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concentrado de farelo de milho + farelo de soja, sem adi¢cdo do p6é de 4. mangium; Acacia=
alimentados com concentrado de farelo de milho + farelo de soja + p6 de casca de A4.
mangium (100mg TC /Kg PV); Acacia+PEG= alimentados com concentrado de farelo de
milho + farelo de sojat+ p6 de A. mangium (100mg TC /Kg PV) + PEG (10g/por dia). Periodo
de avaliagdo: (D-8) - 8 dias antes da infec¢do; (D+8) - 8 dias apds infeccao; (D+30) - 30 dias
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Figura 13: Numero de linfocitos CD8" produtores de IFN-y presentes no sangue periférico de
caprinos. Os resultados estdo expressos pela média dos valores absolutos de linfocitos T
CDS8'TFN-y’, acompanhada de desvio padrio. Controle = animais alimentados com
concentrado de farelo de milho + farelo de soja, sem adicdo do p6 de 4. mangium; Acacia=
alimentados com concentrado de farelo de milho + farelo de soja + pd de casca de A.
mangium (100mg TC /Kg PV); Acacia+PEG= alimentados com concentrado de farelo de
milho + farelo de sojat+ p6 de A. mangium (100mg TC /Kg PV) + PEG (10g/por dia). Periodo
de avaliagdo: (D-8) - 8 dias antes da infec¢do; (D+8) - 8 dias apds infecgao; (D+30) - 30 dias
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Figura 14: Numero de linfécitos CD8" produtores de IL-4 presentes no sangue periférico de
caprinos. Os resultados estdo expressos pela média dos valores absolutos de linfocitos T
CDS'IL-4", acompanhada de desvio padrio. Controle = animais alimentados com
concentrado de farelo de milho + farelo de soja, sem adicao do p6 de 4. mangium; Acacia=
alimentados com concentrado de farelo de milho + farelo de soja + p6 de casca de A.
mangium (100mg TC /Kg PV); AcaciatPEG= alimentados com concentrado de farelo de
milho + farelo de soja+ pd de A. mangium (100mg TC /Kg PV) + PEG (10g/por dia). Periodo
de avaliagdo: (D-8) - 8 dias antes da infec¢do; (D+8) - 8 dias apos infecgdo; (D+30) - 30 dias
APOS TNTECGAD ..ttt et s e et et e et e st e et e e sateeabeesabeenbeeeseeenseesneeenne 56
Figura 15: Numero de linfocitos CD8" produtores de IL-10 presentes no sangue periférico de
caprinos. Os resultados estdo expressos pela média dos valores absolutos de linfocitos T
CDS'IL-10", acompanhada de desvio padrio. Controle = animais alimentados com
concentrado de farelo de milho + farelo de soja, sem adicdo do p6 de 4. mangium; Acacia=
alimentados com concentrado de farelo de milho + farelo de soja + p6 de casca de A4.
mangium (100mg TC /Kg PV); Acacia+PEG= alimentados com concentrado de farelo de
milho + farelo de soja+ p6 de 4. mangium (100mg TC /Kg PV) + PEG (10g/por dia). Periodo



de avaliagdo: (D-8) - 8 dias antes da infec¢do; (D+8) - 8 dias apos infecgdo; (D+30) - 30 dias
APOS INTECGAD ..veeeviieiiiieeiie et eeee et e et e e et e e et e e steeessaeeessbeeesaseeessaeesnsseeenseeesnseeensseeennns 57
Figura 16: Nimero de linfécitos CD21" produtores de IL-10 presentes no sangue periférico
de caprinos. Os resultados estdo expressos pela média dos valores absolutos de linfocitos B
CD217/IL-10", acompanhada de desvio padrio. Controle = animais alimentados com
concentrado de farelo de milho + farelo de soja, sem adicao do p6 de 4. mangium; Acacia=
alimentados com concentrado de farelo de milho + farelo de soja + p6 de casca de A.
mangium (100mg TC /Kg PV); AcaciatPEG= alimentados com concentrado de farelo de
milho + farelo de sojat+ p6 de A. mangium (100mg TC /Kg PV) + PEG (10g/por dia). Periodo
de avaliagdo: (D-8) - 8 dias antes da infec¢do; (D+8) - 8 dias apos infecgao; (D+30) - 30 dias
APOS TNTECGAD .nviieniieiie ettt ettt e et et e et e bt e et e e bt e sabeebeeenbeenbeeenteenbeesneeenseas 58
Figura 17. Avaliacio da expressdo de (CD4'TFN-y" (A); CD4'IL-4" (B); CD4'IL-10" (C);
CD8'TFN-y" (D); CDS'IL-4" (E); CD8'IL10" (F); CD21'IL-10" (G)) em cultura de linfécitos
de caprinos nao infectados estimulados (EST-AgBr n= 18) com antigenos antigeno bruto e em
culturas controles (CC n=18). Os resultados estdo expressos por percentual de células

positivas para as moléculas avaliadas............cccueevieriiiiiiiiiierieeee e 60
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RESUMO

O desenvolvimento da caprinocultura sofre grandes prejuizos em decorréncia das infec¢oes
por nematoides gastrointestinais e o principal método de controle, o uso dos anti-helminticos
sintéticos, enfrentam problemas devido a crescente sele¢do de populacoes de nematoides
resistentes, tornando imprescindivel a busca por novos métodos de controle. Os metabolitos
secunddarios presentes em varias plantas com propriedades bioativas representam uma
alternativa promissora para o controle da verminose dos pequenos ruminantes, podendo
atuar de forma direta ou indireta sobre os parasitos. O objetivo deste trabalho foi determinar

se a suplementa¢do com o po da casca da Acacia mangium, planta rica em Taninos

condensados (TC), estimularia um padrdo de resposta imune em caprinos, e

consequentemente afetaria a infec¢do por Haemonchus contortus e Trichostrongylus
colubriformis. Este experimento foi realizado com 18 caprinos, inicialmente livres de
infeccdo helmintica, que foram distribuidos em trés grupos: I - controle (n=6), Il - Acacia
(n=6) e Ill - Acacia+PEG (n=6). Os animais dos grupos Il e Il receberam junto com o
concentrado (88% farelo de milho e 12% farelo de soja) suplementagdo com po da casca de
A. mangium (100mg TC /Kg PV), e o grupo Il recebeu também tratamento adicional de A.
mangium com 10 g de polietilenoglicol. Apos 15 dias do inicio da administrag¢do da planta
todos os animais foram infectados por via oral com um pool de 12.000 larvas L3 de H.

contortus e T. colubriformis. Apos 35 dias de infec¢do os animais foram sacrificados e a

carga parasitaria de abomaso e intestino delgado foi avaliada. Ao longo de experimento
amostras de sangue e fezes foram coletadas para determinagdo de parametros imunologicos
e parasitologicos. Os resultados revelaram que a suplementa¢do alimentar com A. mangium
promoveu mudangas no perfil imunologico dos caprinos, aumentando o numero de linfocitos
TCD4+ produtores de IL-4 e TCD8+ produtores de IL-4 e IFN-y circulantes, além disso, a
suplementagdo com A. mangium também foi eficiente em promover a redug¢do da carga
parasitaria de vermes adultos de T. colubriformis, apesar de ndao impedir o estabelecimento
da infec¢ao por H. contortus e T. colubriformis. Estes resultados demonstram que a A.
mangium possui propriedades bioativas que induzem uma resposta imune associada ao

controle de infec¢oes helminticas.

Palavras chaves: ruminantes, polifenois, infec¢des helminticas



ABSTRACT

The development of goat breeding is largely impaired by losses due to gastrointestinal
nematodes infection and the main control method, the use of synthetic anthelmintics face
problems due to the growing selection of resistant populations of nematodes, making it
imperative to search for new methods of control. The secondary metabolites present in
several plants with bioactive properties represent a promising alternative for the control of
worms parasites of small ruminants and may act directly or indirectly on the parasites. The
aim of this study was to assess whether food supplementation with the powdered bark of
Acacia mangium, a plant rich in condensed tannin (TC), would stimulate a pattern of immune
response in goats, and consequently affect the experimental infection with Haemonchus

contortus and Trichostrongylus colubriformis. This experiment was carried out with 18 goats,
initially free of helminth infection, that were distributed in three groups: I - control (n = 6), 11
- Acacia (n = 6) and IIl - Acacia + PEG (n = 6). The animals in groups Il and III received
together with the concentrated (88% corn meal and 12% soybean meal) supplementation with
bark of A. mangium (CT 100mg / kg BW), and the group III also received additional
treatment of A. mangium with 10 g of polyethylene glycol. Fifteen days after the begin the
administration of the plant, all animals were infected orally with a pool of 12,000 L3 larvae
of H. contortus and T. colubriformis. After 35 days of infection the animals were euthanized
and parasite burden of abomasum and thin intestine was determined. Blood samples and

feces were collected for determination of immunological parasitological and parameters
throughout the experiment. Our results showed that supplementation with A. mangium
promoted changes in the immune profile of goats, inducing the increase of the number of
circulating CD4 * T lymphocytes producing IL-4 and CD8 * T producing IL-4 and IFN-y.
Moreover, the supplementation with A. mangium demonstrated to be also effective for
reducing the burden of parasitic adult worms of T. colubriformis despite it not prevented the
establishment of infection and H. contortus and T. colubriformis. These results suggest that A.
mangium may present bioactive property that induce an immune response associated with the
control of helminth infections.

Key-words: ruminants, polyphenols, helminth infections



1. INTRODUCAO



1.1 Caprinocultura

A produgdo de caprinos ¢ uma atividade com grande importancia econdmica e social,
principalmente na regido nordeste do Brasil, onde ¢ exercida tipicamente por pequenos
produtores e tradicionalmente explorada com tecnologia menos especializada, sendo
historicamente um meio de subsisténcia nas areas economicamente debilitadas, fornecendo

alimento e renda para muitas familias (IBGE 2006).

A maior concentracdo dos rebanhos de caprinos no Brasil encontra-se na regido
Nordeste, que detém 90,98 % do rebanho nacional (IBGE 2011). A criagdo de caprinos nesta
regido ¢ praticada desde a colonizagdo, principalmente devido esses animais serem bem
adaptados as condigdes ambientais e climaticas deste local (EMBRAPA 2005; SEAPA 2006).
O Brasil ¢ o décimo sexto criador mundial de caprinos, com um efetivo de aproximadamente

9,38 milhdes de cabecas (FAO 2011).

Apesar da caprinocultura ser uma atividade exercida principalmente por pequenos
produtores, possui um enorme potencial econdmico, pois a carne destaca-se pela sua
qualidade nutritiva devido aos baixos teores de colesterol e gorduras, sendo inclusive mais
magra que a carne de frango, possui sabor caracteristico e maciez, apta a atender um
consumidor que se preocupa cada vez mais com sua saude e bem-estar (Guimardes &
Holanda 2002). As peles de caprinos sao também um subproduto importante da pecuaria de
corte, pois fornecem matéria prima para as industrias de vestuario e de calgados (Couto Filho
1999). Outro grande destaque sdo os produtos lacteos: o leite de cabra possui 20% mais célcio
e até 30% menos colesterol que o leite de vaca, possuindo menor teor de agucar e teores
semelhantes de proteinas e vitaminas (Alves 2002). Estes fatores incentivam o crescimento da

caprinocultura e o interesse comercial pelos seus produtos.

Apesar do crescimento do rebanho em funcdo do aumento do consumo de carne e
leite, a produ¢do ainda ndo atende se quer a demanda nacional (Censo Agropecuario 2006).
Isso ocorre devido a diversos fatores que limitam o desenvolvimento da caprinocultura, entre
os quais se destaca as endoparasitoses gastrintestinais (Pinheiro et al. 2000; Molento 2004;

Sotomaior 2007).

As parasitoses que acometem a cria¢do de caprinos, promovendo perdas significativas
a esta atividade (Gzada 2006). As eimerioses e as helmintoses estdo entre as endoparasitoses
de maior importancia na criagdo de pequenos ruminantes. As eimerioses sdo ocasionadas por

espécies de coccidios do género Eimeria (Fitzgerald 1980; Foreyt 1990); e sao caracterizadas



por alteracdes gastricas, apatia e anorexia que podem culminar com a morte dos animais
infectados (Lima 1992; Vieira 2000). As helmintoses sao causadas por parasitos pertencentes
as classes Nematoda, Cestoda e Trematoda, tendo como os principais géneros parasitas:
Haemonchus, Trichostrongylus, Strongyloides, Moniezia, Cooperia, Oesophagostomum,
Skrjabinema, Trichuris ¢ Cysticercus (Athayde et al. 1996; Vieira 2005). Sendo que os
nematoides gastrintestinais, pertencentes a familia Trichostrongylidae, destacam se como

principais responsaveis pelos prejuizos a criagdo de pequenos ruminantes (Amarante 2004;

Santos 2004; Vieira 2005).

1.2 Parasitoses por nematoides gastrintestinais em pequenos ruminantes

As infecgdes por nematodides gastrointestinais (NGI) assumem grande importancia na
caprinocultura, pois representam um dos mais graves problemas sanitdrio que acomete 0s
pequenos ruminantes chegando a inviabilizar economicamente a criagdo, devido a queda nos
indices de producao e reproducao (Papadopoulos et al. 2001; Rinaldi 2007; Vieira 2008).
Dentre as parasitoses observadas em caprinos € ovinos, as mais importantes sao as parasitoses
gastrintestinais, sendo que os caprinos sao mais afetados do que os ovinos (Costa 2009). A
maior frequéncia da doenga em caprinos do que em ovinos pode estar associada ao habito
alimentar desses animais que, por preferirem forrageiras arbustivas, ndo foram expostos
durante sua domesticacdo a altas infec¢des parasitarias (Costa Junior et al. 2005).

Quando ambas as espécies pastejam gramineas em forma conjunta, ¢ possivel perceber
que os caprinos possuem menor habilidade em desenvolver uma resposta imune contra os
nematodeos, demonstrando sua maior sensibilidade as infec¢des (Torres-Acosta & Hoste
2008). Outro fator que pode também estar envolvido com a maior incidéncia da doenga em
caprinos ¢ que estes sdo tratados com anti-helminticos de forma semelhante aos ovinos,
quando o correto seria que fossem estabelecidas doses especificas para espécie animal, uma
vez que caprinos metabolizam mais rapidamente determinados farmacos (Csiro 1994).
Considerando as particularidades de cada espécie, estudos mais aprofundados para caprinos
sdo essenciais para que sejam propostos métodos mais eficientes de controle (Hoste et al.
2010).

Os efeitos do parasitismo pelos NGI variam de acordo com a espécie de parasito,
intensidade da infecgdo e estado do hospedeiro. Os principais impactos do parasitismo sao
evidenciados pela perda em indices de produgdo como diminui¢do da producdo de leite,

diminuicdo do ganho de peso, mortalidade dos animais, principalmente em animais mais



susceptiveis, além de custos com medicamentos e mao de obra (Mota et al. 2003; Cezar et al.
2008). Dentre os nematoides gastrintestinais que acometem os pequenos ruminantes no
Brasil, destacam-se o Haemonchus contortus, Trichostrongylus axei no abomaso;
Trichostrongylus colubriformis, Strongyloides papillosus, Cooperia sp. € Bunostomum sp., no
intestino delgado; e Oesophagostomum colubianum, Trichuris sp. e Skrjabinema sp., no
intestino grosso sendo considerados os nematdodeos de maior importancia econdmica para €
exploragdo de caprinos e ovinos (Costa & Vieira 1984; Amarante 2001; Silva et al. 2003;
Viana 2008, Vieira et al. 2009).

1.2.1 Género Haemonchus

Os representantes deste género encontram-se distribuidos preferencialmente em
regides tropicais e subtropicais, onde as condi¢des ambientais favorecem seu
desenvolvimento e transmissdo (Fabiyi 1987). Sdo parasitos hematofagos que habitam o
abomaso de ruminantes (Anderson 2000; Hoberg et al. 2004) causando perdas significativas a

estes (Waller & Chandrawathani 2005).

Os vermes adultos possuem algumas caracteristicas morfologicas que permitem sua
identificagdo. Em ambos o0s sexos existem papilas cervicais muito desenvolvidas e
proeminente, localizadas lateralmente na regido esofagiana e uma lanceta minuscula no
interior da cépsula bucal, cuticula com estriagdes longitudinais e transversais. As fémeas
apresentam de 18 a 30 mm de comprimento e os machos de 10 a 20 mm (Almeida 1935;
Ueno & Gongalves 1998). Os machos possuem bolsa copulatoria trilobada, sendo dois 16bos
laterais grandes e largos ¢ um l6bo pequeno e assimétrico; possui espiculos relativamente
curtos e fortes providos de ganchos. As fémeas com vulva localizada no terco posterior do
corpo, protegida ou ndo por expansdo cuticular de forma muito variavel, com formas que
podem ser lisa, botdo e linguiforme (Le Jambre & Whitlock 1968); ovojetor bem
desenvolvido, utero e ovarios duplos. Os ovarios brancos enrolando-se em espiral ao redor do
intestino repleto de sangue. (Lichtenfels et al. 1994).

O género Haemonchus Cobb (1898) possui varias espécies, no entanto, H. contortus &
a espécie dominante em termos de prevaléncia e intensidade de infeccdo (Costa & Vieira
1984; Silva et al. 1998; Achi et al. 2003). Estudos reportam que H. contortus representam em
média mais de 80% da carga parasitaria de um caprino (Costa & Vieira 1984; Girdo et al.
1992; Arosemena et al. 1999). A elevada prevaléncia de H. contortus parece estar associada

as condigdes ambientais favoraveis a manutengdo de seu ciclo de vida. Na regido Nordeste o



periodo chuvoso promove elevacao significativas na pluviosidade, criando condi¢des ideias
de temperatura e umidade para sobrevivéncia das larvas na pastagem e o seu maior
desenvolvimento em menor tempo possivel (Silva et al. 2003). A alta capacidade reprodutiva
das fémeas de H. contortus ¢ também um fator que favorece sua alta prevaléncia, um dos mais
prolificos dos nematoides chega a produzir 10 mil ovos/por fémea/dia causando elevada
contaminagdo das pastagens e re-infec¢des (Diehl et al. 2004; Vieira et al. 1986; Anderson et
al. 1991a).

