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RESUMO

GALLINA, Tiago. Efeito dos probibticos Bacillus cereus var. Toyoi,
Saccharomyces boulardii e Saccharomyces cerevisiae em ovinos infectados
por nematddeos gastrintestinais  2011. 83f. Tese (Doutorado) — Programa de Pos-
Graduacao em Veterinaria. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas-RS.

A nematodiose gastrintestinal € um dos principais fatores limitantes a producéo de
ovinos, destacando-se por sua patogenia e prevaléncia o Haemonchus contortus. As
medidas de controle baseiam-se no uso de anti-helminticos, aos quais 0s
nematddeos apresentam graves problemas de resisténcia. Com o objetivo de avaliar
o efeito dos probidticos Bacillus cereus var. Toyoi (Bc), Saccharomyces boulardii
(Sb) e S. cerevisiae (Sc) em ovinos infectados por nematddeos gastrintestinais, dois
experimentos foram delineados. Experimento I- utilizaram-se quatro grupos de oito
ovinos machos, da raca Texel, de quatro a cinco meses de idade. O grupo 1 recebeu
Bc, o grupo 2 Sb, o grupo 3 Sc, todos na concentracéo de 1x10° UFC gr* por dia e o
grupo 4 Controle C, sem probidtico. Os probidticos foram administrados
individualmente, por via oral, uma vez ao dia, durante 56 dias do experimento. Sete
dias apos o inicio da administragdo dos probidticos, os animais foram infectados por
via oral com H. contortus. Amostras de sangue foram colhidas semanalmente, para
avaliac6es hematoldgicas, bioquimica e imunoldgica. Os niveis de expressao génica
através das citocinas pro-inflamatérias foram verificados por RT-PCR. No 49° dia
apos a infeccdo todos os animais foram eutanasiados para recuperacdo dos
parasitos e avaliacdo histoldégica do abomaso. O Experimento II- foi composto por
dois grupos de 20 cordeiros machos, da raca ldeal, de quatro a cinco meses de
idade; grupo | os cordeiros receberam 1x10° UFC gr' de Sc e o grupo controle
somente racdo. Os grupos foram mantidos individualizados em piquetes
naturalmente contaminados por nematdédeos gastrintestinais, durante um ano. Foram
medidos o0s aspectos referentes a carga parasitaria, volume globular, ganho de peso
e condicéo corporal. Dentre os resultados obtidos no Experimento |, demonstrou-se
gue a carga parasitaria e contagem de eosinéfilos na mucosa abomasal mostraram
diferencas significativas entre o grupo Sc e demais grupos (p<0,05). Os niveis de
expressdo da citocina IL-4 tiveram um aumento superior a 15X nos animais
suplementados com Sc e Sb em relacdo ao grupo controle. No experimento Il, houve
reducdo significativa do numero de H. contortus recuperados, semelhante ao
experimento | (p<0,01). Os resultados demonstram que o probidtico a base de S.
cerevisiae interfere na resposta imune e reduz a carga parasitaria em ovinos,
constituindo uma alternativa para ser associada a outros métodos de controle dos
nematddeos, nesta espécie animal.

Palavras-chave: Ovinos. Nematddeos gastrintestinais. Probioticos. Resposta imune.



ABSTRACT

GALLINA, Tiago. Evaluation of the effect of Bacillus cereus var. Toyoi,
Saccharomyces boulardii and Saccharomyces cerevisiae in sheep infected by

gastrointestinal nematodes. 2011. 83f. Tese (Doutorado) — Programa de Pés-
Graduacao em Veterinaria. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas-RS.

