida.

Nessa etapa os tecidos foram enviados para o Laboratério de Patologia
da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP para a confecgdo das laminas

coradas com azul de toluidina e hematoxilina-eosina.

5.6. Analise histolégica

Foram realizadas contagens de mastécitos e eosindfilos nas laminas
provenientes de tecido abomasal, usando um microscoépio 6ptico, no Laboratério de
Parasitologia, do Instituto de Biociéncias de Botucatu, sob responsabilidade do Prof.
Dr. Alessandro Francisco Talamini Amarante. Em uma das lentes do microscépio foi

colocada uma lente graduada, dividindo assim a lamina em campos com 0,0225
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mm?, quando observada na objetiva de 100x. Foram contados 30 campos aleatérios
da superficie mucosa do abomaso (AMARANTE et al, 2005).

Também foi realizada contagem de glébulos leucocitos das laminas
coradas hematoxilina-eosina em microscépio de imunoflorescéncia. Da mesma
forma, foram observados 30 campos por lamina de cada animal (AMARANTE et al,
2005).

5.7. Extracdo de RNA

A extragdo de RNA total dos tecidos foi feita utilizando-se o reagente
TRIzol® (Invitrogen), segundo instru¢gées do fabricante. Os tecidos mantidos em
freezer — 80 ° C foram macerados em nitrogénio liquido com o auxilio de almofariz e
pistilo, devidamente tratados para uso com RNA. Para cada 50 a 100 mg de tecido
adicionou-se 1 mL do reagente TRIzol®, que foi misturado pela utilizacdo do vortex e
entdo incubado por 5 minutos a temperatura ambiente (25°C). A seguir, acrescentou-
se 200 pL de cloroférmio, agitando-se vigorosamente com as maos por 15 segundos
e incubando a temperatura ambiente por mais 5 minutos. Centrifugou-se a 11.000
rom (rotagdes por min) a 4 ° C por 15 minutos. Apds a centrifugagao, a fase aquosa
foi removida para um tubo de polipropileno limpo, adicionando-se 500 uL de
isopropanol. O tubo foi agitado vigorosamente com as maos e, entao, incubado por
10 minutos a temperatura ambiente. Passados os 10 minutos, os tubos foram
centrifugados por 10 minutos a 10.000 rpm a 4 ° C. O sobrenadante foi descartado e
o pellet foi lavado com 1 mL de etanol 75% e homogeneizado em vortex. Esse foi
centrifugado a 9.000 rpm, por 5 minutos a 4 ° C. O sobrenadante foi descartado e o
pellet foi seco por 15 minutos a temperatura ambiente, ressuspendido em agua e

aquecido a 55 ° C por 10 minutos e, entao, quantificado.

5.8. Quantificagcdo do RNA

A concentragdo de RNA nas amostras foi avaliada por
espectrofotometria e se utilizou uma aliquota de amostra de RNA dissolvida em TE
(Tris-EDTA) na proporcao de 1:100 (5ul de RNA: 495 ul de TE). O grau de pureza do
RNA foi estimado pela razdo entre as absorbancias medidas a 260 e 280 nm, que

deve ser igual ou superior a 1,8 para uma amostra de RNA pura (SAMBROOK et al.,
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2001). Uma densidade optica igual a 1,0 corresponde a 40 ug de RNA (fita simples)
por mL. Desta forma a concentragcdo de RNA na amostra pode ser calculada através
da seguinte relacéo:

Concentragao de RNA (ng/uL) = OD2gp X Fator de diluigdo (100) X 40

A integridade do RNA extraido foi avaliada por comparagdo de
intensidade luminosa das bandas em gel de agarose 1 % corado com brometo de
etidio (20 pg/mL). A corrida eletroforética foi de aproximadamente 90 minutos a 60 V
com tampao TBE 1X (Tris-HCI, acido boérico, EDTA). Para a visualizagdo das bandas
foi utilizado, um transluminador (UVP) e a fotodocumentagdo com camera KODAK
Easy Share V530.

5.9. Sintese de cDNA

A sintese de DNA complementar (cDNA) foi feita a partir de RNA total
utilizando o Kit SuperScript™ First-Strand Synthesis System for RT-PCR
(Invitrogen).

Para cada 5 ug de RNA total foi colocado 1 yL de dNTP mix (10 mM), 1
ML de um primer oligo dT (0,5 pg/uL) e agua completando o volume para 10 pL,
sendo incubado a 65 °C por 5 minutos e apds, esfriado em gelo por 1 minuto. Foi
preparada uma mistura contendo 2 yL de buffer 10X, 4 pL de MgCl, (25 mM), 2 pL
de ditriteitol DTT (0,1 M) e 1 yL de RNAse out (40 U/uL), Estes 9 pyL foram
adicionados a reacao anterior e incubados por 2 minutos a 42 °C. Apds, foi
adicionado 1 uL da enzima transcriptase reversa SuperScript Il RT (Invitrogen) a
cada tubo e incubado por 50 minutos a 42 °C e posteriormente inativada a 70 °C por
15 minutos. Finalizando a reacgao, foi adicionado 1 pL da enzima RNAse H, por 20

minutos a 37 ° C, para remoc¢ao do RNA molde da molécula cDNA:RNA.

5.10. Escolha dos primers

Os genes de interesse foram escolhidos apd6s busca na literatura,
assim como a escolha dos primers utilizados neste trabalho (Tabela 2).

Os primers foram desenvolvidos com base em sequéncias especificas
de bovinos disponiveis no GenBank e cada primer € complementar a dois éxons

adjacentes, com a finalidade de evitar a amplificagdo a partir de DNA. A sequéncia
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dos primers, bem como o tamanho do produto e referéncias encontra-se na Tabela

1. A confirmacado da especificidade dos produtos dos primers foi realizada por

eletroforese em gel de agarose 2% dos produtos de qRT-PCR e por analise das

curvas de dissociagao da qPCR, que permite a diferenciacdo dos produtos

inespecificos dos esperados. A reagao de amplificacdo e a analise das curvas de

dissociacdo foram realizadas em um equipamento LightCycler™ (Roche Diagnostics,

Mannheim, Germany).

Tabela 2. Primers utilizados nas rea¢des em cadeia da polimerase em tempo real

Gene Seqiiéncia dos Primers Tamanho Referéncia
(5°-3) do produto (pb)
GAPDH F- GGCGTGAACCACGAGAAGTATAA 121 Zaros, 2007

R- CCCTCCACGATGCCAAAGT

HPRT-1 F - TGCTGAGGATTTGGAGAA
R — CAACAGGTCGGCAAAGAACT
IL-2 F- TCCAAGCAAAAACCTGAACC
R- CAGCGTTTACTGTTGCATCATC
IL-4 F- TGCATTGTTAGCGTCTCCTG
R- AGGTCTTTCAGCGTACTTGT
IL-8 F- TGGGCCACACTGTGAAAAT
R- TCATGGATCTTGCTTCTCAGC
IL-12p35 F- GAGGCCTGTTTACCACTGGA
R- CTCATAGATACTTCTAAGGCACAG
IL-13 F- GGTGGCCTCACCTCCCCAAG

R- GATGACACTGCAGTTGGAGATGCTG
IFN-y F- AGCCAAATTGTCTCCTTCTACTTC

R- CTGACTTCTCTTCCGCTTTCT

Lisozima F- CTTCCTTTCTGTCGCTGTCC
R- TGCCATCATTACCACCACCAT
MCP-1 F- CAAGTCGCCTGCTGCCTATAC

R- AGAGGGCAGTTAGGGAAAGC

Pepsinogénio F- CGCTTCAACCCTCAAGACTC
R- CGAAGGGAGCGTAGTACAGG

RPL-19 F- GAAATCGCCAATGCCAAC
R- GAGCCTTGTCTGCCTTCA
TNF-a F- TAACAAGCCGGTAGCCCACG

R- TCTTGATGGCAGACAGGATG

154

151

450

203

143

234

261

240

278

210

410

279

Goossens, 2005

Zaros, 2007

Zaros, 2007

Zaros, 2007

Zaros, 2007

Zaros, 2007

Coussens, 2002

Zaros, 2006

Zaros, 2007

Zaros, 2006

Zaros, 2007

Zaros, 2007
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5.11. Eficiéncia da amplificagéo

Com excecao dos genes IFN-y e HPRT-1, adotou-se os dados de

eficiéncia da reagao obtidos Zaros (2006) conforme apresentado na Tabela 3.