O H. contortus € a principal espécie que parasita ovinos e caprinos no Brasil e possui
grande importancia pela sua patogenicidade. Este helminto devido ao habito hematoéfago
provoca uma anemia hemorragica aguda, sendo que um unico verme adulto consome 0,05mL
de sangue por dia (Allomby 1973). Um animal com uma infec¢do elevada (acima de 2.000
parasitos) pode perder 5 a 7% do seu volume de sangue por dia, sendo incapaz de compensar
esta perda de sangue, apresentando assim um quadro clinico grave de anemia em um curto
espacgo de tempo (Anderson et al. 1991b)

A espécie H. contortus (Rudolphi 1803) ¢ classificada taxonomicamente como
pertencente ao Filo Nematoda, Classe Secernentea, Ordem Strongylida, Superfamilia
Trichostrongyloidea, Familia Trichostrongylidae e género Haemonchus (Blaxter et al. 1998).
O ciclo evolutivo do H. contortus, descrito por Veglia (1915) ¢ direto (Figura 1). As fémeas
sdo oviparas proliferas, eliminam seus ovos junto com as fezes do hospedeiro e em condi¢des
ideais os ovos e as larvas se desenvolvem no ambiente até larvas de terceiro estagio infectante
(L3), em aproximadamente 5 dias. Do ovo eclode uma larva rabtidiforme (L1) que ira se
desenvolver para L2 também rabtidiforme. Nos dois primeiros instares, denominados L1 e
L2, a larva alimenta-se de bactérias encontradas no bolo fecal do hospedeiro. Quando inicia
sua transformacao para o 3 estddio (L3 ou larva infectante), ocorrem grandes modificagdes
morfoldgicas: o vestibulo bucal perde sua primitiva forma conica, o esofago passa do antigo
tipo rabtiforme para um novo tipo, chamado filariforme, a cuticula velha se desprende, mas
ndo ¢ abandonada, continua a envolver a larva e mantem-se destacada da nova pele, como
uma bainha protetora, a larva de terceiro estadio ndo se alimenta. A larva infectante ¢ bastante
movel e migra para a pastagem. A temperatura 6tima para a sobrevivéncia das larvas ¢ de 18 a
26°C (Onyiah & Arslan 2004). Em baixas temperaturas as larvas sobrevivem por longos
periodos devido ao seu baixo metabolismo e reservas energéticas. A umidade ¢ também um
fator importante para a sobrevivéncia da larva (Arosemena et al. 1999). A irrigagdo de
pastagens pode influenciar na disponibilidade de L3, sendo encontradas em grande numero

em pastagens irrigadas durante o verdo com temperaturas em torno de 24°C (Krecek al.



1991). Os ruminantes se infectam ao ingerir larvas infectantes L3 durante o pastejo. Ao
passar pelo rimen a bainha protetora da L3 ¢ removida. A larva passa para o abomaso e
penetra na mucosa onde atinge o quarto estadio (L4) apos 48 horas. A larva de 4° estadio (L4)
retorna ao limen do abomaso e muda para L5, em seguida atinge o estagio adulto,
diferenciado em macho e fémea. A partir da L4 os vermes desenvolvem a lanceta perfurante,
que lhes permite a obtengao do sangue dos vasos da mucosa do abomaso, local de fixacao do
parasito. Quando adultos, movem-se livremente na superficie da mucosa do abomaso dos
animais. O periodo pré-patente geralmente ¢ de duas a trés semanas (Soulsby 1987; Zajac

2006).

Larva Infectante
F° eslagio

Figura 1 — Representacao esquematica do ciclo de vida de nematoides gastrintestinais

de ruminantes.

Os animais infectados por esse nematoide apresentam geralmente perda de peso,
desidratacdo, anemia e formacdo de edemas submandibulares, em virtude da diminui¢do na
concentragdo de proteina total sérica (hipoproteinemia) especialmente da albumina, causando
hipoalbuminemia. Os animais mostram-se fracos, debilitados, apaticos e com pequeno ganho
de peso e redugdo progressiva do volume globular, e geralmente ndo ocorre diarreia (Freitas

1982; Cavalcante et al. 2009). Na fase aguda ocorre geralmente uma anemia moderada,



gastroenterite catarral, desidratacdo, retardo de desenvolvimento e crescimento. Na fase
cronica, observa-se debilidade organica geral, edema submandibular e ventral, diminui¢cdo
significativa na producgdo de leite e carne, emagrecimento e anemia acentuada, podendo ser

acompanhada de morte. (Santa Rosa, 1996).

1.2.2 Género Trichostrongylus

O género Trichostrongylus Loss (1905) possui varias espécies, sendo a grande maioria
destas, parasitas do intestino delgado de ruminantes (Audebert et al. 2002). O género
Trichostrongylus aparece como o segundo mais prevalente em caprinos e ovinos, sendo que a
espécie T. colubriformis € a principal responsavel por estas infecgdes (Githigia et al. 2001;

Amarante 2004).

Os representantes deste género apresentam ciclo de vida bastante semelhante ao do
género Haemonchus, que também ¢ compartilhado pelos demais géneros da Familia
Trichostrongilydae. Envolvendo uma fase de vida livre no ambiente, e outra fase parasitaria,

no hospedeiro (Holmes 1985; Oliveira-Sequeira & Amarante 2001).

Os vermes adultos do género Trichostrongylus sdo capiliformes e possuem pequeno
porte, sdo extremamente delgados, dificilmente vistos a olho nu. As fémeas medem de 5 a 12
mm ¢ os machos, 4 a 8 mm (Ueno & Gongalves, 1994). Os parasitos machos possuem bolsa
copuladora bem desenvolvida com gubernédculo navicular e espiculos curtos e espessos, de
coloracdo acastanhada. Ja as fémeas apresentam ovarios com ductos ovejetores bem
desenvolvidos ¢ vulva na metade posterior do corpo, sem apéndices vulvares, além de uma
cauda curta e afilada abruptamente, podendo eliminar apos a copula até¢ 600 ovos por dia nas

fezes (Dobson et al. 1990; Amarante et al. 2007).

Quanto a patogenia, altas cargas parasitarias podem gerar graves enterites com
deformacgdo e achatamento das vilosidades, erosao do epitélio intestinal, espessamento de
mucosa, além de infiltrados inflamatorios leucocitarios (Barker 1973a; Barker 1975)
acompanhados de prejuizos a motilidade, fluxo, digestdo e absor¢do de nutrientes (Coop e
Angus 1975; Jones 1983; Gregory et al. 1985). As lesdes na mucosa intestinal podem ainda
provocar perdas de proteinas plasmaticas para o lumen intestinal, levando a significativas
diminui¢des na concentragdo de albuminas, com quadros de hipoalbuminemia nos animais

(Barker 1973b; Steel et al. 1980). Os sinais clinicos mais observados em infec¢des macigas



sdo diarreia, perda de peso e anorexia, que podem levar os animais a morte (Roseby 1973;

Kyriazakis et al. 1996; Horak et al. 1968; Larsen et al. 1994).

1.3 Fatores que influenciam a resposta imune do hospedeiro no controle da

infeccio

A resposta imune do hospedeiro apds o contato com o parasito ¢ complexa. Varios
fatores estdo relacionados para uma resposta imunolédgica eficiente como: genética, categoria
do animal, nutricdo, sexo, raca, estado hormonal entre outros, assim como a espécie de
parasito e grau de exposi¢do do hospedeiro a este (Amarante et al. 2004; Hoste et al. 2001;
Hoste et al. 2008).

Em pequenos ruminantes o numero de infec¢des influencia de forma relevante na
capacidade de resposta a infec¢des helminticas. Pérez (2003) observou que cabras sujeitas a
reinfecgdes produziam um nimero maior de linfocitos, células B e anticorpos, que seriam
essenciais na resposta imune contra H. contortus, em relagdo aos grupos sujeitos a uma unica
exposicao.

O fator racial também evidencia diferencas na susceptibilidade as infecgdes
parasitarias em caprinos e ovinos. No Brasil a raga Santa Inés tem se destacado como mais
resistente. Bueno et al. (2002) estudaram diferentes ragas de ovelhas durante um ano e
observaram que a raga Santa Inés foi a mais resistente aos parasitos, enquanto que as ragas
Suffolk, Ile de France e Poll Dorset demonstraram um grau de infec¢do intermediario.
Bricarello et al. (2005) avaliaram a influéncia da suplementagdo proteica na infeccdo por
nematoides e observaram que suplementacao resultou em redu¢do dos vermes em ovinos da
raca Santa Inés, mas ndo nos da raca Ile de France. Enquanto, entre as ragas de caprinos a raga
Anglo-Nubiana tem demonstrado melhor tolerancia a verminose gastrintestinal (Costa et al.,
2000). Além da variacdo de resisténcia observada entre as diferentes ragas, existe a ainda
dentro de uma mesma raga animais mais resistentes, pois a resposta imunoldgica de cada
animal também ¢ varidvel, e dentro de uma raga especifica, alguns animais sdo relativamente
resistentes e/ou tolerantes e apresentam a resposta imune generalizada e local mais eficiente,
quando comparados com animais susceptiveis (Windon 1996; Saddiqi et al. 2011).

A resposta a infecgdes helminticas também sofre variagdes com a idade do hospedeiro,
os animais jovens sdo mais susceptiveis do que os adultos (Girdo et al. 1980; Ahid et al.
2008), que sao menos predispostos as infecgcdes devido ao desenvolvimento de uma melhor

resposta imune. Pesquisadores ja observaram que cordeiros de quatro a oito meses de idade



tém menos linfocitos T CD4" circulantes do que ovelhas de trés a seis anos (Watson et al.
1994)

O aumento da quantidade de ovos de nematoides eliminados por ovelhas e cabras no
periodo de peri-parto (proximo a parto e durante a lactacdo) demonstra bem a susceptibilidade
do organismo e da sua resposta imune a variagcdes no estado do hospedeiro. Acredita-se que
no peri-parto as fémeas tenham uma queda na imunidade devido a imunossupressdo de
origem endocrina decorrente de variacdes hormonais, que permitem o desenvolvimento de
larvas em hipobioses e/ou um maior estabelecimento de novas larvas, ou ainda, uma maior
fecundidade das fémeas de nematoides existentes levando ao aumento do niimero de ovos
eliminados nas fezes (Barker 1975; Stear et al. 1997)

O estado nutricional também ¢ considerado um importante fator de equilibrio na
relagdo parasito-hospedeiro, assim como na patogénese da infec¢do parasitaria. Animais que
receberam em sua dieta uma suplementacdo proteica tem maior resiliéncia, suportando de
melhor forma os efeitos da infeccao (Bambou et al. 2011). A suplementagdo que promove
uma melhora nutricional do hospedeiro representa uma forma importante de manter o animal
saudavel e produtivo e representa uma forma de compensar os custos da infec¢do. Durante a
infecgdo os parasitos podem lesionar tecidos e ao reparar a lesdo, o organismo utiliza as
proteinas da dieta, que usualmente seriam destinadas para a manutencdo, desenvolvimento e
reproducdo do animal. Além desses fatores, a proteina da dieta pode ser desviada para
contribuir com a resposta imune (Houdijk et al. 2001). Desta maneira, os animais parasitados
necessitam de uma quantidade extra de proteinas metabolizaveis para que a produtividade nio

seja afetada, reparando os danos da infec¢do (Rocha et al. 2011).

1.4 Resposta imunolédgica a infeccoes por helmintos

As infec¢des por helmintos e as respostas imunologicas do hospedeiro a estas sdo
resultados da extensa coevolucao dinamica entre hospedeiro e parasito, onde o hospedeiro
aprimora a resposta imune a infec¢do para promover uma rapida eliminacdo do parasita, e
pelo outro lado o parasita desenvolve estratégias que visam retardar este processo de rejeigao
e garantir a sobrevivéncia e distribuicao de seus descendentes (Anthony et al. 2007).

Os helmintos chegam a ser chamados de "mestres da imunomodulagdo" (Maizels et al.
2004), haja vista a capacidade que estes organismos desenvolveram para persistir no
hospedeiro “ludibriando” seu sistema imune, como ocorre nas infec¢cdes por H. contortus e

Nippostrongylus brasiliensis, em que através da produgdo de cistina modulam a apresentagao
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antigénica as células T, por inibi¢do das proteases de cisteina, envolvidas no processamento
do antigeno (Dainichi et al. 2001; Newlands et al. 2001).

Os hospedeiros também se utilizam de uma série de ferramentas para combater os
invasores, e recorrem tanto a resposta imune inata com a adaptativa para fazer frente as
infecgoes helminticas. A imunidade inata se utiliza de barreiras anatomicas e fisiologicas,
células e componentes humorais para controlar a infeccdo. As barreiras anatoOmicas e
fisiologicas sdo constituidas pela pele intacta, constituintes das secrecdes do organismo, como
lagrimas e salivas, e mecanismos mucociliares. As células envolvidas na imunidade inata
incluem células como: macrofagos, células dendriticas, mastocitos, neutrofilos, eosinofilos,
monadcitos, células natural killer (NK) entre outras (Turvey & Broide 2009).

Em infeccdes por nematodides gastrointestinais algumas destas barreiras sao
observadas a partir da hipermotilidade gastrica, hipersecrecdo e hiperplasia das células
calciformes e subsequente aumento da producao de muco, além da mobilizagdo e ativacio de
eosinofilos, neutrofilos, mastocitos e sistema complemento para a area da infecgdo, que
podem consequentemente estimular a resposta imune adquirida (Miller 1996; Meeusen &
Balic 2000b; Balic et al. 2002).

A resposta imune adquirida auxilia a resposta inata na eliminagdo dos patogenos e ¢
desenvolvida apenas apds a apresentacdo ao antigeno e envolve componentes celulares e
humorais, sendo que os linfécitos T e B sdo as principais células de defesa que mediam esta
imunidade (Turvey & Broide 2009).

Virios perfis imunes de células T ja foram caracterizados, dentre eles estdo os perfis
Thl, Th2, Th17 e T regulador (Treg) (Mosmann et al. 1986; Mosmann & Sad 1996; Boyton
et al. 2002). A diferenciacdo dos perfis imunes de células T ¢ definida predominantemente
pelas citocinas do microambiente e pela interacdo do receptor de célula T com o antigeno
(Boyton et al. 2002). O perfil Thl ¢ caracterizado pela produgao de IFN- y e esta envolvido na
imunidade celular a patdégenos intracelulares. A 1L-12, produzida por macrofagos e células
apresentadoras de antigeno, assim como o IFN- y produzido pelas células NK e células T,
induzem a diferenciacao do perfil Th1l (Boyton et al. 2002). A producdo de IFN- y antagoniza
os mecanismos que induzem a diferenciagdo do perfil Th2 (Ansem et al. 2009).

As células do perfil Th2 produzem principalmente citocinas IL-4, IL-10, IL-13 e IL-5
e participam na imunidade humoral, estimulando a produgdo de anticorpos em infec¢des
helminticas e outros patdgenos extracelulares. As citocinas do perfil Th2, principalmente 1L-4
podem inibir os mecanismos de diferenciagdo do perfil Thl (Ansem et al. 2009). A 1L-33 ¢

também uma importante citocina para indu¢ao do perfil Th2. A IL-33 ¢ produzida por células
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T CD4", T CD8", NK-T, basoéfilos, eosinofilos e mastocitos (Barner et al. 1998; Emson et al.
1998; Gessner at al. 2005; Anthony et al. 2007) atua como uma importante citocina
quimioatrativa e indutora de células Th2, pois aumenta a producdo de IL-4, IL-13 e IL-5
(Komai-Koma et al. 2007). Além de promover uma importante interacdo entre a imunidade
inata ¢ adaptativa frente a infec¢do por diferentes nematddeos intestinais (Humphreys et al.
2008).

O perfil imune Th17 ¢ induzido pelo fator transformador do crescimento (TGF),
juntamente com IL-6, IL-21 e IL-23. O perfil Th17 ¢ caracterizado pela produ¢do de IL-17 e
IL-22 e participam na defesa contra bactérias ¢ fungos extracelulares, principalmente na
superficie de mucosas (Chen et al. 2007). Ja o perfil Treg, caracterizado pela expressdao do
fator Foxp3 e producdo de IL-10 (Khattri et al. 2003; Fontenot et al. 2003) exerce uma funcao
essencial na manuten¢do da homeostase imune, regulando as respostas T efetoras, como Thl e
Th2, prevenindo seus potenciais efeitos patogénicos (Vignali et al. 2008 ; Shevach 2009; Kim
et al. 2007).

A IL-10 ¢ uma importante citocina que pode ser produzida por diferentes tipos
celulares, como: ThO, Thl, Th2, linfécitos B, mastocitos e monocitos, dependendo das
condi¢des do microambiente inflamatério. A IL - 10 possui propriedades anti - inflamatorias
potentes que desempenha um papel central na resposta imune do hospedeiro, com efeitos
supressores potentes na prevencdo da doencga (Saraiva & O’Garra 2010; Iyer & Cheng 2012).

A imunidade humoral ¢ mediada por anticorpos, que sdo produzidos por linfocitos B,
os anticorpos neutralizam os agentes infecciosos como microrganismos extracelulares e
toxinas bacterianas (Maglione et al. 2009).

Em pequenos ruminantes o que se conhece sobre resposta imune a infecgdes por NGI
¢ oriundo de estudos realizados principalmente em ovinos (Jackson & J.Miller 2006). Apesar
da similaridade do parasitismo gastrointestinal de ovinos com caprinos, poucos estudos tém
investigado a resposta contra a infec¢do por nematoides neste modelo (Hoste et al. 2010). Em
ovinos a resposta imune ¢ mediada por proliferacio de mastocitos, eosinofilos e leucdcitos
globulares na mucosa do abomaso (Meeusen et al. 2005), assim como pela a expressao
aumentada de citocinas de tipo Th2 e de imunoglobulinas A (IgA ) e E (IgE) parasitos
especificas (Gill et al. 2000; Shakya et al. 2009).

A presenga de células inflamatdrias e de anticorpos IgA especificos contra nematdides
do abomaso tem sido inversamente associadas a intensidade de infec¢do, sugerindo que estas
inviabilizam o desenvolvimento de NGI ou a fecundidade dos parasitos (Balic et al. 2006). Na

resposta imune contra a hemoncose IgA e IgG1 atuam neutralizando ou inativando enzimas
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metabolicas vitais para o H. contortus. Gill et al. (1993) e Miller (1996) sugeriram também a
participagdo de ambas imunoglobulinas nas reacdes de hipersensibilidade, associada a
desgranulagdo eosinofilica (Abu-Ghazaleh et al. 1989). A IgE especifica também desempenha
papel importante na resposta a infeccdo por helmintos (Jarret & Miller 1982; Hagan 1993;
Pritchard 1993).

E amplamente aceito que helmintos e seus antigenos induzem no hospedeiro uma
resposta imune adquirida do tipo Th2. Um bom exemplo deste padrdo de resposta nas
infeccdes helminticas foi observado na resposta de bovinos infectados naturalmente com
Fasciola hepatica, que tiveram um aumento siginificativo de IL - 4 e IL — 10, caracterizando
um perfil com polarizam de resposta para Th2 (Mendes et al. 2013). Entretanto, em algumas
infecgdes helminticas o hospedeiro pode apresentar uma resposta imune celular mista
Th1/Th2 para melhor controlar as infec¢des e os efeitos da resposta imune sobre o proprio
hospedeiro, como € o caso das infec¢des por Ancilostomideos e Schistossoma em humanos
(Hoffman et al. 2000; Geiger et al. 2004; Gryseels et al. 2006).

