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RESUMO

O uso de anti-helmintico para controlar verminose em ovinos e caprinos é
uma realidade, de rapido crescimento, em criadouros do mundo todo. O
desenvolvimento de estratégias alternativas e métodos imunoldgicos para
controlar a parasitose tem se tornado relevante. O objetivo deste estudo foi avaliar
a eficacia do imnuestimulante associado ao anti-helmintico no tratamento da
verminose experimental através da analise de: IgE, proliferacdo de células T e
contagem de ovos por grama de fezes OPG). 15 ovinos machos, adultos, com
idade superior a doze meses foram divididos em 4 grupos: | — animais tratados
com imunoestimulante (LPS e Propionibacterium acnes) e anti-helmintico; Il -
animais tratados com Propionibacterium acnes e anti-helmintico; grupo Il -
animais tratados somente anti-helmintico; IV - animais tratados com salina estéril
0.9% (controles). Todos os animais receberam 10.000 larvas infectantes (L3) por
via oral no dia 0 e foram tratados com LPS e P. acnes, P. acnes elou anti-
helmintico quando o OPG atingiu o pico no 35° dia apés a infecgao.

As amostras de sangue e fezes foram coletadas semanalmente para a
realizacdo do OPG, dosagem de IgE total, teste de proliferagdo de células T e
hemograma. Significante redu¢do no OPG foi observada nos grupos |, Il e Il
quando comparados ao grupo IV, mas com diferenca estatistica significativa no
grupo lll.

A andlise estatistica mostrou correlagcédo negativa entre OPG e nivel de IgE,
numeros de eosindfilos e OPG, nimero de neutréfilos e OPG nos animais do
grupo | tratados com imunoestimulante (LPS e Propionibacterium acnes).

Células mononucleares de sangue periférico (PBMC) dos grupos |, II, Il
mostraram aumento da resposta proliferativa na presenca de Concanavalina A,
sendo a maior resposta observada nos dias 28 e 35 apds a infeccéo.

Quanto aos parametros hematoldgicos observamos redugao nos valores de
eritrocitos no 35° apds a infecgédo (pico de OPG) em todos os grupos, apos o
tratamento os valores permaneceram abaixo do limite de normalidade somente no
grupo nao tratado, com correlagdo negativa entre OPG e eritrécitos.

Nenhuma alteracao significativa foi encontrada nos parametros: dosagem

de hemoglobina, hematocrito e indices hematimétricos.
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Todos os grupos mostraram um aumento na contagem de leucdcitos apds
o 35° dia apds a infecgcdo, e encontramos correlagcdo positiva entre OPG e
linféeitos no grupo |.

Esses resultados sugerem que o uso de anti-helmintico associado ao
imunoestimulante ndo foi efetivo no tratamento da verminose experimental em
ovinos considerando o resultado de OPG.

No entanto, foi possivel detectar alteragdes nos parametros imunolégicos
nos animais tratados com imunoestimulante (LPS e Propionibacterium acnes) e

anti-helmintico que serao investigadas.
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ABSTRACT

The failure of anthelmintics to control nematode parasites in sheep and
goats is a reality, of rapidly increasing dimensions, on many farms in the world.
Development of alternative strategies and immunological methods to control the
parasites has become relevant. The purpose of this study was to determine the
effectiveness of an immunostimulant in combination with anthelmintic on
experimental helminthiasis through IgE analysis, T cell proliferation assay and
fecal egg counts (FEC). Fifty sheeps, 12-month-old, male were grouped into 4
groups: |- animals treated with immunostimulant (LPS and Propionibacterium
acnes) and anthelminthic; |- animals treated with Propionibacterium acnes and
anthelminthic; IlI- animals treated with only anthelmintic; and IV- animals treated
with a sterile saline solution 0.9%, as untreated controls. All the animals received
10,000 infective larvae (L3) orally on day 0 and were treated with LPS and P
acnes, P acnes and/or anthelminthic when the fecal egg counts reached a peak at
35 days.

Fecal and blood samples were collected weekly for fecal egg counts (FEC),
IgE antibodies detection, T cell proliferation assay and haematological
examinations. Significant reduction in the fecal egg counts, were observed in
groups |, Il and Il when compared with group IV, but with statistical difference in
group IIl.

The statistical analyses showed negative correlation between IgE and
FEC; numbers of eosinophils and FEC; number of neutrophils and FEC in animals
from group | treated with immunostimulant (LPS and Propionibacterium acnes).

PBMC from group |, Il, lll displayed enhanced proliferation response to
Concanavalina —A with maximal response observed on day 28 ™ and 35 ™ (fecal
egg count peak).

The hematological parameters showed a decrease in the erythrocytes
when the mean fecal egg count reached a peak at 35 days in all groups, but after
the treatment the indexes remains decreased only in untreated group, with
negative correlation between FEC and erythrocytes.

No significant differences were found in hemoglobin, hematocrit and

hematimetric indices.



All groups showed an increase in the leucocytes counts leukocytes after
35 day, and we found an positive correlation between FEC and lymphocytes in
animals from group |I.

These results suggest that the use of immunostimulant in combination with

anthelmintic was not effective on experimental helminthiasis in sheep considering
the FEC.

However, it was possible to find alterations on the immunological parameters on
the animals treated with immunostimulant (LPS and Propionibacterium acnes) and

anthelmintic that will be investigated.
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1. INTRODUGAO

As verminoses representam um grave problema sanitario na ovinocultura no
Brasil. Os prejuizos econémicos estao relacionados ao atraso de desenvolvimento
corporal dos cordeiros, queda na producao e na qualidade da carne e da la e

morte de animais jovens nos casos mais graves (Ramos et al., 2004).

A severidade e sequelas associadas ao parasitismo estéo ligadas a diversos
fatores, incluindo a espécie do parasita, taxa de infestacdo, idade do hospedeiro,
condigbes ambientais, estresse, fatores nutricionais praticas de manejo e

diversidade genética (Balic et al., 2000).

Dentre os helmintos parasitas de ovinos, o Haemonchus contortus € um
dos mais patogénicos (Taylor et al., 1990; Jasmer & Mc Guire, 1996; Yatsuda et

al., 2003), além de ser altamente prevalente no Brasil (Amarante, 2001).

De uma maneira geral, a resposta imune aos helmintos é caracterizada
por uma resposta do tipo Th2 com a participagéo de linfécitos TCD4+, produtores
de citocinas como as IL-4, IL-5 e IL-13. Esses mediadores promovem a ativagao
de eosindfilos e mastécitos que quando estimulados liberam granulos toxicos

contra os helmintos e ativam linfocitos B na producéo de IgE (Tizard, 2002).

A presencga de citocinas do tipo Th2 no tecido abomasal € importante para a
ativacdo de eosindfilos e na eliminagédo das larvas L3 de H. contortus, ja que séo
células ativadas na presenca de IL-5, anticorpo e complemento (Rainbird et
al.,1998; Balic et al., 2005).

O controle das infecgdes provocadas por nematodides gastrintestinais consiste
na administragao de anti-helminticos sintéticos. No entanto, o desenvolvimento da
resisténcia tem limitado o uso de anti-helminticos, estimulando a procura de

drogas mais efetivas (Maciel et al., 2006).

Desta forma as industrias farmacéuticas continuam a investir

significativamente na descoberta de novas drogas (Newton & Meeusen, 2003).

Os imunomoduladores sao substancias que atuam na produgdao de uma
resposta imune mais intensa e efetiva contra agentes produtores de enfermidades

clinicas e subclinicas, promovendo aumento na imunidade inespecifica em animais



neonatos jovens e susceptiveis a infecgdo além de aumentar a resposta imune nas
mucosas do trato gastrintestinal, respiratério e genital (Quinn, 1990). Compostos 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
condicbes de imunossupressao sao capazes de promover a ativacado de linfécitos
B (Gallego-Olivella et al., 1998) e diminuir os efeitos adversos sobre a
imunossupressiao causada pela doenga de Aujeszky e peste suina classica
(Makowska et al., 1992).

A associagao de drogas imunomoduladoras as anti-helminticas, foi capaz de
promover a redugao na contagem de larvas em ovinos (Molento & Prichard 1999).
Em outro trabalho, Bautista-Garcia et al. (1991), verificaram que ovinos tratados
com adjuvante completo de Freund (FCA) antes, durante e depois da infecgédo com
10.000 larvas de H. contortus, apresentaram significante redugdo no OPG quando

comparado a animais que nao receberam tratamento.

Um imunomodulador constituido de LPS de E. coli e células inativadas de
Propionibacterium granulosum’, tem demonstrado efeito in vivo sobre a resposta
imune humoral, através de uma ativagao especifica de linfocitos B, produtores de
IgA + e IgM+ em nddulos mesentéricos e de IgA na ldmina propria das vilosidades

intestinais (Gonzales et al., 1993).

A participacao da resposta imune na verminose em ovinos péde ser verificada
em experimentos utilizando um modelo experimental onde ovinos tratados com
ciclofosfamida submetidos a imunossupressao, apresentaram maiores contagens
de ovos por grama de fezes e diminuicdo de valores de proteinas séricas,
sugerindo que a condigdo imune no momento da infecgdo verminética pode estar

associada a severidade da doenca (Garcia et al.,2002; Chate, 2005).
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Recente trabalho do nosso grupo mostrou que animais tratados com
imunoestimulante composto a base de P.acnes e LPS de E. coli?, apresentaram
aumento da proliferagdo de linfocitos T e do numero de eosindfilos, resultando em
uma diminuigao significativa no OPG em modelo experimental de verminose (Abel

et al., submitted).

Esses resultados sugerem que o tratamento com imunoestimulante foi capaz
de provocar aumento na resposta imune celular, particularmente na producéo de
eosindfilos. Desta forma, a produgao de IgE pode estar envolvida no mecanismo

de protecéo.

A modulacao da resposta imune por bactérias e seus produtos pode ser uma
alternativa promissora haja visto que o Propionibacterium acnes € um potente
adjuvante (Perry & Lambert, 2006).
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia do uso associado de anti-
helmintico a imunoestimulante na verminose experimental em ovinos. Os
resultados deste trabalho poderdo propor uma nova estratégia terapéutica para o

tratamento da verminose em ovinos.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar a eficacia do tratamento do uso associado de anti-helmintico a
imunoestimulante na verminose experimental através dos seguintes parametros:

- Contagem de ovos por grama de fezes (OPG)

- Hemograma

- Dosagem de proteinas plasmaticas.

- Dosagem de IgE total

- Proliferagao de Linfocitos T



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Verminose em ovinos

A maior parte dos animais criados a campo apresenta parasitismo por uma
ou mais espécies de helmintos, sendo que os nematdides da ordem Strongylidea

s&o os mais importantes (Amarante, 2005).

Os helmintos gastrintestinais mais importantes dos pequenos ruminantes
sdo o Haemonchus contortus, a Ostertagia spp e o Trichostrongylus spp
(Uhlinger, 1996; Molento & Prichard, 2001; Silva et al., 2002).

O ciclo de vida destes parasitas € direto, os ovos sao liberados com as
fezes desenvolvendo-se rapidamente em larvas infectantes em um periodo de
quatro a seis semanas, sendo que as larvas podem sobreviver na pastagem por
meses. Apos a ecloséo dos ovos, ocorre o desenvolvimento das larvas de primeiro
estadio (L1) em larvas infectantes (L3) em aproximadamente sete a quatorze dias.
A sobrevivéncia e o desenvolvimento das larvas requerem condicbes ambientais
apropriadas que também influenciam a migracao das larvas dos bolos fecais para

as pastagens.

Uma vez ingerida a larva infectante transforma-se na forma adulta e em um
periodo de duas a quatro semanas os ovos aparecem nas fezes (Soulsby, 1987;
Uhlinger, 1996).

O grau de infeccao por nematdides gastrintestinais em ovinos pode
depender de uma série de fatores que muitas vezes se inter-relacionam dentre
eles as condigcbes climaticas que podem determinar a taxa de infestagcdo da
pastagem, comportamento de pastejo dos animais, infecgbes prévias, estado
fisiolégico dos animais, rompimento do equilibrio desencadeado pela acdo do
préprio homem através de medidas indevidas de manejo e utilizagao incorreta de

medicamentos antiparasitarios (Amarante, 2001).

A quantidade de parasitas presentes no hospedeiro é controlada por fatores
genéticos e pela qualidade da resposta imune, levando a um “equilibrio” entre

hospedeiro e parasita. Outros fatores como a competicdo intra e inter-espécies



pelo espacgo a ser ocupado no trato gastrintestinal e a quantidade de nutrientes,

influenciam na carga parasitaria destes animais (Tizard, 2002).

As infecgbes parasitarias do rebanho de ovinos geralmente s&o mistas e os
efeitos patologicos causados pelos nematodides gastrintestinais sdo variados e
dependem, dentre outros fatores, do tipo de migracdo e da localizagao final dos
vermes (Aravjo & Madruga, 2001). Espécies do género Ostertagia estao
associadas a destruicdo morfolégica e funcional das glandulas gastricas do

abomaso.

A patologia principal provocada por Haemonchus é a hemorragia que surge
na mucosa, nos locais onde o verme se fixa, que juntamente com o habito de
hematofagia deste parasita, leva a quadros de anemia, perda de peso em animais

jovens e em alguns casos pode resultar na morte do animal (Bakker et al., 2004).

Algumas espécies de helmintos dos géneros Cooperia e Trichostrongylus,
durante a penetragcdo na superficie epitelial do intestino delgado, podem levar a
ruptura da mucosa, resultando em perda de proteinas plasmaticas e atrofia das
vilosidades, reduzindo a superficie de absorcdo de nutrientes e liquidos. Vermes
do género Oesophagostomum migram profundamente na mucosa do intestino,
provocando uma resposta inflamatdria com formagao de nddulos, podendo levar a
quadros de colite ulcerativa, levando na fase final da doenca ao desenvolvimento
de anemia e hipoalbuminemia, devido a perda protéica e extravasamento de

sangue através da mucosa lesada (Urghart et al., 1996).

3.2 Resposta Imune aos Helmintos

A resposta imune contra nematddeos intestinais tem sido extensivamente
estudada em modelos humanos e roedores (Miller, 1984; Cox & Liew, 1992; Sher
& Coffman, 1992; Miller, 1996).

Em ovinos a resposta imune contra os parasitas nematddeos
gastrintestinais €& mediada por linfocitos TCD4+ gerados nos linfonodos
mesentéricos (Gill et al., 1993). Sabe-se que a participacdo destas células é

extremamente importante na resposta a infecgbes por nematoides gastrintestinais



uma vez que a deplegéo dessas células tornam os animais susceptiveis (Gill et al.,
1993).

De uma maneira geral, os linfécitos TCD4+ podem ser classificados em
dois subtipos: subtipo 1 (Th1) e subtipo 2 (Th2), baseadas nas citocinas que eles
secretam. As células Th1 produzem IL-1, IL-2, interferon y (INF- y) e fator de
necrose tumoral-g (TNF-B) e as células Th2 sédo produtoras de IL-4, IL-5, IL-6 e IL-
10, IL-13 (Mosmann et al., 1986; Mosmann & Coffman, 1989).

As infeccdes por helmintos produzem uma resposta do tipo Th2, com a
participacao de linfocitos TCD4+ produtores de citocinas como as IL-4, IL-5 e IL-
13. A IL-4 promove a ativagao de linfécitos B na produgdo da imunoglobulina E
(IgE), e a IL-5 promove o desenvolvimento e a ativagao de eosinodfilos (Abbas et
al., 2005; Meeusen et al., 2005).

Os eosindfilos apresentam receptores para IgE, e podem ser ativados por
helmintos ligados a IgE. Uma vez ativados, os eosindfilos liberam gréanulos dentre
eles a proteina basica principal, que é toxica para os helmintos (Tizard, 2002;
Abbas et al., 2005). A IL-5 tem importante papel na ativagdo de eosindfilos, assim
como a eotaxina que é produzida localmente e é capaz de mobilizar os eosindfilos
(Collins et al., 1995; Rainbird et al., 1998).

Os mastécitos sdo células que também apresentam receptores para IgE, e
quando ativados liberam mediadores dentre eles a histamina, serotonina, triptase,
calicreinas, proteases e proteoglicanos. Esses mediadores estimulam a contragao
da musculatura lisa e promovem o aumento da permeabilidade vascular,
permitindo extravasamento de fluido no lumen intestinal, favorecendo a expulsao
dos helmintos (Tizard, 2002; Meeusen et al., 2005; Balic et al., 2006).

A IL-4 tem importante papel na ativagao dos mastdcitos intraepiteliais no
tecido abomasal de ovinos, pois além de promoverem aumento de IgE total e
especifica, estimulam os eosindfilos (Huntley et al., 1995; Shaw et al., 2002; Balic
et al., 2006).

Em ovinos infectados por Haemonchus contortus., 0os animais resistentes

apresentavam aumento nos niveis de IL-5, e diminui¢do nos niveis de INFy em



relagdo aos animais susceptiveis, sugerindo a participagado de citocinas do tipo

Th2 nos mecanismos de protegao (Gill et al., 2000).

Relatos da literatura demonstraram uma diminui¢do nos niveis de expressao
de RNAm para IL-2 e aumento na taxa de transcricdo de IL-4 e IL-10 em gados
infectados com Ostertagia ostertagi (Canals et al. 1997). Outros estudos
mostraram padrdo semelhante, animais resistentes a Trichostrongylus
colubriformis., apresentaram aumento da expressao nos niveis de RNAm para IL-4

em relacdo aos animais suscetiveis (Pernthaner et al. 1997).

Em ovinos infectados por T. colubriformis e bovinos infectados com
Dictyocaulus viviparus, a IgE esta associada aos mecanismos de protecdo (Shaw
et al., 1998; Stankiewicz et al., 2000; Kooyman et al., 2002).

Embora a resposta anti-helmintica mediada por eosindfilos IgE-dependente
constitua o0 mecanismo de resisténcia mais importante nas verminoses, anticorpos
de outras classes também desempenham papel importante (Tizard, 2002; Abbas
et al., 2005). Os anticorpos parasitas-especificos neutralizam proteases utilizadas
pelas larvas para penetrar nos tecidos; bloqueiam os poros oral e anal das larvas
por meio de imunocomplexos, impedem a ecdise e a inibicdo do desenvolvimento
larval por parte dos anticorpos direcionados contra os antigenos extra-cuticulares
(Tizard, 2002; Abbas et al., 2005).

Os anticorpos das classes IgA e IgG estao envolvidos na resisténcia a
infeccdo pelo Haemonchus. Apés a infeccao primaria ou secundaria, € observado
um aumento no nivel destes anticorpos no soro (Schallig et al., 1994; Schallig et
al., 1995; Gomez-Munoz et al., 1998), além de terem participagado na neutralizagéo

ou inativacédo de enzimas metabdlicas vitais do Haemonchus (Gill et al., 1993).

e

Estudos anteriores a estes, como os de Abu-Ghazaleh et al. (1989), ja
demonstravam a participagdo da IgA na eliminagdo do parasita, devido a sua

habilidade de induzir a degranulagao eosinofilica.

Sabe-se que a IgE total e especifica tem participacdo importante na
resposta imune do hospedeiro contra a infeccdo helmintica (Hagan, 1993;
Pritchard, 1995).



A participagdo da IgE nas infecgdes helminticas em ovinos tem sido
demonstrada (Shaw et al., 1997; Kooyman et al. 1997). Aumento nos niveis de
IgE foi evidenciado entre a 2% e 42 semana apds a infecgao experimental por
Haemonchus contortus em ovinos, sendo observado uma correlagao negativa

entre carga parasitaria (OPG) e os niveis de IgE no soro (Kooyman et al. 1997).