The gastrointestinal parasitic infections caused by nematodes is one of most
detrimental causes that impaired the sheep production, whereas the Haemonchus
contortus have a role due to its pathogeny and prevalence. The methods of control
are based on the use of anthelmintics, which can lead the resistence of nematodes.
The objectives of these studies were to evaluate the effect of Bacillus cereus var.
Toyoi (Bc), Saccharomyces boulardii (Sb) and S. cerevisiae (Sc) probiotics in lambs
infected with gastrointestinal nematodes. In the Experiment 1; thirty two Texel breed
lambs, aging 4 to 5 months, were randomized allocated into 4 experimental groups;
Group 1 (n=8) that received Bc, 2) Group 2 (n=8), that received Sb, Group 3 (n=8);
that received Sc. All groups treated with probiotics received the concentration of
1x10° CFU gr™. The Group 4 did not receive any treatment. The animals were fed
with probiotics individually once a Day during 56 days. Seven days after the
beginning of the experiment, the animals were infected with H. contortus. Blood
samples were collected weekly in order to evaluate hematological, biochemical and
immunological parameters. The gene expression of pro-inflammatory cytokines were
evaluated by RT PCR. On Day 49, after the infection, all animals were killed in order
to recover the parasites and to evaluate histologically The abomasum. In Experiment
2, twenty Ideal breed lambs, with 4 to 5 months old, were fed with 1x10® UFC gr* of
Sc and kept in two paddocks naturally contaminated with nematodes during one
year. The worm burden, packed cell volume, gain of weigh and body condition score
were measured. In the Experiment 1 the Sc group differ from the others groups (P <
0.05) on the worm burden and eosinophil counting on the abomasal mucosa. The
levels of IL-4 showed an increase of 15 times in the animals treated with Sc and Sb.
In the experiment 2, there was a significant reduction on the number of H. contortus
recovered from abomasum (P < 0.01) compared with the control group. These results
suggest that the treatment with Saccharomyces cerevisiae probiotic interferes with
the immune response and reduces the worm burden of nematodes, being an
alternative to improve the methods of control of nematodes.

Keywords: Sheep. Gastrointestinal nematodes. Probiotics. Immune response.
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INTRODUCAO GERAL

O Brasil possui 16,8 milhdes de ovinos, sendo que a regido nordeste
concentra a maior populagdo, constituida quase que exclusivamente de animais
deslanados e no Rio Grande do Sul esta o maior efetivo de ovinos lanados, com
77% localizados na metade sul deste estado (IBGE, 2009). O mercado ovino é
promissor, pois ha uma tendéncia de aumento da ovinocultura nacional e sua efetiva
participacdo no produto interno bruto do agronegadcio brasileiro.

Conforme FAO (2007), a demanda de carne nos paises em desenvolvimento
vem sendo impulsionada pelo crescimento demografico, pela urbanizacdo e pelas
variacbes das preferéncias e dos habitos alimentares dos consumidores. Dessa
forma, estima-se um crescimento anual de 2,1% na producdo de carne ovina até
2014, registrando-se essa elevacao principalmente em paises em desenvolvimento.
Fatores como a diversidade étnica e a valorizacao de produtos carneos desossados
fortalecerdo o comércio de carne no periodo de projecao.

Assim, ao analisar o Brasil como um pais com destacada extenséo territorial e
clima favoravel para exploragdo pecuaria, € possivel caracterizd-lo com potencial
significativo para tornar-se um importante produtor mundial de ovinos. Contudo,
apesar da ovinocultura brasileira encontrar-se em expansao, ainda tem muito a
evoluir. O aumento do consumo de carne ovina e 0 controle sanitario sdo 0s
principais desafios a serem ultrapassados para acelerar o crescimento da
ovinocultura.

Dentre o0s principais problemas que acometem ovinos e que limitam
consideravelmente o aproveitamento econbmico destes animais estdo as
parasitoses gastrintestinais (MACRAE, 1993; AMARANTE et al., 1997; MOLENTO;
PRICHARD, 1999), que tém como principal medida de controle o uso de anti-
helminticos. Entretanto, a resisténcia dos parasitos aos anti-helminticos em uso é
um problema grave que se defronta a ovinocultura mundial. Frente a isto, varios
estudos tém sido desenvolvidos na busca de alternativas sustentaveis para reduzir o
uso de anti-helminticos no controle dos nematdédeos gastrintestinais, como o
emprego de cobre (GONCALVES; ECHEVARRIA, 2004), suplementacédo com tanino
condensado (MINHO; ABDALLA; GENARI, 2005), controle biolégico com fungos
(LARSEN, 2000; MOTA; CAMPOS; ARAUJO, 2003), selecdo de animais
geneticamente resistentes (GRAY et al, 1987; AMARANTE et al., 2004),
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fitoterapicos (IQBAL et al., 2003; MACEDO et al.,, 2010) e desenvolvimento de
vacinas (NEWTON; MEEUSEN, 2003).

Por isso, o desenvolvimento de estratégias alternativas para o controle do
parasita é essencial para a pecuaria moderna. Além disso, o0 aumento da demanda
do consumidor por produtos de origem animal "limpo e verde", livre de residuos
quimicos e promotores de crescimento € uma poderosa forgca motriz para a
investigacdo, desenvolvimento e adaptacdo de métodos alternativos de controle
(WALLER et al., 2004).

