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Associagdo de imunoestimulante com anti-helmintico no tratamento da verminose em
ovinos

Association of immunostimulant with anthelmintic on the treatment of sheep verminosis
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RESUMO

Este estudo teve como objetivo verificar a eficiéncia
do uso de imunoestimulante associado a anti-helmintico no
tratamento das helmintoses de ovinos. Os animais do grupo |
(n=29) receberam o anti-helmintico albendazole (11mg kg?)
em administragdo Unica e o imunoestimulante composto de
Propionibacterium granulosum (16ug kg*) e lipopolissacarideo
(LPS) de Escherichia coli (1,2ug kg') em duas doses com
intervalo de 48 horas e os animais do grupo Il (n=29)
receberam o anti-helmintico albendazole (11mg kg*). Amostras
foram colhidas semanalmente durante 28 dias para a
realizacdo da contagem total e diferencial de leucdcitos,
hematdcrito e contagem de ovos por grama de fezes (OPG).
Os animais que receberam imunoestimulante associado a anti-
helmintico apresentaram aumento significativo dos valores de
eosinofilos e linfdcitos (P<0,05) em relagdo aos animais que
receberam somente anti-helmintico. Na contagem de ovos por
grama de fezes (OPG), ndo foram observadas diferencas
significativas entre os grupos (P>0,05). Com base nesses
resultados, pode-se concluir que imunoestimulantes podem
ser utilizados associados a anti-helminticos como alternativa
terapéutica no tratamento das helmintiases em ovinos, uma
vez que promovem a ativacdo da resposta imune com
participagcdo de células e mediadores importantes para a
eliminacdo de helmintos em ovinos.

Palavras-chave: helmintos, albendazole, LPS, Propionibacterium
granulosum, hemograma.

ABSTRACT

This study aimed to verify the effectiveness of the
immunostimulant combined with anthelmintic on the
helminthiasis treatment in sheep. The animals of group | (n=29)
received the anthelmintic albendazole (11mg kg*) in a single

administration and the immunostimulant composed with
Propionibacterium granulosum (16ug kg?) and
lypopolysaccharide (LPS) of Escherichia coli (1,2ug kg?) into
two doses every 48 hours and the animals from group Il (n=29)
received anthelmintic albendazole (11mg g*). Samples were
collected weekly during 28 days, to carry out the total and
differential count of leukocytes, hematocrit and the eggs count
per gram of feces (EPG). The animals that received
immunostimulant combined with anthelmintic showed
significantly increases of eosinophils and lymphocytes (P<0.05)
compared to animals that only received the anthelmintic. In
eggs count per gram of feces (EPG), there were no significant
differences between groups (P>0.05). Based on these results it
was concluded that immunostimulants can be used when
combined with anthelminthic as an alternative therapy for the
treatment of helminthiasis in sheep, since they promote the
activation of immune response with participation of cells and
mediators important for the removal of helminths in sheep.

Key words: helminths, albendazole, LPS, Propionibacterium
granulosum, blood cell count.

INTRODUCAO

As infeccfes por nematoides
gastrintestinais em ruminantes causam consideraveis
prejuizos econémicos por todo 0 mundo e, no Brasil,
representam um importante problema sanitério
(AMARANTE et al., 2004; RAMOS et al., 2004). Na
ovinocultura, o uso indiscriminado de anti-helminticos,
aliada a préaticas inadequadas de manejo, tem promovido
crescente aumento de parasitas resistentes, retratando
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a real necessidade da elaboragdo de novas alternativas
terapéuticas (VIEIRA& CAVALCANTE, 1999).

Alguns trabalhos mostraram que, em
ovinos, a resisténcia aos nematoides gastrintestinais
como Trichostrongylus colubriformis e Haemonchus
contortus é mediada por mecanismos imunologicos
(GILL, 1991). De uma maneira geral, a resposta imune
aos helmintos é caracterizada por uma resposta do tipo
Th2 com a participagdo de linfocitos TCD4+,
produtores de citocinas como IL-4, IL-5 e IL-13, as quais
promovem a ativacao de eosinofilos e mastdcitos, que,
quando estimulados, liberam granulos tdxicos e ativam
linfocitos B para a producéo de anticorpos IgE (ABBAS
etal., 2005). Emovinos, a presenca de IL-5 e anticorpos
IgE no tecido abomasal sdo importantes para a ativagéo
de eosinofilos (RAINBIRD etal., 1998; BALIC, etal.,
2000), leucocitos globulares intraepiteliais e mastocitos
na mucosa para a eliminacdo das larvas L3 de H.
contortus (SHAW et al., 1998).