Achados semelhantes foram encontrados por Thatcher et al. (1989) e

Baker & Gershwin (1993), em bovinos infectados com Ostertagia ostertagi.

O aumento de IgE especifico para os antigenos larvais de L3 quanto para
os antigenos de vermes adultos foi evidenciado em ovinos desafiados com

Trichostrongylus colubriformis. (Shaw et al., 1998).

A resposta imune local mediada por IgE parece ser importante na
eliminacdo dos helmintos onde ovinos infectados com L3 de T. circumcincta,
apresentaram niveis de IgE quatro vezes mais altos nos linfonodos gastricos do

que no soro (Huntley et al. 1998).

Os mastdécitos desempenham importante papel na eliminagdo dos
nematodeos gastrintestinais em ovinos, com presenca de hiperplasia de mucosa
no local da infecgdo (Schalling, 2000). A presenca de mastocitose nas
helmintiases gastrintestinais, sugerem a presenga de uma reagdo de
hipersensibilidade do tipo | na eliminagdo dos vermes (Miller, 1984; Huntley et al.
1995).

Estudos tém demonstrado uma forte associagdo entre a ativacdo de
eosinodfilos e a eliminagdo de helmintos em animais resistentes (Butterworth &
Thorne, 1993; Balic et al., 2006).

Outros resultados de experimentos in vivo mostraram um aumento
significativo de eosindfilos nos tecidos de animais virgens e de animais
previamente desafiados durante infecgcdo com Haemonchus contortus (Balic et al.,
2002).

Estudos in vitro mostraram que eosindfilos obtidos de lavados mamarios de
ovinos, sdo capazes de matar larvas de Haemonchus contortus na presenga de
anticorpos especificos contra antigenos larvais e principalmente na presenca de
IL-5 (Rainbird et al., 1998).



3.3 Tratamento da Verminose

A eliminagdo e redugdo do numero de larvas infectantes € um dos
principais objetivos do tratamento das verminoses (Padilha & Mendonza-de-Gives,
1996).

O controle da populagédo de larvas nas pastagens, via de regra, tem sido
feita através da administragdo de anti-helminticos cuja finalidade do tratamento é
limitar a eliminagdo de ovos e larvas nas fezes, reduzindo consequentemente o
numero de estagios infectantes no meio onde vivem os hospedeiros (Jackson,
2004).

Os anti-helminticos foram descobertos na década de 1960 e apresentavam
amplo espectro de atividade, maior eficacia e menor toxicidade. Em 1961, surgiu o
primeiro benzimidazole, o tiabendazole, e, posteriormente, os imidazotiazéis em
1965, as pirimidinas em 1966, as salicilanilidas em 1969, até chegar a década de
1980, com a descoberta dos endectocidas, as lactonas macrociclicas

(avermectinas e milbemicinas) (Spinosa et al., 2006).

As drogas antiparasitarias de amplo espectro vém sendo utilizadas em
diversas regides do mundo para o controle das infeccbes por nematdides
gastrintestinais em ruminantes, visando redugao da contaminagdo das pastagens
(Charles & Furlong, 1996; Brundson, 1980).

Os benzimidazois e os endectocidas s&o as drogas mais frequentemente
utilizadas no combate as verminoses (Suarez, 2002). Dentre os benzimidazois
podemos citar o albendazol, oxfendazol e o parbendazol, cujo mecanismo de agao
ocorre através de uma ligacdo a B-tubulina do nematdédeo, evitando dimerizacao
com a a-tubulina e a polimerizacdo dos oligbmeros da tubulina dentro dos
microtubulos, impedindo a mitose, montagem protéica e o metabolismo energético

do parasita.

Os endectocidas também s&o conhecidos como lactonas macrociclicas,
como a moxidectina, abamectina e doramectina. Estas lactonas ligam-se
seletivamente com alta afinidade aos canais de ion cloreto ao glutamato nos

nervos e nas células musculares dos invertebrados. Nos nematddeos, a sinapse
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entre os interneurdnios inibidores e os neurdbnios motores excitadores é o local
primario de acdo, o resultado final é paralisia flacida dos parasitas acometidos,

seguida de sua morte (Adams, 2003).

A utilizacgao indiscriminada desses anti-helminticos em épocas inadequadas,
tem favorecido o aparecimento de cepas de parasitas resistentes (Charles &
Furlong, 1996; Waller et al., 1996 ; Sangster, 2001).Infelizmente, a resisténcia aos
anti-helminticos € preocupante em paises como Argentina, Paraguai, Uruguai e
Brasil, onde se encontram os maiores niveis de resisténcia anti-helmintica do
mundo (Marquez Lara, 2003). Até a utilizagado de drogas modernas da familia das
lactonas macrociclicas como a moxidectina esta sendo ineficiente no Brasil e em
outros paises como a Australia (Love et al. 2003; Molento, 2004; Thomaz-Soccol et
al., 2004).

Diante deste quadro preocupante, nos ultimos 10-15 anos, houve grande
interesse das industrias e centros de pesquisa a investirem no desenvolvimento de

alternativas terapéuticas para o controle das verminoses em animais de producao.

Diversos grupos de pesquisa tentam desenvolver uma vacina contra H.
contortus. As estratégias desenvolvidas até o momento baseiam-se em
preparag¢des antigénicas de dois tipos: antigenos naturais e antigenos escondidos
(Schalling, 2000). Infelizmente algumas destas preparagdes nao forneceram
protecdo a animais jovens (Schalling et al., 1997), enquanto outras s6 geraram
protecdo em animais com cinco meses de vida (Jacobs et al., 1999). Além disso a
coleta dos antigenos € laboriosa e intensiva, e técnicas de tecnologia do DNA
recombinante sao requeridas para a producao, tornando o valor final do produto
extremamente oneroso, nao sendo portanto uma estratégia atrativa

comercialmente.

A utilizacdo de imunoduladores parece ser uma alternativa atraente pela

facilidade de produgao e baixo custo.

A imunomodulagao consiste na manipulagdo do sistema imune através do
uso de substancias biolégicas ou quimicas, para produzir uma resposta imune
adequada. O imunomodulador pode ser utilizado tanto para aumentar como para

reduzir a resposta imune.
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De acordo com Quinn (1990) o uso de imunoestimulante em animais tem
como objetivo a produgdo de uma resposta imune mais intensa e efetiva contra
agentes produtores de enfermidades clinicas e subclinicas, promover aumento da
imunidade inata e especifica em animais jovens e suscetiveis a infeccdo, aumentar
a resposta imune especifica, celular e humoral, através da vacinagao, e reduzir os
efeitos da imunossupressdo causado por agentes infecciosos. Além disto o
imunoestimulante ndo deve ser toxico, nem possuir atividade teratogénica, o
composto do produto deve ser inativado e biodegradavel no meio ambiente, deve
ser ativo por via oral e manter sua estabilidade em aguas e alimentos, deve ser

compativel com outros farmacos incluindo antibiéticos e antiparasitarios.

O modo de agado da maioria dos imunoestimulantes nédo é completamente
conhecido. No entanto, sabe-se que os principais alvos sao linfécitos T e B,
macrofagos e células NK (Mendonza, 2002), além de promoverem mudangas na
expressao génica, processamento de RNAmM e no transporte intracelular de
proteina (Quinn, 1990; Pell, 1995). Em outros estudos foi demonstrado que os
imunoestimulantes podem agir no equilibrio e producdo de adenosina monofosfato
ciclico (cAMP) e guanina monofosfato ciclica (cGMP) (Kehrli & Thot, 1990; Quinn,
1990). Outros trabalhos mostraram que os imuoestimulantes promovem aumento
nos niveis de cAMP, inibindo a funcdo dos linfocitos levando a um quadro de
imunossupressao, por outro lado os imunoestimulantes podem agir promovendo
altos niveis de cGMP, a qual é capaz aumentar a atividade dos linfécitos maduros,

gerando um estimulo do sistema imune (Mulkahy & Quinn, 1986; Quinn 1990).

Dentre as diversas substancias utilizadas como imunomoduladores

destacam-se o LPS e as bactérias do género Propionibacterium.

O LPS é um componente que se encontra em maior propor¢cao na parede de
bactérias gram negativas. O LPS no hospedeiro é capaz de induzir uma série de
alteracdes e manifestagcdes clinicas, como febre, vomito, anorexia, sonoléncia,
letargia, diarréia, hipotensdo, coagulacao intravascular disseminada, degradacgao
de proteina muscular, apoptose, inducdo de mediadores inflamatérios e choque
toxico (Adams et al., 1990; Klir et al., 1997; Norimatsu et al., 1995; Webel et al.,
1997).
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O LPS é capaz de se ligar aos macrofagos através do CD14, promovendo
fosforilagdo e ativacdo das proteinasquinases, aumento dos mecanismos de
tradugao, levando a uma proliferagdo de macréfagos e secregédo de citocinas pro-
inflamatorias (Alving, 1993; Basta et al., 2001). Além do papel mitogénico para
macrofagos, pode atuar na ativagdo de linfécitos B, neutréfilos, promover a
liberacdo de citocinas como a IL-a, IL-B, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, TNFa; aumento da
resposta imune nas placas de Peyer e cGMP nos linfocitos (Charley, 1986; Jacobs,
1982; Marshall & Zielger, 1989; Mulcahy & Quinn, 1986; Norimatsu et al., 1995;
Pang et al., 1994; Singh et al., 2000)

A Propionibacterium acnes é um bacilo Gram positivo que pertence a
microflora normal da pele (Kligman et al., 1976; Leyden et al.,1998) e em modelos
experimentais é capaz de ativar o sistema fagocitario mononuclear (Halpern et al.,
1963), induzir atividade tumoricida (Halpern et al., 1966; Ananias et al., 2001),
atuar como adjuvante na producao de anticorpos (War & James, 1975) e promover
aumento da resisténcia a infecgbes (Hill, 1987; Abath et al.,1988; Teixeira et al.,
1996)

Além disso, a P. acnes induz a producao de citocinas pro-inflamatérias, tais
como INFy, IL-1-a, IL-6 e TNF-a (Smith et al., 1993), sendo também observada a
producédo IL-18 e IL-12 (Okamura et al., 1995; Dao et al., 1996; Matsui et al., 1997;
Tsuji et al., 1999).

A modulacao da resposta imune por bactérias e seus produtos pode ser uma
alternativa promissora, haja visto que o Propionibacterium acnes é um potente
adjuvante (Perry & Lambert, 2006).

A Propionibacterium acnes vem utilizada na imunoterapia ativa inespecifica,
na forma de suspensdes comerciais (Imunoparvum®, Parvulan®), indicadas para

pacientes com patologias associadas a supressao da resposta imune.

Mais recentemente, Braga (1998, apud Braga et al., 2003) demonstrou que
camundongos tratados com P. acnes por via intraperitoneal ou subcutanea

apresentavam aumento da atividade fagocitica de macréfagos peritoneais.

O tratamento com P. acnes foi eficaz para algumas doengas parasitarias,

pois diminuiu a parasitemia e aumentou a sobrevida de animais desafiados com
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Plasmodium berghei (Nussenzweig, 1967), Trypanosoma cruzi (Brener & Cardoso,
1976; Abath et al., 1988), Leishmania major (Hill, 1987) e Schistosoma mansoni
(Teixeira et al., 1996),

Varios trabalhos tém relatado a propriedade da P. acnes de induzir atividade
tumoricida, efeito demonstrado inicialmente em estudos experimentais in vivo,
utilizando diversos tipos de células tumorais (Halpern et al., 1966; Kennedy et al.,
1989), e posteriormente em estudos clinicos, em associagdo com quimioterapia

e/ou radioterapia (Fisher et al., 1990; Lypston et al., 1991).

Assim, procurando esclarecer os mecanismos pelos quais essa bactéria
promove a sintese de citocinas pré-inflamatérias, especialmente IFN-y, Matsui et
al. (1997) observaram diminuicdo da populagdo de células T CD4" NK1.1%,
produtoras de IL-4 (perfil Th2), e aumento da populagdo T CD4", produtoras de
IFN-y (perfil Th1), no figado de camundongos tratados com P. acnes. Aumento da
producao de IL-12 e IL-18 por células de Kupffer in vitro também foi observado
(Matsui et al., 1997), sugerindo que a P. acnes é capaz de modular a resposta

imune celular de Th2 para Th1.

Devido a essa capacidade a P. acnes vem sendo utilizada em alguns
trabalhos como uma ferramenta para o estudo da resposta imune celular, sendo
considerada um tipico antigeno indutor de resposta Th1 (Mac Donald et al., 2001;
Mac Donald et al., 2002). Entretanto, foi demonstrado recentemente que,
dependendo do esquema de tratamento com a bactéria a resposta celular a um
antigeno tipicamente Th2 pode ser suprimida ou potencializada (Braga et al.,
2003). Nesse estudo foi utilizado um modelo murino de hipersensibilidade
imediata, no qual camundongos sensibilizados com clara solidificada de ovo de
galinha (CSO) no tecido subcutdneo e desafiados, 14 dias depois, com
ovoalbumina agregada (OVA) na pata desenvolvem, no local do desafio, uma
reacao eosinofilica tipicamente Th2. O pré-tratamento dos animais com P. acnes,
por via subcutanea suprimiu a resposta Th2 na pata dos animais, induzindo reacao
de hipersensibilidade tardia (Th1) quando a ultima inje¢do com a bactéria ocorreu
uma semana antes do implante com CSO. Entretanto, quando a ultima injecao foi
administrada no dia do implante houve potencializagdo da resposta Th2, com

intenso infiltrado eosinofilico no local do desafio com OVA (Braga et al., 2003).
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Em experimentos in vitro células mononucleares de porcos estimuladas com
LPS e P. granulosum’ apresentaram aumento na transcrigdo de RNA para IL-1 e
TNFa, expressdo de CD25, e na proliferacéo de linfécitos na presenca de Con-A
(Alvarez et al., 1998). Em estudos in vivo o tratamento de porcos com LPS e P.
granulosum’ estimulou a resposta imune humoral. Ortiz et al. (1994) estudou os
efeitos LPS e P. granulosum’ em porcas prenhas e vacinadas contra doenga de
Aujesky, e observou um aumento significativo de IgA especifica para o virus no
colostro 21 dias antes do parto. Em processos entéricos causados por E. coli e
Brachyspira hyodysenteriae, observou que o uso do produto a base de LPS e P.
granulosum’ produziu reducdo no nimero de porcos com diarréia, e nimero de
porcos que tiveram que ser tratados parentalmente (Ferro et al., 19992; Ferro et al.,
1999P).

Aves suprimidas com ciclofosfamida e tratadas com LPS detoxificado de E.
coli e células inativadas de P. acnes, foram capazes de aumentar a resposta
imune primaria e humoral, além apresentarem aumento de peso (Sisquella, 2000).
Experimento semelhante foi realizado em ratos imunossuprimidos e tratados com
LPS e P. granulosum, o composto foi capaz de induzir proliferacdo de linfocitos B,
produtores de IgA + e IgM+ em nodulos mesentéricos e de IgA na lamina propria

das vilosidades intestinais (Gonzales et al., 1993).

' Inmodulen (Calier®)
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4. METODOS

41 Animais

15 ovinos de raga cruzada (Corriedale x lle de France), machos, adultos, com
idade superior a 12 meses com média de 26 kg de peso vivo cada, foram
adquiridos de uma propriedade particular localizada em S&o Manuel e
posteriormente alojados no Hospital Veterinario da Universidade Paulista, onde
foram mantidos estabulados em baias, alimentados com feno de capim e ragao
comercial, e identificados de 1 a 15. Os animais foram submetidos a avaliagao
clinica periédica, realizada pela médica Veterinaria do Hospital Veterinario da

UNIP- Cantareira, Dr? Ana Carla Paricio.

4.2 Controle da Verminose Natural dos Animais

Inicialmente todos os animais foram tratados semanalmente com
vermifugo para diminuigdo da carga parasitaria. O tratamento constituiu de dois
antiparasitarios sem acdo imunoestimulante, Albendazol® e Moxidectina* da
seguinte forma: Albendazol na dose de 3,5 mL/animal até a 10  semana, por via
oral; Moxidectina da 112 a 152 semana na dose de 3,5 mL/animal, por via oral; e
por fim Albendazol na dose de 3,5 mL/animal da 162 a 372 semana, por via oral.
A eficacia do tratamento foi avaliada através da contagem de ovos por grama de

fezes (OPG), exames laboratoriais e exame clinico de cada animal.

3 Ricobendazole® Oral — Fort Dodge®
* Cydectin® Oral — Ouro Fino®
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4.3 Cultura de larvas

A coprocultura foi realizada para obtencao das larvas conforme a técnica de
Roberts & O'Sulivan (1950). 20 a 30 g de fezes de ovinos com verminose obtidas
de uma propriedade particular foram misturadas a vermiculita na proporgao de
aproximadamente 1 parte de vermiculita para 1 de fezes. O frasco foi tampado
com atadura de gaze para assegurar a aerobiose do cultivo, e mantido a
temperatura ambiente por 10 dias. Apds esse periodo, o frasco foi destampado,
preenchido com agua a 37°C até a borda e invertido bruscamente, sendo o frasco
apoiado em espatulas para ficar levemente inclinado. Depois de 4 horas, o
conteudo da placa de Petri foi coletado com pipeta e colocado num tubo de ensaio.
Este conteudo permaneceu na geladeira por trés horas para decantagdo das
larvas, ap0s este periodo o sobrenadante foi retirado e seguiu-se a identificagao de

larvas no mesmo dia.

4.4 Identificacao e contagem das larvas

As larvas L3 obtidas a partir da coprocultura dos ovinos infectados, foram
identificadas de acordo com a chave taxonémica de Ueno & Gongalves (1998).

Depois de coletar as larvas do cultivo, decantou-se o excesso de agua e 25uL
do sedimento foi colocado sobre uma ldmina adicionando-se uma gota de Lugol e
observada ao microscopio optico em objetiva de 100x.

Para a identificacdo das larvas L3 os seguintes parametros foram
considerados: tamanho, presenca ou ndo da bainha caudal, forma da regido
anterior e tipo de cauda, espaco entre a ponta da cauda da larva e a ponta da
cauda da bainha, numero e tipo de células intestinais e intensidade de coloragao
com o Lugol.

Foi realizada a contagem das larvas infectantes (L3) vidaveis presentes em
toda a extensdo da lamina e calculando-se o numero aproximado de larvas

contidas em cada mL.

4.5 Infecgao experimental
Apos a identificagdo das larvas, cada animal recebeu por via oral 10.000

larvas L3, como descrito previamente por Adams & Fell (1997), na seguinte
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propor¢ao: 94% de Haemonchus ssp, 4% Ostertagia ssp e 2% de Trichostrongylus
ssp e S. papillosus.

A data em que os animais receberam as larvas foi determinada como dia zero
(0) dando inicio ao protocolo de indugao da verminose e subsequente avaliagao do

tratamento.