A dicotomia Th1/Th2 parece também existir em ruminantes. Gill et al. (2000)
observou em seu estudo com ovinos que o aumento da secre¢do de IL-5 de células isoladas de
linfonodos estimulados com antigeno do parasito foi associado com uma diminui¢do na
secrecdo de IFN-y. Gill et al. (1993) realizou o primeiro estudo a confirmar o papel da
ativagdo de linfocitos TCD4 " na resisténcia a infecgdes por H. contortus no sangue periférico
de ovinos. Este estudo evidenciou também a importincia dos linfécitos TCD4" na
amplificacdo e regulacdo do recrutamento, diferenciacdo e proliferacdo de eosinofilos,
mastdcitos, leucocitos globulares e imunoglobulinas.

Em ovelhas geneticamente resistentes a 7. colubriformis também tem sido registrada
uma resposta de citocinas do tipo Th2, como IL-4 nos tecidos linfaticos do trato

gastrointestinal e no sangue periférico (Pernthaner et al. 1997).

1.5 Resposta imunoldgica de caprinos a infeccoes por nematoides gastrintestinais

Os poucos estudos realizados em caprinos revelam que a resposta imunologica de
caprinos a infec¢des por H. contortus ocorre de forma mais efetiva apdés um tempo maior de
infeccdo e as re-infecgdes sdo essenciais para o melhor estabelecimento de células de defesa.
A presenca de leucocitos globulares no local da infeccdo, principalmente em infecgdes
cronicas, parece ter importancia crucial na imunidade protetora contra H. contortus em
caprinos. Outras células também parecem atuar na defesa e tem sido encontradas no

hospedeiro no periodo que coincide com a redugdo da carga parasitaria, como linfocitos T
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CD3", células B e imunoglobulinas tipo IgG, além de eosinéfilos e mastocitos (Pérez et al.
2003). Em caprinos a resposta imune envolvendo ativagdo de IgE parece ter um importante
papel contra L3 de H. contortus e tem sido associada a resisténcia a NGI (Chevrotiere et al.
2011).

Paolini et al. (2003a) também demonstrou a presenca de leucocitos globulares na
mucosa abomasal de caprinos infectados € observou uma relagdo negativa entre leucocitos
globulares presentes na mucosa abomasal e niimero de H. confortus. Da mesma forma, os
mastdcitos tém sido reportados como importantes elementos para resposta imune local contra
nematoides tanto em caprinos com em ovinos.

A resposta imune em caprinos resistentes € susceptiveis também tem sido estudada,
com o intuito de evidenciar os principais elementos envolvidos na defesa do hospedeiro.
Bambou et al. (2009) avaliaram a resposta imune periférica de caprinos resistentes e
suscetiveis a infeccdo por H. contortus e observaram que a contagem de linfocitos TCD8" e
TCD4" ndo variou entre estes grupos no momento 0 e 3 dias ap6s a infec¢do (DPI), mas 35
DPI os linfocitos TCD8" e TCD4" foram mais elevados em animais susceptiveis, enquanto os
linfécitos B foram mais baixos nos animais susceptiveis apos 3 e 35 dias de infec¢do. Os
autores sugerem que os linfocitos TCD4" em animais resistentes sejam mais ativos no local da
infeccdo, como ja foi registrado em estudos com ovinos (Balic et al., 2000a). Quanto ao
aumento de linfécitos B nos animais resistentes, sugere-se que o aumento pode ser devido ao
ndo-especifico recrutamento de linfécitos através de estimulos inflamatérios induzido pela
invasdo de tecidos de larvas de H. contortus, como ja demostrado em outros estudos, que
verificaram um recrutamento inicial de linfocitos B ativados na mucosa abomasal apos

infec¢do por H. contortus (Balic et al. 2000b; Pérez et al. 2001).

1.6 Métodos de Controle de Nematoides

1.6.1 Uso de anti-helminticos

Usualmente, a principal ferramenta utilizada para controle desses parasitos sdo
medicamentos anti-helminticos sintéticos. A maioria dos anti-helminticos disponiveis no
mercado foi desenvolvida a partir da década de 60 e se tornaram pecgas fundamentais no
controle da verminose. Dentre as principais bases quimicas utilizadas estdo as lactonas
macrociclicas (avermectinas ¢ milbemicinas), imidatiazois (cloridrato de levamisol) e
benzimidazdis (albendazole, mebendazol etc) (Vieira & Cavalcante 1999; Molento 2004;

Vieira 2008; Melo et al. 2003).
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A utilizagdo desses farmacos foi, em parte, responsavel pelo aumento na
produtividade dos rebanhos. Entretanto, o uso indiscriminado dessas bases por parte dos
produtores, teve como consequéncia a selecdo de nematoides resistentes aos diferentes grupos
quimicos utilizados no tratamento dos animais (Amarante et al. 1992; Vieira & Cavalcante

1999; Molento 2004; Vieira 2008).

Recentemente foi lancado no mercado, um novo anti-helmintico o ZOLVIX®
(Monepantel), primeiro anti-helmintico derivado de um novo grupo quimico, a
aminoacetonitrila (AADs), como possivel solugdo contra os nematoides resistentes as bases
quimicas mais antigas (Kaminsky et al. 2008). Contudo, apesar do pouco tempo de atuacao

deste composto, relatos de resisténcia ja t€ém sido registrados (Scott et al. 2013).

1.6.2 Resisténcia

Adota-se como conceito de resisténcia o aumento significativo de individuos que ndo
sdo afetados por doses do composto quimico que seriam letais para a maioria da populagdo de
individuos sensiveis da mesma espécie (Vieira 2008). A resisténcia também ¢ caracterizada
quando ndo se verifica reducdo de adultos ou ovos excretados nas fezes apods as
vermifugacdes (Silvestre et al. 2002).

Em todos os continentes ja existem registros de resisténcias as bases quimicas
disponiveis no mercado, incluindo a resisténcia a varias bases simultaneamente (Molento &
Prichard 1999; Kaplan 2004). No Nordeste do Brasil, as primeiras suspeitas de nematoides
gastrintestinais de caprinos resistentes aos anti-helminticos datam da década de 1980 (Vieira
1986). Vieira et. al. (1999) verificaram resisténcia de H. contortus aos benzimidazdis,
configurando-se desse modo, como o primeiro relato especificando o grupo quimico de anti-
helmintico e espécie. Apds isso, diversos casos de resisténcias a outros grupos quimicos e
normalmente até resisténcia a mais de um grupo quimico foram registrados em todo o pais
(Molento 2005).

1.6.3 Métodos adicionais de controle

Em decorréncia da resisténcia amplamente difundida aos anti-helminticos sintéticos,
uma busca constante por métodos adicionais de controle tém sido desenvolvida (Hay et al.
1997). Alguns dos controles parasitarios adicionais incluem o controle integrado, controle
biologico, selecao genética, nutricdo, homeopaticos, vacinas e fitoterapia (Meeusen 1996;
Larsen 1999; Butter et al. 2000; Cezar et al. 2008).

O controle integrado consiste na ado¢do de um conjunto de medidas estratégicas, que

visam principalmente reduzir a contaminagao dos animais e da pastagem, assim como manter
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a eficacia das drogas antiparasitarias. O uso de pastejo rotacionado e integrado entre
diferentes espécies animais ¢ descontaminacao prévia das pastagens estao entre as medidas
adotadas por este método de controle (Fernandes et al. 2004; Rocha et al. 2008).

O controle bioldgico tem sido outro método alternativo bastante estudado, que
reporta a atividade parasiticida realizada por agentes como bactérias, insetos e fungos
(Molento 2004). Dentre os agentes utilizados no controle biologico os fungos tem apresentado
resultados mais significativos. Trabalhos reportam alta eficiéncia de fungos nematdfagos em
condigoes in vitro e in vivo (Padilha 1996; Mota et al. 2003; Chandrawathani et al. 2004;
Graminha et al. 2005; Aratjo et al. 2007). Embora ja se tenha demonstrado os fungos
nematofagos como uma alternativa vidvel de controle biologico, a auséncia de formulagdes
que permitam a sua comercializacdo em larga escala e custos compativeis com os beneficios

ainda ¢ um fator limitante deste método de controle (Cezar et al. 2008).

O uso de animais resistentes ¢ também uma alternativa de controle. Dentro de um
rebanho existem animais denominados resistentes, ou seja, que sao capazes de suprimir o
estabelecimento de parasitos, e a identificagdo e selecdo de racas ou individuos com esta
caracteristica pode ser uma forma alternativa complementar para o controle de nematddeos
(Vieira 2003; Waller 1997). Alguns estudos evidenciam este fenomeno, Moraes et al. (2000)
observaram que ovelhas da raga Santa Inés mostraram-se mais resistentes a infec¢do natural
por tricostrongilideos que as da raga Suffolk. Os cordeiros da raga Santa Inés também
demonstraram maior resisténcia as infecgdes por nematdodeos gastrintestinais quando
comparados a cordeiros Suffolk e Ile de France (Amarante et al. 2004). Da mesma forma, no
periodo do periparto, ovelhas Santa Inés apresentaram maior resisténcia que ovelhas Ile de
France (Rocha et al. 2004). Além da diferenca entre as ragas no que diz respeito a
suscetibilidade a verminose, verifica-se também a existéncia de animais com maior ou menor
resisténcia a essa doenga dentro de cada raga e a selecdo dos animais menos susceptiveis
dentro de cada racga, possibilita a forma¢ao de rebanhos com maior resisténcia as verminoses

(Gray et al. 1987)

Quanto a homeopatia, no geral poucos sdo os resultados positivos (Verissimo, 2008),
sendo os tratamentos homeopaticos na maioria das vezes considerados como nao detentores
de atividade anti-helmintica, possibilitando apenas ao hospedeiro suportar melhor a infec¢ao
(Cabaret et al. 2002). Cavalcanti et al. (2007) demonstrou que o tratamento de cordeiros sem
raca definida, com os produtos homeopaticos nao reduziu o OPG, mas proporcionou aumento

significativo de peso, em relagdo ao grupo controle que nio recebeu o medicamento. Alberti
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et al. (2005) avaliaram o uso de homeopaticos em 10 ocasides sobre nematodeos de ovinos,
sem verificar nenhuma diferenca estatistica entre tratamento e controle. Entretanto, estudos
realizados por Cruz et al. (2006) utilizando homeopatico em caprinos sem raga definida, por
periodo de 84 dias ininterruptos, constataram que o produto foi eficaz em reduzir o nimero de
ovos por grama de fezes no 84° dia, em relagdo aos grupos que receberam outros tratamentos,
esses resultados permitem relatar que a acdo dos produtos homeopaticos ocorre de maneira
lenta e progressiva, restabelecendo o equilibrio do organismo e ndo a cura imediata da
enfermidade.

O desenvolvimento de vacinas pode também representar uma alternativa para
estimular ou aumentar a imunidade adquirida do hospedeiro para controle de nematoides
gastrintestinais em ruminantes. Os principais candidatos antigénicos utilizados na produgao
de vacinas tém sido proteinas extraidas a partir do intestino de parasitos adulto ou de produtos
de excrecdo/secrecdo (ES) (Newton & Munn 1999; Vervelde et al. 2003). Nisbet et al. (2013)
testaram oito proteinas recombinantes, baseadas em produtos ES de Teladorsagia
circumcincta e observaram que estes candidatos vacinais foram capazes de induzir elevados
niveis de protecdo (redugdo de até 92% em contagens fecais de ovos (FEC) e redugdo de até
75% da carga parasitaria) em ovinos. Roberts et al. (2013) produziu Aminopeptidase H11,
uma glicoproteina de membrana presente no intestino de H. contortus, através de expressao
recombinante de proteinas usando Caenorhabditis elegans e testou em ovinos infectados com
H. contortus, contudo a H11 recombinante ndo foi capazes de promover imuniza¢do dos
ovinos e consequentemente nao promoveu redugdo da carga parasitaria e eliminagdo de ovos,
diferentemente da forma nativa. Estes resultados revelam uma dificuldade na producao de
vacinas, pois as formas recombinantes ainda apresentam limitacdes que interferem
significativamente na eficiéncia do antigeno.

O manejo nutricional do rebanho pode também favorecer o controle parasitario, visto
que animais submetidos a baixo nivel nutricional tornam-se mais susceptiveis ao parasitismo.
Phengvichith & Ledin (2007) alcancaram melhores indices produtivos e menor necessidade
de tratamentos anti-helminticos em caprinos com dieta de alta qualidade proteica e energética

quando comparados a outros com dieta nutricionalmente mais pobre.

A fitoterapia ¢ outra alternativa bastante estudada, que consiste na utilizagao de
plantas e seus subprodutos, sendo bastante difundida em vdrias regides, inclusive no Brasil
para combater nematddeos gastrintestinais de ruminantes (Athanasiadou & Kyriazakis 2004;

Costa-Junior et al. 2013). Dentre as vantagens da fitoterapia, considera-se principalmente a
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redu¢do de custos com tratamentos, menores impactos ambientais (Vieira et al. 1999) e
eficiéncia em nematoides resistentes. Diversas pesquisas tém revelado o papel promissor de
algumas plantas no controle do parasitismo por nematodides gastrintestinais em pequenos
ruminantes (Min et al. 2004; Min et al. 2005; Minho et al. 2008ab) levando o interesse cada

vez maior ao estudo de plantas e seus principios ativos.

1.7 Plantas com propriedade bioativas

Durantes muitos séculos as plantas foram usadas no tratamento de doengas e
continuam sendo em todo o mundo, o nucleo das solu¢des tanto em medicamentos humanos
como veterinarios (Hammond et al. 1997). Estima-se que mais de 30% dos medicamentos
recentemente introduzidos sdo direta ou indiretamente, obtidos a partir de origens naturais

(Willcox et al. 2001).

Estudos etnoveterindrios revelam uma grande variedade de plantas com propriedades
medicinais. No entanto, evidéncias cientificas sobre a eficicia da maioria dos produtos
vegetais ¢ limitada, independentemente de sua ampla utiliza¢do etnoveterinaria. A validacao
cientifica da eficdcia da planta e avaliacdo de possiveis efeitos colaterais sdo necessarios antes
da sua ado¢do como um novo método de tratamento (Githiori et al. 2006). Para a maioria das
plantas que tem propriedades bioativas os compostos envolvidos nesta funcdo ainda sao
desconhecidos, pois em geral a composi¢cdo quimica ¢ complexa e exige muito estudo até a

total identificagao.

Para o controle do parasitismo gastrintestinal em pequenos ruminantes, destaca-se o
uso de plantas bioativas como alternativa aos anti-helminticos sintéticos. Em alguns vegetais,
os compostos ativos ja foram identificados, mas em outros ainda sdo desconhecidos. Na
maioria dos casos, esses compostos sdo metabdlitos secundarios dos vegetais (Athanasiadou
et al. 2008).Varias pesquisas, em especial com leguminosas e arvores forrageiras, mostram o
efeito bioativo dessas plantas contra varios estagios de vida das populacdes de parasitas
(Niezen et al. 1995; Kahiya et al. 2003; Athanasiadou et al. 2005; Martinez-Ortiz-de-
Montellano et al. 2010). E os taninos condensados s3o incriminados como o composto
bioativo de grande parte destas plantas (Niezen et al. 1995; Nguyen et al. 2005; Igbal et al.
2007; Dasgupta et al. 2010; Max 2010; Sadaghian et al. 2011; Azando et al. 2011).

As leguminosas forrageiras constituem um dos principais grupos de plantas

taniniferas, sdo boas fonte de alimentacdo de pequenos ruminantes sendo capazes de aumentar
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a sua produtividade, principalmente no periodo de seca, quando a pastagem sofre um declinio
e o potencial produtivo dos rebanhos ¢ limitado (Castro 2005; Monteiro et al. 2009).
Considerando as propriedades bioativas e nutricionais das leguminosas forrageiras, estas
podem ser chamadas de nutracéutico (Waller ¢ Thamsborg 2004; Hoste et al. 2006; Alonso-
Diaz et al. 2010). O termo nutracéutico é conferido a qualquer substincia que se comporta
como alimento e ao mesmo tempo também fornece beneficios a satde, incluindo a prevengao
e tratamento de doenga (Andlauer & Fiirst 2002). Os efeitos nutracéuticos sdo geralmente
obtidos por um relativo consumo a longo prazo (Hoste et al. 2012).

No caso da infec¢do com nematoides gastrintestinais, o conceito de nutracéuticos tem
sido ilustrado por estudos de forragens previamente conhecidas pelos seus valores nutritivos,
como as leguminosas (Niezen et al. 1995, 1998ab; Waller e Thamsborg 2004). A integragao
de nutracéuticos no sistema de producgdo pode levar a um controle mais sustentdvel dos NGI
promovendo uma redugdo na frequéncia de tratamentos quimicos, que devem ajudar a reduzir
a pressao de selecao de parasitos resistentes (Waller 2006).

A Acacia mangium ¢ uma leguminosa tropical rica em proteinas (Man et al. 1995; Van
et al. 2005; Salazar et al. 2008) e taninos condensados (Barahona et al. 2003; Wina et al.
2010). Espécie de crescimento rapido, ¢ utilizada para o reflorestamento em regides tropicais
e atua também na regeneracdo de areas degradadas devido a sua capacidade de reciclar
nutrientes ¢ alta produgdo de biomassa (Lorenzi 1992; Man et al. 1995). Arvores de Acacia
tém em média 35% de taninos (Gujrathi & Babu, 2007), sendo distribuidos em todas as partes
da planta, concentrados principalmente na casca do caule (Santana et al. 1997). Espécies deste
género tem sido alvo de constante pesquisa sobre acdo antiparasitaria. Extratos de acacia sao
conhecidos no Brasil como tanino altamente concentrado (TAC). Minho et al. (2004)
forneceram a cordeiros uma dieta suplementada com TC oriundo de sorgo (2% de TC) e
acacia negra (4. mearnsii) (15% de TC), duas vezes por semana. Apos 10 semanas de
tratamento, houve diminui¢do significativa na contagem de OPG dos grupos suplementados
com taninos condensados (p<0,05), em relagdo ao grupo controle. Minho et al. (2010)
também observaram que o tratamento de cordeiros com extrato de A. mearnsii (extrato
comercial produzido por Tannery And Manufacturing Company) reduziu significativamente o
numero de ovos encontrados nas fezes, assim como também afetou a viabilidade dos ovos,
quando comparado com grupo ndo tratado. Estudos realizados por Max (2010) também
avaliaram a eficicia de um extrato rico em TC de 4. mearnsii (Acéacia Negra) fornecendo
dose de 1,3 ge 1,6 g TC/ kg de peso corporal por dia durante trés dias consecutivos a ovinos e

caprinos, mas observaram que apenas nos ovinos houve redu¢do do OPG e da carga
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parasitaria de H. contortus, demonstrando claramente a influéncia da espécie de hospedeiro na
bioatividade de plantas contra os NGI.