Tabela 3. Valores de coeficiente angular da reta (Slope) para calculo da eficiéncia de amplificagéo (E)

para os primers utilizados neste trabalho, extraido de Zaros (2006).

Gene Slope E
GAPDH -3,7 2,04
IL-2 -3,77 1,8
IL-4 -3,53 1,9
IL-8 -3,34 1,9
IL-12p35 -3,77 1,8
IL-13 -2,92 2,1
Lisozima -3,69 1,87
MCP-1 -3,08 21
Pepsinogénio -3,22 2,0
RPL-19 -3,24 2,0
TNF-a -2,81 2,2

Para os genes IFN-y e HPRT-1 foi feita uma curva de diluigdo em série
de cDNA e produzido um grafico do ciclo limite (Ct) versus log10 do numero relativo
de copias do coeficiente de diluicdo. Para determinar a eficiéncia da amplificagao, a
férmula descrita por Pfaffl (2001) foi utilizada:

Eficiéncia (E) = 10 P "em que slope é o coeficiente angular da reta

da regressao linear.

5.12. PCR em tempo real

Foram escolhidos genes (Tabela 4) relacionados com a resisténcia e
suscetibilidade do hospedeiro ao parasito para realizagdo de RT-PCR quantitativa
dos tecidos coletados dos animais: abomaso e linfonodo abomasal.

As analises foram feitas em equipamento “LightCycler PCRSystem”, no
Laboratério de Biotecnologia Animal (USP/ESALQ, Piracicaba, SP). As reacdes de

gPCR em tempo real foram realizadas de acordo com as seguinte condi¢des: 0,2
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mM de dNTP, 0,1 a 0,2 uM de cada primer, 2 a 3,75 mM de MgCl;, 1,5 U Taq
Platinum DNA polimerase, 0,25 ug BSA, 0,04 pL de Sybr Green, 2 pyL de tampao 1X
(50mM de KCI, 10mM Tris-HCI pH 9,0), 0,5 uL de Dimetil Sulféxido (DMSO) e agua
ultra-pura para biologia molecular para completar o volume de 19 yL, Em cada
capilar foi adicionado 19 pL desta mistura e 1 uL(12,5 ng) de cDNA.

Os capilares foram colocados no aparelho “LightCycler PCRSystem” e
realizadas as reacdes seguindo as condi¢cdes especificas para cada gene (Tabela
4).

Tabela 4. Condi¢des nas reagdes em cadeia da polimerase em tempo real

Condigoes da Reacao de PCR

Concentragao
Genes . MgCl, (mM 0
dos primers (LM) 9t (mi Anelamer(ltglsemExtenséo

GAPDH 0,1 3 59/7 72/5
HPRT-1 0,1625 3 58/10 72/13
IL-2 0,1 3 5717 72/6
IL-4 0,1 3,75 56/ 6 72/17
IL-8 0,125 3 53/ 5 72/ 9
IL-12p35 0,1 3 58/ 7 72/7
IL-13 0,125 2,5 60/7 72/9
IFN-y 0,2 2,5 55/10 72/14
Lisozima 0,1 2 60/7 72/9
MCP-1 0,125 2,5 56/ 5 72/12
Pepsinogénio 0,125 2,5 60/7 72/9
RPL-19 0,125 3,75 60/ 7 72/16
TNF-a 0,1 2,5 5717 72/12

5.13. Selecao do gene constitutivo

Foram testados trés genes constitutivos, sendo eles: GAPDH
(gliceraldeido-3-fosfato  desidrogenase), HPRT-1  (hipoxantina fosforribosil
transferase) e RPL-19 (proteina ribossomal 19). Apds a obtencéo dos valores de Ct
de cada gene para cada grupo experimental, foi feita a analise estatistica descritiva
(Excel), para obtencdo de médias, desvio padrdao e erro padrédo. Um teste nao
paramétrico foi feito utilizando o programa Randomisation test com o objetivo de
verificar diferencas na expressao génica entre os grupos. O programa Genorm de

normalizagdo também foi utilizado para verificar qual o gene constitutivo com menor
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variacdo na quantificacao relativa e pelo programa de normalizagao Genorm.

5.14. Andlise estatistica para PCR tempo real

Para analise dos resultados obtidos pela técnica de gqPCR em tempo
real foi escolhido o método de quantificagao relativa, descrito por Pfaffl (2002). Para
isto foi utilizado o software REST 2005 BETA v.1.9.12 (Relative Expression Software
Tool), especifico para tal método.

O modelo matematico utilizado para obtencao das expressodes relativas
baseia-se nas eficiéncias obtidas nas PCRs e nas variacbes obtidas entre as
amostras do grupo controle e desafio experimental. A expressao € dada pela razédo
entre as diferengas de média do grupo controle e desafio dos genes alvo e do gene

referéncia utilizado, como na Figura 5 (Pfaffl, 2002):

(E o) ACt alvo (Média controle - Média tratamento)

Razao = (Eref) ACt ref (Média controle — Média tratamento)

Figura 5. Modelo matematico desenvolvido por Pfaffl (2002)

Os dados de razdo de expressdo sao submetidos a um teste nao

paramétrico de aleatorizagéo para obtengao dos niveis de significancia (Pfaffl, 2002).

5.15. Analise estatistica das histologias

Apdés a contagem das células eosindfilos, mastocitos e leucocitos
globulares foi realizada analise descritiva pelo programa SAS, obtendo desvio
padrao (DV), coeficiente de variagao (CV), média, mediana, valor maximo, valor

minimo e erro padrio.

O teste nado paramétrico Randomisation test foi realizado para
obtencdo de possiveis diferengcas entre as médias dos grupos infectados e néao

infectados.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Extrac&o e Quantificagdo do RNA

A extragdo de RNA total foi realizada a partir de abomaso e linfonodo
abomasal e a confirmagao da integridade das amostras foi feita em gel de agarose
1% corado com brometo de etidio. As Figura 6 e Figura 7 mostram as fragcbes 28S,

18S e 5S do RNA ribossémico, indicando que o RNA nao esta degradado.

28S
18 S

58

Figura 6. Gel Agarose 1% evidenciando a integridade das amostras de RNA extraidas a partir de

linfonodo abomasal, indicando a presenca das bandas de RNA ribossémico 28 S,18S e 5S
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28S
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i
Figura 7. Gel de agarose 1% evidenciando a integridade das amostras extraidas a partir de tecido

abomasal, indicando a presenca das bandas de RNA ribossémico 28S, 18Se 5S

Além da avaliagdo em gel de agarose, foi feita a quantificacdo em
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espectrofotbmetro com o objetivo de verificar a concentracdo e pureza do RNA.
Neste trabalho, para os RNAs extraidos a partir de linfonodo abomasal, a média das
razoes foi de 1,86, sendo que a menor razao foi 1,8 e a maior 1,98. Para as
amostras obtidas a partir de tecido abomasal, a média das razdes foi 2, sendo a
menor razao 1,9 e a maior 2,06, indicando alta qualidade e pureza dos RNAs
obtidos. O rendimento de RNA a partir de 100 mg de tecido teve média de 71,9 ug
em extragcbées a partir de linfonodo e 66,8 pg em extragbes a partir de abomaso
(Tabela 5).