4.6 Desenho Experimental

No 35° dia apds a infecgdo experimental (pico do OPG) os animais foram
divididos em 4 grupos de acordo com o peso e carga parasitaria e receberam o

seguinte tratamento, como mostra a tabela 1:

Tabela 1: Os animais foram divididos em grupos e receberam 10.000 larvas por via oral. No
35° dia apos a indugdo da verminose experimental, os animais foram tratados com anti-
helmintico + suspensido de LPS (E. coli) e P. acnes (grupo l); anti-helmintico + P. acnes

(grupo Il); anti-helmintico (Grupo lll) e sem tratamento (Grupo IV) correspondendo ao grupo

controle.
GRUPO ANIMAIS PESO MEDIA DE PESO TRATAMENTO
Grupo | 11 26.2 Moxidectina
5 28.3 26.37 +
1 28.1 suspensao de
6 229 LPS (E.coli) e P.acnes
Grupo 14 30 Moxidectina
9 27.2 28.9 +
4 30.8 P. acnes
3 27.9
Grupo Il 12 26
13 28.3 25.2 Moxidectina
8 18.4
15 28.1
Grupo IV 2 32 Sem Tratamento
7 271 27.7
10 241 (Controle)
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4.7. Tratamento

O Tratamento foi iniciado no 35° dia apds a infecgao, conforme tabela 1 no
pico de OPG. Os animais receberam dose de reforgo no dia 63 e dia 71 apods a
inducdo da verminose. Esta dose foi administrada nos grupos |, Il e Ill na mesma
concentracao aplicada no dia zero, tanto para os imunoestimulantes quanto para o

anti-helmintico e os animais do grupo IV receberam salina.

4.8. Imunoestimulantes

4.8.1 Extrato de Propioniobacterium acnes

O extrato da bactéria Propioniobacterium acnes (sedimento da bactéria
sonicada) foi cedido gentiimente pela Prof® Dr® leda Maugeri, da Universidade
Federal de Sao Paulo- UNIFESP- Departamento de Imunologia.

Garrafas contendo 40 mL de meio de cultura para anaerobiose Hemobac
foram acrescidas de 1 mL de suspensao estoque de P. acnes, € mantida no
mesmo meio, a temperatura ambiente. As garrafas foram colocadas em estufa a
37°C por 3 dias, e, ap6s esse periodo de crescimento, as bactérias foram
centrifugadas por 30 minutos, a 2.000rpm, em centrifuga refrigerada e
ressuspensas em solugdo fisiolégica 0,9 % obtida comercialmente. Esse
procedimento de lavagem foi repetido mais duas vezes. A suspensdo foi entédo
autoclavada e a dosagem protéica avaliada pelo método de Bradford (1976).

Somente os animais do Grupo |l receberam a suspensao de P. acnes na

concentragao de 280 ug/mL, por via subcutanea.

4.8.2 Suspensao de LPS e P. acnes

A suspensao comercial de LPS e P.acnes (INFERVAC®) é fabricada pelo
Laboratério Calier (Espanha). Este composto contém 0,250mg de células
inativadas de P. acnes e 0,02mg de LPS de E. coli inativada. O composto foi
administrado na dose de 1mL/10kg de peso vivo por via intramuscular, conforme

orientagao do fabricante.
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4.9 Vermifugacgao

Os animais foram vermifugados com o anti-helmintico a base de Moxidectina
por via oral, na concentragcdo de 3,5mL/ animal. A administracao foi realizada nos

animais em jejum de doze horas.

410 Coleta de Materiais Biolégicos

Vinte mL de sangue foram coletados através de venopung¢ao na jugular de
cada ovino e distribuidos em 3 tubos: 1- com EDTA destinado a avaliagao
hematoldgica, 2- seco destinado a dosagem de proteinas e IgE no soro, 3- tubo
heparinizado destinado a cultura e proliferagao celular.

As amostras de fezes foram coletadas diretamente da ampola retal de cada
animal, colocados em copos plasticos limpos e descartaveis, e identificados de
acordo com o numero do animal.

As coletas foram realizadas semanalmente para avaliagdo do tratamento

proposto até o 73° dia apds a indugao da verminose experimental.

4.11 Contagem de ovos por grama de fezes (OPG)

A contagem de ovos por grama de fezes foi realizada de acordo com a
técnica modificada de Mc Master (Gordon & Whitlock,1939). Duas gramas de fezes
foram homogeneizadas e misturadas a 28 mL de solugao salina supersaturada. A
solucao foi homogeneizada, filtrada em compressas de gaze e transferida para um
recipiente limpo.

A leitura foi feita na camara de MacMaster que permaneceu em repouso trés
minutos antes da leitura. A contagem de ovos de estrongilideos foi efetuada ao
microscoépio Optico (objetiva 100x), sendo multiplicado por 50 revelando o numero

de ovos por gramas de fezes (OPG).
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4.12 Obtencao de células mononucleares de sangue periférico (CMSP) de

ovinos

Células mononucleares de sangue periférico (CMSP) foram obtidas por
separagao em gradiente de concentragao com Ficoll Hypaque, de acordo com o
método descrito por Bignold & Ferrante,1987.

O sangue foi misturado na proporgéo de 1:1 com Dulbeco/PBS (Cultilab) e
homogeneizado com auxilio de pipeta Pasteur varias vezes e colocado
vagarosamente sobre 3mL de Ficoll Hypaque (Amershan). O material foi
centrifugado a 2500 rpm por 20 minutos em centrifuga refrigerada. Ao término da
centrifugagao o plasma foi retirado com pipeta Pasteur, sendo a nuvem, contendo
as células mononucleares lavadas com solugdo Dulbeco/PBS e ressuspensas em
meio RPMI completo (Cultilab) com 5% soro fetal bovino (Cultilab) e centrifugadas
a 1800 rpm por 10 minutos. Os eritrocitos foram removidos incubando-se a
suspensao celular enriquecida de linfécitos T com solugéao de lise (0,15M NH4CI;
1,0mM KHCO3; 0,imM EDTA; pH 7,3) durante 3 minutos em banho Maria a 37°C
sob agitacdo, em seguida foi acrescido Dulbeco/PBS e centrifugou-se a 1600 rpm
durante 10 minutos. A contagem e a viabilidade celular foram feitas em

hemocitdmetro utilizando-se corante azul de Tripan.

4.13. Ensaio de proliferagao de linfécitos T

Células mononucleares de sangue periférico (CMSP) de ovinos foram
preparadas com gradiente Ficoll-Hypaque e cultivadas em meio de cultura DME,
acrescido de tampédo HEPES 10 mM, 2mM L-glutamina, 1 mM piruvato de sédio e
10% soro fetal bovino, pré-testado para crescimento de linfécitos T, contendo
109¢células/pogo na presenca de mitégeno Concanavalina-A (100 ug/ml) e extrato

de larva na concentragdo de 878ug/mL sendo utilizado 10uL extrato/well. Em
seguida, a suspensao de células foi incubada em atmosfera de 5% CO, & 37°C,

por 5 dias, em uma placa de cultura de 96 pogos de fundo chato e em seguida
pulsadas com 0,5 uCi de timidina triciada/pogo (Amersham) seguida de coleta

apos 18 horas de incubacédo em coletor e a incorporagao de timidina determinada
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com contador Betaplate (Wallac). A média aritmética das triplicatas em cpm
(cintilagado por minuto), foi considerada para analise de resultados. Os resultados
foram considerados positivos com indice de estimulagédo (SI=2), calculado como
cpm teste/ cpm controle.

414 Extrato de Larvas
4.14.1 Processo de Sonicagao

As larvas obtidas a partir da coprocultura foram centrifugadas por 30
minutos a 6000 rpm em seguida o sobrenadante foi descartado. Logo apds este
procedimento, o pellet foi ressuspenso em 3mL de PBS e entdo congelado. Apos
descongelamento, foi realizada a sonicagao por 1 hora, na frequéncia de 75mHz
onde foi verificado se as larvas romperam no microscopio. A solucao resultante foi

filtrada e a quantidade de proteinas medida pelo método de Bradford (1976).

4.14.2 Método de dosagem protéica

A concentragao protéica do extrato de larvas foi determinada pelo método
de Bradford, descrito em 1976. A concentragcdo protéica da amostra foi
determinada a partir de uma curva padrdo realizada em uma placa de fundo
chato de 96 orificios, a partir de uma solugéo padrdo de 100 ug/mL de BSA, sendo
a leitura das absorbancias determinada em espectrofotdbmetro, no comprimento de
onda de 570 nm (As7o).

Foi utilizada a concentragdo de 878 pg/mL de extratos de larvas na cultura

para re-estimulo dos linfocitos T in vitro.

4.15. Hemograma
4.15.1 Contagem de eritrécitos por L de sangue

A contagem de eritrécitos foi realizada com auxilio de uma pipeta de
Thomas. O sangue foi aspirado até a marca de 0,5 e em seguida preenchido até a

marca 101 com diluente de Hayem. Apds esse procedimento a pipeta foi agitada
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no sentido circular, misturando o sangue com o diluente. A contagem foi feita em
camara de Newbauer em aumento de 40x, sendo a contagem de eritrocitos
realizada nos 5 quadrados do quadrante central. O resultado foi multiplicado por
1000 obtendo-se o numero de eritrocitos por uL de sangue (Garcia-Navarro, 2005).

4.15.2 Dosagem de Hemoglobina

A dosagem de hemoglobina foi realizada através do kit da marca
LABTEST® e a leitura realizada por método fotocolorimétrico (Garcia-Navarro,
2005).

4.15.3 Hematocrito

Tubos capilares foram preenchidos com até 3 de sangue total
homogeneizado, sendo selados posteriormente com massa apropriada e
centrifugados durante 15 minutos com velocidade de 11.000 rpm. A leitura foi
realizada com o auxilio da escala de leitura de micro-hematdcrito e o resultado

expresso em porcentagem (Schalm et al., 1975).

4.15.4 indices Corpusculares Absolutos dos Eritrécitos

Os indices corpusculares absolutos dos eritrocitos como concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM), volume corpuscular médio (VCM) e
hemoglobina corpuscular média (HCM), foram determinados através de calculos

(Bush, 2004; Garcia-Navarro, 2005) mostrados a seguir:

CHCM (emg/dL)= Hb (emg/dL) x 10
Ht (em %)

VCM (em fL) = Ht (em %) x 10
He (em 10%uL)

HCM (em pg) = Hb (em g/dL)
He (em 10"%/pL)
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4.15.5 Contagem total de leucoécitos

A contagem de leucocitos foi feita de acordo com a técnica de Hewitt
(1984). Uma parte de sangue total foi colocada na pipeta de Thomas, em seguida
foram adicionadas dezenove partes de liquido de Turk como diluidor, onde a
mistura foi homogeneizada. A contagem dos leucécitos foi feita na camera de
Newbauer ao microscépio Optico com aumento de 100x, sendo os valores

multiplicados por 50.

4.15.5.1 Esfregago Sangiiineo — Contagem Diferencial de Leucécitos e
Caracterizagao Morfolégica dos Eritrocitos

O esfregacgo sanguineo foi feito com auxilio de laminula extensora a partir
de uma gota de sangue total homogeneizado, obtendo-se um esfregago uniforme e
adequado para a observagdo. A coloracdo da lamina foi feita com corante
Leishman (Garcia-Navarro, 2005; Kerr, 2003).

A contagem diferencial foi feita em microscépio 6ptico em aumento de
1000x (com Oleo de imersdo). Foram contados 100 leucdcitos, sendo estes
diferenciados em linfécitos, neutrdfilos, bastonetes, metamieldcitos, mondcitos,
eosindfilos e basdfilos, de acordo com as caracteristicas morfolégicas de cada
célula (Jain 1993; Kerr, 2003; Garcia-Navarro, 2005)

4.16. Quantificacao de IgE total no soro

A analise de IgE foi determinada usando a técnica de Shaw et al. (1997)
com algumas modifica¢cdes. O anticorpo monoclonal anti-IgE purificado (YD3) foi
colocado numa placa de ELISA para a captura de IgE nas amostras de soro. O
anticorpo monoclonal biotinilado anti-IgE seguido pelo uso de streptavidina com
peroxidase foi utilizado para detectar a IgE capturada. OPD e H202 foram
utilizados como substrato enzimatico. A leitura da placa foi realizada utilizando filtro
de 492nm. O soro referéncia foi preparado com um pool de soros de ovinos com
alta concentracao de IgE. Este soro referéncia continha o valor de 100 unidades

por mL e foi utilizado para preparar a curva do ensaio imunoenzimatico. As
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concentragdes de IgE foram determinadas nos dias 0, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 48, 53,

67 e 73 apos indugao da verminose.

417 Dosagem de Proteinas Totais

Para a realizagdo da dosagem das proteinas plasmaticas totais utilizou-se a
técnica de refratometria com amostras pareadas. Apos a centrifugacéo do capilar
de hematécrito e a leitura do mesmo, quebrou-se o capilar de modo a obter uma
gota de plasma sanguineo, o qual foi colocado sobre o refratdmetro, verificando-se
o valor obtido. Antes da leitura das proteinas, o refratdmetro foi calibrado com
agua destilada, para que nao houvesse erro de leitura (Kerr, 2003; Rebar et al.,
2003).

4.18 Analise Estatistica dos Resultados

Foi utilizado o método de Shapiro-Wilk, e os graficos de qg-plot, para
verificar se os dados apresentavam distribuigdo normal.

Para descricdo dos dados calculou-se a média e o erro padrao da média,
como estimadores da medida de tendéncia central da populagao e da incerteza em
relacao a esta estimativa, respectivamente.

Para verificar a eficacia da verminose, utilizou-se a ANOVA para medidas
repetidas, considerando como fator o dia de mensuragao (6 niveis).

A anadlise da eficiéncia dos diferentes tratamentos ao longo do tempo,
utilizou-se uma ANOVA a dois fatores, num desenho 4 x 6, ou seja, 4 grupos em 6
momentos diferentes.

Todo o processamento estatistico foi realizado utilizando o programa R
(versao 2.6.1, R Development Core Team, 2007). A significancia estatistica foi

estabelecida em P < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Tratamento da verminose Natural

No inicio do projeto, todos os animais apresentavam niveis elevados de
OPG. Desta forma, iniciamos o tratamento alternado com os anti-helminticos
Albendazol e Moxidectina, evitando-se assim possivel resisténcia aos mesmos. A
vermifugagao foi feita para diminuir o OPG dos animais e iniciar o experimento de
inducdo da verminose experimental. Como podemos observar na figura 1, apds
um tratamento semanal e prolongado, esta condi¢ao foi alcangcada somente apds

a 21° semana de tratamento.

Tratamento com anti-helmintico pré-inducao da
verminose experimental

8000
7000 -+
6000 -
5000 -
4000
3000 -+
2000 -
1000

OPG

semanas

Figura 1: Tratamento da verminose natural de 15 ovinos com Albendazol (1% a 112 semana),
Moxidectina (112 a 152 semana) e Albendazol (16 a 372 semana). Os valores representam a média dos
OPG de 15 ovinos em cada semana.

5.2 Identificagdo das Larvas

As larvas em estagio L3 foram obtidas conforme descrito no item 4.3 em
métodos. Foram identificados quatro géneros de nematddeos nas fezes dos ovinos
utilizados para a indugdo da verminose experimental. O género predominante foi
Haemonchus spp, sendo 94% de Haemonchus spp, 2% de Ostertagia spp, 2% de

outros (Trichostrongylus spp e S. papillosus).
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Figura 2: Fotomicrografia da porgcao anterior do Haemonchus spp, em microscopio optico,
aumento de 1000x.

5.3 Indugao da verminose experimental

A inducdo da verminose experimental foi feita 3 meses apds o tratamento
com os anti-helminticos onde todos os animais apresentavam OPG igual a zero.
Desta maneira, no dia 0 todos os animais receberam 10.000 larvas L3 por via oral, e
a partir dai foram monitorados semanalmente. Como podemos observar na figura 3,
a inducao da verminose experimental foi realizada com sucesso, onde observamos
um aumento significativo no OPG a partir do 21° dia em todos os grupos, com niveis
bastante elevados no 35° dia, correspondendo ao pico do OPG (Fig.3, Tab.2).
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Ovos por Grama de Fezes

3500 +

3000 - /

2500 + / —e— Grupo |
¢ 2000 - /:/ l —a— Grupo I
S 1500 - / Grupo I

1000 - A Grupo IV

500 -
0 -+ \ \ \ \ \ \ \ \
0 7 14 21 28 35 42 48 53 63 67 73
Dias
Figura 3: Valores médios de OPG dos animais dos grupos |, Il, lll e IV. No dia 0, os animais

receberam 10.000 larvas L3 por via oral. A seta indica o inicio do esquema terapéutico, realizado

no 35° dia.

Tabela 2: Valores médios de OPG ao longo dos 73 dias de experimento apés a indugao da
verminose experimental. No 35° dia, foi iniciado tratamento: os animais do grupo |
receberam suspenséo de LPS e P. acnes e anti-helmintico, grupo llI- suspensao de P. aches

e anti-helmintico; grupo Ill anti-helmintico e grupo IV sem tratamento.

‘ GRUPO I ‘ GRUPO II ‘ GRUPO 111 ‘ GRUPO IV ‘

DIAS
0 \ 0+0 \ 0+0 | 0+0 | 0+0 |
7 \ 25+ 14 | 125125 | 25+25 | 33.3+28 |
14 \ 00 \ 0+0 | 0+0 | 0 +0 |
21 \ 425+ 183 \ 1125 + 499 | 912.5+576 | 1116.7 + 555 |
28 \ 1725£659 | 2161.5+£482 |  2275£626 | 1600+ 542 |
35 3075 + 1704.1 3125 + 1386.5 3087 +2131.2 3166.7 + 2500.6

(TRATAMENTO) ab ab 7 ab | ab |
42 \ 812.5+85.1 \ 1337.5+723.2 | 600 +215.1 * | 2200 + 1235.2 |
48 | 10501744 | 775+1422 | 625+125% | 2550+909.7 |
53 | 1037.5+349 | 1100+£380.2 |  450+93.5% | 2033.3+£794 |
63 | 1037.5+349 | 900+237.17 | 850+£244.1% | 2033.3+2204 |
67 | 918,75+2975 | 587.5+9437 | 575+£1547% | 1366.7+4953 |
73 | 1012.5+£222.01 | 775£1109 | 662.5+£2756* | 11502646 |

Dados apresentados na forma de média + erro padrdo da média.

? Indica diferenca estatisticamente significante (P < 0,05) em relagdo aos dias 0,7,14,21,28.
® Indica diferenca estatisticamente significante (P < 0,05) em relagdo aos dias 42,48,53,63,67 ¢ 73.
* Indica diferenga estatisticamente significante (P < 0,05) em relagdo ao grupo IV
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No pico de OPG, alcangado no 35° dia, foi iniciado o tratamento dos animais.
Os resultados mostraram que os animais dos grupos |, Il e lll apresentaram redugao
no numero de ovos por grama de fezes quando comparados aos animais do grupo
IV (Fig.3, Tab.2). No entanto verificamos que os animais do grupo Ill apresentaram
valores de OPG estatisticamente menores, quando comparados aos animais do

grupo 1V, independente do dia considerado apds o tratamento (Tab.2).

54 IgE

No inicio do experimento (dia 0) todos os animais apresentavam valores de
IgE entre 3,0 a 4,0 U/ml (Tab.3). Com o inicio da infeccdo, esses valores
aumentaram significativamente a partir do 21° dia, em todos os grupos com
diferenga estatistica em relagéo aos valores de IgE encontrados nos dias 0, 7 e 14
(Fig. 4, Tab. 3).