Kahiya et al. (2003) também estudaram o efeito de dietas com as leguminosas Acacia
karoo e A. nildtica sobre infeccdo de H.comtortus em caprinos e observaram que apenas
administracdo de 4. karoo reduziu a contagem de ovos, desse verme, demonstrando que

espécies do mesmo género podem apresentar diferentes atividades bioldgicas.

1.7.1 Metabolitos secundarios

O metabolismo vegetal ¢ dividido em primario e secundario. O metabolismo primario
esta associado com a formacdo, manutengdo e reproducdo das plantas. Esse ¢ o caso das
proteinas, carboidratos e lipidios. Os metabolitos secundarios sdo derivados biologicamente
dos metabdlitos primadrios, as plantas produzem uma série de metabdlitos secundarios como
alcaloides, terpenoides, lectinas, polifenois entre outros, que ndo estdo diretamente
relacionados com crescimento ou reprodugdo, e sao sintetizados pela planta para exercerem
atividade de atracdo de polinizadores, adaptacdo ambiental e mecanismos de defesa contra
nematoideos fitopatogénicos, insetos ou aves (Peumans & Van Damme 1995; Taiz & Zeigher
2004).

O metabolismo secundario pode ser dividido em trés grandes grupos, segundo sua
biossintese: terpenoides, alcaloides e compostos fendlicos. Cerca de 55.000 terpenoides ja
foram isolados, estes podem ser subdivididos em varias classes de acordo com o numero de
atomos de carbono. Os alcaloides, ja sao conhecidos em torno de 1.200 compostos, sendo que
estes apresentam uma ou mais moléculas de nitrogénio e sdo sintetizados principalmente a
partir de aminoacidos. Os compostos fendlicos ou polifendis estdo presentes em todos os
orgdos das plantas e ja foram caracterizados mais de 8.000 compostos, que compreendem
estruturas diversas variando de moléculas simples como os acidos fendlicos a compostos

cujas moléculas sdo altamente ramificadas, como os taninos (Croteau et al. 2000).

Dentre os principais metabdlitos secundarios de plantas que sdo reportados como
detentores de atividade anti-helmintica, destacam-se monoterpenos (Camurca-Vasconcelos et
al. 2007; Macedo et al. 2010; Zhu et al. 2013), cumarinas, saponinas, flavonoides (Hernandez-
Villegas et al. 2011), lectinas (Rios de Alvarez et al. 2012 a,b) e taninos condensados
(Athanasiadou et al. 2005; Kamaraj & Rahuman 2011; Hoste et al. 2012).

Os polifenois sdo alguns dos compostos mais frequentemente descritos na literatura

cientifica. Estes compostos constituem um grupo diversificado de metabolitos de plantas, com
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uma estrutura de multiplos anéis de fenol e, pelo menos, dois grupos hidroxila. Sao formados
por duas rotas bioquimicas diferentes, quer pela via do chiquimato ou vias de
acetato/malonato, com outros metabolitos geralmente ligados enzimaticamente. (Quideau et
al. 2011; Holderness et al. 2008). Os polifendis sdo comumente classificados de acordo com
suas estruturas quimicas em ndo flavondides como dacidos fenolicos ou flavondides,
subdivididos devido ao padrao de hidroxilagdo e variagdes no anel cromano em isoflavonas,
neoflavonodides, chalconas, flavonas, flavondis, flavanonas, flavanonols, flavonols,
proantocianidinas e antocianidinas (Tsao 2010). Numerosos estudos tém atribuido a eles uma
ampla gama de atividades bioldgicas, incluindo anti-inflamatoria (Recio et al. 2012),
antioxidante (Eberhardt et al. 2000), protetor cardiovascular (Andriantsitohaina et al. 2012),
acdes anti - cancerigena (Spagnuolo et al. 2012), anti-helmintica (Igbal et al. 2007; Yoshihara

et al. 2013), entre muitos outros (Vauzour et al. 2010).

Atividade antiparasitiaria de plantas ricas em taninos condensados (TC) tem sido
relatada por um numero crescente de estudos realizados para verificar, validar e quantificar
cientificamente seus efeitos (Min et al. 2004; Min et al. 2005; Minho et al. 2008ab).
Trabalhos registram agdo de TC promovendo a reducao da quantidade de ovos liberados junto
com as fezes dos animais infectados e/ou carga parasitaria (Minho et al. 2010; Martinez-
Ortiz-de-Montellano et al. 2010) como também reduzindo o estabelecimento das larvas

infectantes em ovinos e caprinos (Brunet et al. 2008a; Joshi et al. 2011).

1.7.2 Taninos

Os taninos sao um grupo complexo de compostos polifenodlicos encontrados numa
vasta gama de espécies de plantas geralmente consumidas pelos ruminantes. (Singh et al.
2003; Frutos et al. 2004). A estrutura e a quantidade de taninos variam de acordo com a planta
e as condi¢des ambientais, ¢ no geral apresentando grande variabilidade (Otero & Hidalgo
2004). Os taninos sao classicamente distinguidos em dois grandes grupos de acordo com sua
estrutura quimica: os taninos hidrolisaveis (TH) e os taninos condensados (TC). Os taninos
hidrolisdveis ndo sdo encontrados com muita frequéncia na natureza, restringindo-se
praticamente as espécies de angiospermas dicotiledoneas. Sdo constituidos por uma parte
polialcoolica (normalmente a glucose, mas também o acido quinico, outros fenois e outros
glicésidos) e por uma parte fendlica (acido gélico) ligados através de uma ligagdo éster
(Khanbabaee et al. 2001). Nos ruminantes, os TH podem ser degradados pelos micro-

organismos ruminais e originar compostos potencialmente toéxicos. Acredita-se que a
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toxicidade ¢ causada pela absor¢ao dos produtos da degradagdo e alta concentragdao de fenois

no sangue, que ¢ maior do que a capacidade de detoxificacao do figado (Makkar et al. 2007).

Os taninos condensados (TC) ou proantocianidinas sao polimeros formados por
unidades de flavan-3-ol ou flavan-3,4-diol unidas por ligagdes carbono-carbono (Salunkhe et
al. 1990). Com base na natureza dos mondmeros constitutivos de TC (flavan-3-ol), quatro
sub-classes se distinguem dentro do TC: os prodelfinidinas, procianidinas, prorobetinidinas e
profisetinidinas. As procianidinas e prodelfinidinas sdo as duas principais classes de TC
(Bruneton 1993; Mueller-Harvey 2006; Hoste et al. 2012). As diferencas estruturais podem
produzir uma infinidade de estruturas quimicas que por sua vez afetam as propriedades fisicas
e bioldgicas dessas moléculas (Min & Hart 2003). Contudo, ndo sdo suscetiveis a degradagao
enzimatica anaerobica, portanto, sdo relativamente estaveis no trato digestivo dos ruminantes
e raramente toxicos (Waghorn 2008).

3

Por muito tempo os taninos foram considerados como “vildes” prejudiciais para
ruminantes, contudo hoje se considera que seu efeito pode ser tanto benéfico como maléfico,
dependendo do tipo de tanino consumido, estrutura quimica, peso molecular, quantidade
ingerida e a espécie animal em questdo (Hagerman & Butler 1991). Altas concentragdes de
taninos podem reduzir a ingestdo voluntaria de alimento devido a baixa palatabilidade dos
TC, retardamento da digestdo e/ou efeitos dos taninos sobre microorganismos ruminais
(Frutos et al. 2004). Altas concentracdes de TC apresentam importante a¢ao antinutricional
devido a formagdo do complexo TC-proteina salivar durante a mastigagdo que geram uma
sensacdo de adstringéncia, diminuindo a palatabilidade e o consumo de alimentos (Otero &
Hidalgo 2004). Esses compostos em altas concentracdes também diminuem a digestibilidade

de matéria seca, matéria organica, proteinas, carboidratos e fibras, diminuindo produtividade

dos rebanhos (Min et al. 2003).

Alguns estudos evidenciaram que o consumo de espécies de plantas com altos teores
de TC (geralmente > 50 g kg' ' de matéria seca - MS) reduz significativamente o consumo
voluntario, enquanto que concentragdes baixas a moderadas podem melhorar a utilizacao
digestiva dos alimentos (Barry & Duncan 1984; Waghorn et al. 1994). Barry & McNabb
(1999) indicaram que o efeito negativo do consumo de Lotus pedunculatus com teor de TC >
50 g kg™ MS sobre o consumo voluntario de ovelhas nio é visto quando os mesmos animais

consomem L. corniculatus, que tem apenas 34-44 g TC kg™ de MS.
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Uma revisdo dos experimentos realizados em ovinos com plantas taniniferas sugeriu
que concentracdes baixas a moderadas de TC (3-6% MS) podem ter efeitos positivos sobre a
fisiologia do hospedeiro, crescimento, produgdo de leite e 13, e em concentragdes mais
elevadas (7-8% de MS), podem deprimir o consumo de ragdo, perturbar a fisiologia digestiva
e diminuir a digestibilidade dos nutrientes (Hoste et al. 2006). A estrutura dos TC e sua
concentracdo nas plantas parecem ser os principais fatores moduladores da eficacia desses
metabolitos contra nematoides. Devem existir no minimo 30 a 40g TC kg'MS (3 a 4% de

MS) para ser observada atividade antiparasitaria em ovinos (Hoste et al. 2006).

O papel de forrageiras taniniferas ou extratos de taninos no controle de parasitos tem
sido estudado em todo o mundo devido seus efeitos no controle de infec¢des por nematodides
gastrintestinais. Os resultados iniciais obtidos na Nova Zelandia, sugerem que o consumo de
plantas taniniferas pode afetar a biologia de diferentes espécies de helmintos, e que os taninos
condensados podem ser responsaveis por estes efeitos (Niezen et al. 1998 a, b). Além desta
propriedade acredita-se também que as plantas que contém TC e sdo utilizadas na dieta de
ruminantes t€ém produzido outros beneficios para estes animais. Nos ovinos, 0s taninos tém
sido capazes de aumentar significativamente a eficiéncia da produ¢do de leite, a producao de
proteina e lactose, diminuir o teor de gordura do leite (Wang et al. 1996) e aumentar a
porcentagem de pari¢do. Ovelhas pastando L. corniculatus (17 g TC kg/ MS) aumentaram sua
produgdo de cordeiros em 25% devido ao aumento das taxas de ovulacdo e um posterior
aumento percentual de parto, possivelmente relacionadas a maior absor¢do de proteinas (Min
et al. 1999). O aumento da producao de 1a também tem sido observado com a utilizagdao de TC
na dieta de carneiros, variando de 10-14% com o consumo de L. corniculatus (30-35 g TC kg/
MS). A utilizacdo de plantas taniniferas na alimentacdo de ruminantes pode também
apresentar aspectos positivos para o ambiente devido a possibilidade de reduzir a produgao de
gas metano no rumen, e posteriormente sua eliminagdo para a atmosfera através da agdo
deletéria dos TC sobre as bactérias responsdveis pela producdo desse gas (Oliveira &
Berchielli, 2007). Outro beneficio aos ruminantes que pastejam em leguminosas contendo CT
¢ a prevencdo do timpanismo (Mangan 1988; Aerts et al. 1999; Barry & McNabb 1999;
McMabhon et al. 2000).

Quanto ao efeito anti-helmintico dos TC contra os NGI, duas hipoteses tém sido
discutidas. A primeira baseia-se no efeito direto dos TC sobre os vermes, seja sobre ovos,
larvas ou adultos. A segunda sugere o efeito indireto dos TC, melhorando a utilizagao protéica

pelo hospedeiro e consequentemente, melhorando a resposta imune dos ruminantes aos
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parasitas (Hoste et al. 2012). Contudo, a confirmagdo de uma hipdtese ndo necessariamente
exclui a outra. Em estudos in vivo a agdo sobre carga parasitaria e eliminagdo de ovos nas
fezes pode ser explicada por ambas as repostas e para compreender melhor a atuagdo de cada

possivel modo de acdo mais estudos precisam ser realizados.
1.7.3 Acao direta de TC

A agdo direta refere-se a capacidade dos taninos interagirem com os nematoides em
alguma de suas fases de vida e promoverem destruicdo dos parasitos ou impedirem seu
desenvolvimento de forma a interromper seu ciclo bioldégico. De acordo com a hipdtese de
acdo direta os TC se ligam com a cuticula dos nematdides, que ¢ rica em prolina e
hidroxiprolina alterando suas propriedades fisico-quimicas (Thompson & Geary 1995;
Athanasiadou et al. 2000b; Hoste et al. 2006). Os TC ao se ligarem as proteinas do parasito
podem produzir lesdes na cuticula, além de afetar a motilidade e alimentacdo do mesmo
(Brunet et al. 2011). Martinez-Ortiz-de-Montellano et al. (2013) utilizando microscopia
eletronica de varredura para avaliar o efeito direto (in vitro e in vivo) do extrato de
Onobrychis viciifolia e Lysiloma latisiliquum sobre H. contortus observaram a presen¢a de
rugas longitudinais e transversais na cuticula ao longo do corpo e regido cefalica de fémeas de
H. contortus quando em contato com o extrato. Também foram observados agregados dos
extratos ao redor da cépsula bucal, regido da vulva e anus. No estudo in vivo, alteragdes
semelhantes foram observadas, com exce¢do dos agregados que s6 foram descritos na regiao

ao redor da capsula bucal.

Até o momento a hipotese de agdo direta ¢ a mais aceita, sendo corroborada pelos
resultados obtidos a partir de estudos in vitro que tendem a determinar os efeitos destes
polifendis. Em menor proporg¢ado, alguns experimentos in vivo também tém trazido evidéncias
de efeitos diretos de TC (Athanasiadou et al. 2001; Marley et al. 2003; Tzamaloukas et al.
20006; Igbal et al. 2007).

A atividade anti-helmintica in vitro dos TC tem sido avaliada sobre diferentes estagios
dos nematoides, como ovos, larvas de primeiro estagio (L1), larvas de terceiro estagio (L3) e
adultos. Os efeitos registrados foram redugdo de eclodibilidade, desenvolvimento, motilidade

e desembainhamento larvar e motilidade de adultos (Hoste et al. 2006).

Estudos in vivo realizados com o fornecimento a curto prazo da forragem L.

latisiluguum, rica em TC, causou um rapido e constante decrescimo do OPG de ovinos.
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Segundo os autores este resultado suporta a hipdtese da agdo direta dos taninos, por afetar
negativamente a biologia da populacao de H. contortus, sendo que os vermes do grupo tratado
eram menores, € de acordo com seu tamanho continham menos ovos no utero das fémeas, do
que os vermes do grupo controle (Martinez-Ortiz de Montellano et al. 2010). Paolini et al.
(2003a,b) também relataram diminuicdo da fecundidade das fémeas de H. contortus e T.

colubriformis em caprinos.

A acdo direta dos taninos também tem sido evidenciada através da acdo dos extratos
ricos em TC sobre larvas onde alguns estudos observaram o retardo ou inibicdo do
desembainhamento de larvas H. contortus e T. colubriformis ap6s incubacdo com extratos de
plantas taniniferas (Bahuaud et al. 2006; Brunet et al. 2007; Alonso-Diaz et al., 2008ab;
Oliveira et al., 2011).

Estudos in vitro realizados com taninos extraidos de forragens Hedysarum coronarium
e Lotus pedunculatus inibiram a eclodibilidade de larvas de 7. colubriformis e o
desenvolvimento para larvas infectantes (L3) e também reduziu a motilidade larval, sugerindo
que os taninos de forragens podem alterar o ciclo de vida dos nematdides e reduzir a

contaminag¢do da pastagem com larvas infectantes(Molan et al.,2000 a, b)

O consumo de plantas taniniferas também tem reduzido o estabelecimento de larvas
durante a infeccdo. Brunet et al. (2008a) revelaram um decréscimo significativo no
estabelecimento de larvas infectantes (L3) de H. contortus e T. colubriformis, apds 5 dias de
infec¢do, nos grupos tratados L. latisiliquum, rico em TC quando comparado com o grupo
controle (P < 0.01). Minho et al. (2008a) também observaram a agdo de direta de extratos de
TC de acécia sobre a inibicdo da alimentagdo de larvas L1 de H. contortus, Trichostrongylus

vitrinus e Teladorsagia circumcincta.

1.7.4 Acao indireta de TC

O efeito indireto de taninos no controle das infec¢des parasitarias seria resultado de
melhoras na resposta imune do hospedeiro (Kahn & Diaz-Hernandez 2000). Segundo esta
hipdtese o aumento da resposta imune seria proporcionado pelo fato dos TC protegerem as
proteinas da degradacdo ruminal, aumentando sua disponibilidade no intestino delgado e
levando a uma maior absor¢do de aminoacidos (principalmente os essenciais) (Schwab 1995;
Barry e McNabb 1999; Min et al. 2003), promovendo consequentemente, melhorias no estado

nutricional do animal que poderiam refletir em mudanca na resposta imune, levando
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possivelmente ao controle de infecgdes parasitarias (Mangan 1988; Waghorn & Shelton 1997;
Makkar 2003). Os TC interagem com as proteinas predominantemente via pontes de
hidrogénio, formando complexos de tanino-proteina (Haslam 1996). Diversos fatores afetam a
formagao desses complexos, mudangas estruturais e propor¢do relativa dos mondémeros de
TC. Além disso, a variagdo destes fatores também pode influenciar na eficacia dos TC sobre

nematoides (Molan et al. 2000a; Brunet et al. 2008b).

Em pequenos ruminantes a maior disposi¢do de aminoacidos absorvidos no intestino
delgado promove melhoras da homeostase e do sistema imune do hospedeiro, contribuindo
com a resiliéncia do animal frente a desafios como o parasitismo gastrintestinal (Coop &
Kyriazakis 2001). Abbott et al. (1988) sugeriram um aumento da resposta imune como
consequéncia da maior disponibilidade de proteina. A maior disponibilidade de proteina pode
também compensar a perda ocasionada pelo parasitismo, melhorando o estado geral do
animal. Experimentos demonstraram que essas perdas sdo consideraveis, variando de 20 a 125

g de proteina por dia em infec¢des por 7. colubriformis (Soulsby 1987).