Tabela 5. Média das razdes, razdo maxima e minima e rendimento maximo e minimo (ug) obtidas

da extracao das amostras de RNA

Linfonodo Abomaso

Média das Razées 1,86 2
Razao maxima 1,98 2,06
Razao minima 1,8 1,9

Rendimento maximo(ug) 110 125
Rendimento minimo (pg) 32 31

O cuidado na aquisicdo das amostras, a purificacdo correta do RNA,
bem como uma boa qualidade do RNA s&o considerados muito importantes nos
estudos de PCR em tempo real e de expressao génica, ja que muitos dos problemas
que podem afetar a reprodutibilidade do experimento podem comecar nestas etapas
(BUSTIN;NOLAN, 2004). Dentre os principais problemas estdo a degradacdo do
RNA, contaminagdo com inibidores (como por exemplo, presenga de hemoglobina),
a contaminagcdo com DNA e proteinas e quantificacdo imprecisa do RNA (NOLAN et
al, 2006). Por isso, é necessaria a visualizagdo em gel de agarose, para
confirmagédo da integridade e a quantificacdo do RNA sempre em um mesmo
aparelho, a fim de evitar variagbes na quantificacdo devido a diferentes
instrumentos. Quanto menor a variagao nestas etapas, menor sera a variagao nas
etapas posteriores, como sintese de cDNA, por exemplo, o que garante que as
diferencas obtidas nas quantificagdes de mRNA e por PCR em tempo real sejam
devido aos diferentes tratamentos, e ndo a variacbes na quantidade inicial de

amostra.
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6.2. Obtencéao da eficiéncia da amplificagéo

As eficiéncias de amplificacdo para os genes HPRT1 e IFN-y foram
estimadas de acordo com Pfaffl (2001) pois ndo haviam sido descritas anteriormente
no laboratorio.

Foi feita uma curva de diluicdo em série, a partir de uma mesma
amostra de cDNA, resultando em diferentes concentragdes iniciais de cDNA. Os
dados de Cts foram obtidos e um grafico com estes dados versus o log da
concentragdo do numero de coépias foi produzido. Para os dois genes estudados, foi
possivel observar uma relacao direta entre a concentracdo do cDNA e os valores de
Cts (Figura 8 e Figura 9).

Além disso, foi feita analise de regressdao com o objetivo de obter a
eficiéncia da PCR para cada um dos genes, através da obtengcdo do coeficiente
angular da reta (slope). Para o gene HPRT1 a eficiéncia foi 2,09, com coeficiente de
determinagao (R?) de 0,95, enquanto que a eficiéncia do gene IFN-y a eficiéncia foi
1,89 e coeficiente de determinagao (R?) de 0,97.

O calculo da eficiéncia de amplificagcdo é muito importante para a
producao de dados acurados, ja que as reagdes de PCR podem néo ter eficiéncia
de 100% (ou 2) como se espera. Na maioria dos casos da literatura, os valores
obtidos para eficiéncia foram de 90% a 100%. Assim, utilizando-se um valor de
eficiéncia mais proximo do real possibilita que as anadlises finais sejam mais
confiaveis (Pfaffl,2001)
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y =-3,1129x + 20,327
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Figura 8. Grafico obtido a partir da diluigdo seriada do cDNA para o gene HPRT1, assim como sua

equacao de regressao

y =-3,6015x + 26,98
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Figura 9. Grafico obtido a partir da diluicdo seriada do cDNA para o gene IFN-y, assim como sua

equacgao de regressao
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6.3. Verificacdo da especificidade dos primers

A confirmagao da especificidade dos primers foi comprovada através
de gel de agarose 2%, em que pode-se observar a presenga de uma unica banda
para cada gene e do tamanho correto (Figura 10).

IL-4 RPL-19 TNF-a “' IFN-y IL-13
A [ - P
.*
1353 pb ! =
1078 pb . .
872 pb — —
: i
603pb . 2 - — -
310 pb ; 3 = ' “ Ll -
234 pb ' . L
R -
118 pb - - -
Lis Pep IL-8 - HPRT-1 IL-2 IL-12 GAPDH
B @ o )
1353 pb
1078 pb . — ' . s 5
872 pb —
603pp - o St ey . e
310 pb . i
pl
=3 Thal s B
194 pb a " . . o
118 pb - = - ™ —
72 pb . L

Figura 10. Confirmagao do tamanho dos fragmentos dos produtos de RT-PCR por gel de agarose.
No primeiro pogo encontra-se o padrao de tamanho PhiX 174 Hae lll. Na parte A encontram-se os
genes IL-4 (450 pb), RPL-19 (410 pb), TNF-a (279 pb), MCP-1 (278 pb), IFN-y (261 pb) e IL-13 (234
pb). Na parte B, encontram-se os genes Lisozima (240 pb), Pepsinogénio (210 pb), II-8 203 pb,
HPRT-1 (154 pb), IL-2 (151 pb), IL-12 (143 pb) e GAPDH (121 pb).

Além disso, a especificidade foi confirmada através da analise das
curvas de desnaturacao obtidas a partir das corridas de PCR em tempo real. A curva
€ dependente de caracteristicas como a sequéncia de DNA, tamanho do fragmento,

conteudo GC, entre outros, sendo especifica para cada sequéncia.

A temperatura de melting ou de dissociagéo € o ponto em que 50% das
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fitas de DNA estdo fita simples. E determinada pelo pico da curva, que é produzido
pela dissociacdo das fitas de DNA e consequente diminuicdo da fluorescéncia
emitida pelo corante. Esta analise permite diferenciacdo confiavel dos produtos de
PCR similar a detec¢cdo dos tamanhos por gel de agarose, mensurando uma
caracteristica fundamental e especifica de uma determinada regido do DNA.
Portanto pode ser utilizado para confirmar, juntamente com a analise do gel de
agarose, a especificidade do produto amplificado (RIRIE, 1997; RANDEGGER,
2001).

A escolha de mais de um método para confirmacgao da especifidade do
amplificado é interessante, pois pequenas alteracbes na temperatura de melting
(Tm) podem ocorrer devido a variagdes na quantidade inicial de amostra e
concentragédo do corante, dificultando a distingdo de genes com Tm muito parecidos
(RIRIE, 1997; RANDEGGER, 2001). Abaixo estd um exemplo de uma curva de

melting (Figura 11) gerada neste experimento.

-d(F114dT

Temperature ['T)

Figura 11. Curva de dissociacdo para o gene MCP-1 gerada pelo aparelho LightCycler (Roche)
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As temperaturas de melting foram obtidas para todos os genes
analisados, testando-se o intervalo de 70 °C a 95 °C, com acréscimos de 0,1 °C por
segundo. Na Tabela 6 encontram-se as temperaturas de desnaturagdo para os
genes utilizados neste trabalho. Essas temperaturas estdo em acordo com as
obtidas por Zaros (2006), o que indica que os produtos obtidos nesse experimentos

eram os esperados.

Tabela 6. Temperaturas de melting dos genes analisados por PCR em tempo real

Gene Temperatura de melting ( °C)
GAPDH 86
HPRT1 85,9

IL-2 81,5
IL-4 85,9
IL-8 82,5

IL-12 82,55

IL-13 87,2

IFN-y 83,8

Lisozima 84

MCP-1 85,2

Pepsinogénio 88,1
RPL-19 87,5
TNF-a 86
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6.4. Selecao do gene constitutivo

A quantificacdo de mRNA visando comparar dois ou mais grupos
experimentais com o objetivo de entender parte do controle da expressao génica é
amplamente utilizada. Entretanto, para que esta comparagdo entre grupos seja
possivel, € necessaria a normalizagdo dos dados, através do uso de genes controle
(conhecidos também como housekeeping e/ou referéncia) (HENDRIKS-BALK et al,
2007).