IgE
12.00
10.00
a 8.00 - —e— Grupo |
£ —a— Grupo |l
S 6.00
w Grupo I
2 4001 Grupo IV
2.00
0.00 T T T T T T T T T T
0 7 14 21 28 35 42 48 53 67 73
Dias
Figura 4: Valores médios de IgE, expressos em U/ml, dos animais dos grupos |, Il, lll e IV. No dia

0, os animais receberam 10.000 larvas por via oral. A seta indica o inicio do esquema terapéutico,
realizado no 35° apds a infecgéo.
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Tabela 3: Valores médios de IgE, em U/mL, realizados ao longo dos 73 dias de experimento

apo6s a inducdo da verminose experimental. No 35° dia, os animais do grupo I, Il e lll
receberam tratamento.
DIAS | GRUPOI | GRUPOIl | GRUPOII | GRUPOIV |

0 | 3.76+191 | 3.0£2.09 |  3.81+1.03 |  3.61£1.76 |
7 ‘ 5.10+1.54 ‘ 3.5142.04 ‘ 4.47+0.98 | 3.74+1.98 |
14 | 457#3.06 | 2324068 | 3.4441.69 |  4.48+1.43 |
21 | 879+198 | 11254206 | 821126 | 6514294 |
28 | 847+1.10 | 859+1.09 |  7.43+1.69 | = 7.4440.58 |
35 ‘ 9.24+7.63 ‘ 9.244.64 ‘ 8.94+5.34 ‘ 8.53+6.45 ‘

(TRATAMENTO) 2, a a a
42 | 871194 | 8.85+2.76 |  435tl64 | 5554378 |
48 | 7.61£3.08 | 6.38+2.15 | 644398 | 644294 |
53 | 5.92+£1.04 | 8.32+0.87 |  7.67+4.87 | 4.77+2 |
67 | 1134823 | 856166 | 3.43+099 | 4594325 |
73 | 8.8£7.06 |  627+1.68 | 345412 | 3.67#227 |

Dados apresentados na forma de média + erro padrdo da média.
* Indica diferenga estatisticamente significante (P < 0,05) em relagio ao dia 0,7,14.

A partir do tratamento iniciado no 35° dia, os animais do grupo Il
apresentaram uma diminuicdo nos niveis de IgE no 42° dia em relagcado aos animais
dos demais grupos, porém sem significancia. No 67° e 73° dia, os animais do grupo
| e Il apresentaram niveis maiores de IgE em relagdo aos animais dos grupos lll e
IV, porém sem diferenca significativa (Fig. 4).

Ao analisarmos os resultados de IgE e de OPG, observamos uma correlagao
negativa em todos os grupos, no entanto apenas os animais do grupo |

apresentaram correlag&o negativa significativa (Tab. 4)

Tabela 4. Matriz de correlagéo entre OPG e a variavel IgE.
Variavel OPG
I 1| 111 v

IgE 0,61 " -0,04 -0,01 -0,13

" indica correlagdo estatisticamente significante (P < 0,05) em relagio ao OPG para o grupo analisado.
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5.5 Ensaios de proliferagao de linféocitos T

5.5.1 Proliferagao de linfocitos T na presenga de Concanavalina A (Con-A)

Para verificarmos a condicdo de imunoestimulagdo dos animais durante o
desenvolvimento da verminose e nos animais submetidos a diferentes tratamentos,
realizamos ensaios de proliferagdo de linfécitos T na presenga do mitdgeno
concanavalina-A. Durante o periodo de desenvolvimento da verminose
experimental, observamos que os maiores indices de estimulacdo foram
encontrados nos 28° e 35 ° apds a infecgao, coincidindo com o periodo de pico do
OPG. No 35° dia, os animais dos grupos | e Il apresentaram valores de IE
significativamente maiores em relagao aos dias 7, 14 e 21; os animais do grupo llI
nesta mesma data apresentaram valores significativamente maiores em relagao ao
dia 0, e finalmente o grupo IV apresentou valores maiores de IE em relagdo aos
dias 0, 7, 14 e 21 (Fig. 5, Tab. 5).

Proliferagao - Con-A
@ 16
‘g 14 - "
{10 |
‘g 13 l —e— Grupo |
E g | —u— Grupo Il
e ) Grupo i
S 4 y Grupo IV
3
5 27
E 0 T T T T T T
0 7 14 21 28 35 42 48 63
Dias
Figura 5: Resposta proliferativa de CMSP frente a Con-A dos ovinos dos grupos |, Il, IIl, e IV, antes e

apos o inicio do tratamento iniciado no 35° dia (seta). O indice de estimulagéo foi considerado positivo
quando IE=2,0.
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Tabela 5. Valores médios do indice de proliferagdo de linfécitos T na presengca de Con-A
realizados durante os 73 dias de experimento. O indice de estimulagdo foi considerado
positivo quando IE2 2,0.

DIAS |  GRUPOI | GRUPOII | GRUPOII | GRUPOIV |
0 | 9.19+7.06 | 6.72+4.59 \ 1.35+0.64 | 2.36+0.64 |
7 ‘ 2.08+0.54 ‘ 1.90+0.82 ‘ 4.46+3.24 | 1.06+0.17 |
14 | 2.16+0.63 | 3.23+1.93 \ 5.45+2.12 | 1.69+0.13 |
21 | 2.72+0.29 | 1.38+0.22 | 5.50+1.26 | 1.07+0.06 |
28 | 6.01£1.75 | 13.39+ 4.87 \ 13.10+4.36 | 6.87+2.69 |
35 8.46+4,3 6.27+3.88 8.76+2.85 7.41+4.92
(TRATAMENTO) ‘ b ‘ b ‘ a ‘ a,b ‘
42 | 6.9+2.14 | 3.49+0.64 \ 4.53+1.29 | 4.15+1.84 |
48 | 6.13£2.79 | 1247£10.44 | 4.74+2.21 | 5.84+0.37 |
63 | 7.57+0.86 | 15.05+4.42 \ 3.240.75 | 4.64+1.16 |

Dados apresentados na forma de média + erro padrao da média.
? Indica diferenca estatisticamente significante (P < 0,05) em relagdo ao dia 0.
" Indica diferenca estatisticamente significante (P < 0,05) em relagdo ao dia 7,14,21

Apos o inicio do tratamento, observamos diminuicdo dos indices de
proliferacdo em todos os grupos. No entanto no 48° e 63° dia apds a infecgéo houve
um aumento nos indices de proliferagao dos animais do Grupo Il, com a média dos

indices de proliferacado de IE=12.47 e IE=15.05, respectivamente (Fig. 5; Tab.5).

5.5.2 Proliferagao de linfocitos T na presenga de extrato de larvas

Para avaliarmos a resposta imune celular especifica durante o
desenvolvimento da verminose experimental e durante o tratamento, realizamos
ensaios de proliferacéo de linfécitos T na presenca de extrato de larvas. Somente
no dia 28° e 35° apds a indugao da verminose, verificamos valores de |IE positivos
na presenca de extrato de larvas (Fig. 6 e Tab. 6). No 28° dia, os animais dos
grupos Il e lll apresentaram IE positivos, e no 35° dia, os animais dos grupos Il e
IV apresentaram |E positivo (Fig. 6,Tab.6). Apds o inicio do tratamento no 42° dia,
nao observamos resposta proliferativa positiva na presenca de extrato de larvas
(Fig. 6, Tab 6). A alta concentracdo de extrato de larvas (878ug/mL) utilizada nos

experimentos, pode ter sido téxica para as células.
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Proliferacao- Extrato de Larvas
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Figura 6: Resposta proliferativa de CMSP frente ao extrato de larvas dos ovinos dos grupos |, Il, lll, e

IV, apos o inicio do tratamento, no 35° dia (seta). O indice de estimulagéo foi considerado positivo
quando IE=2,0.

Tabela 6: Valores médios dos indices de proliferagido de linfocitos T na presen¢a deExtrato
de larvas, durante os 73 dias de experimento. O indice de estimulagcdo foi considerado

positivo quando IE22,0.

DIAS |  GRUPOI | GRUPOII | GRUPOIII | GRUPOIV |
0 | 1194037 | 1.17+022 | 1.14£0.32 | 0.52+0.15 |

7 ‘ 1.22+0.52 ‘ 0.57+0.20 ‘ 0.53+0.14 ‘ 1.09+0.35 ‘
14 | 057006 |  1.89+1.43 |  0.80+0.11 |  0.69+0.10 |
21 | 0.68+0.09 |  1.48+0.11 |  0.80£0.04 |  0.61+0.18 |
28 | 1.23£0.76 | 2.19+091 | 4.59+1.37 | 1524032 |
35 ‘ 1.62+1.17 ‘ 1.47+1.15 ‘ 2.28+1.10 ‘ 3.10+2.97 ‘
(TRATAMENTO) | , , ,
42 | 1.59+0.41 |  1.44+050 |  1.924028 |  1.20+0.30 |
48 | 1.38+0.12 |  1.07+037 |  1.08+0.08 |  1.18+0.48 |
63 | 0.69+0.28 | 1.03+0.15 |  0.89+0.10 |  1.00£0.26 |

Em vermelho IE >=2,0 foram considerados positivos

Dados apresentados na forma de média + erro padrio da média
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5.6 Hemograma
5.6.1 Contagem global de Eritrécitos

Com a evolucdo da verminose experimental, podemos notar que os valores
de eritrécitos diminuiram entre o 21° e 35° dia (Fig. 7). No 35° dia apds a infecgao,
os animais dos grupos |, lll e IV apresentaram reducao significativa de eritrocitos
quando comparados aos valores encontrados no 14° dia correspondente ao pico do
OPG (Fig. 7, Tab. 7).

Eritrécitos
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Figura 7: Valores médios de eritrcitos (106/pL) nos animais dos grupos I, Il, lll e IV. No dia 0, os

animais receberam 10.000 larvas por via oral, sendo o pico do OPG detectado no 35° dia (seta),
dando inicio ao esquema terapéutico.

A partir do 42° dia, os animais do grupo | e Il mostraram um aumento niumero
de eritrécitos quando comparados ao 35° dia (Fig.7). No 67° dia apds a infeccao
todos os grupos apresentaram um aumento significativo em relagao aos dias 35, 42,
48 e 63 (Tab.7). Ao final do tratamento no 73° dia, todos animais apresentaram
aumento significativo no numero de eritrécitos quando comparados aos dias 35, 48
e 53. No entanto, apesar deste aumento, o grupo IV ainda permaneceu com valor

médio abaixo do normal.
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Tabela 7. Valores médios de eritrocitos (1OSI|.|L) nos animais dos grupos |, Il, lll e IV. No dia
0, os animais receberam 10.000 larvas por via oral, sendo o pico do OPG detectado no 35°

dia.
DIAS GRUPOI | GRUPOII | GRUPOIII | GRUPOIV |
0 8.42+0.48 8.95:+0.72 7.51£0.42 9.44+0.80
7 9.25+0.70 7.99+0.36 7.87+0.33 7.89+0.37
14 9.60+1.22 8.5440.40 8.74+0.27 8.41+0.37
21 7.76+0.53 8.26+0.53 7.70+0.36 7.63+0.07
28 7.70+0.43 7.39+0.48 8.27+0.59 7.73+0.09
35 7.21+0.97 8.65+1.10 7.46+1.31 7.17+1.04
(TRATAMENTO) c,e e c,e c,e
42 9.31+0.79 9.21+0.56 8.79+0.81 7.92+1.49
48 8.48+0.21 8.07+0.30 8.69+0.53 7.64+1.34
3 8.26+0.29 9.15+0.32 9.25+0.76 7.29+01.07
67 9.86ﬂf:0.39 12.18fi1.03 11.363:1.44 8.69ﬂf:1.02
73 9.93+0.62 9.01+0.44 10.37+0.53 8.39+0.85
g g g g

Dados apresentados na forma de média + erro padrao da média.
¢ Indica diferenga estatisticamente significante (P < 0,05) em relagdo ao dia 14.

YIndica diferenca estatisticamente significante (P < 0,05) em relagdo ao dia 35

‘Indica diferenga estatisticamente significante (P < 0,05) em relagdo ao dia 42,67 € 73
"Indica diferenca estatisticamente significante (P < 0,05) em relacio ao dia 35, 48,53
fIndica diferenca estatisticamente significante (P < 0,05) em relagdo ao dia 35, 53 ¢ 67.

Na tabela 8, podemos observar correlagdo negativa entre os valores de

hemacias e OPG nos animais dos grupos Il, lll e IV. No entanto esta correlagao é

significativa apenas nos animais do grupo IV (controle) (Tab.8).

Tabela 8. Matriz de correlagido entre OPG e a variavel Eritrocitos .

Variavel

OoPG

|

I

I

10Y

Eritrocitos

0,08

-0,32

-0,08

-0,80 "

" indica correlagdo estatisticamente significante (P < 0,05) em relagio ao OPG para o grupo analisado.
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5.6.2 Hematocrito (Ht)

Nenhuma alteracdo significativa foi observada nos valores de hematdcrito

durante todo o desenvolvimento da verminose e durante o tratamento (Fig. 8 e Tab.9).

Hematocrito
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Figura 8: Valores médios de hematdcrito (%) dos grupos |, Il, lll e IV. No dia 0, os animais

receberam 10.000 larvas por via oral, sendo o pico do OPG detectado no 35° dia (seta), dando
inicio ao esquema terapéutico.

Tabela 9. Valores médios de Hematoécrito (%) nos animais dos grupos |, I, lll e IV. No dia 0,
os animais receberam 10.000 larvas por via oral, sendo o pico do OPG detectado no 35° dia.
DIAS | GRUPOI | GRUPOIl | GRUPOIII | GRUPOIV |

0 30+2.1 28+1.2 27+1.3 30+2.3

7 3342.8 30+1.1 29+0.6 30+1.3

14 3142.7 31£1.2 30+0.6 30+1.3

21 20+1.8 2941.5 29+1.3 26+1.6

28 2041.1 2841.5 29+0.9 27+1.3

35

42 3240.9 28+1.3 28+1.2 29+2.8

48 3240.9 30+2.2 33+0.5 2842.6

53 30+1.3 29+1.4 31+0.9 2942.8

67 | 33£12 | 33+1.6 | 35¢1.3 | 29+1.8 |

73 | 34+14 | 32412 | 34+£13 | 30+1.8 |
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5.6.3. Dosagem de Hemoglobina

Como podemos observar na Figura 9, os niveis de hemoglobina
permaneceram normais durante todo o experimento (Fig. 9, Tab. 10). Entretanto,
encontramos aumento nos valores de hemoglobina entre o 53° e 73° dia nos

animais dos grupos |, Il e Ill.

Hemoglobina
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Figura 9: Valores médios de hemoglobina (g/dL)dos grupos |, Il, lll e IV. No dia 0, os animais

receberam 10.000 larvas por via oral, sendo o pico do OPG detectado no 35° dia (seta), dando
inicio ao esquema terapéutico.
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Tabela 10. Valores médios de hemoglobina (g/dL) nos animais dos grupos |, I, lll e IV. No
dia 0, os animais receberam 10.000 larvas por via oral, sendo o pico do OPG detectado no
35° dia e o tratamento iniciado nesta data.

DIAS | GRUPOI | GRUPOIl | GRUPOII | GRUPOIV |
0 10.3£0.64 9.120. 36 8.8+0.36 8.9+0.38
7 10.8+0.85 9.9+0.34 9.7+0.21 9.8+0.40
14 10.3£0.97 10.4+0.38 10.6+0.14 9.6+0.38
21 9.6+0.67 9.3+0.47 8.8+0.27 8.6+0.40
28 10.3+0.33 9.1+0.49 10.3+0.38 9.5+0.53
(TRATfquNTO) 9.6+0.47 9.5+1.25 9.8+0.93 9.2+1.57
42 10.8+0.23 9.40.41 10.0+0.56 9.4+0.92
48 10.9+£0.25 10.2+0.58 11.4£0.16 8.8+0.88
53 10.1£0.43 10.2+0.37 10.8+0.26 9.1+1.16
67 | 123+038 | 11.7£0.52 | 12.5+024 | 10.2+0.62 |
73 | 1212035 | 1112045 | 11.74020 |  10.5+0.69 |

5.6.4. indices Hematimétricos

Ao analisarmos os indices hematimétricos no periodo de indugdo e
tratamento da verminose, n&do observamos nenhuma alteracdo significativa. Os
valores de Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) (Fig. 10, Tab. 11), Concentracao
de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM) (Fig.11, Tab.12) e Volume Corpuscular

Médio (VCM) (Fig.12 , Tab.13) mantiveram-se dentro dos valores de referéncia.
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Figura 10: Valores médios de HCM (pg) dos grupos |, I, lll e IV. No dia 0, os animais receberam

10.000 larvas por via oral, sendo o pico do OPG detectado no 35° dia (seta), dando inicio ao
esquema terapéutico.

Tabela 11. Valores médios de HCM (pg) nos animais dos grupos |, Il, lll e IV. No dia 0, os
animais receberam 10.000 larvas por via oral, sendo o pico do OPG detectado no 35° dia.

DIAS | GRUPOI | GRUPOII GRUPO III GRUPO1V |
0 12.3£0.92 10.3£0.63 11.8+0.56 9.5+0.45
7 11.7+0.34 12.5+0.40 12.4+0.47 12.5+0.58
14 10.8+0.49 12.24+0.39 12.1+0.35 11.5+0.48
21 12.4+0.17 11.340.92 11.6+0.56 11.3£0.44
28 13.5+£0.56 12.4+1.09 12.5+0.59 12.3+0.82
(TRATfquNTO) 13.5+1.29 11.0+1.12 13.342.19 12.8+0.86
42 11.8+0.97 10.2+0.29 11.5+0.88 12.2+0.71
48 12.9+0.17 12.6+0.41 13.3+0.92 11.8+0.70
53 12.3+0.33 11.1+0.22 11.9+0.83 12.6+0.45
67 | 125£042 | 9.8+1.06 11.5+1.39 11.9+0.54 |
73 | 123074 | 12.4+0.32 11.3+0.44 12.5£0.31 |

Dados apresentados na forma de média + erro padrao da média.
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Figura 11: Valores médios de CHCM (%) dos grupos |, Il, Ill e IV. No dia 0, os animais receberam

10.000 larvas por via oral, sendo o pico do OPG detectado no 35° dia (seta), dando inicio ao
esquema terapéutico.

Tabela 12. Valores médios de CHCM (%) nos animais dos grupos I, I, lll e IV. No dia 0, os
animais receberam 10.000 larvas por via oral, sendo o pico do OPG detectado no 35° dia.

DIAS | GRUPOI | GRUPOII | GRUPOIII | GRUPOIV
0 34.1+1.05 33.1+0.76 33.0+0.62 29.5+1.25
7 33.4+0.34 33.4+1.04 33.8+0.36 32.440.05
14 33.3+0.25 33.4+0.13 35.0+0.64 31.8+0.13
21 33.3+1.20 32.5+0.76 30.8+1.0 32.9+42.34
28 35.6+0.33 33.1+1.94 35.7+0.31 35.5+0.55
(TRAT j’l\smNTo) 35.0+1.11 35.9+1.85 35.4+1.55 34.0+0.17
42 34.2+0.83 34.1+0.52 35.2+1.15 32.9+0.18
48 34.3+0.31 34.6+0.76 35.2+0.09 31.5+0.78
53 33.5+0.21 35.4+0.59 34.9+0.43 31.7+1.56
67 | 37.8€0.65 |  359+049 |  36.1£0.75 35.7+0.72
73 | 359+0.74 | 353+0.80 |  35.0+0.91 34.5+0.40

Dados apresentados na forma de média + erro padrao da média.
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Figura 12: Valores médios de VCM (fL) dos grupos |, II, Ill e IV. No dia 0, os animais receberam

10.000 larvas por via oral, sendo o pico do OPG detectado no 35° dia (seta), dando inicio ao
esquema terapéutico.

Tabela 13. Valores médios de VCM (fL) nos animais dos grupos |, I, Ill e IV. No dia 0, os
animais receberam 10.000 larvas por via oral, sendo o pico do OPG detectado no 35° dia.

