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RESUMO

Dois experimentos foram realizados para se conhecer a dinamica dos anticorpos séricos (IgG) em bezerros apo6s infecgédo
comHaemonchus placeNo Experimento 1 estudou-se os niveis de IgG ao longo da primeira e segunda infec¢éo. No
Experimento 2 a influéncia de diferentes niveis protéicos da dieta e a resposta a infec¢gdo, medida através dos niveis de IgG
séricos, foi observada em bezerros imunizados e ndo imunizados, através de infecgbes sucessivas e experimentalmente
desafiados com_ldeH. placei.Observou-se que os bezerros infectados desenvolveram resisténcia a reinfecgées, com
acentuado decréscimo nos valores de ovos por grama de fezes (OPG) na segunda infecgdo. Entretanto, nesse mesmo
periodo, os niveis de IgG séricos mantiveram-se elevados, independentes do decréscimo do OPG. Observou-se também
gue bezerros submetidos a dieta protéica adequada apresentaram maior producéo de 1gG sérico, sugerindo uma melhor
resposta as infec¢gdes quando comparados aos submetidos a dietas com niveis protéicos mais baixos.

PALAVRAS-CHAVE: HaemonchusBovinos. ELISA.

INTRODUCAO da primeira e segunda infeccBaperimento 2 -Influéncia
de diferentes niveis protéicos da dieta e a resposta a infec¢éo,
aemonchus place2 um nematddeo de elevadamedida pelos niveis de 1gG séricos, em bezerros imunizados
patogenicidade que acomete o0s bovino® nao imunizados, através de infec¢gBes sucessivas, e
Juntamente com o généZooperiaspp. cH. placei  experimentalmente desafiados com larvas infectantes (L3)
€ um dos parasitos de maior ocorréncia no Brasil. ProddeH. placei. ]
altas taxas de morbidade e consequentemente importantes MATERIAL EMETODO
perdas econdmicKs' 13 E hemato6fago, produzindo 'eSGeSObtengéo de larvas e adultos de. placei
na mucosa do abomaso que podem causar perdas de sangue
e plasma para a luz intestinal. Infecgdes macicas podem levar ~ Bezerros criados livres de parasitos foram infectados
animais jovens a 6bito por hipoproteinemia e anemia agugé@m L3 oriundas de culturas purasttieplaceie utilizados
O parasitismo gastrintestinal em ruminantes estMmo doadores d83|.e vermes adultos. As larvas foram
freqlientemente associado & alta densidade animal &euperadas a partir de culturas de fezes e utilizadas ateé 10
sistemas intensivos de manejo. Entretanto, nos ruminantdigs apos a recuperagao. Os adultos foram obtidos do abomaso
o estado nutricional e particularmente a disponibilidade @@s doadores apos a necrépsia, com a remogéo do contetido
proteinas e minerais é um fator importante na otimizacao @&olheita manual, como descrito em Gennariet al.
produtividade animal, interferindo na patogenia e NOgnimais experimentais

mecanismos de resposta imune dos hospedeiros as infec¢des N
por nematédeos gastrintestirteis Foram utilizados bezerros machos da raca Holandesa

O presente trabalho teve por objetivo conhecer R¥eta e Branca, com idade aproximada de seis meses, criados
dinamica dos anticorpos séricos (IgG) em bezerros fgsde o nascimento em baias coletivas, livres de parasitas e
primeira infeccdo e em infeccio sucessiva pejlaceiea  alimentados com racao comercial, feno de capim Coast Cross
influéncia do valor proteico da dieta sob os niveis de Ig&Gynodon dactylone agua ad libitum.
em bezerros infectados por esse nematédeo. Para tanto fiifheamento experimental
experimentos foram realizados: )

Experimento 1 -Estudo dos niveis de IgG ao longoEXPermento |
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Quinze animais foram divididos em dois grupos. Neolugéo bloqueadora. As amostras de soro foram diluidas a
inicio do experimento (dia zero) dez bezerros receberam uing0 e incubadas durante 45 minutos a 37°C. A seguir, utilizou-
solugéo contendo 100.00Q He H. placeipor via oral e se IgG de coelho anti-IgG bovino conjugado a peroxidase
cinco foram mantidos como controles. Semanalmente f@igma, EUA) diluido a 1:1000 em PBS. Entre cada uma dessas
realizada a contagem do niumero de ovos de nematddetapas foram realizadas trés lavagens das microplacas com
por grama de fezes (OPG) utilizando o método de McMasteBS + Tween 20. Cinco minutos apds a adi¢do do substrato
modificadd®. Quando 75% dos animais infectados atingiramromégeno (ortofenilenodiamina em tampao citrato-fostato
valores de OPG inferiores a 100, os bezerros foram tratagib$5,0 e HO,) a reacdo enzimatica foi interrompida com HCI
com oxfendazole na dose de 2,5mg por kg de peso vithl. A leitura da reagdo foi realizada por espectrofotometria
(Systamex, Mallinckrodt Veterindria Ltda., Brasil) e quatraom filtro 492 nm em leitor de microplacas (Multiskan-plus,
dias depois, novamente infectados com 100.000LB.de Labsystems, Finlandia). Cada amostra de soro foi ensaiada
placei As contagens de OPG continuaram a ser realizada® duplicata. Os valores médios das leituras em densidade
semanalmente até o final do experimento (décima semaica (D.O.) foram corrigidos em relagdo a uma amostra
apos a reinfec¢ao). padréo positiva e negativa, com a obtencdo do valor A/P