Contudo, poucos estudos visam examinar esta hipotese, através da avaliacdo do
numero de diferentes células efetores (eosinofilos, mastdcitos, leucdcitos globulares e células
caliciformes) na mucosa digestiva em ovinos (Tzamaloukas et al. 2006;. Martinez -Ortiz-De-
Montellano et al. 2010;. Rios- de- Alvarez et al. 2010) ou de caprinos (Paolini et al. 2003a,b)
que consumiam forrageiras ricas em TC. Algumas das evidéncias mais aceitas para apoiar a
hipotese de agdo indireta foram obtidas por Tzamaloukas et al. (2006) que mostrou que
cordeiros pastando sulla ou chicéria tiveram um desenvolvimento reduzido de vermes,
associado com o maior nimeros de mastocitos e leucocitos globulares no local da infecgao.
Contudo estudos realizados por Brunet et al. (2008a) ndo registraram alteragdo significativa
no numero de células inflamatérias da mucosa abomasal e intestinal de caprinos apds o
fornecimento de outra planta rica em TC, sendo que tal fato foi atribuido ao curto periodo
experimental, que pode nao ter sido suficiente para a expressao de resposta imune. Paolini et
al. (2003b) observaram que animais tratados com taninos apresentaram um aumento no
numero de células inflamatorias, incluindo eosinoéfilos e mastocitos, contudo somente o

numero de mastocitos diferir significativamente do grupo controle.
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1.8 Efeitos de compostos de plantas sobre células do sistema imune

Existe uma grande diversidade de produtos quimicos produzidos pelas plantas que
pode ter efeitos sobre o sistema imunologico. Embora ndo estejam bem descritos os
compostos envolvidos nesta agdo, os metabolitos secunddrios tém se destacado como
possiveis responsaveis por estes efeitos. Varias atividades bioldgicas tém sido descritos para
os compostos polifendlicos, incluindo um efeito modulador sobre o sistema imunoldgico. Os
efeitos destes compostos biologicamente ativos sobre o sistema imune estdo associados a
processos de diferenciacdo e ativagdo de células imunes (Karasawa et al. 2011; John et al.

2011).

Os polifenois de diversas fontes parecem promover uma modulagdo do sistema
imunoldgico. Estudos realizados com camundongos que receberam tratamento oral com
extratos ricos em polifendis de frutos de palmeira datileira (Phoenix dactylifera L.) ameixa
(Prunus domestica) e figo (Ficus carica) tiveram um incremento de células
imunocompetentes, incluindo Th1, NK, macréfagos e células dendriticas (DCs) de placas de

Peyer’s e/ou baco (Karasawa et al. 2011).

Em experimentos in vitro, utilizando células T CD4+ Jurkat (linhagem de células T de
leucemia) tratadas com epigalocatequina-3-galato (EGCG), membro da classe de flavanois
encontrados no cha verde, promoveram um aumento na expressao do gene Foxp3 e IL10. Em
paralelo, foi realizado um experimento in vivo com um grupo de camundongos Balb/c que
receberam diariamente EGCG (50 mg / kg), durante sete dias, que evidenciou o aumento da
frequéncia e numero de Treg em bacos, linfonodos pancreaticos e linfonodos mesentéricos.
Além disso, as células Treg obtidas do grupo tratado foram capazes de suprimir a fungdo das
células T, que mostra uma redug@o na capacidade proliferativa das células T e de produgdo

interferon gama (IFN-y) e interleucina 2 (IL-2) (Wong et al. 2011).

Estudos realizados por Daughenbaugh et al. (2011) demonstraram o papel in vivo ¢ in
vitro de procianidinas sobre cé¢lulas do sistema imune inato. Demonstrando a capacidade de
procianidinas para ativar as células T 9, e de atuar com agonistas. A célula T yo € uma célula
imune inata com fungdes efetoras que podem modular as respostas inflamatorias, bem como
suprimir a inflamacdo e promovem a cicatrizacdo de feridas. A ativa¢do da populagdo de
células T yo por extratos de cascas de magas verdes, rico em procianidinas induz um fendtipo
que leva a uma resposta primaria que ¢ semelhante a uma resposta desenvolvida por Padrdes
moleculares associados a patdgenos (PAMP) acoplamento dos receptores do tipo toll. Estes

autores avaliaram a ag@o de procianidinas sobre células T yd de bovinos, ratos ¢ humanos. Em
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células T yd purificadas de bovinos o tratamento com procianidinas aumentou
significativamente os niveis de transcrigdo de 200 genes, envolvidos com a producao de
citocinas, quimiocinas, fatores de transcri¢do entre outros. Em ratos, mostraram a relevancia
in vivo para a resposta de citocina induzida por procianidina com a observacdo de que a
injecdo de extratos de cascas de macgds verdes rico em procianidinas resultou no rapido
influxo de neutrofilos para o peritonio e sangue dos ratos. Em células T yd de humanos
observaram que o tratamento com procianidinas estabiliza a transcri¢do de GM-CSF (Fator 2
estimulador de coldnias) e IL-8.

O papel das procianidinas ¢ explorado por varios pesquisadores, revelando sua acao no
tratamento de doencas inflamatorias (Blazso et al. 1997), bem como na eliminacdo de
infecgoes (Cheshier, et al. 1996; Liu et al. 1998), indicando que os polifenois tém
propriedades anti- e pro-inflamatdrias. Algumas procianidinas podem inibir ativagdo de
fatores de transcrigdo nuclear Kappa b (NF-kB) (Mackenzie, et al. 2004; Terra et al. 2007;
Oh, et al. 2004; Williams et al. 2004) e desempenhar um papel na inibi¢ado do
desenvolvimento de alergias alimentares (Akiyama, et al. 2005) renites alérgicas (Enomoto et
al. 2006) e podem desempenhar atividade antitumoral via mecanismos imunomoduladores

(Zhang et al. 2005).

Em uma revisao realizada por Cuevas et al. (2013) indicou que os polifenois sao
capazes de modificar os mecanismos epigenéticos promovendo imunomodulagdes. Os
mecanismos epigenéticos estdo envolvidos no controle da expressdo dos genes, que atuam
sobre a manuten¢do da funcionalidade de numerosos processos fisiologicos, as modificagdes
epigenética por polifendis podem gerar mudangas no sistema imunologico importantes no

controle de infec¢des.
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2. JUSTIFICATIVA
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As infecgdes de caprinos por NGI constituem um sério problema a caprinocultura,
pois geram significativas perdas economicas em decorréncia da elevada taxa de mortalidade,
baixa produtividade, retardo no crescimento dos animais e custos com a prevencao € 0s

tratamentos (Vieira et al. 1997; Pinheiro et al. 2000).

Para o controle destes parasitos tém se utilizado quase exclusivamente compostos
quimicos, no entanto a resisténcia a esses produtos, gerada pela selecdo de nematoides
resistentes (Amarante et al. 1992), e os possiveis impactos ambientais, a acumulacdo de
residuos nos alimentos e o custo com estes produtos (Edwards et al. 2001; Melo et al. 2003),
tornam imprescindivel a busca por novas formas de controle que possuam boa eficiéncia e

baixo impacto ambiental (Athanasiadou et al. 2008).

Os pequenos ruminantes podem se beneficiar com métodos adicionais de controle
como a inclusdo de plantas ricas em taninos condensados em sua dieta, que em quantidades
adequadas, resultam em aumento do ganho de peso, da producdo de leite e diminuicdo do
parasitismo gastrintestinal (Niezen et al. 2002 a,b; Chafton 2006). Embora a utilizagao de
plantas taniferas ou taninos condensados como uma alternativa para o uso de anti-
helminticos no controle nematodes gastrointestinais tem sido amplamente documentada em

ovinos, estudos permanecem escassos em caprinos.

Os taninos condensados presentes nas leguminosas tém demonstrado efeito
antiparasitario e por essas plantas representarem uma fonte alimentar de facil acesso e
disponibilidade para os ruminantes, baixos custos aos produtores € com menor impacto
ambiental podem vir a ser utilizadas como importante alternativa do controle de parasitos em
adicdo aos métodos classicos realizados com drogas sintéticas. Contudo ¢ preciso
compreender como os taninos condensados atuam no organismo destes animais, investigando
principalmente os efeitos indiretos dos taninos, que permanecem ainda obscuro devido a
quase auséncia de estudos. Dessa forma, o conhecimento deste mecanismo de agdo faz-se
necessario, para tornar possivel uso mais apropriado destas plantas com propriedades

bioativas, em sistemas pecuarios.
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3. OBJETIVOS
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3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito antiparasitario e o perfil da resposta imunologica em caprinos apods

suplementagdo com o po da casca de Acacia mangium, rica em taninos condensados.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar se o consumo de casca de Acacia afeta o consumo voluntario de ragdo dos
caprinos;

e Observar se o consumo de casca Acacia afeta o ganho de peso dos caprinos;

e Verificar se alimentacdo de caprinos com o p6 da casca de Acacia mangium € capaz de
evitar ou controlar a infeccdo por Haemonchus contortus e Trichostrongylus
columbriformis;

e Comparar o perfil da resposta imune em animais alimentados com o p6 de casca de A.
mangium com animais controle;

e Determinar se a dieta com o p6 da casca Acacia estimula a polarizagdo da resposta
imune;

e Associar o perfil da resposta imunoldgica com o efeito anti-parasitario do pd da casca
de A. mangium sobre caprinos infectados artificialmente com Haemonchus contortus e
Trichostrongylus columbriformis,

e Avaliar a influéncia da estimulacdo in vitro com antigenos brutos de Haemonchus
contortus sobre células mononucleares do sangue periférico de animais suplementados

ou ndo com Acacia.
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4. MATERIAIS E METODOS



33

4.1 Populacao estudada

Foram utilizados 18 caprinos machos, castrados, mesticos - meio sangue de

cruzamentos entre as ragas Boer e Anglo Nubiana, de 9 a 10 meses de idade.

4.2 Coleta e processamento das plantas

As cascas de Acacia mangium foram coletadas no campus da Universidade Estadual
do Maranhao, situado no municipio de Sdo Luis — MA, coordenadas 02°32°S 44°17"W, no més
de julho de 2013. Foram coletados 20 Kg de cascas, em cinco arvores de A. mangium. A coleta
foi realizada em um tUnico dia, entre o periodo de 8:00 as 10:00 da manha, no momento da
coleta a temperatura variou entre 26 e 31°C.

As cascas coletadas foram colocadas em estufa de secagem com circulagdo e
renovagdo de ar a 40 °C durante 96 horas. Depois de secas as cascas foram trituradas em
desintegrador e moidas em moinho tipo Willye TE-650 (TECNAL), utilizando-se peneira com
a malha de 0,25 mm. O material moido foi armazenado em sacos plastico, devidamente

identificada e condicionado a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.

4.2.1 Andlise bromatolégica do material vegetal
As Analises bromatoldgicas foram realizadas por colaboradores do Laboratério de
Nutrigdo Animal do Centro de Energia Nuclear Aplicada a Agricultura (CENA) da
Universidade de Sao Paulo (USP) conforme procedimentos descritos pela Association of

Official Analytical Chemists (AOAC) (1990) e Van Soest et al. (1991) (Tabela 1).

Tabela 1 - Analise bromatologica da casca de Acacia mangium expressos em g/kg de matéria

S€ca.

Parametro* Acacia mangium — casca
Matéria mineral* 223
Matéria organica * 971,6
Proteina bruta * 68.7
Fibra em detergente neutro * 468,6
Fibra em detergente acido * 390,04
Lignina * 219,9

* Valores expressos em g/kg de matéria seca
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A determinacao dos compostos polifenoicos também foi realizada por colaboradores
do Laboratério de Nutrigdo Animal do Centro de Energia Nuclear Aplicada a Agricultura
(CENA) da Universidade de Sdo Paulo (USP). Para determinacdo de fenois totais e taninos
totais foi utilizanda a metodologia proposta por Makkar et al. (1993). Para a determinag@o dos
taninos condensados foi usada a metodologia de Porter et al. (1986). Os resultados da andlise

indicaram que o p6 da casca 4. mangium apresentou 20,2% de TC (Tabela 2).

Tabela 2 - Analise de fenois totais, taninos totais e taninos condensados na casca de Acacia

mangium.

Taninos

AMOSTRA Fendis totais *  Taninos totais * sk
Condensados

Acacia mangium

495,87 489,36 202,73
casca

* Valores expressos em equivalente grama de 4cido tanico / kg de matéria seca

** Valores expressos em equivalente grama de leucocianidina / kg de matéria seca

4.3 Manutencéo da cepa H. contortus e T. colubriformis

Para obtencdo de larvas infectantes (L3) foi criada e mantida um cepa mista de H.
contortus € T. colubriformis. Inicialmente fémeas de H. contortus foram recuperados de
abomasos de caprinos infectados naturalmente e abatidos comercialmente. As fémeas foram
maceradas em almofariz para liberagao dos ovos contidos em seus uteros e o macerado foi
utilizado em uma coprocultura, esta foi preparada em copos de vidro, onde misturou - se o
macerado, vermiculita e contetdo do omaso (como substrato), depois de pronta a
coprocultura, o copo foi coberto com uma placa de Petri, e com um papel dobrado na borda
do copo foi deixando um espago para aerizagdo da cultura. Os cultivos foram mantidos por
periodos de 15 dias em temperatura ambiente, e umedecidos com agua quando necessario,
apds este periodo as larvas infectantes foram coletadas da cultura de acordo com a
metodologia de Robert & O’Sullivan (1950). Para identificadas das larvas uma pequena
amostra das larvas recuperadas da cultura foi aliquotada em laminas e em seguida adicionado

lugol e observada em microoscopio.

Ap0s identificagdo as larvas foram armazenadas a temperatura de 4°C para posterior
utilizagdo. Apds 30 dias as larvas de H. contortus foram utilizadas para infec¢do experimental

de caprinos doadores (utilizados para manutengdo da cepa), o qual ja possui uma infec¢ao
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monoespecifica natural por 7. colubriformis. Ap6s 21 dias da infeccao as fezes passaram a ser
coletadas diariamente e realizado a contagem de OPG, e novas coproculturas utilizando a
metodologia de Robert e O’Sullivan (1950) foram realizadas, estas forneceram as larvas de H.

contortus e T. colubriformis para infec¢ao artificial dos animais utilizados neste experimento.

4.4 Delineamento experimental

Todos os animais utilizados neste experimento foram inicialmente vacinados contra
botulismo com doses individuais de 2mL de Botulinobac (Hertape calier ®) e também
receberam doses de 1 mL do complexo vitaminico (ADE Calbos®). Os animais encontravam-
se no momento de sua aquisi¢do, infectados por nematoides gastrintestinais, por isso foram
desverminados, utilizando Monepantel (ZOLVIX® 5mg/Kg). Os animais foram mantidos
confinados em baias de piso de concreto, durante todo o periodo experimental, sendo
alimentados com concentrado (88% farelo de milho e 12% farelo de soja) no cocho
representando 3% do peso vivo, calculado quinzenalmente com base no peso vivo individual,
com feno de capim Tifton (Cynodon sp.) picado, agua e suplemento mineral para caprinos
(Caprinof6s®) ad libitum. Os animais eram pesados quinzenalmente em balanca digital, apos

jejum de 8 horas.

Apods vermifugacdo, as fezes dos animais foram coletadas diretamente do reto do
animal, por trés dias consecutivos durante quatro semanas, e realizadas analises quantitativas
de niimero de ovos por grama de fezes (OPG), pelo método de centrifugo-flutuagdo como
solucdo supersaturada de cloreto de soédio, para confirmar se a vermifugacdo foi bem
sucedida. Apo6s 20 dias os animais encontravam-se sem a presenga de ovos nas fezes. O
sangue destes animais foi coletado, por pungdo da veia jugular, com agulha e tubos estéreis
contendo heparina como anticoagulante, para avaliagdo imunoldgica na condicdo basal, 30
dias antes da infeccdo experimental (D-30 a D-27), em seguida os animais foram distribuidos

uniformemente de acordo com o peso em trés grupos (D-18).
Grupo I: Controle - animais infectados que ndo receberam taninos condensados (n=6).

Grupo II: animais infectados que receberam diariamente adicionado a ragdo 100 mg de
tanino condensado (disponivel em 490 mg de p6 da casca de Acacia mangium), por Kg de

peso vivo do animal (n=6).
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Grupo III: animais infectados que receberam diariamente adicionado a ragdo 100 mg de
tanino condensado (disponivel em 490 mg de pd da planta), por Kg de peso vivo do animal,

mais 10g de Polietilenoglicol (PEG) (De acordo com Alves et al. 2011) (n=6).

O PEG foi utilizado no grupo III para bloquear a atividade dos TC. Em estudos in-
vitro e in-vivo estes agentes bloqueadores tem sido bastante utilizados para confirmar a
atuacdo dos taninos sobre o controle de NGI. Durante todo o experimento foi fornecido uma
racdo isoproteica aos animais dos trés grupos, contendo aproximadamente 14% de proteinas

brutas.

No dia -15 (D-15) os animais dos grupos II e III passaram a receber as ragdes
modificadas, nas quais foram adicionados respectivamente, p6 da casca de Acacia mangium e
po da casca de Acacia mangium + PEG. Nos dias -8 a -5(D-8 a D-5) o sangue dos animais foi
novamente coletado, utilizando o mesmo procedimento descrito acima, para avaliacdo dos

parametros imunoldgicos.

Durante todo o periodo de administragdo da ragdo suplementada com o p6 da casca
Acacia mangium, foi avaliado o consumo dos animais, com objetivo de perceber se havia
rejeicdo da ragdo pelos animais suplementados. O consumo foi avaliado diariamente, a partir
da quantidade de sobra de concentrado fornecida aos animais, as sobras eram recolhidas dos
cochos e pesadas, o valor era entdo subtraido do valor fornecido diariamente e calculava-se o

percentual consumido.

No dia 0 (D0) os animais dos trés grupos foram infectados individualmente por via
oral com um pool de 12.000 larvas (L3), sendo 6600 de H. contortus (55% da carga
parasitaria) e 5400 de 7. colubriformis (45% da carga parasitaria). Cada animal recebeu o

pool de 12.000 L3 em uma tnica dose, através de uma aplicacdo oral com auxilio de pipeta.

Apos 7 dias (D+7) da infecgao artificial, o sangue dos animais foi novamente coletado
e apos 14 dias da infec¢do, amostras de fezes foram coletadas diretamente da ampola retal dos
animais para avaliar a quantidade de ovos por grama de fezes (OPG), com o objetivo de

acompanhar a evolu¢do da infecgdo.

Depois de confirmada a infec¢@o, acompanhou-se a variacao da contagem de OPG por
10 dias (D+21 a D+31) e ao final deste tempo o sangue dos animais foi novamente coletado
(D+34 a D+36). Em seguida os animais foram abatidos e realizou-se a avaliacdo da carga

parasitaria do abomaso e intestino delgado.
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Figura 2 - Delineamento experimental utilizado no estudo.

O projeto em questdo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais

(CEUA) da UFMA, sob protocolo de nimero 23115018061/2011-01.