DIAS | GRUPOI | GRUPOII GRUPO 111 GRUPO IV
0 36.2+2.77 31.0+1.36 35.5+1.65 32.240.80
7 35.1+1.29 37.5+2.02 36.7+1.40 38.6+1.75
14 32.6+1.68 36.4+1.20 34.7+0.43 36.2+1.45
21 37.1+0.84 35.0+3.22 37.5+1.59 34.5+1.89
28 37.9+1.68 37.5+2.07 35.2+1.86 34.6+1.98
(TRAT j\smNTO) 38.6+4.43 30.7+1.62 37.5+5.38 37.6+2.76
42 34.5+2.53 30.0+1.18 32.7+2.29 37.142.15
48 37.5+0.63 36.5+1.82 37.9+2.56 37.4+1.96
53 36.6+0.93 31.4+1.07 34.1+2.29 40.0+3.38
67 | 33+0.68 | 27.5£3.23 31.9+3.61 33.3+£1.34
73 | 342+178 | 35.1%1.45 32.441.06 36.4+1.09

Dados apresentados na forma de média + erro padrio da média
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5.6.5 Leucécitos Totais

Durante o periodo de evolugao da verminose experimental, ndo observamos
alteracao significativa nos animais dos grupos |, II, lll e IV.

Apds o tratamento, verificamos aumento significativo no numero de
leucdcitos nos 53° e 67° dias, quando comparados aos dias 35 e 48. No 73° dia,
estes valores foram significativamente maiores em relagdo aos dias 35, 42 e 48
(Fig. 13, Tab. 14). No entanto podemos observar um discreto aumento no 53° dia na
contagem dos leucdcitos dos animais do grupo Il em relagdo aos demais grupos; e
no 73° dia nos animais dos grupos | e lll, em relagdo aos animais dos grupos Il e IV
(Fig. 13).

Nao detectamos correlacédo entre OPG e numero de Leucécitos.

Leucécitos Totais
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Figura 13: Valores médios de leucécitos totais (céls/uL) dos animais dos grupos |, II, lll e IV. No

dia 0, os animais receberam 10.000 larvas por via oral, sendo o pico do OPG detectado no 35° dia
(seta), dando inicio ao esquema terapéutico.
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Tabela 14. Valores médios de Leucécitos Totais (céls/puL) nos animais dos grupos |, Il, lll e
IV. No dia 0, os animais receberam 10.000 larvas por via oral, sendo o pico do OPG

detectado no 35° dia.

DIAS | GRUPOI | GRUPOIl | GRUPOII | GRUPOIV |
0 4502+846 3754+138 3872+550 4095+394
7 53554952 41354675 4647429 41834401
14 4620+791 42534213 5040+541 3990+0
21 4633+392 38074250 3688+451 4393+149
28 4581+513 4279+190 5250+703 5145+1016
(TRAT jﬁ,ENTO) 4476+896.3 3885+708.2 42794918 3623+1300
42 5552+532.6 5132+423.5 5762+816.8 5180+1235
48 4541+196.9 4332+407.9 5066+901.6 4025+958.5
53 5408+493.8 5867+388.5 7298+617.8 5915+876.7
67 6563+530.5 5697+377.7 5907+626.4 6213£1236.4
73 6523ﬂ;271.3 5802ib483.3 7534ﬂg95 1.4 591513 948.7

Dados apresentados na forma de média + erro padrao da média.
* Indica diferenga estatisticamente significante (P < 0,05) em relagdo ao dia 35¢ 48
® Indica diferenca estatisticamente significante (P < 0,05) em relacdo ao dia 35, 42 ¢ 48

5.6.6 Linfocitos

Nao observamos
desenvolvimento da verminose experimental nos grupos |, Il, lll e IV.
No entanto, apds o tratamento, houve um aumento significativo, em todos os

grupos, nos dias 53, 67 e 73 (Tab.15, Fig.14), quando comparados com os valores

obtidos nos dias 35, 42 e 48.
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Figura 14: Valores médios de linfocitos (céls/uL) dos grupos |, Il, Ill e IV. No dia 0, os animais

receberam 10.000 larvas por via oral, sendo o pico do OPG detectado no 35° dia (seta), dando
inicio ao esquema terapéutico.

Tabela 15. Valores médios de linfécitos (cél/uL) nos animais dos grupos |, Il, lll e IV. No dia

0, os animais receberam 10.000 larvas por via oral, sendo o pico do OPG detectado no 35°

dia.

DIAS | GRUPO1 GRUPO 11 GRUPO 111 GRUPO 1V

0 17504235 1892+81 2379+526 2147£172
7 20244116 15454112 2357+313 21894409
14 1075+161 1956+286 2699+523 17424542
21 17144297 1192+149 1744+161 20294342
28 2022+194 17244385 22544245 23324372
35

(TRATAMENTO) 2138+£626 1916+£729 20244454 1686+419
42 | 2560+£275 2216262 2800+£565 23784429
48 1863+435 1766+489 2879+590 1666+325
53 2786+315 33944451 41414415 2951+426
67 3356+397 2751+£332 3740+£375 33714987
73 3589+476 31994554 4967+713 2643+547

a

a

a

a

Dados apresentados na forma de média + erro padrao da média.

* Indica diferenga estatisticamente significante (P < 0,05) em relagdo ao dia 35,42,48
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Ao analisarmos os resultados, observamos uma correlagdo positiva entre os
valores de linfocitos e OPG nos grupo | e Il, sendo esta correlagao significativa
apenas para o grupo | (Tab.16). Os grupos Il e IV apresentaram correlagao

negativa, porém sem significancia.

Tabela 16. Matriz de correlagdo entre OPG e a variavel linfécito para cada grupo.

Variavel OPG
I 11 111 v

Linfocitos 0,44 0,03 -0,35 -0,23

" indica correlagdo estatisticamente significante (P < 0,05) em relagio ao OPG para o grupo analisado.

5.6.7 Neutrofilos

Ao analisarmos os valores de neutréfilos, ndo encontramos nenhuma
diferenga significativa entre os grupos, nem mesmo entre os dias de tratamento
(Fig. 15, Tab. 17).

Neutroéfilos
3000
2 - l 77/ ‘\\“
% 2000 - = N ,,:—\—7 N —o—Grupo |
\ s a
§ J \-/ —a— Grupo I
% Grupo I
g 1000 - Grupo IV
X
0 T T T T T T T T T T
0 7 14 21 28 35 42 48 53 67 73
Dias
Figura 15: Valores médios de neutrdfilos (céls/uL) dos grupos |, I, Il e IV. No dia 0, os animais

receberam 10.000 larvas por via oral, sendo o pico do OPG detectado no 35° dia (seta), dando
inicio ao esquema terapéutico.
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Tabela 17. Valores médios de neutréfilos (cel/uL) nos animais dos grupos I, II, Il e IV. No dia
0, os animais receberam 10.000 larvas por via oral, sendo o pico do OPG detectado no 35°
dia.

DIAS | GRUPOI | GRUPOIl | GRUPOII | GRUPOIV |
0 2387+802 14304312 1009+118 17164315
7 27514984 2824+616 1994+220 1791+50
14 25714578 1613+99 1927+163 19424582
21 2176+143 22214252 1657+235 1962+441
28 20244457 2169+346 2485+376 2132+781
(TRA1;§ZENT0) 1990799 1664491 1917672 15364523
42 | 1995+413 | 1913£191 | 24144341 | 2076611
48 2063+305 1884+212 1720+257 1647+371
53 2084+327 16844209 2462+195 2345+508
67 | 2469+138 | 2517+451 |  1813+£264 |  2341+393

73 | 2216+198 | 1956x211 | 2149+389 | 23884877 |

Dados apresentados na forma de média + erro padrio da média

No entanto os animais do grupo |, apresentaram uma correlacdo negativa

entre neutrofilos e OPG com diferenga estatistica (Tab. 18).

Tabela 18. Matriz de correlagdo entre OPG e a variavel neutréfilo para cada grupo.

OPG
I 1l 11 v
Neutrdfilos 0,43 " -0,27 -0,27 0,41

" indica correlagdo estatisticamente significante (P < 0,05) em relagio ao OPG para o grupo analisado.

Variavel

5.6.8 Eosinodfilos

Nao observamos diferengas significativas nos valores de eosindfilos durante

o desenvolvimento da verminose. No entanto no 42° dia houve um aumento no
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numero de eosindfilos em todos os grupos. No 67° dia, observamos um aumento do
numero de eosindfilos nos animais do grupo | quando comparados aos demais
grupos, porém sem diferenga estatistica (Fig.16, Tab. 19). No 73° dia, observamos
que os animais do grupo IV apresentaram aumento no numero de eosinofilos em
relacdo aos animais dos demais grupos, e os animais do grupo lll apresentam o

menor numero de eosinofilos (Fig.16).

Eosindfilos
1000
) 800 -
= ~e | |——Grupo |
o a
§ 600 - ) —u— Grupo |l
3 l ) Grupo I
@ 400 - . /
@ = Grupo IV
R 200 |
0 T T T T T T T T T T
0 7 14 21 28 35 42 48 53 67 73
Dias
Figura 16: Valores médios de eosindfilos (céls/uL) dos grupos I, Il, 1l e IV. No dia 0, os animais

receberam 10.000 larvas por via oral, sendo o pico do OPG detectado no 35° dia (seta), dando

inicio ao esquema terapéutico.
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Tabela 19. Valores médios de eosinéfilos (céls/uL) nos animais dos grupos I, Il, lll e IV. No
dia 0, os animais receberam 10.000 larvas por via oral, e o tratamento iniciado no 35° dia.

DIAS | GRUPOI | GRUPOIl | GRUPOII | GRUPOIV |
0 385+76 147+56 108+62 134466
7 394+86 465+143 151429 146+67
14 630+178 552+180 318+44 231+42
21 579+168 326+72 242482 341495
28 368+102 324471 313+159 6344271
(TRAjszENTI» 3104284 247498 210438 356+367
42 9114242 661+307 5064228 766+373
48 492+85 628+212 350434 649+412
53 493+151 7314278 645+343 5414185

67 | 720+120 | 416£67 | 294+121 |  466+125 |

73 | 687£168 | 621«117 | 271111 | 854+648 |

Dados apresentados na forma de média + erro padrio da média

Ao correlacionarmos a contagem de eosindfilos e os valores de OPG,
observamos uma correlagdo negativa em todos os grupos, porem com diferenca

significativa nos animais do grupo | (Tab. 20).

Tabela 20. Matriz de correlagao entre OPG e a variavel eosinéfilo para cada grupo.

Variavel OPG
I 11 111 v
Eosindfilo -0,48 i -0,13 -0,37 -0,44

" indica correlagdo estatisticamente significante (P < 0,05) em relagio ao OPG para o grupo analisado.

5.6.9 Mondcitos
Os valores médios de mondcitos apresentaram-se dentro dos valores de

referéncia durante todo o experimento (Fig.17, Tab. 21), porém com variagoes

que sugerem uma resposta individual de cada animal.
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Figura 17: Valores médios de mondcitos (céls/uL) dos grupos I, Il, lll e IV. No dia 0, os animais

receberam 10.000 larvas por via oral, sendo o pico do OPG detectado no 35° dia (seta), dando
inicio ao esquema terapéutico.

Tabela 21. Valores médios de mondécitos (céls/pL) nos animais dos grupos I, Il, Il e IV. No
dia 0, os animais receberam 10.000 larvas por via oral, e o tratamento iniciado no 35° dia.
DIAS | GRUPOI | GRUPOIl | GRUPOII | GRUPOIV
0 94485 285+187 377+126 98+49
7 194462 51421 145+81 58+17
14 56437 132447 97+18 93423
21 165+62 67+20 45+8 60426
28 166+56 62421 198+37 48421
35
(TRATAMENTO) 13426 58494 140+110 45+12
42 | 86+39 | 39439 | 4116 | 27+13
48 124496 53+10 116+44 63+34
53 44429 58+34 57436 78+48
67 | 18+18 | 12+12 | 60+41 | 35+18
73 | 31+18 | 25+15 | 241108 | 30+30

Dados apresentados na forma de média + erro padrio da média
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5.7 Dosagem de Proteinas Plasmaticas

Em relagdo as proteinas plasmaticas, ndo observamos alteracdes
significativas. No entanto, como podemos observar na Fig. 18, ha uma discreta
redugao nos niveis de proteinas a partir do 21° dia apos a infecgdo a qual persiste
até o 35° dia (o pico do OPG), periodo de alta carga parasitaria. No 35° dia,
observamos que os valores de proteinas plasmaticas foram inferiores em relacao
aos demais dias (Tab.22). Apos o tratamento, os animais do grupo |V apresentaram
valores menores de proteinas plasmaticas em relagdo aos grupos que receberam
tratamento e os animais dos grupos | e Il apresentaram niveis maiores de proteinas

plasmaticas (Tab. 22).

Proteinas Plasmaticas

8
—e— Grupo |

- —&— Grupo I
3
o Grupo

57 Grupo V

4 T T T T T T T T T

0 7 14 21 28 35 42 48 53 67 73
Dias
Figura 18: Valores médios de proteinas plasmaticas (g/dL) dos grupos |, II, Ill e IV. No dia 0, os

animais receberam 10.000 larvas por via oral, sendo o pico do OPG detectado no 35° dia (seta)
dando inicio ao esquema terapéutico (valores de referencia 26,0).
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Tabela 22. Valores médios de proteinas plasmaticas (g/dL) nos animais dos grupos |, Il, lll e
IV. No dia 0, os animais receberam 10.000 larvas por via oral, e o tratamento iniciado no 35°
dia.

DIAS | GRUPOI | GRUPOIl | GRUPOII | GRUPOIV |
0 6.7£0.26 6.5+0.21 6.5+0.13 6.7+0.06
7 7.0£0.29 6.6+0.22 6.7+0.06 6.4+0.17
14 7.0£0.39 6.8£0.20 6.7£0.15 6.5+0.12
21 6.7+0.30 6.4+0.10 6.3£0.17 6.1+0.12
28 6.5+0.10 6.0+0.05 6.2+0.19 6.0+£0.10
(TRAT Nt o 6.0+0.73 6.0+0.54 6.040.33 5.840.20
42 6.2+0.32 6.0+0.08 5.7+£0.19 5.5+0.15
48 6.3+0.21 6.2+0.08 6.140.13 5.9£0.12
53 6.0£0.16 6.240.15 6.0+0.13 6.1+0.31
67 | 65013 | 67013 | 67017 |  59+0.12 |
73 | 64014 |  64%0.18 | 62013 | 57012 |
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6. DISCUSSAO

No Brasil ha diversos trabalhos mostrando que o Haemonchus € o principal
causador da verminose e afeta severamente as criagdes de ovinos e caprinos.
Nossos resultados corroboram com estes achados, uma vez que encontramos a
prevaléncia de Haemonchus spp nas coproculturas utilizadas para induzir a

verminose experimental.

Os resultados preliminares de OPG mostraram claramente a dificuldade no
controle da verminose em ovinos (Fig 1). Somente através de um tratamento
prolongado, alternado e ininterrupto com vermifugo, foi possivel controlar a
verminose natural (21 semanas de Tratamento). O uso alternado de diferentes
vermifugos foi uma estratégia que funcionou durante o tratamento, a fim de se
evitar o fenébmeno de resisténcia aos vermifugos utilizados. Além da dificuldade do

controle da verminose, o tratamento é de alto custo.

Nas duas ultimas décadas a ocorréncia de resisténcia a anti-helmintico tem
aumentado (Jackson, 1993; Waller, 1994; Borgsteede et al., 1997; van Wyk et al.,
1997; Prichard, 2001) devido ao uso intensivo e inadequado dos anti-helminticos,
muitas vezes administrados em sub-doses, aliado a problemas de manejo, os
quais tem selecionado cepas resistentes de Haemonchus spp, Trichostrongylus

spp e Ostertagia spp, a varios produtos (Ramos et al., 2002).

Desta forma, para os criadouros de ovinos, a busca de tratamentos
alternativos de baixo custo e o desenvolvimento de vacinas tornou-se cada vez

mais necessarios.

A suspensao de larvas utilizada para a inducdo da verminose nos ovinos foi
composta predominantemente de Haemonchus spp, sendo 94% de Haemonchus
spp, 2% de Ostertagia spp, 2% de outros (Trichostrongylus spp e S. papillosus)
(Fig. 2). Esses achados corroboram com relatos da literatura, onde o Haemonchus
contortus além de ser um dos mais patogénicos é altamente prevalente no Brasil
(Amarante, 2001). A verminose experimental foi iniciada no dia O através da
administracao de 10.000 larvas L3 por via oral, e a partir dai os animais foram
monitorados semanalmente. Como podemos observar na Figura 3, a verminose

experimental procedeu-se com sucesso, com alta carga parasitaria evidenciada no
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35° dia, com valores médios de OPG de 3000. Desta forma, o tratamento foi

iniciado seguindo o protocolo descrito no item métodos.

A avaliagao clinica era realizada semanalmente durante todo o periodo, e

todos os animais encontravam-se dentro dos parametros normais.

A partir dos resultados demonstrados na Figura 3, nota-se que a eliminagao
significativa de ovos nas fezes dos animais ocorreu apos 3 semanas da data em
que os animais foram infectados. Este periodo em que os parasitas nao
apresentaram ovos nas fezes € chamado de Periodo Pré Patente dos parasitas
(PPP), no qual ocorreram as transformacgdes larvais, de L3 a verme adulto, e
entdo comecgcaram a se reproduzir e eliminar seus ovos para o ambiente através
das fezes (Fortes, 1997).

Com o inicio do tratamento, os animais comegaram a apresentar niveis de
OPG diferentes entre si, como mostra a (Fig. 3). Os animais do grupo IV (controle)
apresentaram valores maiores de OPG em relagdo aos animais dos grupos |, Il e

[l em todo o periodo avaliado.

Apo6s o tratamento, os animais do grupo lll, tratados apenas com anti-
helmintico, apresentaram valores de OPG significativamente menores em relagéo
aos animais do grupo IV, como mostra a Tabela 2 nos dias 42, 48, 53, 63, 67 e 73.
Esses resultados ndo eram esperados, uma vez que O0s animais dos grupos
tratados com imunoestimulantes e anti-helmintico deveriam apresentar valores
menores de OPG em relacdo aos animais que s6 receberam o anti-helmintico. Os
resultados anteriores do nosso grupo mostraram eficacia do imunoestimulante
composto de LPS e P. acnes no desenvolvimento da verminose, utilizando o
modelo de verminose experimental, onde foi observado que animais que
receberam as larvas juntamente com o imunoestimulante, apresentaram niveis de
OPG significativamente menores em relagdo ao grupo controle, com aumento de
eosinofilos (Abel et al., submitted; Chen et al., 2005).

No presente trabalho, o imunoestimulante composto de LPS e P. acnes foi
utilizado no tratamento da verminose e nao na indugcdo da mesma. Além disso
neste trabalho, o LPS e P. acnes bem como o extrato de P. acnes foram
administrados juntamente com o anti-helmintico. A administragdo associada pode

ter inibido o efeito do imunoestimulante, devendo-se levar em consideragao que a
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resposta imune ja estava ativada, devido a alta carga parasitaria. Os resultados do
grupo |l foram muito semelhantes aos resultados do grupo Il (tratado apenas com
anti-helmintico), e como o numero de animais utilizados em cada grupo foi
pequeno aliado a variabilidade genética dos animais, estudos posteriores devem

ser realizados para comprovar os resultados do OPG.