Os housekeeping genes séo considerados expressos
constitutivamente, independente dos tratamentos ou condigcdes a que eles séo
submetidos, pois fazem parte da maquinaria basica das células. E um método
seguro, simples e amplamente utilizado pois controla muitas variaveis como variagéo
na quantidade inicial de material, qualidade do RNA e diferencas na sintese de
cDNA dependente de alteragbes na quantidade do RNA (THELLIN, 1999;
RADONIC, 2004; HENDRIKS-BALK et al, 2007). Dentre os mais conhecidos e
escolhidos em diferentes estudos estdo: GAPDH (gliceraldeido 3-fosfato-
desidrogenase), HPRT1 (hipoxantina fosforribosiltranferase), B-microglobulina, (-
actina, rRNA 18S (DHEDA, 2004; RADONIC, 2004; GOOSSENS, 2005; DE JONGE,
2007).

Neste estudo foram testados trés genes controles: GAPDH, RPL-19,
HPRT1.

Assim, no presente trabalho, a analise descritiva para estes genes em
linfonodos mostrou que entre os grupos tratamento e controle, o gene GAPDH foi o
que apresentou a maior variagdo de Cts, assim como maior desvio e erro padrao
(Tabela 7). O mesmo padrdo de amplitude na variagao foi apresentado quando se

analisou para o tecido abomasal (Tabela 8).
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Tabela 7. Estatistica descritiva dos resultados de qPCR para linfonodo por gene e entre grupos

experimentais de bezerros da raca Nelore desafiados e ndo desafiados com larvas de Haemonchus

spp.

Gene Grupo n MédiaCt SD SE CtMax CtMin
Desafio 5 20,49 1,59 0,71 2266 18,4
RPL-19
Controle 5 20,93 0,87 0,67 22,26 20
Desafio 5 21,51 1,05 047 22,67 20,11
GAPDH
Controle 5 24,29 2,32 1,04 27,19 21,76
Desafio 5 17,45 0,79 0,35 18,66 16
HPRT1
Controle 5 1858 1,05 0,47 19,7 17,18

Tabela 8. Estatistica descritiva dos resultados de qPCR para abomaso entre grupos experimentais de

bezerros da raga Nelore desafiados e ndo desafiados com larvas de Haemonchus spp.

Gene Grupo n Média SD SE CtMax Ctmin
Desafio 5 18,48 3,05 1,36 22 16
RPL-19
Controle 5 19 1,51 0,67 22,02 18,1
Desafio 5 24,69 6,94 3,10 36 20
GAPDH
Controle 5 26,57 5,37 2,40 33,2 21,1
Desafio 5 18,73 3,23 1,44 23 15,5
HPRT1  Controle 5 1988 174 078 22 175

Um teste ndo paramétrico foi realizado e, apesar das variagdes
encontradas, ndo houve diferenga significativa (p>0,05) entre os grupos. Quando foi
feita analise comparando os trés genes, independente dos grupos experimentais,
GAPDH foi o que apresentou maior variagdo entre os trés genes analisados, para
ambos os tecidos (Tabela 9 e Tabela 10). Pelo programa Genorm também foi
mostrado que esse era o0 gene menos estavel entre os testados.

GAPDH é um gene relacionado ao metabolismo basal celular e tem
sido tradicionalmente utilizado como controle enddégeno. Em contrapartida, ha
resultados que mostram que poder haver variagdes de 7 a 23 copias dependendo
do tipo celular ou tecido que esta sendo estudado (GARCIA-CRESPO et al, 2005).
Esses dados estdo de acordo com a literatura recente sobre housekeeping genes,

que alerta para cuidados na utilizagdo de GAPDH. Radonic et al (2004) encontraram
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diferengcas na expressdo de GAPDH em grupos de células submetidas e nao-
submetidas a agao de agentes mitogénicos. Dedha et al (2004) rejeitaram o uso
desse gene pois foi um dos mais variaveis em culturas de células de sangue total e
de PBMC. Resultados semelhantes foram obtidos por Zaros (2006) que concluiu n&o
ser este um gene adequado em linfonodo, intestino e abomaso de bovinos
resistentes e sensiveis a infecgao por endoparasitos. Também verificou que o tecido
abomasal apresentou maiores desvio e erro padrdao, como encontrado neste
trabalho. Rhoads et al (2003) observaram que GAPDH e ciclofilina, em analises de
expressao génica de figado de animais com alteragcées na alimentagdo e mudancgas
de quantidade de insulina, apresentam regulacao diferencial entre tratamentos,

evidenciando mais uma vez que este pode ndo ser um gene controle adequado.

Tabela 9. Médias de Ct, desvio padrao e erro padrao para os trés genes constitutivos em abomaso

de bezerros da raga Nelore desafiados e ndo desafiados com larvas de Haemonchus spp.

Gene n MédiaCt SD SE
RPL-19 10 19,0 2,34 0,74
GAPDH 10 256 593 1,87
HPRT1 10 193 2,51 0,79

Tabela 10. Médias de Ct, desvio padrao e erro padréo para os trés genes constitutivos em linfonodo

de bezerros da raca Nelore desafiados e nao desafiados com larvas de Haemonchus spp.

Gene n MédiaCt SD SE
RPL-19 10 20,7 1,23 0,39
GAPDH 10 22904 2224 0,71
HPRT1 10 17,9 1,14 0,36

O gene HPRT1 produz a enzima hipoxantina fosforribosiltransferase
que apresenta fungcdo na renovacdo de purinas na célula. Sendo um dos mais
utilizados em algumas espécies como controle (LEE et al, 2002; RADONIC et al,
2004; GOOSSENS et al, 2005), como em humanos, apresenta grande diferenca na
expressao entre tecidos, podendo ser até nao detectavel (RADONIC et al, 2004).

Muitos estudos consideram este gene estavel, como em Mamo et al

(2007) que encontraram que HPRT1 era o melhor gene para estudos com cultura de
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oocitos e embrides de camundongos e NYGAARD et al (2007) que tiveram
resultados semelhantes selecionando genes constitutivos para diversos tecidos de
Sus scrofa. Mas como GAPDH, a sua utilizagao é criticada.

Neste experimento, o gene HPRT1 apresentou valores de desvio e erro
padrdo menores que GAPDH tanto na comparagao entre os grupos experimentais
(Tabela 7 e Tabela 8), como na analise global para os dois tecidos analisado (Tabela
9 e Tabela 10). Da mesma forma observada para os outros genes, os valores
maximos € minimos de Ct em abomaso denotaram uma amplificagdo um pouco mais
tardia do que em linfonodo.

Apesar da menor variagao de Ct, ao realizar o teste ndo paramétrico,
houve diferenga significativa entre os grupos experimentais (p<0,05) em linfonodo,
invalidando a utilizagao deste gene como controle interno do experimento. Ja o teste
Genorm indicou este gene como sendo estavel. Isto pode ser explicado, pois este
programa compara os genes constitutivos através de médias geométricas dos Cts,
nao considerando se ha ou n&o diferengas entre os grupos. Além disso, este teste é
€ muito sensivel na utilizagdo de mais de 4 genes a serem testados, enquanto que
neste foram testados apenas trés genes.