Os imunoestimulantes sdo substancias
capazes de estimular a resposta imune inespecifica e
podem ser utilizados com o objetivo de aumentar a
resisténcia de animais expostos ao risco de infec¢Bes
(QUINN, 1990; PELL, 1995). Imunoestimulantes a base
de lipopolissacarideo (LPS) e Propionibacterium
granulosum, estimulam a resposta imune em animais e
humanos (KO et al., 1981; PANG et al., 1994) e, em
condicdes de imunossupressdo, sdo capazes de
promover a ativagdo de linfécitos B (GALLEGO-
OLIVELLAetal., 1998) e diminuir os efeitos adversos
como na doenca de Aujeszky e peste suina classica
(MAKOWSKA-DANIEL etal., 1992). Acondi¢do imune
dos animais com verminose pode estar associada a
severidade da doenca. GARCIA et al. (2004) mostraram
que ovinos tratados com ciclofosfamida submetidos a
imunossupressao apresentaram maiores contagens de
ovos por grama de fezes e diminui¢do de valores de
proteinas séricas (CHATE, 2005).

Recentemente, trabalho do grupo mostrou
que o tratamento de ovinos com imunoestimulante a
base de Lipopolissacarideo (LPS) e Propionibacterium
acnes, promoveu aumento da resposta imune do tipo
Th2, com ativagdo de eosinofilos, linfocitos, aumento
de IL-5 e producéo de IgE, resultando na diminui¢do
significativa do OPG em modelo de verminose
experimental (ABEL et al., 2009). Os eosindfilos,
quando ativados por IgE, liberam granulos toxicos
como a proteina basica principal que destroem o
parasita (ABBAS et al., 2005; TIZARD, 2002), sendo
controlados pela acdo de mediadores como a IL-5.
Tendo em vista que o uso de imunoestimulantes foi
eficaz na eliminacédo de parasitas através da ativagao
de células e mediadores da resposta imune do tipo Th2,

aliada a necessidade de alternativas terapéuticas para
o0 tratamento da verminose, este trabalho teve como
objetivo verificar o efeito da associacdo de
imunoestimulante a base de LPS e P. granulosum com
o anti-helmintico albendazole no tratamento da
verminose em ovinos naturalmente infectados.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 58 ovinos sem raca
definida, fémeas, adultas, idade média de 12 meses e
peso médio de 40kg de peso vivo, naturalmente
contaminados por helmintos, provenientes de uma
propriedade localizada na cidade de Itanhaém, litoral
paulista. Os animais foram mantidos em baias em regime
semi-intensivo, alimentados com capim picado e racdo
comercial. Na composicado dos grupos, foram realizadas
contagens de ovos por grama de fezes (OPG) anterior
ao tratamento. Pela média dessas contagens, 0s animais
foram divididos em dois grupos experimentais com 29
animais cada grupo de forma que as médias do OPG
fossem semelhantes: 0s animais que receberam
imunoestimulante Inmodulem Calier a base de
Propionibacterium granulosum (16ug kg™) e LPS de
Escherichia coli (1,2ug kg?), em duas doses por via
intramuscular com intervalo de 48 horas e uma dose do
anti-helmintico albendazole (11mg kg?) (Duothal,
Minerthal) por via oral foram denominados grupo I, e
0s animais que receberam o anti-helmintico albendazole
(11mg kg?), grupo 11.

As colheitas de sangue e fezes foram
realizadas semanalmente durante 28 dias, no dia do
tratamento (dia 0) e nos dias 7, 14, 21 e 28 apds a
administracdo. Amostras de sangue foram obtidas por
venopuncao jugular em frascos a vacuo com EDTA, e
0o hemograma processado pelo método do
hemocitémetro, de acordo com HEWITT, 1984, sendo
a contagem diferencial de leucocitos realizada em
extensdo sanguinea corada por panoético rapido
(Instant-Prov, Newprov) (KERR, 2003) e 0 hematécrito
determinado por microcentrifugacéo, de acordo com o
método descrito por SCHALM et al. (1975). Amostras
de fezes foram coletadas diretamente da ampola retal
com utilizacdo de sacos plasticos devidamente
identificados para realizacdo do OPG, segundo a técnica
de GORDON & WHITLOCK (1939), e para coprocultura
(ROBERTS & O’SULLIVAN, 1950).