O OPG ¢ o teste mais utilizado nos diagndsticos de rotina das helmintiases,
devido ao baixo custo e pela facilidade de execugao (Cabaret & Berrag, 2004).

Este teste estima a eficacia do anti-helmintico através da contagem de ovos.

No entanto, a contagem de OPG pode levar o pesquisador a um erro
analitico, pois causa situacdes de falso positivo (Grimshan et al., 1996) ou falso
negativo (Jackson, 1993) devido aos diferentes estagios larvais do parasita
(Jabbar et al., 2006). A correcdo dos valores de OPG para logaritmo, nao foi
eficiente para avaliar a eficacia de determinados anti-helminticos (Torgerson et al.,
2005). Para driblar esta situacao, testes in vitro tém sido desenvolvidos, onde
larvas L1 sdo colocadas em diferentes concentracbes de anti-helmintico, para
saber quantas larvas sdo capazes de se transformar para L3 (Hubert & kerbaueuf,
1992; Gill et al. 1995).

Sabendo da limitacdo do OPG para avaliar a eficacia do tratamento do anti-
helmintico associado a imunoestimulante, procuramos investigar se as diferencas

encontradas no OPG estavam associadas a resposta imune.

E conhecido que a imunoglobulina IgE desempenha papel importante na
resposta imune contra nematodeos gastrintestinais (Hagan, 1993; Pritchard, 1993;
Shaw et al., 1998).

Como podemos observar na Figura 4, os niveis de IgE comecaram a
aumentar no 21° permanecendo elevados até o 35° dia apdés a infeccgao,
coincidindo com o pico do OPG. Estes achados estdao de acordo com os estudos
de Kooyman et al. (1997), que observou um aumento nos niveis totais de IgE, em
ovinos infectados com Haemonchus contortus, apds 2-4 semanas do inicio da

infecgao.
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Resultados semelhantes foram encontrados pelo grupo de Shaw (1998),
onde evidenciaram o pico de IgE total entre 20-27 dias apds a infec¢do com

Trichostrongylus colubriformes em ovinos.

Todos os grupos apresentam correlagado negativa entre os valores de IgE e
o OPG, mostrando claramente a participagado da IgE na eliminagédo dos parasitas
(Tab 4) . Por outro lado somente o grupo |, tratado com LPS e P. acnes associado
ao anti-helmintico, apresentou uma correlagdo negativa significativa entre IgE e
OPG, podendo sugerir que a solugdao de LPS e P. acnes estimula a produgéo de
IgE. A correlagcé&o negativa entre os valores de IgE e OPG também foi observada
nos estudos de Kooyman et al. (1997) em ovinos infectados por Haemonchus
contortus. Em estudos posteriores, Gill et al. (2000) verificaram que ovinos
geneticamente resistentes a Haemonchus contortus apresentaram niveis elevados
de IgE e IgG1 com mastocitose local, quando comparados com ovinos
suscetiveis. Pernthaner et al. (2005) também evidenciou aumento de IgE mediada

por IL-5 em ovinos resistentes infectados por Trichostrongylus colubriformis.

Como podemos observar na Figura 4 a partir do 67° dia ap6s a infecgao,
os animais do grupo | apresentaram valores médios de IgE muito superiores em
relagdo aos demais grupos, sugerindo uma possivel agdo do imunoestimulante na
resposta imune humoral, mecanismo encontrado nos animais geneticamente

resistentes a infecgao.

E conhecido que os linfécitos T sdo ativados durante a resposta imune
contra aos helmintos, como demonstrado por alguns autores. Linfécitos T de
ovinos infectados ou imunizados com Haemonchus contortus, proliferam na
presenga de antigenos do parasita (Haig et al., 1989; Torgerson & Lloyd, 1993;
Schallig et al., 1994).

Apos a infeccdo experimental, os resultados dos experimentos in vitro
mostraram que os linfécitos T apresentaram maiores indices de proliferagao tanto
na presenca de Con-A (Fig. 5) quanto na presenca de extrato de larvas (Fig. 6) na
semana anterior como no pico de OPG (28°e 35° respectivamente). Esses dados
sugerem que os linfécitos T sdo ativados na vigéncia da infecgdo, tanto na
presenca de parasitas como na auséncia deste, caracterizando uma ativagao

resposta imune do hospedeiro frente ao parasita.
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No entanto na presenca de extrato de larvas o indice de proliferagao é
positivo nos grupos I, Il e IV, apenas nas datas referentes a alta carga
parasitaria (Fig.6), este dado nos mostra que ha uma forte correlagdo entre a
ativacdo de linfécitos e a carga parasitaria (Fig.6 e 3). Pernthaner et al. (2005)
também observou que respostas proliferativas na presenca de antigeno larval é
muito pequena quando comparada por aquelas induzidas por Con-A. Uma
justificativa para explicar os baixos indices de estimulagdo é a concentracao de
extrato de larvas utilizada ( 280 ug/ml), pode ter sido toxica para as células, o que

explicaria os baixos indices de estimulagdo encontrados (Fig. 6).

A diminuicdo dos indices de estimulacdo de linfoécitos T na presencga de
mitégeno pode ter ocorrido pelo inicio do tratamento no 35° dia (Fig. 6). Esses
resultados sugerem que com o tratamento a carga parasitaria diminuiu e
consequentemente a ativacao linfocitaria também, embora no 48° e 63° dia apos
a infeccdo os animais do grupo Il apresentaram indices proliferativos bastante
elevados com a média de IE=12,47 e IE=15,05, respectivamente. Estes resultados
sugerem que a P. acnes, mesmo apos a reducao do OPG, mantém a atividade
linfocitaria elevada. Este dado é extremamente importante ja que animais
geneticamente resistentes contam com a participagdo de linfécitos TCD4+
(Windon et al., 1987; Gill, 1991; Gill et al., 1993).

Sabendo-se que as verminoses sao bastante prejudiciais aos pequenos
ruminantes pois causam anemia e debilidade pelo habito hematdéfago dos
parasitas, os parametros hematolégicos dos animais de cada grupo foram

avaliados durante todo o experimento.

Os resultados da Figura 7 mostraram diminuicdo do numero de eritrocitos
no 21° ao 35° dia apds a infeccao, correspondendo ao momento de pico do OPG.
Neste periodo a média dos valores de eritrocitos de todos os grupos apresentou-
se abaixo dos valores normais. Com a eliminagdo dos vermes adultos pela agao
do anti-helmintico associado ou ndo ao imunoestimulante, os niveis de eritrocitos
se restabeleceram, no entanto os animais tratados com imunoestimulante (Fig.7)
apresentaram uma recuperagcao mais rapida, verificada uma semana apos o

tratamento, enquanto os animais do grupo lll tratados somente com o anti-
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helmintico, apresentaram uma recuperacgao lenta, restabelecendo os niveis de

normalidade apds quatro semanas da data do tratamento.

Os animais do grupo IV também apresentaram elevagdo no numero de
eritrocitos a partir do 67° dia, apesar deste aumento, o grupo IV ainda
permaneceu com valor médio abaixo do normal até o final do experimento (Fig.7).
Observamos também que animais do grupo IV apresentaram correlagdo negativa
significativa entre OPG e hemacias, comprovando que a alta carga parasitaria
pode provocar uma diminuicdo importante no numero de hemacias (Fig.7), como

evidenciado por Mattos et al. (2005).

A diminuicao nos valores de eritrocitos ocorre devido a expressao de pelo
menos duas proteinases, membros da superfamilia da catepsina B, pelo parasita
Haemonchus, as quais sao capazes de romper a membrana dos eritrécitos
(Hartman et al., 2001). Os niveis RNAm destas proteinas sao extremamente altos
em vermes adultos e baixos em larvas L3 e L4 (Pratt et al.,, 1990) o que justifica a
acao destas proteinases ja que nossos resultados demonstram o pico de OPG no
35° dia apos a infecgao refletindo portanto a maior quantidade de larvas adultas

no abomaso dos animais.

Em relagdo ao hematécrito, observamos uma diminui¢do dos valores entre
os dias 21° e 35° apos a infeccéo (Fig.8) correspondentes ao pico de OPG, mas
dentro dos valores de referéncia (Schalm et al., 1975), corroborando com achados
de Kawano et al. (2001). Mesmo apresentando alta carga parasitaria, nao
observamos quadro de anemia nos ovinos em todo o periodo, através de exame
clinico. Este fato sugere a capacidade de alguns ovinos resilientes de suportar
uma alta infestagéo parasitaria segundo Molento et al. (2004). Apds o 67° dia apds
a infeccdo, observou-se um aumento expressivo do hematdcrito, o que nao foi
verificado no grupo IV (Fig.8). Em todos os momentos analisados, apds o
tratamento, os animais do grupo IV apresentaram valores menores de hematdcrito

em relagdo aos animais dos demais grupos.

N&o observamos diferenga significativa nos valores de hemoglobina na
vigéncia da verminose (21° ao 35° dia apos a infecgédo). Apds o tratamento,
verificamos que os valores de hemoglobina no grupo IV (controle) permaneceram

menores em relagdo aos animais do grupos |, Il e lll. Os valores de hemoglobina
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permaneceram mais elevados nos dias 67° e 73°, nos animais dos grupos | e lll,

conforme mostra a (Fig.9) dentro dos valores de referencia.

Na Figura 11, verificamos que apds o esquema de tratamento, os animais
que receberam imunoestimulante e/ou anti-helmintico apresentaram niveis mais

elevados de CHCM em relagdo ao grupo controle (Grupo V).

N&o foram observadas diferencas estatisticas nos valores de VCM (Fig.12)

e HCM (Fig.10) no decorrer da infecgao.

Durante o tratamento verificou-se que os leucécitos apresentaram um
aumento significativo nos dias 53 e 67, quando comparados com os valores dos
dias 35 e 48. No dia 73 os valores obtidos foram significativamente maiores em
relagao aos dias 35, 42 e 48 (Tab. 14), nao foram obtidas diferengas entre grupos
e interagao entre grupo e dia. No entanto podemos observar um discreto aumento
na contagem dos leucécitos do grupo Il no 53° dia apds a infecgéo, e nos grupos |
e lll no 73° dia apds a infecgéo (Fig. 13). No entanto nao foi observado quadro de
leucocitose, ja que os valores observados encontravam-se dentro dos valores de

referéncia.

A partir do 53° dia, observamos aumento significativo nos valores absolutos
de linfécitos em todos os grupos em relagdo aos dias 35, 42 e 48. Entretanto
apenas o grupo | apresenta correlagao positiva significativa entre linfocitos e OPG,
indicando que na vigéncia da alta carga parasitaria o LPS e P. acnes foram

capazes de estimular linfocitos T, importantes na expulséo das larvas (Fig.14).

Os valores de mondcitos e neutréfilos mantiveram-se dentro dos limites de
referéncia, porém com variagdes que sugerem uma resposta individual de cada
animal, aparentemente nao tendo relagdo com o tratamento e sim com a
parasitose. Estes achados ja eram esperados uma vez que a agéo destas células
esta fortemente associada a infecgdes bacterianas (Adams, 1993). No entanto, os
animais do grupo | apresentaram correlagao negativa entre OPG e neutrdfilos, e
correlagao positiva entre linfécitos e OPG, indicando que ha uma diminuicdo de
neutréfilos concomitantemente com a elevagdo de linfocitos mostrando um
equilibrio na resposta imune celular neste grupo na tentativa de eliminagdo dos

parasitas.
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Eosindfilia tecidual e periférica € uma caracteristica comum das helmintoses.
Neste estudo nenhuma diferenca foi observada no numero de eosindfilos
circulantes. Este dado esta de acordo com os achados de Huntley et al. (1995),
Bisset et al. (1996) e Schallig et al. (1997).

No entanto, diversos autores tém confirmado a participacédo de eosindfilos na
eliminagéo das larvas, tanto através da indugéo por IL-5 (Dubucquoi et al., 1994;
Bao et al., 1996; Zhou et al., 1996; Rainbird et al., 1998; Gill et al., 2000), quanto
pela liberagcao de histamina proveniente da degranulagdo dos mastocitos (O’ Relly
et al., 2002; Arizmendi-Puga et al., 2006), além de experimentos in vitro
demonstrarem que eosinofilos sdo capazes de mobilizar a larva (Balic et al.,
2006).

Com base nestes achados é evidente que ha participagdo de eosindfilos na
eliminagcdo dos parasitas. A auséncia de eosinofilia periférica, mostrada neste
estudo, pode ser explicada pela acao local destas células no abomaso dos ovinos

infectados.

Entretanto ao analisarmos a correlacéo entre eosindéfilos e OPG, apenas o
grupo |, tratado com suspensao de LPS e P.acnes e anti-helmintico mostrou
correlagdo negativa significativa, sugerindo participagdo dos eosindfilos na

eliminacao das larvas.

Nos momentos de maior infestagdo parasitaria (35° dia apés a infecgéo),
os niveis de proteinas plasmaticas sofreram uma reducdo. Apds o tratamento,
verificamos um aumento nos niveis de proteinas plasmaticas nos animais dos
grupos |, Il e lll. A partir do 35° dia, os animais do grupo |V apresentaram valores

proteinas plasmaticas abaixo dos limites de referéncia.

Estes resultados corroboram com os achados de Fernandez et al. (2006),
Silva et al. (2002) e Jones et al. (2000), onde demonstraram que as parasitoses
gastrintestinais causam inflamacgao das paredes do trato gastrintestinal, causando
um sequestro de proteinas plasmaticas, além de prejudicar a absor¢cdo de

nutrientes pelo animal.

Os resultados apresentados neste trabalho mostraram que os tratamentos

aplicados aos grupos |, Il e lll foram capazes de reduzirem a carga parasitaria,
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sendo que o grupo lll (tratado somente com anti-helmintico) ao final do tratamento
apresentou OPG significativamente menor em relagdo aos animais dos demais

grupos. No entanto, diferengas imunoldgicas entre os grupos foram evidenciadas.

Os resultados demonstrados pelos animais do grupo | (imunoestimulante +
anti-helmintico), sugerem que o composto a base de LPS e P. acnes, estimula a
resposta imune, contra os parasitas, evidenciado pelo aumento de IgE,
recuperacgao rapida dos eritrécitos, ativagao de linfocitos T (in vitro), ativagao de
linfécito in vivo e finalmente ativacdo dos eosindfilos. Estes mecanismos
observados nos animais do grupo |, sdo os mesmos mecanismos descritos em
animais resistentes a infecgdo por nematddeos gastrintestinais (Windon et al.,
1987; Gill, 1991; Gill et al., 1993; Pernthaner et al., 2005).

Ao comparamos 0s animais do grupo | com os animais do grupo |l, notamos
que os animais tratados com P. acnes também apresentaram niveis elevados de
IgE (porém menor que o grupo |), ativagdo dos linfécitos T in vitro, e recuperagao
rapida dos eritrocitos; mesmo assim o tratamento mais eficiente, em relagao aos
parametros imunoldégicos, foi do grupo |. Por outro lado, os animais do grupo lll,

nao apresentaram diferengas significativas nos parametros imunoldégicos.

O mecanismo de acdo de moléculas imunoestimulantes sobre a resposta
imune vem sendo amplamente estudado. A recente descoberta dos Toll like
receptors (TLR) em Drosofilas (Stein et al., 1991) e posteriormente a identificagao
dos mesmos em mamiferos (Nomura et al., 1994; Medzhitov et al., 1997) pode

explicar em partes a agao destes adjuvantes bacterianos no sistema imune.

Os TLR sao proteinas presentes nas células apresentadoras de antigenos
(APC), e sao caracterizados pela presenca de um dominio extracelular com
leucinas repetitivas e uma regido intracelular (Werling & Jungi, 2003). Esses
receptores sdo capazes de reconhecer componentes encontrados nos patdégenos,
dentre esses componentes reconhecidos estdo o LPS (presente na parede de
bactérias gram negativas) e o acido lipotecoico (TLA) (presente na parede de
bactérias gram positivas) usados neste experimento. Além disto, os TLRs sao
cruciais ndo so6 por combater a infecgdo, mas também para fazer a conexao entre

a resposta imune inata e a resposta imune adaptativa.
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O LPS ao interagir com APC induz preferencialmente uma resposta Th1,
através da producgao de IL-12 (Werling & Jungi, 2003). Porém recentemente tem
sido mostrado que a ativagao via TLR por LPS induz uma resposta Th2 (Re &
Strominger, 2001), resposta que foi observada neste experimento no grupo tratado
com LPS, através da dosagem de IgE , proliferacéo de linfocitos e avaliagdo da

resposta imune celular.

Ainda néao esta claro como APCs induzem a diferenciacédo de linfécitos para
Th2 via TLR, porém o mecanismo parece estar envolvido com o TLR4, uma vez
que ratos com deficiéncia neste receptor quando expostos ha um alérgeno
apresentaram resposta Th2 reduzida (Dabbagh et al., 2002). Resultados de outros
grupos também mostraram que ha um envolvimento de TLR4 na polarizagcédo de
Th2 utilizando um produto da parede de um nematdédeo (Goodridge et al., 2005;
Harnet & Harnet, 2005). Por outro lado, um grupo de pesquisadores realizou um
experimento em um modelo de camundongo com TLR4, o qual tinha uma
mutagao de ponto e tornava-o ineficiente para a ligagéo de LPS, e o desafiou com
o mesmo produto nematédeo do experimento citado acima. Os resultados obtidos
demonstraram que parasita ativa o TLR por uma via diferente de LPS, porém o

mecanismo de ativacédo é semelhante (Harnett & Harnet, 2005).

Outros trabalhos mostraram que o imunoestimulante potencializa a resposta
imune pré-existente ao tratamento, ja que neste trabalho foi demonstrado que,
dependendo do esquema de tratamento, a bactéria P. acnes, pode suprimir ou
potencializar a resposta celular de um antigeno tipicamente Th2 (Braga et al.,
2003). Nesse estudo, utilizando um modelo murino de hipersensibilidade
imediata, no qual camundongos eram sensibilizados com clara de ovo de galinha
(CSO) no tecido subcutédneo e desafiados, 14 dias depois, com ovoalbumina
agregada (OVA) na pata, os animais desenvolveram uma reagéo local eosinofilica
tipicamente Th2. O protocolo empregado neste estudo é semelhante ao deste
trabalho, ja que os animais foram infectados previamente (resposta Th2) e depois
tratados. No entanto se ocorrer um pré-tratamento dos animais com P. acnes, por
via subcutanea, a resposta Th2 na pata dos animais € suprimida, induzindo
reacao de hipersensibilidade tardia (Th1) quando a ultima injegdo com a bactéria

ocorreu uma semana antes do implante com CSO.
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Acredita-se que os efeitos de imunomodulagdo da P.acnes estao
envolvidos com o TLR9 (Kalis et al., 2005). Recentemente Hemmi et al. (2000)
descobriu que este TLR é um receptor para ilhas CpG (citosina fosfato guanosina)
(regiao metilada do DNA rica em base C e G), as quais estao presentes no DNA
bacteriano. Diversos trabalhos tém mostrado que as CpG quando ligadas ao TLR9
sdo capazes de estimular linfocitos e APC, inclusive em ruminantes (Brown et al.,
1999; Rankin et al., 2001; Shoda et al., 2001; Zhang et al., 2001; Pontarollo et al.,
2002).

Estes resultados explicariam porque somente o grupo tratado com P. acnes
apresentou |IE elevados nas semanas seguintes ao tratamento, ja que neste
trabalho utilizamos P. acnes sonicada, desta maneira o DNA desta bactéria ficou
exposto e foi capaz de estimular linfocitos via TLR 9. Esta hipotese seria reforgada
pelo fato dos animais do grupo | ndo apresentarem estes IE elevados, uma vez
que este grupo foi tratado com a célula (inteira) inativada, ndo deixando portanto o

DNA exposto.