LEE et al (2002), RADONIC et al (2004), BOGAERT et al (2006),
HUGGETT et al (2005) testando varios genes constitutivos encontraram resultados
semelhantes aos deste trabalho. A influéncia de tratamento sobre a expressao de
HPRT1 foi observada em diferentes espécies e condi¢gdes experimentais analisadas
para este gene, evidenciando mais uma vez a necessidade da pesquisa pelo gene

mais estavel e sempre testando o maior numero de genes possivel.
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Figura 12. Resultado do teste Genorm para estabilidade do gene controle em linfonodo
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Figura 13. Resultado do teste Genorm para estabilidade do gene controle em abomaso

O gene RPL-19, que codifica a proteina ribossomal L19, faz parte do
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grupo de novos candidatos a genes controle em estudos de expressao génica. Este
grupo € composto por outros genes de proteinas ribossomais, decarboxilases e
particulas de transdugdo de sinal, fatores de alongamento que tém expresséo
constitutivas em muitos tecidos diferentes, em diferentes espécies (AL-BADER e AL-
SARRAF, 2005; DE JONGE et al, 2007; KOUADJO et al, 2007).

Nos resultados da analise descritiva pode-se observar que o gene
RPL-19 apresentou em geral os menores valores de desvio e erro padréo para
abomaso e valores semelhantes ao gene HPRT-1 para linfonodo, tanto na
comparagao entre grupos, como entre genes.

Os resultados do programa Genorm também indicaram este gene
como mais estavel (Figura 12 e Figura 13). Por fim, o teste n&o paramétrico
realizado mostrou que ndo houve diferengas entre os grupos experimentais (p>0,05)
tanto para abomaso como para linfonodo.

Os dados obtidos para o gene RPL-19 estdo de acordo com varios
outros na literatura. Al-bader e Al-Sarraf (2005) encontraram que RPL-19 estava
entre 0os genes mais estaveis em estudos com desenvolvimento fetal em ratos.
Kouadjo et al (2007) e Nygaard et al (2007) concluiram em estudos com
camundongos e Sus scrofa, respectivamente, que outros genes da familia RPL
(RPL4 e RPL38) foram os genes controle com maior estabilidade para todos os
tecidos. De Jonge et al (2007) também caracterizaram mais de 7 novos genes da
familia RPL como constitutivos. Portanto, o gene RPL-19 foi o escolhido como gene

controle nas quantificagdes relativas deste trabalho.
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6.5. Andlise histologica

Os padroes de resposta Th2 observados durante infecoes
gastrintestinais sdo acompanhados por uma série de outras modificacbes na
abundancia de eosindfilos, mastdcitos, leucdcitos globulares, IgE, IgA, aumento de
células y-0, entre outras (GASBARRE, 1997; ELSE;FINKELMAN, 1998;
KANOBANA et al, 2002; ELSE, 2005).

A principal fungao dos eosinofilos em infecgdes parasitarias € a defesa
contra amplo numero de helmintos através da degranulagdo, que pode matar o
parasito (BEHM e OVINGTON, 2000). Eosinofilia € sempre acompanhada de altos
niveis de IL-5 que auxiliam a protecdo, podendo ou ndo promover a expulsao dos
parasitos (ELSE, 1998; LAWRENCE, 2002) e ocorrendo tanto no sangue quanto no
tecido infectado (BRICARELLO et al, 2004). Evidéncia de morte ou danos ao tecido
larval tém sido associados com a capacidade dos eosindfilos de degenerar o tecido
larval, embora mecanismos imunes nao relacionados com eosinofilia ja tenham sido
relacionados a expulséo das larvas (BALIC et al, 2006).

Mastdcitos sdo células efetoras cruciais na expulsdo de nematdédeos
Strongyloides spp e T. spiralis. Ligados a IgE e a outras moléculas, como
prostaglandinas e leucotrienos auxiliam no aumento de motilidade gastrintestinal,
hipersecrecdo de muco, permeabilidade vascular e recrutamento e ativagdo de
leucocitos, assim como na indugdo de resposta Th2 (LAWRENCE, 2002). Também
tém sido associados como intermediarios essenciais na regulagéo da tolerancia das
células T (LU, 2006).

Além de eosindfilos e mastocitos, os leucocitos globulares (LG) sdo
células associadas a protecdo e a resisténcia a infeccbes causadas por helmintos
gastrintestinais. Essas s&o células derivadas dos mastécitos e seu aumento é
observado apds prolongada exposicdo ao parasitos adultos, sugerindo que
expansao, tanto destas células quanto de mastdcitos, é essencial na infecgao
(BALIC et al, 2000). Stear (1995) apud Amarante et al (2005) encontrou aumento de
leucdcitos globulares, assim como mastocitos e eosindfilos em desafios com
antigenos larvais de O. circumcincta, indicando possivel importancia dessas células
ja nos estagios larvais da infecgao.

Na data da coleta dos tecidos foi possivel observar que os animais do

grupo infectado apresentaram abomaso bastante hemorragico. Apesar disso,
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nenhuma diferenga significativa foi encontrada entre os grupos desafio e controle
para as contagens de eosindfilos (p= 0,30) e mastdcitos (p=0,32) na mucosa do
abomaso (Figura 14). Nenhum leucdcito globular foi observado nas laminas obtidas
para o experimento, tanto no grupo controle como no grupo desafio experimental.
Pode-se observar pelos coeficientes de variagcdo apresentados na Tabela 11 uma
grande variabilidade nos dados encontrados dentro dos grupos. Inclusive, um animal
do grupo controle apresentou altas contagens de eosindfilos e foi excluido das
analises estatisticas. Acredita-se que essa alta contagem de eosinodfilos seja um
padrao caracteristico desse animal, pois nada de anormal foi observado durante seu
desenvolvimento, ndo foi medicado, ndo teve nenhuma doenca ou infecgao e
apresentava valores normais de hematdcrito. Além disso, era o animal mais pesado

ao final do experimento (Tabela 12).

Tabela 11. Analise descritiva da contagem de eosindfilos e mastdcitos

Grupos n Média Mediana Errc~> Desv~|o CV Min Max
padrao Padrao

Desafio 5 17,2 14,8 48 10,7 62,1 7,4 31,1
Mastocito
Contrle 4 10,3 8,9 4.5 9,0 875 1,3 2272

Desafio 5 28,4 31,1 9,3 20,9 73,5 8,9 59,1
Eosindfilo
Controle 3 30,3 10,2 24 426 137 2,6 80
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Tabela 12. Peso dos animais ao nascimento (kg), Peso final na data da coleta dos tecidos (kg) e
hematécrito obtido no dia em que foi realizada a infecgao.

Animal Grupo Peso ao Nascer Peso final Hematécrito
1 Desafio 30 121,5 31%
2 Desafio 28 119 35%
3 Desafio 32 112 34%
4 Desafio 33 100 36%
5 Desafio - 90 30%
6 Controle 30 143 33%
7 Controle 30 - -
8 Controle 28 106 36%
9 Controle 37 95 31%

10 Controle - 80 35%

A variabilidade dos dados encontrada na contagens destas células
corrobora os dados encontrados na quantificagdo do mRNA das citocinas para
abomaso indicando que possa haver variagdo genética dentro dos grupos

analisados.
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Figura 14. Média do numero de eosindfilos e mastécitos/ mm2 da mucosa do abomaso de bezerros
da raca Nelore desafiados e ndo desafiados com larvas de Haemonchus spp.

Além disso, o tempo de infecgdo, idade do hospedeiro, carga

parasitaria, infecgdo natural ou ndo, como ja foi explicado acima, sao importantes
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para o estabelecimento da imunidade. Em infecgdes helminticas por Ostertagia spp
sabe-se que o tempo do processo inflamatério apropriado para o acumulo de
neutrofilos, linfécitos e eosindfilos ocorrer € de um a dois dias apds a transferéncia
de vermes adultos para o abomaso e que altas contagens s&o observadas apos oito
dias (SCOTT et al, 1998; SIMPSON, 2000). No presente trabalho, a infecg¢ao foi feita
com larvas e os abomasos foram obtidos apds sete dias de infeccdo, tempo
insuficiente para encontrar vermes adultos.