4.5 Necropsia dos animais

Entre 35 e 37 dias apds infecgao, procedeu-se o abate de 6 animais por dia, apos jejum
de 12h. Com o objetivo de avaliar carga parasitaria, os animais abatidos foram eviscerados e
os abomasos e intestinos delgado e grosso foram coletados, antes da liberagdo dos orgaos
estes foram separados por ligaduras duplas com barbante na regido anterior e posterior de
cada 6rgdo, que em seguida foram cortados entre as ligaduras e levados ao laboratdrio. Estes
orgados foram abertos individualmente com auxilio de tesoura, dentro de recipientes, lavados
com 4agua e a mucosa foi raspada cuidadosamente com auxilio de uma espatula, também
dentro deste recipiente, para a remocao dos vermes da mucosa do abomaso utilizamos ainda
um processo de coleta manual por “pescagem” com agulhas curvadas. O lavado dos 6rgdos
que foi colocado nos recipiente foi passado através de tamis e lavado sucessivamente em agua
corrente. Os vermes retidos no tamis foram tranferidos para outro recipiente com auxilio de
espatulas e com lavagens do tamis. Os vermes por fim foram conservados em um frasco de
vidro com 400 mL de solugdo de formol a 10%, diluido em 4gua a temperatura ambiente, para

posterior quantificacao e identificacdo de acordo com Ueno & Gongalves (1998).

Depois de realizados, os procedimentos acima descritos com o abomaso, este foi

também submetido a um processo de digestdo sem pepsina. O 6rgdo foi colocado em um
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recipiente com solugdo de acido cloridrico 1% e armazenado em estufa por 2 horas a 40°C,
em seguida o 6rgao foi retirado do recipiente, e o conteudo do recipiente foi homegeneizado e
transferido a uma proveta de 500 mL, o volume foi completado com agua até 500 mL e
deixado em repouso para decantacdo e em seguida o sobrenadante foi descartado, este

procedimento foi realizado até o conteudo ficar transparente (Dorchies & Lahitte, 1986).

4.6 Preparo de antigenos brutos de vermes adultos

Para produgdo de antigenos bruto (AgBr), vermes adultos de H. contortus foram
recuperados do abomaso de caprinos infectados naturalmente, abatidos comercialmente. Os
vermes recuperados foram depositados em placa de Petri contendo solugdo salina tamponada
de fosfato de sodio 0,015M, pH 7,4 (PBS), em seguida os vermes foram lavados por duas
vezes com o proprio PBS e mais duas vezes com meio RPMI 1640 (Sigma, EUA), com
finalidade de remover todas as particulas indesejadas e impurezas. Apdés o processo de
lavagem os vermes adultos foram utilizados para a producdo do antigeno bruto. A obtengao
do antigeno foi realizada por maceracao mecanica do parasito em solugao PBS em almofariz.

O produto da maceragdo foi mantido sob resfriamento em gelo e sonicado a 40 Watts
durante 1 minuto, com intervalos de 1 minuto para cada ciclo, totalizando sete ciclos. Em
seguida, o produto bruto soluvel foi obtido por centrifugacdo a 400g durante 3 minutos a
temperatura de 18°C. O sedimento foi entdo descartado e os sobrenadantes armazenados a -
86°C até o seu uso. A quantidade de antigenos na preparagao antigénica foi dosada pelo uso

de kit comercial BCA (Pierce, EUA), realizado conforme as instru¢des do fabricante.

4.7 Processamento do sangue

4.7.1 Separagdo de células mononucleares do sangue periférico de caprinos.

Para separacdo de células mononucleares do sangue periférico (PBMCs),
aproximadamente 20 mL de sangue periférico de cada caprino foi coletado em tubos
heparinizados. Apds a coleta o sangue foi centrifugado para a remog¢ao do plasma (que foi
armazenado a —20°C para posteriores analises) em seguida o sangue foi diluido com solugéo
fisiologica e aplicado lentamente sobre 20 mL de solugdo de Ficoll-Hypaque (Histopaque®
1.077, Sigma, EUA) em tubos de 50 mL de polipropileno (Falcon 2074, BD Biosciences,
EUA), e centrifugados a 400 g por 40 minutos a 18 °C. O anel contendo as células

mononucleares foi removido com auxilio de pipeta e lavado por trés vezes a 400 g por 10
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minutos a 18°C com solugao fisioldgica. Ao final, as células foram ressuspendidas para 1 mL
com meio RPMI 1640 (Sigma, EUA), e foi retirada uma aliquota para a contagem das
mesmas em camara hemocitométrica de Neubauer, na dilui¢ao de 1:2 em Solucao de azul de

tripan (Sigma, EUA).
4.7.2 — Cultura de PBMCs

Apbs separagio e contagem de PBMCs, 1 x 10° células por pogo foram incubadas com
meio RPMI em placas de 24 pogos, em estufa a 37°C ¢ 5% CO; por duas horas, para separar
as células aderentes das ndo aderentes. ApoOs este periodo o sobrenadante das culturas
contendo as células ndo aderentes (linfocitos) foi homogeneizado e removido. Uma aliquota
desta suspensdo de células foi colocada em microtubos de 0,5 mL e as células foram
novamente contadas em camara hemocitométrica de Neubauer, na diluigdo de 1:2 em Solugao

de azul de tripan (Sigma, EUA).

4.8 — Ensaio in vitro

Aliquotas da suspensdo de linfocitos também foram utilizadas para realizacdo de
culturas na presenca ou auséncia de antigeno soluvel de H. contortus, para posterior
imunofenotipagem. Foram utilizadas 1 x 10° células por pogo e os antigenos foram utilizados
na concentracdo de 100 pg/poco (1 mL volume final) de acordo com Gill et al. (2000), em
meio RPMI 1640 (Invitrogen, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado
(Sigma, EUA), 3% de solugdo de antibidtico/antimicoético (Invitrogen, EUA) e 2 mM de L-
glutamina (Sigma, EUA). As placas foram incubadas durante 20 horas em estufa com 5%

CO; a 37°C (Forma Scientific, E.U.A).

Ap0s este periodo de incubacdo foram adicionados 10puL de Brefeldina A (SIGMA,
E.U.A), na concentracdo estoque de 1 mg/mL (concentragdo final de 10 pg/mL). As amostras
foram incubadas por mais quatro horas em estufa nas mesmas condi¢des acima. A utilizagao
da Brefeldina assegura a retencdo da citocina no interior das células, uma vez que essa
substancia mantém a citocina no aparelho de golgi. Ao final do periodo de incubagdo foi
retirada uma aliquota para contagem de células e a suspensdo celular foi transferida para
microtubos de 2 mL, centrifugada e ressuspendida em tampao PBS-W (PBS pH 7.4 contendo
0.5% BSA e 0.1% de azida s6dica) em volume adequado a quantidade células, para posterior

imunofenotipagem.
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4.9 Imunofenotipagem

As células obtidas da cultura foram ressuspensas em Tampao PBS-W de forma que
para cada 100 pL contivesse 1x10° células. Inicialmente os tubos foram devidamente
identificados de acordo com cada painel e os anticorpos monoclonais de superficie marcados
com isoticionato de fluoresceina (FITC), descritos na Tabela 3 (ABD Serotec, USA), foram
aliquotados nos tubos e em seguida 100 uL da suspensdo celular foram adicionados aos
mesmos. As células e anticorpos foram incubados por 30 minutos a temperatura ambiente, ao
abrigo da luz e em seguida adicionado as amostras 1 mL de PBS-W (PBS pH 7.4 contendo
0.5% BSA e 0.1% de azida so6dica) e estas foram centrifugadas a 14.850 x g (centrifuga tipo
5810 R- Eppendorf®) por 1 minuto a 18°C e o sobrenadante foi descartado.

Para a detecgdo de citocinas intracitoplasmaticas, foram acrescentados aos tubos 1 mL
de PBS-P (PBS, pH 7.4, contendo 0,5% de BSA, 0,1% de azida so6dica e 0,5% de saponina)
por 15 minutos a temperatura ambiente, e estas foram centrifugadas a 14.850 x g por 1 minuto
a 18°C, descartado o sobrenadante e logo em seguida foram adicionados 20 puL de anticorpos
anti-citocina marcados com ficoetrina (PE), diluidos 1:20 em PBS-P aos respectivos tubos e
posteriormente incubados por 30 minutos a temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Apds a
incubagao, as c€lulas foram lavadas com 1 mL de PBS-W e centrifugadas a 14.850 x g por 1
minuto a 18°C e o sobrenadante foi descartado. Para os painéis com marcagdo de IL-10
biotinilada ainda foi acrescentado 50 pL de estreptavidina PE, diluido 1:300 em PBS-P aos
respectivos tubos e incubados por mais 30 minutos. Estas células foram novamente lavadas
com 1 mL de PBS-W e centrifugadas a 14.850 x g por 1 minuto a 18°C e o sobrenadante foi

descartado.

No final, foram adicionados a todos os tubos 200 pL de solugdo fixadora MFF (10g/L
paraformaldeido, 1% de cacodilato de sodio, 6,67 g/L. de cloreto de sodio, pH 7,2). As
amostras marcadas foram entdo lidas em citometro de fluxo (FACSCalibur- BD, E.U.A).
Controles isotipicos marcados foram utilizados em todos os experimentos para calibracdo da

leitura. Foram lidos 10.000 eventos totais em cada painel.
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Tabela 3. Painel de anticorpos monoclonais usados na imunofenotipagem de células

mononucleares do sangue periférico de caprinos.

Anticorpos
Hospedeiro Clone Isotipo Especificidade
monoclonais
Anti-CD21
Rato CC21 IgGl1 Células B
(FITC e PE)
Anti-CD4
Rato 44.38 IgG2a  Células T auxiliares
(FITC)
Anti- CD8
Rato 38.65 IgG2a Células T citotoxicas
(FITC)
Anti-IgG de rato Policlonal Rat
Coelho - Controle isotipico
(FITC) IgG
Anti-1L-4 Células T CD4
Rato CC303 IgG2a :

(PE) subtipoTh2
Anti-IFN-y Células T CD4
Rato CC302 IgG1
(PE) subtipoTh1

Anti- IL-10
Rato CC320 IgG1 Regulatoria
(Biotinilado)

Todos os anticorpos foram produzidos e adquiridos pela ABD SEROTEC. PE=

ficoeritrina, FITC= isotiocianato de fluoresceina.

4.10 - Obtencio e analise dos dados no citometro de fluxo

A andlise dos pardmetros morfométricos e imunofenotipicos das células presentes em
cada tubo foi determinada com auxilio de um citdmetro de fluxo (FACScalibur - BD, EUA),

utilizando-se o software CELLQuest '™ para aquisi¢do dos dados.

Para a realizagdo das andlises foi utilizado o software Flow-Jo®. Inicialmente a

populagdo de linfocitos foi selecionada de acordo com os parametros morfométricos de
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tamanho e granulosidade. A partir da populacdo de linfocitos em cada amostra, foi
estabelecido de acordo com a fluorescéncia os quadrantes e gates para a populagdo dupla
positiva em cada marcagao (CD4'TFN"; CD4'IL4"; CD4'IL10"; CDS'IFN"; CDS8'IL4"; CDS8
"IL10" e CD21'IL10") (Fig. 3).
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Figura 3- Método de anélise utilizada para avaliacdo dos dados. A - gate da populagdo de

linfocitos; B - Perfil fenotipico dos linfocitos, em fungdo das fluorescéncias FL-1 e FL-2.

4.11 Analise estatistica

Para a andlise estatistica dos dados foi utilizado o software GraphPad Prism 6
(GraphPad Inc, EUA). A distribuicdo dos dados foi avaliada pelos testes de Shapiro-Wilk ou
Kolmogorov-smirnov. Para comparacdo entre os grupos quanto aos dados de
imunofenotipagem, carga parasitaria, OPG, consumo, peso e hemograma foram utilizados os

testes 2way- ANOVA seguido pelo Teste de Tukey’s.

Para comparar a razdo entre machos e fémeas encontrados nos trés grupos usamos
Kruskal-Wallis seguido pelo Dunns (dados ndo-paramétricos). Para avaliar a correlagdo entre
carga parasitaria e perfil fenotipico dos linfocitos utilizamos a correlagdo de Spearman. A
eficiéncia do consumo de Acécia sobre a reducdo da carga parasitaria foi avaliada utilizando a

formula 100 x [1-(média do grupo tratado/ média do grupo controle)] (Coles et al., 1992).
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5. RESULTADOS
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5.1 Efeito da suplementag¢do com o pé da casca de Acdcia sobre o consumo

voluntdrio dos caprinos

Considerando que a dose de TC fornecida aos animais pode ocasionar redugdes no
consumo voluntério da racdo, avaliou-se o efeito do fornecimento diario de 100 mg de TC (no
p6 da casca de A. mangium) por kg de peso vivo de cada animal. A dose ofertada aos caprinos
nao afetou significativamente o consumo voluntario da ragao (Fig. 4). Sendo que os animais
alimentados com Acécia (grupos Acacia e Acéacia + PEG) consumiram quantidades similares

as consumidas pelos animais que ndo receberam Acécia (controle).

150+

&3 Controle
3 Acicia

100- T T l @ Acicia+ PEG
) I I I
0-

D-15a D-0 D0 a D+15 D+15 a D+30

Média do consumo em %

Dias experimentais

Figura 4: Média e desvio padrao do consumo voluntario de ragdo. Os valores estdo expressos
pela média em percentual de consumo de cada grupo, durante trés periodos de 15 dias cada.
Dias de avaliagao: (D-15 a D-0) - primeiros 15 dias de administragao da planta, sem infecg¢ao;
(D-0 a D+15)- intervalo de 15 a 30 dias apds a administragdo da planta e primeiros 15 dias da
infec¢cdo; (D+15 a D+30) intervalo de 30 a 45 dias apos a administracdo da planta e 15 a 30
dias da infec¢do. Controle = animais alimentados com concentrado de fareclo de milho +
farelo de soja, sem A. mangium; Acacia= alimentados com concentrado de farelo de milho +
farelo de soja + p6 de casca de A. mangium (100mg TC /Kg PV); Acacia+PEG= alimentados
com concentrado de farelo de milho + farelo de soja+ p6 de A. mangium (100mg TC /Kg PV)
+ PEG (10g/por dia).
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5.2 Efeito da suplementagdo com o po da casca de Acdcia sobre o ganho de peso dos
caprinos

O peso corporal ¢ outro parametro que pode ser afetado pelo consumo de plantas
taniniferas, entretanto, neste experimento a dieta com Acécia também ndo afetou o ganho de
peso corporal dos animais que receberam a planta, quando comparado com o controle (Fig.
5). Dessa forma, ndo houve interferéncia da dieta com Acacia sobre o ganho de peso, na
concentragdo de TC fornecida. O fornecimento de acéacia, ndo afetou a produtividade dos

caprinos, e ndo produziu efeitos antinutricionais sobre os mesmos.
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Figura 5: Ganho de peso dos caprinos. Os valores estdo expressos pela média do ganho dos
animais de peso de cada grupo, acompanhadas de desvio padrdo. Controle = animais
alimentados com concentrado de farelo de milho + farelo de soja, sem adi¢dao do p6 de 4.
mangium; Acacia= alimentados com concentrado de farelo de milho + farelo de soja + p6 de
casca de A. mangium (100mg TC /Kg PV); Acacia+PEG= alimentados com concentrado de
farelo de milho + farelo de soja+ pd de 4. mangium (100mg TC /Kg PV) + PEG (10g/por
dia). Dias de avaliagdo: (D-0)- dia da infec¢do; (D+15) 15 apos a infecgdo e (D+30) 30 dias

apos a infecgao.
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5.3 Efeito da suplementacdo com o poé da casca de Acdcia sobre a contagem de
Ovos por Grama de Fezes (OPG)

O pd da planta comecou a ser administrado 15 dias antes da infecgdo artificial com o
intuito de verificar se a suplementacdo como o p6é da casca de Acécia evitaria o
estabelecimento da infecgdo ou o desenvolvimento das formas imaturas para adultos.
Contudo, a eliminacao de ovos junto com as fezes dos caprinos demonstrou que a alimentagao
com acdcia ndo evitou o estabelecimento da infeccdo e nem o desenvolvimento de L3 para
adultos.

Ao compararmos os resultados da contagem de OPG entre os animais dos trés grupos,
verificamos que o consumo de acacia ndo promoveu diferencas significativas na excre¢ao de
ovos em relagdo ao controle (p > 0,05) (Fig. 6). Os valores foram previamente transformados

por Log (x+2).
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Figura 6: Numero médio da contagem ovos por grama de fezes (valores transformados por
Log (x+2)) dos caprinos dos grupos Controle, Acéacia e Acécia + PEG, no periodo de 21° a
30° DPI. Os valores estdo expressos pela média da contagem de OPG dos animais de cada

grupo, acompanhadas de desvio padrao.
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5.4 Efeito da suplementacdo com o po da casca de Acdcia sobre o numero de H.

contortus e T. colubriformis adultos recuperados de abomaso e intestino delgado

Foi realizada necropsia dos animais e coleta dos helmintos do abomaso e intestino dos
caprinos dos grupos controle, Acéacia e Acacia+PEG, com o objetivo de verificar se a dieta
com Acécia reduziria a carga parasitaria total, bem com o nimero de machos e fémeas. A
proporcao sexual ¢ um dado importante a ser considerado, pois quanto maior o niumero de
fémeas maior o nimero de ovos eliminadas nas fezes dos caprinos e consequentemente maior

a contaminacao da pastagem.

O consumo de acécia nao produziu diferengas significativas quanto a intensidade da
infeccdo por H. contortus entre os grupos alimentados com Acacia e o controle (P > 0,05). A
razao sexual entre fémeas e machos H. contortus também nao diferiu estatisticamente entre os

grupos (Fig. 7).

Apesar de nao haver diferengas significativas na intensidade da infec¢do entre os
grupos, o calculo de eficiéncia demonstrou que os animais que receberam casca de acacia
(grupo Acacia e Acacia + PEG) tiveram uma reducdo na carga parasitaria de 15,5% e 14,9%

de H. contortus, respectivamente (Tabela 4).

O consumo de acacia também nao promoveu diferengas significativas quanto a
intensidade da infecgdo por 7. colubriformis entre os grupos alimentados com Acacia (grupos
Acécia e AcaciatPEG) e o controle (P > 0,05). A razdo sexual entre fémeas e machos T.

colubriformis também nao diferiu estatisticamente entre os grupos (Fig. 8).

Entretanto, o calculo eficiéncia do consumo de Acdcia (grupo Acacia) sobre a reducao
na carga parasitaria de 7. colubriformis, demonstrou que a suplementagao com pé da casca de
acacia teve eficiéncia de aproximadamente 96% sobre a reducdo da carga parasitaria (Tabela
4). Estes resultados evidenciaram uma a¢do mais efetiva do consumo de acacia sobre a

reducdo da carga parasitaria de T.colubriformis do que sobre H. contortus.

Considerando a eficiéncia do consumo de Acacia, principalmente sobre a redugdo da
carga parasitaria de T.colubriformis, a auséncia de diferengas significativas entre os grupos
pode estar associada a alta variabilidade individual e baixo numero de animais por grupo, que
segundo Bambou et al. (2013), sdo fatores limitantes para melhor compreensdo de varios

parametros associados a caprinos.