Com base em estudos, existem evidéncias da ligagédo do TLR 4 na resposta
contra infecgbes helminticas, geradas ou por prejuizos celulares (Shi et al., 2003)
ou por produtos dos proprios parasitas (Goodridge et al., 2005; Harnet et al.,
2005). Deve ser ressaltado que estudos demonstraram que o LPS se liga a este
receptor desencadeando uma resposta imune, seja ela Th1 ou Th2, de acordo

com a situacao e o patdgeno envolvido (Harnet et al., 2005; Thomas et al., 2005).

Desta forma estudos dos TLR e a agdo de adjuvantes bacterianos co-
administrados com drogas sintéticas, esclareceriam os mecanismos pelos quais
eles elicitam a resposta imune, assim permitiiam que estratégias terapéuticas

com doses eficientes fossem desenvolvidas.

Estudos realizados pelo nosso grupo estdo em andamento para uma
melhor compreensdao dos mecanismos imunoldgicos envolvidos pela agédo dos

imunoestimulantes na eliminagao dos helmintos em ovinos.
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CONCLUSAO

O uso dos imunoestimulantes P. acnes e do composto a base de LPS e P.
acnes em associagao ao anti-helmintico, ndo foram efetivos no tratamento da

verminose experimental pelo exame coproparasitologico (OPG).

O tratamento com o composto a base de LPS e P. acnes em associagao ao
anti-helmintico promoveu aumento na resposta imune celular e humoral nos
ovinos, evidenciado pelo aumento de IgE, eosindfilos, neutréfilos em
correlacdo "a diminuicdo do OPG, e aumento de linfocitos T em resposta ao

aumento da carga parasitaria.

A associagado entre o aumento da carga parasitaria e diminuigdo nos niveis
de eritrocitos pdde ser observada nos animais que nao receberam

tratamento.

Os mecanismos pelo quais os imunoestimulantes estdo modulando a
resposta imune dos ovinos, utilizando o modelo de verminose experimental,
nao esta claro, requerendo mais estudos, inclusive com base molecular para

esclarecer esta acao.
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ANEXOS
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OPG

Animal | Grupo Dias
14 21 28 35 42 48 53 63 67 73

1 [ 0 0 0 150 400 600 650 550 250 1650 | 125 600
2 v 0 100 0 500 2150 | 3100 | 4650 | 4100 | 3450 2450 | 2150 1250
3 Il 0 50 0 700 1300 1750 700 650 1000 450 | 450 550
4 Il 0 0 0 250 1500 | 2750 450 650 2100 1050 | 750 850
5 [ 0 50 0 200 1550 | 3650 1050 1200 650 650 | 1350 1200
6 [ 0 50 0 950 1400 | 3550 750 1100 1600 250 | 800 700
7 v 0 0 0 2400 350 700 700 950 700 1700 | 450 650
8 1] 0 0 0 1550 | 3750 | 3450 850 750 500 1500 | 1000 650
9 ] 0 0 0 2550 | 3400 | 5050 | 3500 1200 1050 1500 | 750 1050
10 v 0 0 0 450 2300 | 5700 1250 | 2600 1950 1950 | 1500 1550
11 [ 0 0 0 400 3550 | 4500 800 1350 1650 1600 | 1400 1550
12 1] 0 0 0 950 1850 1700 400 750 650 450 | 300 0

13 1] 0 100 0 150 800 1250 100 250 450 950 | 400 650
14 ] 0 0 0 1000 | 2450 | 2950 700 600 250 600 | 400 650
15 1] 0 0 0 1000 | 2700 | 5950 1050 750 200 500 | 600 1350

Anexo 1: Valores Individuais de OPG, realizado semanalmente. Resultados expressos em ovos por grama de fezes. Os animais
receberam tratamento no dia 35. Grupo I: composto misto de LPS (E. coli) + P. acnes e moxidectina; Grupo Il: P. acnes e
moxidectina; Grupo Illl: moxidectina; Grupo IV: salina (controle).
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IgE

Animal | Grupo Dias

0 7 14 21 28 35 42 48 53 67 73

1 I 8.72 6.3 13.64 | 14.07 [ 11.01 | 2012 | 11.72 [ 14.99 [ 8.51 35.9 29.9
2 v 0.33 0.78 7.51 2.69 8.12 2.33 0.72 1.3 8.51 0.21 1.01
3 Il 0.98 1.6 0.81 5.38 8.32 3.35 4.88 3.3 6.01 9.58 2.46
4 Il 1.56 1.21 2.55 14.4 7.16 7.97 6.08 7.87 8.89 9.11 8.49
5 I 1.09 3.8 2.38 8.33 8.51 7.2 11.7 5.55 4.95 4.15 1.95
6 | 0.44 1.58 1.98 8.25 5.62 7.36 7.8 9.46 3.7 1.25 3.3
7 v 3.17 2.19 1.81 3.57 6.1 8.07 2.92 6.42 1.67 2.61 8.19
8 11} 1.49 2.28 8.29 11.7 12.5 16.65 8.8 17.83 | 22.21 | 1.213 | 6.98
9 1] 0.24 1.58 1.85 11.39 9.31 11.37 | 7.46 2.56 8.23 11.67 | 4.49
10 v 7.32 8.24 4.11 13.28 8.11 15.2 13.01 | 11.48 | 4.14 10.94 1.8
11 I 4.77 8.72 0.29 4.49 8.72 2.27 3.6 0.44 6.5 3.9 0.05
12 1] 2.76 3.49 0.49 5.75 5.52 5.69 1.04 0.8 1.63 6.01 2.73
13 11} 6.06 5.4 2.19 7.3 6.1 8.34 3.16 5.89 3.4 2.91 1.63
14 Il 9.21 9.63 4.07 13.83 9.56 1411 | 16.96 | 11.79 | 10.15 3.88 9.64
15 1] 4.93 6.69 2.77 8.1 5.6 5.06 4.4 1.09 3.43 3.57 2.45

Anexo 2: Valores individuais de IgE, dosado semanalmente. Resultados expressos em U/mL. Os animais receberam tratamento
no dia 35. . Grupo |: composto misto de LPS (E. coli) + P. acnes e moxidectina; Grupo IlI: P. acnes e moxidectina; Grupo Il
moxidectina; Grupo IV: salina (controle).
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Proliferagcao — Con-A

Animal | Grupo Dias

0 7 14 21 28 35 42 48 63
1 I 30.3 3.53 2.19 2.98 2.25 14.37 4.89 0.88 7.3
2 IV 1.26 0.78 1.52 1.16 11.72 11.26 2.44 5.89 6.5
3 Il 0.71 0.79 0.8 1.22 8.7 1.02 3.04 2.19 28.2
4 Il 1.12 1.77 1.63 1.5 4.23 10.39 2.61 0.82 9.5
5 I 1.51 1.56 1.12 1.93 7.85 4.21 13.29 2.1 9.42
6 I 1.17 1.05 1.4 2.67 9.92 8.39 5.22 8.96 8.2
7 v 2.05 0.95 1.99 0.94 7.83 9.1 7.83 5.18 4.91
8 1] 0.41 1.09 1.04 7.89 7.26 8.25 6.78 0.66 3.66
9 Il 4.87 4.26 1.51 0.87 13.88 6.94 5.4 3.1 10.2
10 IV 3.77 1.44 1.57 1.12 1.07 1.86 2.18 6.45 2.5
11 I 3.76 2.18 3.94 3.3 4.03 6.86 4.19 12.56 5.34
12 1] 3.21 1.07 2.98 1.99 15.12 7.62 6.74 4.72 5.12
13 1] 0.66 1.5 10.46 6.57 5.45 6.32 2.24 2.71 2.13
14 Il 20.19 0.79 8.98 1.92 26.76 6.72 2.91 43.77 12.3
15 1] 1.12 14.18 7.31 5.56 24.58 12.86 2.37 10.87 1.89

Anexo 3: Valores individuais do indice de estimulacdo de linfocitos in vitro na presenca do mitdégeno Con-A, realizados durante
todo o experimento. Considera-se o indice de estimulagao positivo = 2,0. Os animais receberam tratamento no dia 35. Grupo I:
composto misto de LPS (E. coli) + P. acnes e moxidectina; Grupo II: P. acnes e moxidectina; Grupo Ill: moxidectina; Grupo IV:
salina (controle).
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Proliferagcao — Extrato de Larvas

Animal | Grupo Dias

0 7 14 21 28 35 42 48 63
1 [ 1.77 2.63 0.39 0.55 3.5 2.69 2.76 0 0.12
2 v 0.7 1.82 0.71 0.93 1.71 1.54 0.94 0.21 1.24
3 Il 1.07 0.38 0.15 0.21 0.15 0.23 0.08 0.23 1.23
4 Il 1.77 0.31 0.74 0.74 1.26 0.75 1.75 1.77 0.82
5 I 0.8 0.33 0.62 0.92 0.52 1.09 1.19 1.12 0.33
6 I 0.34 0.55 0.58 0.69 0.43 2.47 1.55 1.47 0.98
7 IV 0.69 0.41 0.48 0.68 2.05 1.23 1.88 1.23 0.4
8 1] 0.99 0.76 0.53 0.7 1.85 2.22 2.41 1.25 0.94
9 Il 0.73 0.42 0.5 0.48 4.16 2.45 1.46 0.67 0.75
10 v 0.17 1.03 0.89 0.23 0.81 6.52 0.79 2.1 1.37
11 [ 1.83 1.36 0.68 0.55 0.45 0.21 0.87 1.56 1.31
12 1] 1.31 0.37 0.98 0.82 3.1 0.76 1.72 1.01 0.64
13 1] 0.37 0.76 0.97 0.89 5.32 3.25 1.23 1.16 1.14
14 Il 1.09 1.15 6.16 0.48 3.19 2.45 2.45 1.59 1.33
15 1] 1.89 0.21 0.7 0.79 8.1 2.89 2.31 0.88 0.85

Anexo 4: Valores individuais do indice de estimulagdo de linfocitos in vitro na presenca de extrato de larvas, realizados durante
todo o experimento. Considera-se o indice de estimulagao positivo = 2,0. Os animais receberam tratamento no dia 35. Grupo I:
composto misto de LPS (E. coli) + P. acnes e moxidectina; Grupo II: P. acnes e moxidectina; Grupo Ill: moxidectina; Grupo IV:
salina (controle).
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Eritrocitos

Animal | Grupo Dias
0 7 14 21 28 35 42 48 53 67 73
1 [ 7.98 7.71 6.56 6.36 6.65 8.06 11.2 8.16 8.25 9.52 9.63
2 IV 9.79 8.63 8.42 7.49 7.83 6.01 6.13 6.11 5.67 7 7.04
3 Il 9.36 9.04 9.16 8.79 8.32 8.61 10.17 | 8.76 9.48 12.89 | 10.28
4 Il 10.63 7.43 8.93 7.42 7.07 10.17 | 10.14 | 8.38 9.24 9.73 8.46
5 [ 9.56 10.91 | 12.08 | 8.77 8.54 8.03 8.19 8.9 7.84 8.97 11.57
6 [ 7.34 8.56 8.8 7.55 8.22 6.24 7.82 8.07 7.87 10.19 | 8.59
7 IV 10.83 7.91 9.15 7.64 7.52 8 10.88 | 10.32 9.3 10.51 9.97
8 1] 7.6 8.16 8.77 7.94 7.33 8.28 10.94 | 9.47 8.64 12.31 | 10.65
9 Il 7.2 7.76 7.39 7.32 6.19 7.57 7.96 7.45 8.22 14.57 | 8.87
10 v 7.7 7.14 7.67 7.76 7.84 7.51 6.75 6.5 6.91 8.57 8.16
11 [ 8.8 9.8 10.96 | 8.37 7.37 6.52 10.03 8.8 9.09 10.74 | 9.94
12 1] 6.3 7.18 8.08 6.94 8.13 6.31 9.05 8.29 8.51 9.33 10.7
13 1] 8.12 8.64 9.42 7.32 9.95 8.87 7.88 9.64 11.53 15 11.29
14 Il 8.6 7.72 8.69 9.5 7.98 8.26 8.57 7.7 9.66 11.54 | 8.43
15 1] 8 7.48 8.7 8.58 7.65 6.39 7.27 7.37 8.3 8.79 8.84

Anexo 5: Valores individuais de eritrocitos, realizados semanalmente. Resultados expressos em 1 x 106/pL. Os animais
receberam tratamento no dia 35. Grupo I: composto misto de LPS (E. coli) + P. acnes e moxidectina; Grupo Il: P. acnes e
moxidectina; Grupo lll: moxidectina; Grupo IV: salina (controle).
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Hemoglobina

Animal | Grupo Dias

0 7 14 21 28 35 42 48 53 67 73
1 I 8.5 8.7 7.5 7.8 9.4 10.2 10.4 10.3 9.4 11.5 11.6
2 IV 9.3 9.7 8.9 7.7 8.5 7.8 8 7.2 7.6 9.2 9.3
3 Il 10 10.8 11.1 10.3 8.2 10.7 9.6 10.7 10.5 12.8 12.4
4 Il 9.3 10.1 10.9 9.8 10.4 10.1 10.4 11.4 10.8 12 10.9
5 I 10.5 12.1 11.5 10.5 10.8 9.8 11 11.2 9.6 12.3 11.9
6 | 10.7 10.2 10.3 9.3 10.2 9.1 10.4 10.7 10.2 12 11.7
7 IV 9.3 10.7 10.4 9.2 10.6 10.9 11.5 10.7 11.8 11.6 12
8 1] 8.5 9.5 10.2 8.7 10.2 9.5 10 11.3 10.3 11.9 11.7
9 Il 8.5 9.6 9.7 8.5 8.5 7.8 8.5 8.7 9.1 10.3 10.3
10 v 8 9.1 9.6 8.9 9.3 8.9 8.8 8.6 8 9.9 10.1
11 [ 11.5 12.3 11.7 10.7 10.8 9.5 11.3 11.4 11.3 13.3 13.1
12 1] 8.2 9.2 10.5 8.2 9.5 10.3 11.5 11.9 11.4 12.9 11.9
13 1] 8.5 10 10.8 9.5 11.3 10.7 8.9 11.2 11.1 12.9 12
14 Il 8.5 9.2 9.7 8.4 9.1 9.4 9 9.8 10.2 11.5 10.9
15 1] 9.8 10.1 10.8 8.9 10 8.6 9.4 11.3 10.5 12.3 11.1

Anexo 6: Valores individuais referentes a dosagem de Hemoglobina, realizada semanalmente. Resultados expressos em g/dL.
Os animais receberam tratamento no dia 35. Grupo |: composto misto de LPS (E. coli) + P. acnes e moxidectina; Grupo II: P.
acnes e moxidectina; Grupo Ill: moxidectina; Grupo |V: salina (controle).
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Hematoécrito

Animal | Grupo Dias
0 7 14 21 28 35 42 48 53 67 73
1 I 26 26 23 24 26 28 31 30 28 31 31
2 v 30 30 28 25 24 23 24 24 27 25 27
3 Il 29 31 33 30 30 28 27 31 29 35 34
4 Il 30 32 33 32 30 30 31 35 32 34 33
5 I 29 36 34 33 30 28 30 32 29 31 35
6 I 30 30 31 29 29 27 31 31 30 32 32
7 v 35 33 33 24 29 32 35 34 35 32 34
8 1] 27 29 30 31 29 28 30 32 30 32 32
9 Il 25 27 29 26 24 22 25 25 25 28 29
10 v 26 28 30 30 27 26 27 26 24 29 30
11 I 36 38 35 29 31 27 34 34 34 36 37
12 1] 24 27 29 25 27 28 30 34 33 35 34
13 1] 25 29 32 30 31 29 25 32 32 38 37
14 Il 26 29 29 26 26 26 27 27 29 33 30
15 1] 30 30 30 29 28 25 28 32 29 34 31

Anexo 7: Valores individuais de Hematdcrito, realizado semanalmente. Resultados expressos em %. Os animais receberam
tratamento no dia 35. Grupo |: composto misto de LPS (E. coli) + P. acnes e moxidectina; Grupo Il: P. acnes e moxidectina;
Grupo lll: moxidectina; Grupo IV: salina (controle).
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VCM

Animal | Grupo Dias

0 7 14 21 28 35 42 48 53 67 73
1 [ 32.6 33.7 35.1 37.7 39.1 34.7 27.7 36.8 33.9 32,6 32.2
2 v 30.6 34.8 33.3 33.4 30.7 38.3 39.2 39.3 47.6 35,7 38.4
3 Il 31 34.3 36 34.1 36.1 32.5 26.5 35.4 30.6 27,2 33.1
4 Il 28.2 43.1 37 43.1 42.4 29.5 30.6 41.8 34.6 34,9 39
5 [ 30.3 33 28.1 37.6 35.1 34.9 36.6 36 37 34,6 30.3
6 [ 40.9 35 35.2 38.4 35.3 43.3 39.6 38.4 38.1 31,4 37.3
7 v 32.3 41.7 36.1 31.4 38.6 40 32.2 32.9 37.6 30,4 34.1
8 1] 35.5 35.5 34.2 39 39.6 33.8 27.4 33.8 34.7 26,0 30
9 Il 34.7 34.8 39.2 35.5 38.8 29.1 31.4 33.6 30.4 19,2 32.7
10 v 33.8 39.2 39.1 38.7 34.4 34.6 40 40 34.7 33,8 36.8
11 [ 40.9 38.8 31.9 34.6 42.1 41.4 33.9 38.6 37.4 33,5 37.2
12 1] 38.1 37.6 35.9 36 33.2 44 .4 33.1 41 38.8 37,5 31.8
13 1] 30.8 33.6 34 41 31.2 32.7 31.7 33.2 27.8 25,3 32.8
14 Il 30.2 37.6 33.4 27 .4 32.6 31.5 31.5 35.1 30 28,6 35.6
15 1] 37.5 40.1 34.5 33.8 36.6 39.1 38.5 43.4 34.9 38,7 35.1

Anexo 8: Valores individuais de VCM, realizado semanalmente. Resultados expressos em fL. Os animais receberam tratamento
no dia 35. Grupo |I: composto misto de LPS (E. coli) + P. acnes e moxidectina; Grupo Il: P. acnes e moxidectina; Grupo lll:
moxidectina; Grupo IV: salina (controle).
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HCM

Animal | Grupo Dias
0 7 14 21 28 35 42 48 53 67 73

1 I 10.6 11.3 11.4 12.3 14 .1 12.7 9.3 12.6 11.4 12.1 12

2 v 9.5 11.2 10.6 10.3 10.9 13 13.1 11.8 13.4 13.1 13.2
3 Il 10.7 11.9 12.1 11.7 9.9 12.4 9.4 12.2 11.1 9.9 12.1
4 Il 8.8 13.6 12.2 13.2 14.7 9.9 10.3 13.6 11.7 12.3 12.9
5 I 11 11.1 9.5 12 12.6 12.1 13.4 12.6 12.2 13.7 10.3
6 [ 14.5 11.9 11.7 12.3 12.4 14.6 13.3 13.3 13 11.8 13.6
7 IV 8.6 13.5 114 12 14.1 13.6 10.6 10.4 12.7 11 12