Em infecgdes com Haemonchus contortus, ovinos de duas racgas
apresentaram baixas contagens de eosindfilos, mastécitos e leucdcitos globulares
no inicio da infeccdo. No entanto, no 30 ° dia pés infecgdo, alto acumulo destas
células foi observado. Ja em animais re-infectados, apos o quarto dia pos infecgao o
numero de eosindfilos e mastocitos era muito alto, ndo havendo diferencgas
significativas entre ragas com diferentes resisténcias (TEREFE et al, 2007). Perez et
al (2001) estudando cabras detectaram eosinofilia, mastocitose e aumento de
leucécito globular entre trés e sete semanas pds infecgdo. Observaram ainda
formagdo de granulomas e morte das larvas na mucosa apos a sétima semana.
Além desses, Bricarello et al (2004), Bricarello et al (2005) e Scott et al (1998)
também encontraram resultados semelhantes na contagem de células e
relacionaram tanto a resposta imune protetora quanto a resisténcia. Nos trabalhos
até entdo discutidos houve um tempo grande de observagdo da infecgédo, o que
permite encontrar os vermes adultos no local da infeccdo, importante para o
acumulo de infiltrados celulares. O grande diferencial em relagcdo aos outros
trabalhos anteriores € que os resultados aqui obtidos representam o perfil de
resposta frente ao primeiro contato de animais zebuinos com Haemonchus spp.

Entretanto, Balic et al (2000) observaram aumento de mastdcitos ja no
quinto dia apds a infecgdo com Haemonchus contortus, mas nao observou aumento
de leucécitos globulares, provavelmente por n&o ter transcorrido o tempo necessario
para os mastdcitos transformarem-se em leucécitos globulares. Lacroux et al (2006)
também estudando ovinos infectados com Haemonchus contortus obtiveram
aumento significativo de eosindfilos apds o 7 ° dia de infecgao, de mastdcitos apds o
15 ° e de leucdcitos globulares apos o 28 °© dia, diferentemente do que foi encontrado
neste trabalho. Assim, tanto apds a infeccdo com 10.000 larvas utilizadas por
Lacroux et al (2006), quanto com 50.000, utilizadas por Balic et al (2000) de

Haemonchus contortus foi possivel obter uma rapida indugao da resposta imune.
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Ja, no presente experimento, esse padrdao nao foi observado apés a
infeccao por 15.000 larvas L3 de Haemonchus spp. Desta maneira, apesar do
numero larvas aqui utilizados ser semelhante ao de outros trabalhos, deve-se
considerar que ovinos sdo muito mais sensiveis a infeccdo por parasitos deste
género do que bovinos, o que explica as diferencas encontradas quanto ao aumento
de células durante os periodos em que a infecgao foi analisada.

Como ja foi reportado, os parasitos mais patogénicos e com
mecanismos mais dificeis de estabelecer resposta protetora estdo localizados no
abomaso (GASBARRE, 1997), de forma que para este tempo de infecgdo nao foi
possivel observar diferengcas nas quantidades de infiltrados celulares entre os

grupos infectado e nao-infectado.
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6.6. Quantificacéo relativa de genes relacionados ao sistema imune de bovinos

endoparasitados com Haemonchus spp

Infecgbes causadas por helmintos sao estudadas em varias espécies,
como em ovinos, caprinos, humanos, ratos, camundongos entre outros e tém
apresentado geralmente um perfil de resposta Th2, ou seja, um aumento na
expressao de interleucinas IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 em animais desafiados e/ou
resistentes. S&o infecgdes que se caracterizam por ndo acarretarem uma resposta
imune severa e na maioria das vezes, tornarem-se crbnicas. A redu¢ao no numero
de parasitos adultos inicia-se apds prolongada exposi¢ao ao parasito €, a0 mesmo
tempo, ha um aumento significativo no niumero de eosindfilos, glébulos leucdcitos e
mastocitos nos sitios da infeccdo (CANALS et al, 1997; GRENCIS et al, 2001;
BRICARELLO et al, 2004).

Nesse trabalho, os valores de Ct foram obtidos para os genes IL-2, IL-
4, IL-8, IL-12p35, IL-13, IFN-y, MCP-1, TNF-a, lisozima e pepsinogénio. A
quantificac&o relativa foi realizada de acordo com Pfaffl et al (2002) para os dados
obtidos a partir dos linfonodos e tecido abomasal, sendo gerados graficos da razéo

entre os grupos desafiados sobre os ndo desafiados.

6.6.1. Quantificagdo de mRNA em linfonodos

Pode-se observar de acordo com a Figura 15 que houve aumento
significativo da quantificagao relativa das amostras de linfonodos para IL-4 (p=0,03)
e IL-13 (p=0,017).
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Figura 15. Quantificagéo relativa das amostras de linfonodos do grupo desafiado sobre o grupo
controle. Os valores de p sdo: IL-2(p=0,5); IL-4(p=0,03), IL-8 (p=0,79), IL-12 (p=0,23), IL-13
(p=0,017), MCP-1 (p=0,28), TNF-a (p=0,056), IFN-y (p=0,57). As caixas representam o intervalo
interquartil, ou 50% das observacgdes, expressas como n-vezes a diferenca entre os grupos em
relacdo ao gene referéncia. As linhas pontilhadas representam a mediana de expressao génica. As

barras representam as observagdes maxima e minima. *Significativo a 5%.

Sabe-se que apds o contato com o antigeno, células imunes, como por
exemplo, as células dendriticas, sao ativadas e levam o antigeno dos sitios de
infeccdo nos tecidos para os linfonodos, iniciando a resposta imune adaptativa,
através da inducédo de células humorais ou células T (JANEWAY et al, 2007). A
ativacao de citocinas ¢é imprescindivel para a correta polarizacdo da resposta imune.

IL-4 é considerada a citocina responsavel por iniciar a resposta imune
as infecgdes helminticas. Clareabout et al (2005) observou aumento na expressao
de IL-4 e IL-10 em linfonodos de bezerros infectados com Ostertagia ostertagi, apos
trés semanas de infecgdo. Canals et al (1997) também verificou que esta
interleucina teve aumento significativo, sendo duas vezes mais abundante no grupo
infectado ja no quarto dia pds infecgao, aumentando gradativamente até o 28° dia de
infeccdo. No presente trabalho foi encontrada super expressao média de 16 vezes
de IL-4 no grupo desafiado em relagéo ao outro grupo.

IL-13 apresenta funcdes importantes na infeccdo promovendo

inflamacéo alérgica, eosinofilia tecidual, aumento de mastdcitos, produgcao de IgE,
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remodelamento tecidual, entre outros. Os resultados obtidos mostram que a indugao
de IL-13 foi severa, sendo cerca de 30 vezes maior no grupo infectado. Bancroft et al
(1999), estudando ratos nocaute para IL-13 infectados com T. muris, observou
suscetibilidade a infeccédo, assim como diminuicdo da resposta de outras citocinas
Th2 e inibindo a expulsao dos parasitos. Aumento de IL-13 também foi observado
em ovinos imunizados e infectados primariamente com Haemonchus contortus
(LACROUX et al, 2006).

Estas duas citocinas tém sido muito estudadas pois sdo as primeiras a
serem aumentadas em respostas a parasitos extracelulares, conferindo polarizagao
Th2 e funcgbes intimamente ligadas. Tanto IL-4 quanto IL-13 exercem algumas
funcbes redundantes, o que dificulta saber qual o real papel de cada uma na
infecgcdo. Atuam conferindo resposta protetora, resisténcia e expulsdo dos parasitos
(ELSE;FINKELMAN, 1998).