Nesse contexto, surgiram nas Ultimas décadas os estudos com probiéticos,
gue tém como caracteristica promover a saude dos animais e assim constituir uma
resposta mais efetiva a diferentes patdgenos. Os efeitos benéficos dos
microrganismos probioticos tém sido observados na resposta imune inata, celular e
humoral, através de proliferacdo de linfécitos, produgcédo de anticorpos, aumento da
atividade fagocitica e inducdo na producéo de citocinas (GOMES; MALCAT, 2006;
SAAD, 2006; ROOS et al., 2010).

Alguns dos microrganismos estudados com efeito probiético sdo Bacillus
cereus var. Toyoi, Saccharomyces boulardii e S. cerevisiae, que por sua resisténcia
as variagcbes de temperatura, podem ser fornecidos junto ao alimento e assim ser
avaliados quanto aos beneficios de sua utilizacdo em animais. A acdo desses
probioticos sobre a resposta imune de ovinos frente aos nematédeos
gastrintestinais, bem como sua interferéncia na acdo patogénica destes sobre a
mucosa gastroentérica ndo sao conhecidos. Portanto, este estudo foi delineado com
o intuito de verificar tais aspectos, partindo da hipétese de que os probiéticos B.
cereus var. Toyoi e S. boulardii e S. cerevisiae possam ter efeito modulador da
resposta imune em ovinos, sendo capazes de mobilizar defesas celulares e

humorais minimizando os efeitos patogénicos dos nematddeos gastrintestinais.
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Objetivos gerais

- Avaliar o efeito dos probidticos Bacillus cereus var. Toyoi, Saccharomyces
boulardii e S. cerevisiae na agao patogénica e na resposta imune de ovinos
infectados por Haemonchus contortus;

- Analisar em condi¢des de campo a validade da utilizacdo de probiotico como

medida auxiliar no controle de nematddeos gastrintestinais de ovinos.

Objetivos especificos

Em ovinos experimentalmente infectados com Haemonchus contortus e
suplementados com os probiéticos B. cereus var. Toyoi, S. boulardii e S. cerevisiae:

- Avaliar variaveis hematologicas e bioquimicas sanguineas;

- Avaliar o desenvolvimento ponderal dos ovinos submetidos aos diferentes
probidticos;

- Verificar o efeito dos probiéticos sobre o nivel de infeccdo e fecundidade das
fémeas de H. contortus;

- Avaliar, in vitro, a producao ex vivo de citocinas produzidas por leucdcitos de
animais suplementados com probidticos;

- Quantificar a resposta celular na mucosa abomasal de ovinos

suplementados com probio6ticos.

Em ovinos mantidos com infec¢cdo natural por nematddeos gastrintestinais e
suplementados com probidtico:

- Avaliar a infeccéo parasitaria, parametros hematoldgicos e a necessidade de
tratamentos anti-helminticos dos ovinos suplementados com o probidtico de melhor
desempenho no Experimento ;

- Comparar o desenvolvimento ponderal dos ovinos suplementados ou néo

com probidtico.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nematddeos gastrintestinais

Os nematddeos gastrintestinais de ruminantes, especificamente os da Familia
Trichostrongylidae sdo responsaveis pelas maiores perdas de produtividade e
desempenho de ovinos e caprinos. As espécies mais frequentes nesses animais sédo
Haemonchus contortus, Ostertagia sp., Trichostrongylus axei, T colubriformis,
Cooperia curticei, Nematodirus sp., Strongyloides sp., Oesophagostomum sp. e
Trichuris sp. (AMARANTE, 2009).

A prevaléncia em maior ou menor intensidade de um ou mais géneros
depende de um conjunto de fatores como: temperatura, precipitacdo pluviométrica,
solo, tipo e manejo de pastagem, espécie, raca, idade, estado fisiologico e
nutricional e manejo dos animais (O’'CONNOR; WALKDEN-BROWN; KAHN, 2006).

Dentre esses parasitos, H. contortus é 0 mais patogénico, e com
caracteristicas reprodutivas relevantes que determinam sua ampla disseminacdo em
altos niveis de infeccdo (WALLER et al., 2004). As fémeas sdo capazes de ovipor
em meédia 5000 ovos e ingerir aproximadamente 50uL de sangue diariamente. Essa
espécie habita o abomaso e causa lesdes puntiformes no local de fixacdo, que em
conjunto com a hematofagia levam o hospedeiro a um estado clinico de anemia, que
€ evidenciado no exame da mucosa da conjuntiva ocular (SOULSBY, 1965;
FREITAS, 1976).