A eficacia do tratamento foi avaliada através
dos parametros hematoldgicos e contagem de ovos
por grama de fezes (OPG). A diferenca entre as médias
dos valores encontrados nos animais do grupo | e Il
foi estimada pelo teste ndo paramétrico (Mann-Withney
Rank Sum,programa Graph Pad Prism Instat ™). Valores
de P<0,05 foram considerados significativos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os animais do grupo I, tratados com
imunoestimulante e anti-helmintico, apresentaram
aumento significativo dos valores eosinofilos e
linfécitos (P<0,05) em relagdo aos animais do grupo I,
conforme mostra tabela 1. O aumento desses valores
verificado nos animais do grupo I ocorreu pela acdo do
imunoestimulante, visto que animais tratados com
compostos a base de LPS e P. granulosum
apresentaram neutrofilia, eosinofilia e um aumento da
resposta de linfocitos T e B, com alteragdes importantes
na atividade da medula 6ssea (MENDOZA et al., 2000).
Esses resultados corroboram os achados de ABEL et
al. (2009), os quais evidenciaram aumento significativo
no nimero de eosinofilos e correlagao negativa entre
eosinofilos circulantes e OPG nos animais do grupo
tratado com o imunostimulante a base de LPS e
Propionibacterium acnes. Os eosin6filos sdo células
importantes na eliminacdo dos helmintos e, quando
ativados por IgE, liberam granulos toxicos como a
proteina béasica principal que destroem o parasita
(ABBAS etal., 2005; TIZARD, 2002), sendo controlada
pelaagdo de mediadores comoa IL-5 (MEEUSEN et al.,
2005; PERNTHANER et al., 2005). Nos animais do grupo

I1, observou-se aumento de leucécitos a partir do 14°
dia apds o tratamento, porém sem diferenca estatistica
em relagdo aos animais do grupo | (P>0,05). Emrelag&o
a contagem de neutrofilos e mondcitos, ndo foi
observada diferenca estatistica entre os grupos | e Il.
Apo6s uma semana de tratamento (dia 7), observou-se
queda significativa do OPG nos animais dos grupos | e
I, possivelmente pela agcdo do anti-helmintico e
imunostimultante (Tabela 2), coincidindo com aumento
dos indices do hematdcrito (Tabela 1). Entretanto, nao
se observou diferenca significativa na contagem de
ovos por grama de fezes (OPG) entre os grupos | e 11
(P>0,05), devido a alta variabilidade nas contagens,
nao sendo o OPG representativo do ndmero exato de
nematoides que parasitam o trato digestério do animal.

Neste estudo, verificou-se que 98% das
larvas desenvolvidas na coprocultura pertenciam ao
género Haemonchus e 2% pertenciam ao género
Strongyloides e Trichostrongylus. Além de
patogénicos, os helmintos do género Haemonchus séo
mais prevalentes nos rebanhos com relatos de
resisténcia anti-helmintica (MELO et al., 2003).

O efeito do imunoestimulante composto de
uma suspensdo de Propionibacterium acnes na
modulacdo da resposta imune foi demonstrado por

Tabela 1 - Valores percentuais médios e desvio padrdo dos ovinos do grupo I- tratados com P. granulosum (16ug kg?) e LPS de E. coli
(1,2ug kg™, (Inmodulen® Calier) - e ovinos do grupo 11 -tratados com o anti-helmintico albendazole (11mg kg™).