8 1] 11.2 11.6 11.6 11 13.9 11.4 9.1 11.9 11.9 9.7 11

9 Il 11.8 12.4 13.1 11.6 13.7 10.3 10.7 11.7 11.1 7.1 11.6
10 v 10.4 12.7 12.5 11.5 11.9 11.9 13 13.2 11.6 11.6 12.4
11 [ 13.1 12.6 10.7 12.8 14.7 14.6 11.3 13 12.4 12.4 13.2
12 1] 13 12.8 13 11.8 11.7 16.3 12.7 14.4 13.4 13.8 11.1
13 1] 10.5 11.6 11.5 13 11.4 12 11.3 11.6 9.6 8.6 10.6
14 Il 9.9 11.9 11.2 8.8 11.4 11.3 10.5 12.7 10.6 10 12.9
15 1] 12.3 13.5 12.4 10.4 13.1 13.5 12.9 15.3 12.7 14 12.6

Anexo 9: Valores individuais de HCM, realizado semanalmente. Resultados expressos em pg. Os animais receberam tratamento
no dia 35. Grupo |I: composto misto de LPS (E. coli) + P. acnes e moxidectina; Grupo Il: P. acnes e moxidectina; Grupo llI:
moxidectina; Grupo IV: salina (controle).
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CHCM

Animal | Grupo Dias

0 7 14 21 28 35 42 48 53 67 73
1 I 32.7 33.5 32.6 32.5 36.2 36.4 33.5 34,3 33.6 37.1 37.4
2 IV 31.1 32.3 31.8 30.8 35.4 33.9 33.3 30,0 281 36.8 34.4
3 Il 34.5 34.8 33.6 34.3 27.3 38.2 35.6 34,5 36.2 36.6 36.5
4 Il 31.1 31.6 33 30.6 34.7 33.7 33.5 32,6 33.8 35.3 33
5 I 36.2 33.6 33.8 31.8 36 34.8 36.7 35,0 33.1 39.7 34
6 I 35.5 34 33.2 32.1 35.2 33.7 33.5 34,5 34 37.5 36.6
7 \" 26.6 32.4 31.5 38.3 36.6 33.9 32.9 31,5 33.7 36.3 35.3
8 1] 31.4 32.8 34 28.1 35.2 33.8 33.3 35,3 34.3 37.2 36.6
9 Il 34 35.6 33.4 32.7 35.4 35.5 34 34,8 36.4 36.8 35.5
10 v 30.7 32.5 32 29.7 34.4 34.2 32.6 33,1 33.3 34.1 33.7
11 I 31.9 32.4 33.4 36.9 34.8 35.2 33.2 33,5 33.2 36.9 35.4
12 1] 34 34.1 36.2 32.8 35.2 36.8 38.3 35,0 34.5 36.9 35
13 1] 34 34.5 33.8 31.7 36.5 36.7 35.6 35,0 34.7 33.9 32.4
14 Il 32.7 31.7 33.4 32.3 35 36 33.3 36,3 35.2 34.8 36.3
15 1] 32.7 33.7 36 30.7 35.7 34.4 33.6 35,3 36.2 36.2 35.8

Anexo 10: Valores individuais de CHCM, realizado semanalmente. Resultados expressos em %. Os animais receberam
tratamento no dia 35. Grupo |: composto misto de LPS (E. coli) + P. acnes e moxidectina; Grupo Il: P. acnes e moxidectina;
Grupo lll: moxidectina; Grupo IV: salina (controle).

95



Leucocitos Totais

Animal | Grupo Dias

0 7 14 21 28 35 42 48 53 67 73
1 I 6825 | 8085 | 6983 | 5460 | 4200 | 5250 | 6668 | 4253 | 5723 | 6563 | 5723
2 \Y 3308 | 4883 | 3990 | 4305 | 4568 | 3150 | 4568 | 3518 | 7088 | 6510 | 3465
3 Il 4043 | 6143 | 4515 | 3465 | 4725 | 3150 | 5250 | 5040 | 6458 | 6563 | 6405
4 Il 3518 | 3255 | 4673 | 3308 | 4463 | 4830 | 6038 | 4935 | 6615 | 5145 | 5618
5 I 2783 | 4673 | 3780 | 4358 | 3308 | 3780 | 4515 | 4200 | 3938 | 5093 | 6720
6 I 4043 | 3675 | 4043 | 3675 | 5513 | 3623 | 4778 | 4673 | 5985 | 7560 | 6930
7 \Y 4095 | 4358 | 3990 | 4725 | 7403 | 5093 | 7560 | 5880 | 6458 | 8190 | 9765
8 1] 2730 | 4253 | 4725 | 3255 | 4305 | 4463 | 6563 | 3570 | 7560 | 5513 | 8085
9 Il 3518 | 3675 | 3728 | 4095 | 3990 | 3623 | 3990 | 3308 | 5145 | 4988 | 6668
10 \Y 4883 | 3308 | 3990 | 4148 | 3465 | 2625 | 3413 | 2678 | 4200 | 3938 | 4515
11 I 4358 | 4988 | 3675 | 5040 | 5303 | 5250 | 6248 | 5040 | 5985 | 7035 | 6720
12 1] 4620 | 5828 | 5618 | 5040 | 5040 | 4988 | 7665 | 5460 | 8348 | 7245 | 9398
13 1] 4988 | 4673 | 6143 | 3255 | 7298 | 4725 | 4200 | 7455 | 7770 | 6510 | 7770
14 Il 3938 | 3465 | 4095 | 4358 | 3938 | 3938 | 5250 | 4043 | 5250 | 6090 | 4515
15 1] 3150 | 3833 | 3675 | 3203 | 4358 | 2940 | 4620 | 3780 | 5513 | 4358 | 4883

Anexo 11: Valores individuais referentes a contagem total de leucécitos, realizada semanalmente. Resultados expressos em
cels/pL. Os animais receberam tratamento no dia 35. Grupo |: composto misto de LPS (E. coli) + P. acnes e moxidectina; Grupo
lI: P. acnes e moxidectina; Grupo Ill: moxidectina; Grupo IV: salina (controle).
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Linfocitos

Animal | Grupo Dias
0 7 14 21 28 35 42 48 53 67 73
1 I 1706.5 | 1778.7 | 1606.1 | 2184.0 | 1762.0 | 1470.0 | 2067.1 | 680.5 | 2117.5| 3019.0 | 2289.2
2 IV 2150.2 | 2783.3 | 2992.5 | 2798.3 | 3151.9 | 1606.5 | 2649.4 | 2040.4 | 3331.4 | 3906.0 | 2321.6
3 Il 1819.4 | 1597.2 | 2076.9| 797.0 | 1512.0 | 1386.0 | 2887.5 | 1864.8 | 3358.2 | 3347.1 | 3394.7
4 Il 1759.0 | 1790.3 | 2616.9 | 1521.7 | 2722.4 | 2994.6 | 2294.4 | 3109.1 | 4564.4 | 3087.0 | 3820.2
5 [ 1252.4 | 2336.5 | 1701.0 | 1961.1 | 1852.5 | 2381.4 | 3070.2 | 2226.0 | 2441.6 | 2393.7 | 4300.8
6 I 2385.4 | 1984.5| 1293.8| 845.3| 1874.4 | 1811.5| 2102.3 | 1822.5 | 3531.2 | 3931.2 | 3465.0
7 \" 1801.8 | 2527.6 | 1077.3 | 1795.5 | 2146.9 | 2139.1 | 2948.4 | 1940.4 | 3422.7 | 4750.2 | 3710.7
8 1] 1337.7 | 1913.9 | 1984.5 | 1529.9 | 2238.6 | 1919.1 | 3872.2 | 1856.4 | 4006.8 | 3859.1 | 4931.9
9 Il 1864.5 | 1543.5 | 1901.3 | 1228.5| 1795.5 | 1630.4 | 1635.9 | 959.3 | 3292.8 | 2743.4 | 4000.8
10 v 2490.3 | 1257.0 | 1157.1 | 1493.3 | 1697.9 | 1312.5| 1535.9 | 1017.6 | 2100.0 | 1457.1 | 1896.3
11 I 1656.0 | 1995.2 | 992.3 | 1864.8 | 2598.5 | 2887.5 | 2999.0 | 2721.6 | 3052.4 | 4080.3 | 4300.8
12 1] 3049.2 | 3088.8 | 3089.9 | 2217.6 | 2116.8 | 2693.5 | 3679.2 | 3221.4 | 4257.5 | 4491.9 | 6390.6
13 1] 3491.6 | 2663.6 | 3993.0 | 1562.4 | 2919.2 | 1748.5 | 1848.0 | 4398.5 | 5158.2 | 3906.0 | 5516.7
14 Il 2126.5 | 1247.4 | 1228.5 | 1220.2 | 866.4 | 1654.0 | 2047.5 | 1132.0 | 2362.5 | 1827.0 | 1580.3
15 1] 1638.0 | 1763.2 | 1727.3 | 1665.6 | 1743.2 | 1734.6 | 1801.8 | 2041.2 | 3142.4 | 2702.0 | 3027.5

Anexo 12: Valores individuais referentes a contagem de linfécitos, realizada semanalmente. Resultados expressos em cels/uL.
Os animais receberam tratamento no dia 35. Grupo |: composto misto de LPS (E. coli) + P. acnes e moxidectina; Grupo II: P.
acnes e moxidectina; Grupo Ill: moxidectina; Grupo IV: salina (controle).
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Neutrofilos

Animal | Grupo Dias
0 7 14 21 28 35 42 48 53 67 73
1 I 4777.5 | 5659.5 | 4259.6 | 2511.6 | 1722.0 | 2992.5 | 3000.6 | 2849.5 | 2689.8 | 2756.5 | 2747.0
2 IV 9924 | 19044 | 5985 | 947.1| 1050.6 | 1260.0 | 1461.8 | 1090.6 | 3331.4 | 1822.8 | 866.3
3 Il 2183.2 | 3685.8 | 1760.9 | 2286.9 | 2882.3 | 1638.0 | 2100.0 | 2469.6 | 2260.3 | 2822.1 | 2433.9
4 Il 1688.6 | 4074.2 | 1588.8 | 1488.6 | 1517.4 | 1545.6 | 2354.8 | 1529.9 | 1719.9 | 1697.9 | 1404.5
5 [ 1363.7 | 1628.3 | 1663.2 | 1961.1 | 1157.8 | 1134.0 | 993.3 | 1596.0 | 1336.9 | 2291.9 | 1881.6
6 I 1576.8 | 1470.0 | 2304.5 | 2315.3 | 3307.8 | 1630.4 | 1863.4 | 2243.0 | 1735.7 | 2646.0 | 2286.9
7 \" 2006.6 | 1748.2 | 2553.6 | 2409.8 | 3923.6 | 2139.1 | 3299.6 | 2352.0 | 2066.6 | 3112.2 | 3906.0
8 1] 1337.7 | 1998.9 | 2315.3 | 1595.0 | 1894.2 | 2097.6 | 2559.6 | 1392.3 | 3024.0 | 1433.4 | 2910.6
9 Il 1020.2 | 1874.3 | 1342.1 | 2538.9 | 1635.9 | 1739.0 | 1675.8 | 1918.6 | 1389.2 | 1895.4 | 2000.4
10 v 2148.5 | 1720.2 | 2673.3 | 2530.3 | 1420.7 | 1207.5 | 1467.6 | 1499.7 | 1638.0 | 2087.1 | 2393.0
11 I 1830.4 | 2244.6 | 2058.0 | 1915.2 | 1909.1 | 2205.0 | 2124.3 | 1562.4 | 2573.6 | 2180.9 | 1948.8
12 1] 785.4 | 2564.3 | 2078.7 | 2318.4 | 2116.8 | 1895.4 | 2989.4 | 1856.4 | 2420.9 | 2101.1 | 2725.4
13 1] 997.6 | 14954 | 1658.6 | 1497.3 | 3576.0 | 2646.0 | 1428.0 | 2385.6 | 2253.3 | 2408.7 | 1398.6
14 Il 827.0 | 1663.2 | 1760.9 | 2571.2 | 2638.5 | 1732.7 | 1522.5 | 1617.2 | 1365.0 | 3654.0 | 1986.6
15 1] 913.5] 1916.5 | 1653.8 | 1217.1 | 2353.3 | 1029.0 | 2679.6 | 1247.4 | 2150.1 | 1307.4 | 1562.6

Anexo 13: Valores individuais referentes a contagem de neutrdfilos, realizada semanalmente. Resultados expressos em cels/pL.
Os animais receberam tratamento no dia 35. Grupo |: composto misto de LPS (E. coli) + P. acnes e moxidectina; Grupo II: P.
acnes e moxidectina; Grupo Ill: moxidectina; Grupo IV: salina (controle).
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Mondcitos

Animal | Grupo Dias

0 7 14 21 28 35 42 48 53 67 73
1 I 0.0 161.7 0.0 0.0 126.0 | 52.5 66.7 0.0 57.2 0.0 57.2
2 IV 99.2 97.7 119.7 | 86.1 0.0 31.5 45.7 70.4 0.0 65.1 0.0
3 Il 0.0 0.0 45.2 34.7 0.0 0.0 0.0 50.4 129.2 0.0 0.0
4 Il 0.0 97.7 140.2 | 66.2 89.3 0.0 0.0 49.4 0.0 0.0 56.2
5 [ 27.8 | 327.1 75.6 174.3 | 165.4 0.0 90.3 0.0 0.0 0.0 67.2
6 I 0.0 36.8 161.7 | 183.8 | 55.1 0.0 0.0 93.5 119.7 0.0 0.0
7 \" 0.0 43.6 119.7 | 94.5 74.0 50.9 0.0 1176 | 64.6 0.0 0.0
8 1] 54.6 1276 | 1418 | 32.6 129.2 | 267.8 0.0 35.7 151.2 0.0 80.9
9 Il 3518 | 36.8 | 261.0 | 1229 | 79.8 36.2 0.0 33.1 1029 | 49.9 0.0
10 \Y 195.3 | 3341 39.9 0.0 69.3 52.5 34.1 0.0 168.0 | 394 90.3
11 I 348.6 | 2494 | 1470 | 3024 | 318.2 0.0 187.4 | 403.2 0.0 70.4 0.0
12 1] 554 .4 0.0 1124 | 50.4 151.2 | 1496 | 76.7 54.6 0.0 0.0 94.0
13 1] 299.3 | 373.8 | 614 65.1 2919 | 1418 | 420 | 223.7 | 771.7 65.1 543.9
14 Il 787.6 | 69.3 81.9 43.6 78.8 1969 | 157.5 | 80.9 0.0 0.0 45.2
15 1] 598.5 | 76.7 73.5 320 | 2179 0.0 46.2 151.2 0.0 174.3 | 244.2

Anexo 14: Valores individuais referentes a contagem de mondcitos, realizada semanalmente. Resultados expressos em cels/pL.
Os animais receberam tratamento no dia 35. Grupo |: composto misto de LPS (E. coli) + P. acnes e moxidectina; Grupo II: P.
acnes e moxidectina; Grupo Ill: moxidectina; Grupo IV: salina (controle).
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Eosinodfilo

Animal | Grupo Dias
0 7 14 21 28 35 42 48 53 67 73
1 I 341.3| 566.0 | 1117.3| 764.4| 588.0| 735.0| 1533.6| 723.0| 858.5| 787.6| 629.5
2 IV 66.2 97.7| 279.3| 473.6| 3654 | 2520| 4111| 316.6| 4253| 716.1| 277.2
3 Il 40.4| 860.0| 632.1] 346.5| 330.8| 126.0| 262.5| 655.2| 7104 | 393.8| 576.5
4 Il 704 | 293.0| 3271 2316| 1339| 289.8| 181.1| 246.8| 330.8| 360.2| 337.1
5 [ 189.2 | 3271 | 640.2| 261.5| 132.3| 1646 | 361.2| 378.0| 157.8| 4074 | 4704
6 I 485.2| 183.8| 283.0| 330.8| 275.7| 181.3| 812.3| 514.0| 598.5| 982.8| 1178.1
7 \" 286.7 43.6 | 2394 | 4253 | 1258.5| 763.5| 1512.0 | 1470.0 | 904.1 | 327.6 | 2148.3
8 1] 0.0| 212.7| 2835 97.7 431 178.5| 131.3| 2856 | 378.0| 220.5| 161.7
9 Il 2814 | 220.5| 223.7| 204.8| 4788 | 2174 | 6783 | 397.0| 360.2| 299.3| 666.8
10 v 48.8| 297.7| 119.7| 1244 | 277.2 525| 3754 | 160.7| 294.0| 3544 | 1355
11 I 523.0| 498.8| 4778| 9576 | 477.3| 157.5| 937.2| 3528 | 359.1| 703.5| 4704
12 1] 231.0| 174.8| 3371 | 453.0| 6552 | 2494 | 919.8| 327.6| 1669.6 | 652.1| 563.9
13 1] 199.5| 140.2| 430.0| 130.2| 5109| 236.3| 882.0| 447.3| 310.8| 130.2| 310.8
14 Il 196.9 | 485.1| 1023.8| 523.0| 354.4| 3544 | 1522.5| 1212.9 | 1522.5| 609.0| 903.0
15 1] 0.0 76.7 | 220.5| 288.3 43.6| 176.4 924 | 340.2| 2205| 1743 48.8

Anexo 15: Valores individuais referentes a contagem de eosindfilo, realizada semanalmente. Resultados expressos em cels/pL.
Os animais receberam tratamento no dia 35. Grupo |: composto misto de LPS (E. coli) + P. acnes e moxidectina; Grupo II: P.
acnes e moxidectina; Grupo Ill: moxidectina; Grupo IV: salina (controle).
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Proteinas Plasmaticas

Animal | Grupo Dias

0 7 14 21 28 35 42 48 53 67 73
1 I 7.2 7.8 8 7.2 6.6 6.8 7 6.8 6.4 6.8 6.6
2 v 6.6 6.2 6.4 6 5.8 5.6 5.2 5.8 6.8 5.8 54
3 Il 6.8 6.4 7 6.2 6 5.8 6 6.2 6 6.8 6.6
4 Il 6.2 6.6 7 6.6 6 5.6 6 6.4 6 6.6 6.2
5 [ 7 7 7 7.2 6.6 6.4 6.4 6.4 6 6.4 6.6
6 I 6 6.4 6.2 6 6.6 5.2 5.6 5.8 5.6 6.2 6
7 \Y 6.6 6.2 6.4 6 6 6 5.8 6.2 6 6.2 5.8
8 1] 6.2 6.6 6.4 6.6 6.4 6.4 6 6.2 6.2 6.8 6.2
9 Il 6 6.2 6.2 6.2 5.8 5.8 5.8 6 6 6.4 6
10 v 6.8 6.8 6.8 6.4 6.2 5.8 5.4 5.8 5.6 5.8 5.8
11 [ 6.6 6.8 6.6 6.4 6.2 5.6 5.8 6.2 6 6.4 6.4
12 1] 6.6 6.8 6.4 5.8 5.6 5.6 5.2 5.8 5.6 6.2 5.8
13 1] 6.4 6.8 7 6.2 6.2 6 5.6 6 6 6.6 6.2
14 Il 6.8 7.2 7 6.4 6 6.8 6.2 6.2 6.6 7 6.8
15 1] 6.8 6.6 6.8 6.4 6.4 6 6 6.4 6 7 6.4

Anexo 16: Valores individuais referentes a dosagem de proteinas plasmaticas, realizada semanalmente. Resultados expressos
em g/dL. Os animais receberam tratamento no dia 35. Grupo |: composto misto de LPS (E. coli) + P. acnes e moxidectina;
Grupo lI: P. acnes e moxidectina; Grupo lll: moxidectina; Grupo IV: salina (controle).
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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