Varios estudos reportam a necessidade de IL-4 na resposta protetora e
resisténcia a infecgbes helminticas (GRENCIS, 2001; MACDONALD et al, 2002).
Estudos com ratos e camundongos nocaute para IL-4 e para seu receptor,
infectados com T. muris, indicaram aumento da suscetibilidade a infeccdo. A
administracao de IL-4 em infecgdes com H. polygyrus mostraram também diminuigcao
na fecundidade e no numero dos helmintos (ELSE;FINKELMAN, 1998, FALLON et
al, 2002; LAWRENCE, 2003).

Além das fungdes compartiihadas com IL-4, a IL-13 tem papel
exclusivo no estabelecimento de infecgbes cronicas em animais deficientes
infectados por T. muris. Ainda atua na expulsdo de parasitos, aumentando
permeabilidade da mucosa, hiperplasia de leucécitos globulares, contragdo muscular
conferindo protecdo e mecanismos de resisténcia a infeccdo, sendo essencial na
infeccao por helmintos gastrintestinais (WYNN, 2003).

TNF-a € um fator de necrose tumoral associado geralmente a resposta
imune em infecgbes causadas por virus e bactérias e resposta Th1 (JANEWAY et al,
2007). Entretanto, em varios trabalhos observa-se que ele apresenta um importante
papel em infecgdes gastrintestinais podendo promover polarizacdo Th2 (GARSIDE
et al, 2000; BABU et al, 2003). Na Figura 15 pode-se observar que TNF-a foi 8 vezes
mais expressa no grupo desafiado com o parasito Haemonchus spp, entretanto essa
diferenca nao foi significativa (p = 0,056). A presenca de TNF-a é importante no

auxilio da expulsdo de parasitos realizada por IL-13. Em animais infectados
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deficientes para o fator de necrose, ha uma diminuigdo na eficiéncia de expulséo
(ARTIS et al, 1999). Hayes et al (2007) concluiram que a presenca de TNF- a atua
aumentando tanto citocinas Th1 (IFN-y) quanto Th2 (IL-13). Nessa ultima, confere
melhor protecao e resisténcia as infecgdes por helmintos, mas ndo é essencial para
que isso ocorra.

Assim, tentando estabelecer um panorama geral da resposta imune de
bezerros Nelore submetidos a primeira infeccdo com parasitos do género
Haemonchus spp, ficou claro que IL-4 e IL-13 s&o as principais citocinas que iniciam
a resposta imune nos linfonodos de bovinos. Estes resultados estdo de acordo com
varios estudos realizados com diferentes espécies de helmintos e com diferentes
hospedeiros (GASBARRE, 1997; BANCROFT et al, 1999; LACROUX et al, 2006;
ZAROQOS, 2006; CRAIG et al, 2007). O aumento da expresséo dos genes de IL-4 e IL-
13 neste trabalho, indicam que uma resposta humoral teria sido iniciada, o que é
caracteristico de infecgdes por helmintos.

A tendéncia aumento de TNF-a no linfonodo no inicio da infeccdo pode
estar relacionada com sua fungao de aumentar a eficiéncia de IL-13 na expulsdo dos
parasitos. Babu et al (2003) encontraram aumento na expressdao de TNF-a em
resposta a infecgdes por L3 de filaria e concluiram que sua funcéo esta relacionada
ao surgimento de infecgdes agudas, assim como, a indugcdo a resisténcia do
hospedeiro. Além disso, picos de expressdo muito altos de expressdao de uma
citocina, podem nao ser benéficos para o hospedeiro, de forma que podem indicar
falta de controle da resposta imune (RHODES;GRAHAM, 2002). Entao, citocinas
antagbnicas sdo expressas de forma a neutralizar este desbalangco e conferir
protecado ao hospedeiro e resolugao da infeccdo (RHODES; GRAHAM, 2002). TNF-a
pode também ter essa funcdo de minimizar possiveis danos devidos a alta
expressao de |IL-4 e IL-13 observadas neste trabalho, ou mesmo simplesmente guiar
os sitios de inflamacg&o (SIMPSON, 2000).

Apés a polarizagdo nos tecidos linfaticos secundarios, a resposta €

iniciada no tecido abomasal contra os patdégenos propriamente dito.
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6.6.2. Quantificagdo de mRNA em abomaso

Para abomaso, os resultados obtidos na Figura 16 mostram que n&o
houve diferengas significativas (P>0,05) na abundancia de mRNA entre os grupos
desafio experimental e controle, ndo sendo possivel estabelecer quais sdo as
principais citocinas que iniciam resposta imune local a primeira infeccdo com
parasitos do género Haemonchus spp. Estes resultados ndo eram esperados, pois
em outros estudos com parasitos de abomaso foi detectado aumento significativo no
tamanho do abomaso ja no inicio da infecgdo. Assim, como houve alteragdes
morfoldgicas, acreditava-se que variagdes nos niveis das citocinas ja poderiam ser
detectadas (GASBARRE, 1997). Também, foi observado que no terceiro estagio
larval, ou seja, no inicio da infecgdo, € detectada ampla proliferacédo de linfécitos
(GASBARRE, 1997), que esta diretamente relacionada com expresséo de IL-2 e IL-
13 (JANEWAY et al, 2007).

Na Figura 16 pode-se observar que, para a grande maioria dos genes
analisados, houve maior variacdo para abomaso do que em linfonodo. Isto pode
ocorrer devido a variagdo genética entre os individuos no processo de montar a
resposta imune iniciada nos linfonodos, ja que apesar da raga Nelore ser
considerada resistente, a variagao dentro de populacdes foi relatada em diversas
racas e espécies (STEAR et al, 1999; SUBAUSTE, 2006; LI et al, 2007). Além disso,
o periodo de infeccdo de sete dias pode nao ter sido suficiente para que a resposta
imune local fosse estabelecida. Diante dessa ampla variagao, seja ela genética ou
devido ao pouco tempo de infecgao, aliada ao baixo numero amostral, a detec¢cao de
pequenas alteragcdes na expressdo de mRNA entre os tratamentos pode ter sido

prejudicada.
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Figura 16. Quantificacdo relativa das amostras de abomaso do grupo desafiado sobre o grupo
controle. Os valores de p sao: IL-2 (p=0,71); IL-8 (p=0,85), IL-13 (p=0,33), Lisozima (p=0,96), MCP-1
(p=0,27), Pepsinogénio (p=0,86), TNF-a (p=0,38) e IFN-y (p=0,84). As caixas representam o intervalo
interquartil, ou 50% das observacbes, expressas como n-vezes a diferenca entre os grupos em
relacdo ao gene referéncia. As linhas pontilhadas representam a mediana de expressao génica. As

barras representam as observagdes maxima e minima.

Zaros (2006) estudando grupos de bovinos Nelore resistentes e
sensiveis a infecgao natural por nematédeos gastrintestinais encontrou aumento na
expressdo de IL-4 e IL-13 na mucosa do abomaso do grupo resistente. Este
aumento é geralmente decorrente de infecgbes cronicas, ja que os animais sempre
foram expostos aos parasitos. Balic et al (2006) também encontrou aumento na
expressao de IL-4 na mucosa de ovinos infectados com Haemonchus contortus apos
9 e 22 semanas de infecgdo. Canals et al (1997) estudando bovinos infectados com
Ostertagia ostertagi observou aumento na expressdo dos genes IL-4 e IFN-y na
mucosa de animais com mais de trés semanas de infecgao.