Parametros Grupo Dia0 Dia7 Dia 14 Dia 21 Dia 28
(27%a 45%) ! (25.2+4,5) (25.1+3,6) (27,623,5) (27.743,6) (27.4+4.13)

I (25,5+5,7) (24,6+4,2) (26,1+4,2) (27,2+4,0) (27,8+4,0)
'@e‘(‘)g‘(’)‘:{;t‘fz 000uL) | (8.476+2457) (8.190+2128) (8.341+2211) (8.855+2063)  (9.192+2618)

I (9.614+2714) (8.645+2207) (8.166+2084)  (8.331+1929)  (8.648+2899)
2%‘3’;2'88%'_4) | (3668+1163) (4040+1708) (3823+1881) (3909+1507) (3637+1580)

n (4400+1609) (4688+2264) (3715+1659) (3770+1762) (3810+2101)
|(_2|nof&<):|;ogs 000uL) | (3.808+1333) (3.524+1294) (4.442+41363)  (4.932+41481)°  (4.887+1600)"

n (4146+1248) (3350+1071) (4045+1368) (3583+1034)b  (3534+1857)b
(EoO:ToOJ;)ISE-l) | (501+365) (309+222) (206+333) (290+266)* (555+424)*

n (573+486) (344+338) (118+197) (172+183)b (359+323)b
?g‘;”;’;gﬁls_l) | (475+311) (317+305) (231+165) (228+150) (363+291)

I (495+379) (263+186) (288+197) (190+125) (320+307)

Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (P<0,05).
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Tabela 2 - Valores absolutos de OPG e valores percentuais do
OPG dos ovinos do grupo | (tratados com
imunoestimulante contendo P. granulosum e LPS de
E. coli e anti-helmintico albendazole) e grupo Il
(controle, tratados somente com anti-helmintico
albendazole).

Dia Média Desvio Média Desvio
0 2510a 2382 4031a 3216
7 412a 417 484a 329
14 569a 482 581a 440
28 853a 400 1082a 599

Letras iguais na mesma linha sem diferenga significativa
(P>0,05).

BRAGA et al., 2003, em que a resposta celular a um
antigeno Th2 pode ser suprimida ou potencializada,
dependendo do esquema de tratamento.

Outros autores ja haviam observado o efeito
modulador de polissacarideos obtidos de
sobrenadantes de cultura de P. acnes (DAWES et al.,
1974). Assim como o extrato de P. acnes, a injecdo
intraperitoenal do polissacarideo de P. acnes foi capaz
de induzir a producdo de NO (6xido nitrico) e liberagdo
de TNF-alfa com aumento da atividade fagocitica de
macrofagos peritoneais, além de ser capazes de
promover resisténcia‘a infeccdo (ANANIAS et al.,
2007; LONGHINI etal., 2001).

Em recente trabalho, verificou-se que animais
tratados com a fracdo polissacaridica de P. acnes
apresentaram aumento significativo no nimero de
leucécitos apdés a administracdo da fragdo
polissacaridica de P. acnes, com correlacdo negativa
significativa entre linfécitos e eosinéfilos e carga
parasitaria (OPG). A eosinofilia aliada ao aumento dos
niveis de IL-5 e IgE nos animais do grupo tratado com
a fragdo polissacaridica de P. acnes caracteriza a
presenca de uma resposta imune do tipo Th2
(VENTURINI etal., 2010), intimamente relacionada com
mecanismos de resisténcia e expulsdo dos vermes (GILL
etal., 2000). A associacdo de resisténcia a helmintos e
eosinofilia tem sido demonstrada em modelos in vitro
(RAINBIRD, 1998; TEREFE etal., 2007) e invivo (BALIC
et al., 2006), sendo células importantes na eliminagédo
de parasitas através da liberacéo de granulos toxicos.

CONCLUSAO
Os resultados mostraram que animais

tratados com anti-helmintico associado a
imunoestimulante apresentaram um aumento

significativo de eosindfilos e linfocitos em relagdo aos
animais tratados somente com anti-helmintico. O
aumento dessas células ocorreu por conta da acéo do
imunoestimulante, corroborando achados recentes.
Observou-se diminuicdo do OPG em ambos 0s grupos
ap6s o tratamento, podendo ser utilizado como
alternativa terapéutica no tratamento das helmintoses
em ovinos, minimizando os efeitos de resisténcia aos
anti-helminticos convencionais. Estudos posteriores
utilizando a contagem total de vermes em necrépsia de
animais naturalmente infectados poderdo elucidar a
acdo anti-helmintica dessa associagao.
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