Toda semana, amostras de sangue foram colhidasnostra/positivos), segundo a equacao:
por meio de venopuncao da veia jugular, utilizando tubos A/P = D.O. da amostra - D.O. controle negativo
tipo Vacutainer de 5 ml. Os soros foram mantidos congelados D.O. controle positivo - D.O. controle negativo
a—20°C até a realizacéo do ensaio imunoenzimatico (ELISA)nde,

D.O. da amostra = valor médio das densidades Opticas
das duplicatas da amostra,

Dezesseis bezerros foram divididos aleatoriamente D.O. controle negativo = valor médio das densidades
em quatro grupos de quatro animais cada. Dois grupégticas das duplicatas do soro controle negativo e
receberam dieta hipoproteica (BP), 213 g de proteina bruta  D.O. controle positivo = valor médio das densidades
(PB) por animal por dia, e dois grupos receberam dieta c@pticas das duplicatas do soro controle positivo.
niveis adequados de proteina (AP), com 469 g PB/animal/  Andlise Estatistica
dia. Cinco semanas ap0s o inicio das dietas, um dos grupos  Os resultados foram analisados através de Andlise
BP e um dos grupos AP foram oralmente infectados case Variancia e as diferencas entre os grupos nas diferentes
50.000 L, deH. placei(BP-I e AP-I). Os demais grupos foramsemanas experimentais foram medidas pelo teste de Tukey.
mantidos como controles néo infectados (BP-C e AP-C). N@lores de p<0,05 foram considerados significantes.
25° dia pos-infeccao (DPI), antes do inicio da paténcia, todos
os animais infectados foram vermifugados com oxfendazole RESULTADOS E DISCUSSAO
(2,5mg/kg de peso vivo - Systamex, Mallinckrodt Veeterinaria
Ltda., Brasil). Quatro dias depois, 0s mesmos bezerros foram  AFig. 1lilustra os niveis de IgG séricos athtplacei
reinfectados com 50.00Q, B novamente vermifugados nodetectados pelo ELISA e os valores de OPG em bezerros
25° DPI. Apos intervalo de quatro dias, todos os quatiefectados peldi. placeie controles, durante duas infeccGes
grupos experimentais foram desafiados com 100.008H.  consecutivas (Experimento 1). O periodo de paténcia iniciou-
placeie mantidos sob observagéo durante cinco semangs.na quarta semana pos-infecgdo com valores maximos de

Amostras de fezes e de sangue dos animais fora@PG observados na oitava semana e decaindo nas semanas
colhidas durante todo o experimento, em intervalaseguintes. Dineen et @lem infeccdes poHaemonchus
semanais. Os soros foram mantidos a —20°C até a realizag@atortusem ovinos, também encontraram o pico de OPG
do ELISA e das fezes obteve-se os valores de OPG.  entre a terceira e a quarta semana de paténcia.

ELISA indireto . N% reinfeccdo os bezerros tam_bém iniciaram a
eliminac&o de ovos entre a quarta e quinta semana apés a

Como antigeno utilizou-se extrato antigénico brutinfecgdo (202 semana experimental), mas com valores
de adultos deH. placei segundo Gennari e TaitA  bastante reduzidos quando comparados aos valores de OPG
concentragdo protéica do extrato soluvel foi medida peffa primeira infeccéo (p<0,05), evidenciando o aparecimento
método do acido bicinconinico (BCA Protein Kit, Pierce)da imunidade, resultados estes similares aos encontrados
Microplacas de poliestireno (Nunc, Dinamarca) foramor Schallig et a4, em ovinos.
sensibilizadas com 10 mg/ml do antigeno sollvEl.geacei Ao acompanhar a carga parasitaria de ovinos
diluido em tampao carbonato-bicarbonato 0,05M pH 9,6agbservou-se que a fixacdo e o desenvolvimento de uma
incubadas em camara Umida a 4°C durante uma noiggande quantidade de vermes ocorre na primeira infecg&o
Utilizou-se soro equino a 4% e Tween 20 a 0,05% em saliper H. contortus.Nas infeccdes subsequentes, cada vez
tamponada (PBS 0,01M fosfato 0,15M NaCl pH 7,2) com@ma menor quantidade de larvas infectantes consegue se

Experimento Il
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estabelecer e chegar a fase adulta e, desses, as férmdasores aos observados no presente trabalho com bovinos.
apresentam-se menores e possuem menost8vi&o ha No entanto, independente dos valores de OPG,

dados das variacdes de OPG em infecgbes subsequenteervou-se que os bezerros com uma dieta protéica a niveis
por H. placeiem bovinos, mas parece haver semelhancasequados, conseguem superar melhor os efeitos do
com as observag®es feitas na espécie ovina. parasitismo, quando comparados a bezerros com dieta