O PEG foi utilizado neste experimento como um inibidor para atua¢do dos compostos

fenolicos, como ¢ o caso dos TC. Os resultados confirmaram a atuagdo dos compostos
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fenodlicos no controle da infec¢ao por NGI, pois a adicdo do PEG junto ao pd da casca de

Acécia fornecido aos animais foi capaz de reverter a eficiéncia da Acécia na redugdo da carga

parasitaria de T.colubriformis. Os resultados de carga parasitaria, apresentados pelo grupo que

consumiu Acaciat+ PEG foram semelhantes ao do grupo controle.

600+

400+

2004

Numero de vermes

Efeito da alimentag¢do com
Acdcia sobre H.contortus

Fémeas

Machos

Total

&3 Controle
3 Acicia
@ Acicia+ PEG

Figura 7: Carga parasitaria de abomaso. Os valores estdo expressos pela média do numero de

macho, fémeas e nlimero total de vermes da espécie H. contortus encontrados no abomaso dos

caprinos dos grupos Controle, Acédcia e Acacia + PEG apos necropsia, acompanhada de

desvio padrao.
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Figura 8: Carga parasitaria de intestino delgado (ID). Os valores estdo expressos pela média

do numero de macho, fémeas e numero total de vermes da espécie 7. colubriformis

encontrados no ID dos caprinos dos grupos Controle, Acéacia e Acéacia + PEG apos necropsia,

acompanhada do desvio padrao.

Tabela 4: Eficiéncia da administragdo de Acacia e Acacia+PEG sobre a reducdo da carga

parasitaria de H. contortus e T. colubriformis de caprinos. Valores determinados a partir da

formula Coles et al. (1992): 100 x [1-(média do grupo tratado/ média do grupo controle)].

Grupos H. contortus T. colubriformis
Acacia 15,5 96,0
Acacia + PEG 14,9 0,0




50

5.5 Avaliacao do perfil de linfocitos do sangue periférico de caprinos suplementados

com Acacia mangium (grupos Acdcia e Acdcia+ PEG) e nao suplementados com Acacia

mangium (grupo controle)

Diante da necessidade de investigar a hipotese de agdo indireta de plantas taniniferas,
que consiste na ideia de que estas plantas melhoram a resposta imune a partir de melhoras
nutricionais, observou-se o padrao de resposta imune em caprinos alimentados com A.

mangium.

Inicialmente, avaliaram-se os efeitos da inclusdo de Acécia, na dieta dos caprinos,
sobre numero de linfocitos encontrados no sangue periférico. Através de hemogramas
realizados nas amostras de sangue periférico dos caprinos dos grupos controle, Acacia e
Aciacia + PEG nenhuma diferenga significativa foi encontrada entre os grupos durante as

analises realizadas antes da infec¢do (D-8) e apos a infec¢ao (D+8 e D+30) (P>0,05) (Fig. 9).
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Figura 9: Perfil hematologico de linfocitos do sangue periférico de caprinos. Os resultados
estdo expressos pela média dos valores absolutos de linfocitos, acompanhada de desvio
padrdo. Controle = animais alimentados com concentrado de farelo de milho + farelo de soja,
sem adicao do p6 de A. mangium; Acacia= alimentados com concentrado de farelo de milho +
farelo de soja + p6 de casca de A. mangium (100mg TC /Kg PV); Acacia+PEG= alimentados
com concentrado de farelo de milho + farelo de soja+ p6 de A. mangium (100mg TC /Kg PV)
+ PEG (10g/por dia). Periodo de avaliagdo: (D-8) - 8 dias antes da infec¢do; (D+8) - 8 dias

apos infecgao; (D+30) - 30 dias apds infecgdo.
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5.6 Andlise da producdo das citocinas IL-4, IFN-y e IL-10 em linfocitos CD4', CD8"
e CD21" de caprinos suplementados com A. mangium (grupos Acdcia e Acdcia+ PEG) e
ndo suplementados com A. mangium (grupo controle)

Avaliou-se imunofenotipicamente por citometria de fluxo células mononucleares do
sangue periférico, positivas para as moléculas CD4, CD8 e CD21 e através de marcacao

intracelular, a expressdo de citocinas IL-4, [FN-y e IL-10.

Em uma primeira analise ndo houve qualquer diferenca entre os grupos controle,
Acécia e Acacia + PEG quanto ao perfil imunofenotipico dos linfocitos circulantes
observados nos periodo que antecede a infec¢ao (D-8) e de infecgdo recente (D+8) (Fig. 10 a
16).

No entanto, a avaliacdo imunofenotipica dos linfécitos circulantes realizada apos um
tempo maior de infecgdo (D+30), ap6és o periodo pré-patente, evidenciou diferencas
significativas entre os trés grupos: controle, Acacia e Acacia + PEG. Demonstrando o efeito
significativo da inclusdo de Acdcia na dieta dos caprinos, bem como o papel da infec¢do neste
estimulo.

Os animais tratados com Acéicia tiveram um maior numero de células CD4"
produtoras de IL-4 em relagdo ao controle, revelando um perfil tipicamente anti-helmintico e
anti-inflamatorio (Fig. 11).

As células CD8" produtoras de IFN-y e IL- 4 (Fig. 13 e 14) também foram
significativamente maiores nos grupos Acécia e Acacia + PEG em relacdo ao controle. A
producdo de IL-4 também por CD8" acentua a influéncia da dieta com Acacia sobre a
producdo desta citocina, que tem um papel crucial nas infeccdes helminticas. Quanto a
producdo de IFN-y, citocina tipicamente pr6 — inflamatoria, pode ser um indicativo de que a
planta influencia no desenvolvimento de uma resposta mista.

Ao analisarmos o padrao fenotipico de cada grupo ao longo dos dias experimentais
(em resposta a infeccdo) observou-se ainda que praticamente todas as populacdes de linfocitos
estudadas, aumentaram significativamente no dia (D+30) para os animais que consumiram
acacia (Acacia e Acacia+ PEG), com excecdo de linfécitos T CD4" IFN-y", que ndo aumentou
significativamente em nenhum dos grupos (Fig. 10). J4 o grupo controle somente apresentou
mudancas no perfil fenotipico de linfocitos T CD8" IFN-y" e linfocitos B CD21" IL-10", o
primeiro diminui significativamente apds a infec¢dao (D+8) (P<0,05) (Fig. 13) e o segundo

aumentou significativamente apds 30 dias de infec¢ao (P<0,05) (Fig.16). Estes resultados
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sugerem que células CD21" produtoras de IL-10 sdo aumentadas com a evolugao da infecgao,
em todos os grupos, indicando que estas células t€ém um papel significativo na infecgao,
apesar de nao diferir entre os grupos.

Considerando que as células CD4" produtoras de IL-4 ¢ CD8" produtoras de IL-4 e
[FN-y aumentaram no grupo Acdcia em relacdo ao controle, correlacionamos o niimero de
células encontradas para cada um destes perfis imunofenotipicos com a carga parasitaria de
T.colubriformis, a qual foi reduzida no grupo Acécia. Os resultados mostraram haver uma
correlacdo inversa significativa entre as variaveis (r = - 0,7746; P < 0,0001) indicando que o
aumento destas células esta relacionados com a diminui¢do da carga parasitaria de T.

colubriformis encontrados no intestino delgado.
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Figura 10: Numero de linfocitos CD4" produtores de IFN-y presentes no sangue periférico de
caprinos. Os resultados estdo expressos pela média dos valores absolutos de linfocitos
CD4"/IFN"-y, acompanhada de desvio padrio. Controle = animais alimentados com
concentrado de farelo de milho + farelo de soja, sem adicdo do p6 de 4. mangium; Acacia=
alimentados com concentrado de farelo de milho + farelo de soja + pd de casca de A.
mangium (100mg TC /Kg PV); Acacia+PEG= alimentados com concentrado de farelo de
milho + farelo de soja+ pd de A. mangium (100mg TC /Kg PV) + PEG (10g/por dia). Periodo
de avaliagdo: (D-8) - 8 dias antes da infec¢do; (D+8) - 8 dias apos a infecgdo; (D+30) - 30

dias ap6s da infeccao.
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Figura 11: Numero de linfocitos CD4" produtores de IL-4 presentes no sangue periférico de
caprinos. Os resultados estdo expressos pela média dos valores absolutos de linfocitos
CD4'/IL-4", acompanhada de desvio padrio. Controle = animais alimentados com
concentrado de farelo de milho + farelo de soja, sem adi¢cdo do p6é de 4. mangium; Acacia=
alimentados com concentrado de farelo de milho + farelo de soja + p6 de casca de A4.
mangium (100mg TC /Kg PV); Acacia+PEG= alimentados com concentrado de farelo de
milho + farelo de soja+ p6 de A. mangium (100mg TC /Kg PV) + PEG (10g/por dia). Periodo
de avaliacdo: (D-8) - 8 dias antes da infec¢do; (D+8) - 8 dias apos a infecgdo; (D+30) - 30

dias apos da infecgdo. * - Diferiu significativamente em relagdo ao controle.
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Figura 12: Numero de linfocitos CD4 " produtores de IL-10 presentes no sangue periférico de
caprinos. Os resultados estdo expressos pela média dos valores absolutos de linfocitos
CD4"/IL-10", acompanhada de desvio padrio. Controle = animais alimentados com
concentrado de farelo de milho + farelo de soja, sem adicdo do p6 de 4. mangium; Acacia=
alimentados com concentrado de farelo de milho + farelo de soja + pd de casca de A.
mangium (100mg TC /Kg PV); Acacia+tPEG= alimentados com concentrado de farelo de
milho + farelo de soja+ pd de 4. mangium (100mg TC /Kg PV) + PEG (10g/por dia). Periodo
de avaliagdo: (D-8) - 8 dias antes da infec¢do; (D+8) - 8 dias apos a infecgdo; (D+30) - 30

dias ap6s da infeccao.
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Figura 13: Ntumero de linfocitos CD8" produtores de IFN-y presentes no sangue periférico de
caprinos. Os resultados estdo expressos pela média dos valores absolutos de linfocitos
CD8'/IFN-y", acompanhada de desvio padrio. Controle = animais alimentados com
concentrado de farelo de milho + farelo de soja, sem adicao do p6 de 4. mangium; Acacia=
alimentados com concentrado de farelo de milho + farelo de soja + p6 de casca de A.
mangium (100mg TC /Kg PV); Acacia+tPEG= alimentados com concentrado de farelo de
milho + farelo de soja+ pd de A. mangium (100mg TC /Kg PV) + PEG (10g/por dia). Periodo
de avaliacao: (D-8) - 8 dias antes da infecgdo; (D+8) - 8 dias ap6s a infeccao; (D+30) - 30

dias apos da infecgdo. * - Diferiu significativamente em relacdo ao controle.
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Figura 14: Numero de linfocitos CD8" produtores de IL-4 presentes no sangue periférico de
caprinos. Os resultados estdo expressos pela média dos valores absolutos de linfocitos
CDS8'/IL-4", acompanhada de desvio padrio. Controle = animais alimentados com
concentrado de farelo de milho + farelo de soja, sem adi¢cdo do p6é de 4. mangium; Acacia=
alimentados com concentrado de farelo de milho + farelo de soja + p6 de casca de A4.
mangium (100mg TC /Kg PV); Acacia+PEG= alimentados com concentrado de farelo de
milho + farelo de soja+ p6 de A. mangium (100mg TC /Kg PV) + PEG (10g/por dia). Periodo
de avaliagdo: (D-8) - 8 dias antes da infec¢do; (D+8) - 8 dias apos a infecgdo; (D+30) - 30

dias apos da infecgdo. * - Diferiu significativamente em relagdo ao controle.
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Figura 15: Ntmero de linfocitos CD8" produtores de IL-10 presentes no sangue periférico de
caprinos. Os resultados estdo expressos pela média dos valores absolutos de linfocitos
CDS8"/IL-10", acompanhada de desvio padrio. Controle = animais alimentados com
concentrado de farelo de milho + farelo de soja, sem adicao do p6 de 4. mangium; Acacia=
alimentados com concentrado de farelo de milho + farelo de soja + pd de casca de A.
mangium (100mg TC /Kg PV); Acacia+tPEG= alimentados com concentrado de farelo de
milho + farelo de soja+ pd de A. mangium (100mg TC /Kg PV) + PEG (10g/por dia). Periodo
de avaliagdo: (D-8) - 8 dias antes da infec¢do; (D+8) - 8 dias apos a infecgdo; (D+30) - 30

dias ap6s da infeccao.
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Figura 16: Numero de linfocitos CD21" produtores de IL-10 presentes no sangue periférico
de caprinos. Os resultados estdo expressos pela média dos valores absolutos de linfocitos
CD217/IL-10", acompanhada de desvio padrio. Controle = animais alimentados com
concentrado de farelo de milho + farelo de soja, sem adicdo do p6 de 4. mangium; Acacia=
alimentados com concentrado de farelo de milho + farelo de soja + pd de casca de A.
mangium (100mg TC /Kg PV); Acacia+tPEG= alimentados com concentrado de farelo de
milho + farelo de soja+ pd de 4. mangium (100mg TC /Kg PV) + PEG (10g/por dia). Periodo
de avaliagdo: (D-8) - 8 dias antes da infec¢do; (D+8) - 8 dias apos a infecgdo; (D+30) - 30

dias ap6s da infeccao.

5.7 Analise imunofenotipica de linfocitos de caprinos ndo infectados apos

estimulacdo com antigeno bruto de H. contortus

Para avaliar a capacidade dos antigenos de H. contortus em promover mudangas
associadas ao fendtipo dos linfécitos de caprinos ndo infectados, foram realizadas, apos
separacdo de PBMCs e separagdo de células ndo-aderentes, culturas de linfocitos com duragdo
de 24 horas, na presenga ¢ na auséncia do antigeno bruto (AgBr) do parasito, na concentragao
de 100pg/mL. Apds o término do periodo de cultura, foi feita andlise imunofenotipica das

células por citometria de fluxo.
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A avaliagio de células duplamente positivas para as moléculas (CD4'/IL-4";
CD4'/IFN-y"; CD4'/IL-10"; CD8"/IL-4"; CD8'/IFN-y; CDS8'/IL10"; CD21"/IL-10") ndo
evidenciaram diferengas significativas entre culturas estimuladas com antigenos do parasito
(AgBr) e culturas controles (CC) (Fig. 17). Essa abordagem foi realizada considerando o
valor percentual de células para as moléculas avaliadas. A mesma analise foi feita para os
linfécitos dos caprinos infectados, apos diferentes tempos de infeccdo (dados ndo
apresentados) e também ndo foram encontradas diferengas significativas entre as culturas

estimuladas e ndo estimuladas com o antigeno bruto.
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Figura 17. Avaliagdo da expressio de (CD4"/IFN-y" (A); CD4"/IL-4" (B); CD4/IL-10" (C);
CDS8"/IFN-y" (D); CD8/IL-4" (E); CDS"/IL10" (F); CD21/IL-10" (G)) em cultura de

linfocitos de caprinos ndo infectados estimulados (EST- AgBr = 18) com antigenos antigeno

bruto e em culturas controles (CC n = 18). Os resultados estdo expressos por percentual de

células positivas para as moléculas avaliadas.
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6. DISCUSSAO
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Considerando que os TC podem produzir alguns efeitos negativos sobre o consumo e
produtividade de ruminantes foi avaliado inicialmente o efeito da alimentacdo com Acdcia
sobre o consumo voluntario e peso dos caprinos. No presente estudo ndo houve interferéncia
da dieta com acécia (100 mg TC/kg PV) sobre o consumo voluntario e ganho de peso nos
animais que receberam a planta, quando comparado com o controle. Dessa forma, na
concentragdo de 100 mg TC/kg PV/animal/dia ndo causou prejuizos ao consumo e
produtividade dos animais. Outros estudos com uso de TC estdo de acordo com os resultados
aqui apresentados. Cenci et al. (2007) também ndo relataram efeito negativo sobre o peso de
cordeiros alimentados com A. mearnsii (contendo 18% de TC). Minho et al. (2008b)
observaram que o fornecimento de extrato de 4. molissima (1,6 g de extrato kg™ PV) por dois
dias consecutivos, duas vezes ao més a cordeiros naturalmente infectados com H. contortus e
T. colubriformis também ndo afetaram o ganho de peso dos ovinos. Min et al. (2003)
afirmaram que o efeito de TC, em concentragcdes moderadas, pode ser utilizado para promover
aumento da eficiéncia de digestdo de proteinas. Contrariamente, Kahiya (2003) revelou
menores ganhos de peso nos animais infectados que receberam outras espécies de Acacia em
sua dieta. Athanasiadou et al. (2000a) observaram que ovinos infectados tratados por uma
semana com extrato de tanino condensado oriundo de Schinopsis spp.(representando 8% da
dieta didria) apresentaram menor ganho de peso do que os animais controle, que ndo

receberam a planta.

Quanto ao efeito da alimentacdo com Acacia sobre os pardmetros parasitologicos aqui
avaliados, observamos que a alimentagdo com Acécia ndo resultou em reducdo de contagem
de OPG e teve baixa eficiéncia sobre a reducao da infeccdo por H. contortus (em torno de
15%) quando comparada a reducdo observada para 7. colubriformis (96%). Contrariamente,
Minho et al. (2008b) analisaram o efeito dos TC provenientes do extrato de 4. molissima em
cordeiros naturalmente infectados com H. contortus ¢ T. colubriformis relataram que houve
redu¢do na contagem de OPG e na carga parasitaria de H. contortus no abomaso quando os
mesmos receberam 1,6 g de extrato (contendo 15%TC) kg’ /PV/dia, durante 2 dias
consecutivos em intervalos de 30dias, fato esse ndo observado na carga parasitaria de T.
colubriformis em intestino delgado. Considerando o % de TC contido no extrato de A.
molissima, um cordeiro de 20 Kg, recebeu em torno de 4,8 g de TC dia, entdo 9,6 g TC por
més. Comparativamente um caprino de 20 kg que se alimentou com o p6 da casca de acacia

recebeu 2g de TC/dia, o que daria em torno de 30g TC més. Em termos de fornecimento
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diario os cordeiros receberam uma dose mais de duas vezes maior de TC que os caprinos
deste experimento.

A dose fornecida para estes animais pode ser a principal explicacdo para diferente na
atividade biologica das duas espécies de Acécia. Talvez doses maiores em um menor
intervalo de tempo sejam fundamentais para o controle de H. contortus, mas para T.
columbriformis seja mais eficiente menores doses em maior tempo de fornecimento. Ou ainda
as diferencas sejam devido a espécie de hospedeiro. E quando o estudo refere-se a ovinos e
caprinos ¢ importante destacar que contrariamente aos oOvinos, 0S caprinos apresentam
adaptacdes fisiologicas capazes de neutralizar os metabolitos secundarios das plantas, que
podem interferir na atividade bioldgica destes compostos (Athanasiadou et al. 2007).