Neste experimento, as amostras do grupo infectado apresentaram
amplificacdo de IL-4 entre 29 e 37 ciclos. Ja no grupo controle, em trés dos cinco
animais nao foi detectado e nos outros dois, a amplificagdo foi muito baixa (Ct > 37
ciclos). E possivel que o pouco periodo de infeccdo ndo tenha sido suficiente para

aumentar os niveis desta interleucina. Em um estudo com ovinos IFN-y, IL-5 e IL-13
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aumentaram no terceiro dia apds a infeccdo com Haemonchus contortus. Ja IL-4
teve foi detectavel apenas no quinto dia pds infeccao (MEEUSEN et al, 2005).

IL-13 foi detectada mas ndo apresentou diferengas significativas entre
0os grupos. Provavelmente, os niveis de expressdo deste gene ainda estivessem
subindo na data da coleta. Isso pode ser uma evidencia que IL-13 seja expressa
antes de IL-4, como ja foi relatado por Meeusen et al (2005) que observou picos de
IL-13 no terceiro dia pés infecgdo. No entanto, em infeccbes com Ostertagia
ostertagi ndo houve diferengas na expressao de IL-13 na mucosa do abomaso entre
animais infectados e nao infectados apds trés semanas da ultima infecgao
(CLAREBOUT et al, 2005). Também nao foram observadas diferencas na expressao
de IL-13 em bovinos resistentes da raga Angus infectados com Ostertagia e
Cooperia quando comparado a animais sensiveis sete dias apds a infecgéo (LI et al,
2007).

Interleucinas como [L-2 e [L-12, caracterizadas como Th1 e com
grande importancia em infecgdes por bactérias e virus, ndo apresentaram diferengas
entre os grupos estudados (JANKOVIC, 2001). Em abomaso, a amplificacdo foi
muito tardia com Cts maiores que 40 ciclos, o que indica que estas interleucinas nao
devam ser importantes para inicar a resposta imune primaria a infeccées por
Haemonchus. Bovinos da raga Angus infectados com endoparasitos também nao
apresentaram diferencas na expressao destas duas citocinas (LI et al, 2007).
Clarebout et al (2005) encontraram decréscimo na expressao destas duas citocinas
em linfonodos mas ndo em abomaso bovinos infectados com Ostertagia ostertagi.

Zaros (2006) ndo encontrou diferengas na expresséo de IL-2 e IL-12 de
bovinos Nelore resistentes, nem em linfonodos, nem em abomaso apos infeccdes
por helmintos. Em infeccbes de ovinos com Haemonchus contortus IL-12 também
nao teve expressao alterada (LACROUX et al, 2006). Entretanto, tanto IL-12 quanto
IL-2 ja foram relacionadas a suscetibilidade as infec¢cdes gastrintestinais
(MOUNTFORD;PEARLMAN, 1998) e também promovendo inflamagéo intestinal
(SUGIMOTO et al, 2007).

Assim como IL-2 e IL-12, IFN-y confere resisténcia a infeccbes por
virus e bactérias. Ja em infecgdes por helmintos, sua expressao € maior em animais
sensiveis, podendo dizer entdo que ele atua conferindo suscetibilidade a esse tipo
de infecgdo (GRENCIS, 2001). O aumento de IFN-y ja foi observado em infec¢des

causadas por diferentes tipos de parasitos gastrintestinais, sendo associado com
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diminuicao de OPG e também neutralizando a resposta Th2 (CANALS et al, 1997;
NAKAMURA et al, 2002; MEEUSEN et al, 2005). No entanto, Gill (2000), Clarebout
et al (2005), Zaros (2006), Craig et al (2007) associaram o aumento desta citocina a
suscetibilidade a infec¢do, enquanto Craig et al (2007) ndo observaram alteragdes
na expressao, corroborando os dados aqui apresentados.

As quimiocinas tém sido foco crescente de pesquisas. IL-8 (CXCLS8)
esta entre as mais estudadas e relacionada geralmente com uma resposta de
hipersensibilidade tardia e ativagdo de neutrofilos (CASSWELL, 1999). Em infecgbes
com parasitos gastrintestinais esta relacionado a imunidade de bovinos infectados
com Fasciola gigantica e com filaria, conferindo protecao e resisténcia (BABU et al,
2003; MOLINA, 2005). Infeccbes com Haemonchus, Cooperia e Ostertagia n&o
estdo associadas a alteragdes nos niveis de IL-8 (Zaros, 2006; LI et al, 2007), como
pode também ser observado no presente estudo.

MCP-1 ainda é uma quimiocina pouco estudada e parece ter
quantidades similares em todos os tecidos. Entretanto, super-expressao ja foi
associada com respostas a infecgdes helminticas e a diferentes alérgenos e deve
estar relacionada ao recrutamento de leucécitos no trato gastrintestinal (DUNPHY et
al, 2001). No experimento aqui relatado, ndo houve diferengas significativas entre os
grupos desafiados e ndo desafiados.

Infecgdes helminticas causam alteragdes morfologicas e fisioldgicas no
abomaso, como aumento de células produtoras de muco, danos epiteliais, elevagao
nas concentragdes de gastrinas e pepsinogénio, tendo importancia tanto nas fases
larvais quanto no verme adulto (SIMPSON, 2000; MULCAHY, 2004). A quantificagao
relativa de lisozima e pepsinogénio, neste experimento, demonstrou uma ampla
variabilidade entre e dentro dos grupos. Isso estd de acordo com Simpson (2000)
que demonstrou que a secregao de mucinas e pepsinogénio comega a aumentar
apods 2 a 4 dias da infecgao de ovinos com Haemonchus, 5 a 6 dias de infecgdo com
Teladorsagia circumcincta e 16 dias apos bovinos serem infectados com Ostertagia
ostertagi, um parasito semelhante a Haemonchus spp que vive em regides
temperadas.

Como se pode observar, ha variagao de resultados encontrados entre
este e outros estudos. Isso pode ser devido tanto a impossibilidade de estabelecer
claramente uma polarizacdo Th2 em abomaso no periodo investigado, como

também, pela diferenga entre os delineamentos experimentais, grupos genéticos e
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tipos de infeccdo. Esse ultimo é muito importante pois se sabe que diferentes
citocinas sao expressas em diferentes tipos, tempos e fases da infeccéo
(LAWRENCE, 2003; JANEWAY et al, 2007). No caso deste trabalho, o interesse era
verificar a resposta a primeira infeccéo, sendo que no periodo de 7 dias foi possivel
detectar polarizacdo de citocinas nos linfonodos, mas provavelmente foi tempo
insuficiente para se entender o que ocorre em abomaso.

Desta maneira, concordando com os dados das contagens de
eosindfilos e mastocitos em abomaso, a quantificagdo relativa desse tecido foi
altamente variavel e ndo resultou em um padrao caracteristico da infecgao no tempo

analisado.
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7. PERSPECTIVAS

Os resultados encontrados neste trabalho mostram que foi possivel
evidenciar a super expressao de duas citocinas Th2 em linfonodo, o que indica
polarizacdo Th2. No entanto, para abomaso esse padrao nao foi observado, devido
provavelmente ao pouco tempo de infeccdo que os animais foram submetidos.
Dessa maneira, € interessante que novos estudos sejam realizados com bovinos
infectados com Haemonchus spp, abrangendo maior numero de animais, analises
em diferentes tempos de infecgdo e a quantificagdo de novos genes com o objetivo

de evidenciar melhor 0 mecanismo da resposta imune de bovinos.
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8. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste experimento, conclui-se que IL-4 e
IL-13 iniciam a resposta imune em linfonodos de bovinos infectados com helmintos
do género Haemonchus spp apos os primeiros sete dias, evidenciando uma possivel
polarizacao inicial Th2. Em abomaso, esse padrdo nao foi observado claramente
durante esse periodo, assim como, nao foi possivel detectar aumento significativo de
mastocitos e eosindfilos entre os grupos, que seriam caracteristicos nesse tipo de

infeccao, sugerindo que essa resposta seja mais tardia.
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