A producéo de IgG foi detectada pelo ELISA entre deficiente e submetidos ao mesmo desafio, resultados estes
terceira e quarta semana apos a primeira infecgdo. Os niaggesentados em Gennari €t @bservou-se que os valores
de IgG inicialmente apresentaram-se baixos e foram de hematdcrito, albumina, proteina sérica e sinais clinicos da
elevando até atingir um pico na sétima semana, se mantehdmoncose apresentaram-se menos alterados nos animais com
com pequenas oscilagdes até o final do experimento. @istas protéicas adequadas. Observacdo semelhante pode ser
niveis de IgG no grupo infectado foram superiores aos donstatada em relagdo a resposta humoral, com os valores de
grupo controle (p<0,05) durante todo o experimento. IgG superiores nos animais dos grupos AP (p<0,05).

No Experimento Il, tanto os bezerros imunizados Devido ao pequeno tempo de observagéo dos animais
(através de infecgdes truncadas pelo uso de anti-helminticagps o inicio da paténcia, néo foi possivel analisar a possivel
guanto os controles, apresentaram, durante o periodocderelacéo entre os valores de OPG e os niveis séricos de
imunizacao, niveis semelhantes de 1gG séricos (p>0,08G, porém, sabe-se que a resposta humoral ndo é o Unico
independente do esquema nutricional (Fig. 2). J& apdsator envolvido na resposta imune de ruminantes contra as
desafio, os animais que receberam dieta com teores protéiodsccdes por helmintos, nos quais a resposta celular tem
mais elevados (AP) apresentaram niveis de IgG mais alespecial importancia
independente de terem sido imunizados previamente ou ndo. A presenca de anticorpos tipo IgG em infec¢des por
Entre os animais infectados (Fig. 2-A) os bezerros do grupematdides, ndo possui validade para diagndstico, uma vez
AP apresentaram niveis mais altos de IgG nas semanas dg8eaé comum reacao cruzada entre os tricostrongitideos
12 (p<0,05) e nos controles (Fig. 2-B) a diferencga entre os Afas permite a obtencao de informagdes sobre a dindmica da
e BP foi observada da semana 10 a 13 (p<0,05), também aesposta imune em condi¢des experimentais.
os niveis de IgG maiores nos bezerros AP.

O valor médio minimo e maximo de OPG na Ultime "™ =a-mu A
semana experimental, foi de 750 e 450 OPG, respectivame ~ *#
para os grupos BP-1 e AP-I (imunizados) e de 875e 500 OP = -
respectivamente para os bezerros BP-C e AP-C (ni .« TPl __,f‘"' !
imunizados). Apesar dos valores de OPG obtidos nos gruf. A 1yl fi ;‘«:"_f'_
com dieta hipoproteica terem sido superiores, esta diferen =" .,-"-'-\_j. o et
ndo foi significante (p>0,05). Adams (1988pservou o E ""‘x:,_..f--:f:f..-r' i
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Figura 1 Niveis de IgG séricos anti-H. placei detectados pelo ELISA (A/P)

Niveis de IgG séricos anti-H. placei detectados pelo ELISA (A/Rm bezerros submetidos a dieta hipoproteica (BP) e com teores
e contagem de ovos por grama de fezes (OPG) em bezerros adequados de proteina (AP). A — imunizados (I) com duas doses
prima e segunda infec¢éo e desafiados com 100, 0f®H. placei de 50.000 e desafiados com 100.000de H. placei. B —somente

e controles néo infectados. desafiados sem imunizacgéo (C).
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CONCLUSOES Bezerros submetidos a dieta protéica adequada
apresentam maior producéo de IgG sérico que os submetidos
Os bezerros infectados cdtin placeidesenvolvem a dietas com niveis protéicos mais baixos.
um bom grau de resisténcia a reinfecgbes, uma vez que a
contagem de ovos nas fezes é acentuadamente maior na AGRADECIMENTOS
primeira infecgao.
O contato prévio com Bl. placeindo refletiu nos A FAPESP pelo financiamento do projeto e ao CNPq
niveis de IgG sérico apds o desafio. pela bolsa de aperfeicoamento a S.M. Nishi.

SUMMARY

Two experiments were conducted to determine the serum antibody (IgG) dynamic in calves infedtegmihchus

placei At Experiment 1, the IgG level during the first and second experimental infection were measured and at Experiment
2, the influence of dietary protein and immunization on IgG levels. The calves were immunized using siitqassieie

infection truncated by the use of anthelmintic and challenged with 100,00elinfected calves developed a high level

of protection, with a significant reduction on fecal egg counts (EPG) at the second infection. However, at the same period,
the 1gG values continue to presented high levels, independent of the EPG decrease. It was also observed that calves
submitted to an adequate protein diet presented a higher IgG level, suggesting an influence on immune response to the
infection when compared to the low protein diet calves.

KEY-WORDS: HaemonchusBovine. ELISA.
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