Entretanto, as diferengas observadas quanto a atividade biologica destas duas espécies
de Acécia sobre estes dois parasitos podem também ser consequéncia de diferengas na
estrutura quimica, grau de polimerizagdo do TC ou mesmo concentracdo dos polifendis em
cada espécie de planta, fatores que podem influenciar diretamente na atividade anti-helmintica
sobre um determinado parasito (Reed 1995; Brunet et al. 2007). Os resultados obtidos por
Kahiya et al. (2003) estudando outras duas espécies de Acéacia também apoiam esta hipotese,
pois ao fornecerem Acacia karoo e A. nilotica para caprinos infectados com H. contortus,
observaram que somente A. karoo reduziu a contagem de ovos. Estes resultados confirmam a
importancia da estrutura de cada TC na sua atividade bioldgica e incita pesquisas que
busquem conhecer a estrutura quimica dos compostos fenolicos de cada planta e trabalhem
como estes compostos de forma isolada.

Outros fatores também podem influenciar a atividade biologica destes compostos,
como a espécie do hospedeiro e parasito (Hoste et al. 2011). A diferenca da susceptibilidade
de H. contortus e T. colubriformis aos TC foi reportada em ensaios in vitro de
desembainhamento de L3, onde catequingalato, epicatequina e epigalocatequina apresentaram
atividade sobre 7. colubriformis, mas nao sobre H. contortus (Brunet & Hoste 2006). Os
dados desses autores confirmam resultados prévios de outros estudos realizados in vivo com
plantas ricas em taninos, que apresentam ac¢do anti-helmintica dependente da espécie de
parasito e localizagdo anatomica. Isso foi bem observado quando o tratamento com extrato de
quebracho em ovinos (Athanasiadou et al. 2001) demonstraram efeitos apenas sobre as
populagdes de parasitos do intestino delgado (7. colubriformis e Nematodirus battus) sem

nenhum efeito sobre o parasito abomasal H. contortus.
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Considerando estas informacdes, pode-se concluir que a atividade dos TC ¢
determinada por diversos fatores e explicar as suas diferentes agdes anti-helminticas ¢ uma
tarefa dificil, que exige pesquisas mais complexas que envolvam uma avaliagdo minuciosa da
estrutura quimica de cada um destes compostos, sendo ainda necessario isold-los para que
sejam determinadas suas atividades tanto in vitro com o in vivo.

Neste estudo também foi avaliado se atividade biologica das plantas estava ligada aos
compostos polifendlicos. Para isso, utilizamos um grupo que consumiu o p6 da casca de 4.
mangium associado ao polietilenoglicol (PEG), que possui a habilidade de bloquear os
compostos fenolicos (Makkar et al. 1995; Makkar 2003) e inibem os efeitos anti-helminticos
caso estes sejam promovidos por compostos polifenodlicos (Alonso-Diaz et al. 2008a,b). O
PEG ¢ um polimero sintético, ndo nutritivo que contém um nimero de moléculas de oxigénio
suficiente para formar fortes ligagdes com os grupos fenolicos e hidroxilas dos taninos
(Silanikove et al. 2001). O PEG se liga aos taninos com maior afinidade que as proteinas e
com 1isso ird substitui-las nos complexos tanino-proteina, inclusive os pré-formados sem ser

degradados ou absorvidos pelos animais (Lascano & Carulla 1992; Ben Salem et al. 1999).

Os resultados aqui apresentados revelaram que os animais do grupo controle e
Acéciat+ PEG tiveram carga parasitaria de 7.colubriformis semelhantes, diferindo da carga
parasitaria observada no grupo Acacia, que foi drasticamente reduzida. Dessa forma,
concluimos que o PEG ao bloquear a atividade dos compostos fenolicos, alterou a habilidade
da planta em reduzir a infec¢do por T.colubriformis. Dessa forma, podemos afirmar que os
compostos fendlicos estdo claramente envolvidos na redug¢do da carga parasitiria de T.

colubriformis.

Sabendo que os linfocitos desempenham um papel importante na geragdo de respostas
imunitarias contra helmintos (Schallig 2000) e que diversos metabolitos secundarios de
planta, em especial os flavonoides, podem modular a atividade de células de sistema imune
(Kim et al. 2004; Lyu & Park 2005; Biesalski 2007). Neste estudo, avaliou-se o efeito da
alimenta¢do com acécia, rica em TC, um tipo de flavondide, sobre o perfil fenotipico de
linfécitos circulantes em caprinos. Através da imunofenotipicamente por citometria de fluxo,
observou-se as células mononucleares do sangue periférico, positivas para as moléculas CD4,
CD8 e CD21 e, através de marcagdo intracelular, a expressao de citocinas 1L-4, IFN-y e IL-

10.

Na observagdo do perfil fenotipico dos linfocitos, do sangue periférico de caprinos,

diferengas significativas entre os grupos controle, Acacia e Acacia + PEG s6 foram
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verificadas na avaliagdo realizada apos 30 dias de infeccdo, periodo que pode ser associado a
paténcia da infeccdo. Considerando a infeccdo, também verificou-se que os linfocitos B
(CD21+) produtoras de IL-10 aumentaram com a evoluc¢do da infecgdo, em todos os grupos.
Indicando que estas células tém um papel significativo na infec¢do, apesar de ndo diferir entre
os grupos. A IL-10 ¢ uma citocina com ag¢do imunossupressora, importante no
estabelecimento da tolerancia imunologica do hospedeiro a infec¢des, atuando no controle de
intensas reagdes inflamatorias. A IL-10 tem a capacidade de suprimir praticamente todas as
citocinas pro-inflamatdrias e quimiocinas, € a0 mesmo tempo inibir a expressdo de moléculas
na superficie de células apresentadoras de antigenos (Doetze et al. 2000; Moore et al. 2001).
Em infecgdes helminticas as células B produras de IL-10, conhecidas como células Breg,
desempenham um papel importante na infec¢do através da sua capacidade para modular as

respostas de células T (Gillan et al. 2005).

Os resultados também demonstram que a evolucdo da infec¢do interage de forma
significativa com a resposta imune e que infec¢des mais prolongadas promoveram um
aumento significativo dos linfocitos avaliados. Estas diferencas podem ser reflexos da
evolucdo cronolédgica das lesdes que sdo descritas durante o curso da infec¢do (Barker 1975),
ou ainda podem ser uma resposta ao estagio do parasito observado em cada fase da infecgdo.
Resultados apresentados por outros estudos também observam que algumas células do
sistema imune sdo aumentadas em periodos maiores de infeccdo. Bambou et al. (2013)
avaliando o niimero de eosinofilos no sangue de caprinos s6 observou aumento destas células

apos 35 dias de infecgdo.

Em infeccdes recentes por 7. colubriformis, enquanto predominam os estagios larvais,
as modificacdes nas vilosidades sdo geralmente moderadas (Hoste & Reilly 1988), ja na
presenga de formas adultas a atrofia das vilosidades ¢ bem maior (Barker 1973a; Martin &
Lee 1980). Estas mudangas observadas em cada fase da infeccdo podem ser responsaveis
pelas mudangas na resposta imune, assim como o estdgio do parasito também pode ser
responsavel por essas modificagdes (Meeusen et al. 2005). Alguns estudos com H. contortus e
T. circumcinta sugerem que cada fase do parasito expressa um perfil antigénico Uinico, que
pode ser considerado como um organismo antigénico distinto no contexto da resposta imune
do hospedeiro (Bowles et al. 1995; Balic et al. 2003; Meeusen et al. 2005). Nas
esquistosomiasis ja estd bem caracterizado que as diferentes formas do parasito induzem

diferentes mecanismos imunolégicos no hospedeiro (Anthony et al. 2007; Burke et al. 2009)
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Na avaliac¢ao do perfil fenotipico realizada ap6s 30 dias da infecgdo verificou-se que
os animais tratados com Acécia (grupo Acicia) tiveram um maior nimero de células CD4"
produtoras de IL-4 em relagdo ao controle, confirmando que Acéicia estimulou o
desenvolvimento de um perfil tipicamente anti-helmintico e anti-inflamatério. Os linfocitos T
CD4" estdo envolvidos principalmente na ativagdo e regulagdo de outras células sendo,
portanto, denominados auxiliares. Células TCD4" produtoras de citocina IL-4 estdo
associadas a uma resposta imune tipo Th2, bastante comum nas infec¢des helminticas. A
resposta tipo Th2 ¢ caracterizada pela producdo de IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IL-9 (Urban et al.
1992; Finkelman et al. 1997). Outras citocinas, produzidas por células da resposta imune
inata, como IL-21, IL-33 e [L-25, também contribuem para o estabelecimento da resposta Th2
(Anthony et al. 2007).

A resposta imune do tipo Th2 estimula uma resposta imune humoral e também a
diferenciagdo e ativagdo de eosindfilos, mastocitos e basofilos, importantes fontes de IL-4 nas
fases iniciais da resposta Th2 (Min et al. 2004; Shinkai et al. 2002; Anthony et al. 2007;
Finkelman et al. 2004; Zhao et al. 2003; Patel et al. 2009). A IL-4 tem sido descrita como o
principal estimulo para o desenvolvimento de células Th2 e também, como o principal
estimulo para a producao de anticorpos IgE e IgG (Del Prete et al. 1988; Maizels et al. 2004 ),
assim como também atua na regulagdo de células T e B e modulacio de respostas
inflamatorias (Robinson et al. 1997; Allen & Maizels 2011)

Diferentes trabalhos também evidenciam a participa¢do direta de IL-4 na mucosa
intestinal do hospedeiro promovendo o desenvolvimento da imunidade protetora, pois atuam
em mastocitos, células epiteliais e células caliciformes produtoras de RELM-f, que induzem a
expulsdo do parasito por meio de reagdes fisiologicas, como produgcdo de muco e
hipercontratilidade muscular (Zhao et al. 2003; Cliffe et al. 2005; Maizels et al. 2004; Artis et
al. 2004; Herbert et al. 2009). Em algumas infec¢des pode também promove a formagdo de
granuloma e ativagdo alternativa de macrofagos com consequente producdo de arginase
(Gordon et al. 2003; Anthony et al. 2006).

O aumento da produgdo de IL-4 por células TCD4" observados aqui sugerem a
atuacdo dos polifenois na modulagdo da resposta imune em caprinos, estimulando a produgao
de citocinas tipicamente envolvidas na protecao contra helmintos. O papel modulador do
polifenois ou flavonoides tem sido bastante estudado tanto in vitro como in vivo com modelos
experimentais (Calixto et al. 2004; Santangelo et al. 2007) e estes estudos tem atribuido aos
flavonoides uma importante acdo anti-inflamatoria devido a habilidade destes compostos

modularem a producao de citocinas pro-inflamatéria (Madhavan et al. 2006).
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Miles et al. (2005) avaliaram o efeito de varios compostos fenolicos sobre a producao
de citocinas pro- inflamatérias e anti-inflamatoria, através da estimulacao in vitro de células
do sangue de humanos, ¢ observaram que um dos polifenois testados na concentragdo 10™* M
(molar) reduziram significativamente a produc¢ao de IFN- y, mas ndo afetou a produgao de IL-
2 ¢ IL-4. Contrariamente nossos resultados revelaram um aumento da produgdo de IL-4,
estimulada por polifenois.

Os resultados apresentados por Okamoto et al. (2002) avaliando o efeito de um
flavonoide, o kaempferol em células T de ratos observou que este composto fendlico suprime
a produgdo de citocinas do tipo Thl como IFN-y e IL-2, deslocando o equilibrio Th1/Th2 em
direcdo a um fenotipo Th2 dominante. Liu et al. (2012) em um estudo in vivo com
camundongos também demonstrou a interferéncia de flavondides no equilibrio Th1/Th2,
sendo que os flavonoides levaram a um aumento da producdo de IL-4 e IL-10 e inibiram a
produgdo de IFN-y e IL-2 intra-hepatica. Zhong et al. (2014) também observaram uma
inibicao de citocinas IFN-y e IL-2 e aumento da expressao de citocinas 1L4 e IL-10 em
leucocitos de ovelhas, estimuladas in vitro com antigenos de H. contortus e 4cido tanico.

Além do aumento das células T CD4'IL-4" no grupo Acécia, as células CD8"
produtoras de IFN-y e IL-4 também foram significativamente maiores nos grupos Acacia e
Acacia + PEG em relacao ao controle, apds 30 dias de infeccdo. O aumento desta resposta
ndo so no grupo Acécia, mas também no grupo Acaciat+ PEG, sugere que essa resposta ndo ¢
induzida por compostos fenolicos, ja que o PEG tem a capacidade de inibi-los. Dessa forma,
podemos afirmar que outros compostos presentes na Acacia também atuam sobre a resposta
imune em caprinos.

Os linfécitos T CD8" sdo células do sistema imune adaptativo, capazes de induzir a
morte de células infectadas através de mecanismos citotoxicos, assim como também podem
produzir citocinas e estimular outras células do sistema imune (Shresta et al. 1998). Os
linfocitos T CD8" sdo importantes mediadores da resposta imune adaptativa contra
determinado virus, protozoarios e bactérias patogénicas (Kimura et al. 1999; Kumar et al.
1998; Harty et al. 2000; Sud et al. 2006; Sandalova et al. 2010), mas que geralmente ndo estdo
associadas as infec¢des helminticas.

A produgdo aumentada de IFN-y, citocina pro-inflamatoria, pelas células TCDS8"
caracteriza um perfil de resposta tipo Thl, que estd tipicamente envolvida na imunidade
contra patdogenos intracelulares (Boyton et al. 2002; Scollard et al. 2006). A producdo desta
citocina ativa e recruta macrofagos para o sitio de infec¢do estimulando-os a produzir outras

citocinas, como o TNF-a (Boehm et al. 1997). Nas infec¢des por helmintos a producdo de
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INF-y geralmente ndo coincide com uma resposta protetora, sendo geralmente regulada
negativamente, quando isso ndo ocorre pode produzir prejuizos ao hospedeiro (Maizels et al.
2004).

Avaliado de forma conjunta os perfis fenotipicos dos linfocitos observados neste
estudo, verificou-se que o consumo de Acdcia estimulou um padrao de resposta misto como
producdo tanto de citocinas IFN-y como IL-4, que se associam com respostas Thl e Th2,
respectivamente.

A maior parte dos estudos com metabdlitos secundarios em especial os flavonoides,
determinam que estes compostos reduzem a proliferacdo de citocinas pro inflamatérias, como
IFN-y (Comalada et al. 2006; Wong et al. 2011). Contudo, parece que a habilidade dos
compostos em modular a producdo de citocinas ndo se refere somente a citocinas pro
inflamatorias, mas também sdo determinadas pelo perfil imune requerido em cada infecgao.
Nas infecg¢des por Schistosoma ja € bem evidente o papel de citocinas pro inflamatorias e anti-
inflamatoérias, que se reflete em um balanco da resposta Th1/Th2, que diante das diferentes
formas do parasito requer a atividade mais agucada de Th1 ou Th2 para controlar o parasito e
a imunopatologia da infec¢ao (Grzych et al. 1991; Yu et al. 2012). Allan & Abuelsaad (2013)
observou que ao tratar com hesperidina (um tipo de flavonoide) esplendcitos de camundongos
infectados com Schistosoma, e estimulados in-vitro com antigenos de verme adulto e ovos, as
citocinas IL-4 e IFN-y foram aumentadas. Esses dados nos permitem sugerir que os
metabolitos secundarios modulam a responda imune, orientados pela necessidade de resposta
requerida em cada tipo de infec¢do. Portanto, os resultados aqui obtidos parecem sugerir que a
infeccao dos caprinos induziu a produgdo de IL-4 e IFN- y e os compostos presentes no pd da
casca de Acdcia atuaram aumentando a producdo destas citocinas.

Nos ruminantes, a natureza da resposta imune contra nematodides gastrintestinais
parece estar associada a uma dicotomia Th1/Th2 como tem sido observado em outros
organismos (Brown et al. 1998; Pernthaner et al. 1997; Lacroux et al. 2006). Gill et al. (2000)
avaliando a producdo de citocinas em células de linfonodos abomasais e mesentéricos de
ovinos ap6s estimulagdo in vitro com H. contortus supds haver uma polarizagdo da resposta
imune para um perfil Th2. A polarizacdo Th2 tem sido também demonstrada em ovelhas
infectadas por 7. colubriformis (Pernthaner et al. 2005). Contudo, os escassos estudos em
caprinos ndo nos permitem afirmar que haja uma polarizacdo da resposta para Thl ou Th2. A
informagdo que possuimos sobre caprinos quanto aos mecanismos de controle de infec¢des
por nematoides gastrintestinais, como H. contortus parecem ser complexos e envolvem tanto

linfocitos TCD4" como TCD8" (Muleke et al. 2013). Os resultados apresentados neste estudo
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também evidenciam a participacao destes linfocitos na infeccdo por H. contortus e T.
colubriformis em caprinos.

Talvez se o padrdo de resposta fosse avaliado durante periodo mais longo, uma
polarizacdo da resposta imune para um padrdo tipicamente anti- helmintico com aumento de
IL-4 e redugdo de IFN-y poderia ter sido observado. A avaliacdo da resposta imune local,
poderia também auxiliar na compreensao do padrao de resposta destes organismos na situagao
aqui estudada, e permitiria determinar como as mudangas sistémicas se associam a resposta
efetora contra os parasitos. A avaliacdo da resposta imune local poderia também nos permitir
determinar se a menor eficiéncia da planta quanta a carga parasitaria de H.contortus estava
associada a uma menor resposta imune no sitio de infeccao abomasal em relagao ao intestinal.

Os resultados de forma geral nos permitem afirmar que o consumo de Acécia por
caprinos infectados estimulou a reposta imune e promoveu uma redugdo da carga parasitaria
de T. columbriformis, que esta correlacionada com o aumento da resposta imune no grupo
Acécia. Contudo, ndo ¢ possivel afirmar que a resposta imune foi induzida de forma indireta
devido a uma mudanga no status nutricional ou se os compostos fenolicos atuaram
diretamente sobre as células do sistema imune no local da infec¢do induzindo a resposta
imune observada a nivel sistémico.

Dessa forma, este estudo representa a primeira investigacdo sobre a atuacdo de
compostos presentes no po da casca de A. mangium sobre a resposta imune sistémica em
caprinos frente a infec¢des helminticas e revela uma atuagcdo promissora destes compostos
sobre o sistema imune, tornando mais consistente as investigagdes sobre a hipotese de agao

indireta dos TC.
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7. CONCLUSAO
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Com os resultados obtidos neste trabalho, conclui-se que o consumo A. mangium atua
sobre infec¢des helminticas através de acdo indireta, pois promoveu alteragdes no padrao da
resposta imune em caprinos, induzindo um perfil de resposta misto com aumento de I1L-4 e
IFN- vy, que foram associados com a reducdo da carga parasitaria de 7. colubriformis. Dessa
forma, o uso de A. mangium na dieta de caprinos representa uma ferramenta em potencial para
o controle do parasitismo gastrintestinal de pequenos ruminantes e crescimento da

caprinocultura.
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