O ciclo biologico desse género pode ser descrito a partir do momento em que
as fémeas comecam a oviposicdo no 0rgao de eleicdo e esses ovos saem com as
fezes para o ambiente, iniciando-se a fase de embrionamento com a formacéao de
uma larva no interior do ovo, que dependendo dos fatores temperatura e umidade
eclodira em cerca de 24 a 36 horas. No ambiente alimenta-se de bactérias, muda a
cuticula e passa para uma larva de segundo estadio (L2), que continua alimentando-
se e apos cerca de sete dias passa para larva de terceiro estadio (L3), que retém a
cuticula da L2 e agregara a esta uma nova cuticula externa, o que favorece a
resisténcia no ambiente (FREITAS, 1976).

Esses estadios sdo chamados de pré-parasitarios ou de vida livre, e
constituem aproximadamente 95% da populagdo desses nematddeos. As condi¢cdes
ideais para que esse ciclo ocorra sdo temperatura entre 18 a 25°C e 80 a 100% de
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umidade (NARI; FIEL, 1993). Em condi¢cbes adversas de baixas temperaturas o ciclo
poderd levar algumas semanas ou meses, sendo que a L3 sobrevivera reduzindo
seu metabolismo. A baixa umidade € um fator negativo importante para a
sobrevivéncia dos estadios de vida livre (O'CONNOR; WALKDEN-BROWN; KAHN,
2006).

A fase parasitaria tem inicio com a ingestao da L3 pelo hospedeiro, quando a
larva perdera sua cuticula no riumen ou reticulo e no abomaso fara uma muda,
penetrando na mucosa gastrica, sendo agora denominada de larva de quarto estadio
(L4). Posteriormente, ela emergirda da mucosa e entdo a forma imatura (L5) estara
livre na luz abomasal. Com os 6rgdos reprodutivos formados, acasalam-se e a
fémea fecundada poderd comecar a oviposicao. Este ciclo tem um periodo preé-
patente de aproximadamente 21 dias (FREITAS, 1976).

Haemonchus spp. pode apresentar em seu ciclo parasitario o fendmeno
hipobiose. Isto ocorre quando as condi¢des ambientais de umidade e temperatura
nao sao favoraveis aos parasitos, fazendo com que reduzam seu desenvolvimento,
permanecendo as larvas (L4) encistadas até que as condi¢des se tornem favoraveis.
Isto é observado em condigbes adversas de temperatura, como em periodos
prolongados de baixa temperatura e/ou umidade relativa (SILVA; BEVILAQUA;
RODRIGUES, 2003).

Quando o parasitismo € severo, 0s sinais clinicos mais evidentes nos ovinos
sdo perda progressiva de peso e anemia, com volume globular baixando para 10 a
12% e com mucosas gengivais e oculares palidas. O ferro sérico e a albumina
reduzem, e apds 10 dias da infec¢cdo € possivel encontrar animais com edema
submandibular devido a hipoproteinemia (HOLMES, 1987). Nos casos de
hemoncose cronica os sinais nem sempre estdo bem evidentes, embora exista uma
reducdo no valor do volume globular e no ganho de peso, quando comparados com
animais nao infectados (BARGER; COX, 1984).

Os demais parasitos da familia Trichostrongylidae e Strongyloides sp. e
Oesophagostomum sp. compdem o principal grupo de nematdédeos gastrintestinais
patogénicos para ovinos e caprinos, porém ndo apresentam o carater agudo como a
infeccdo por Haemonchus sp. No entanto, em grandes infec¢des ou conjuntamente,
podem levar o animal a expressiva perda produtiva ou morte, uma vez que
desestabilizam a microbiota gastroentérica e provocam lesdes no epitélio da mucosa

com alterac&o na absorcéo (FOX, 1997).



21

Trichostrongylus spp. que tem ciclo biolégico semelhante ao Haemonchus sp.
e aos demais tricostrongilideos, encontra-se entre as glandulas da mucosa gastrica
e entérica (T. axei e T. colubriformis, respectivamente), causando reacdes
inflamatorias capazes de desestabilizar a estrutura funcional da mucosa, sendo
evidenciada a gastrite parasitaria em altas infeccdes por T. axei. Nesses casos, 0S
animais apresentam edema da mucosa gastroentérica e clinicamente encontram-se
apaticos, desidratados, anoréxicos e com diarréia profusa (HOLMES, 1985). A
consequéncia dessa enfermidade é a hipoproteinemia, perda de peso e até mesmo
a morte (MCKELLAR et al., 1993).

Ostertagia spp. que também €& um parasito do abomaso, provoca lesées na
mucosa gastrica e pode causar atrofia das glandulas gastricas (FOX, 1997). Este
parasito, assim como Haemonchus sp., também pode apresentar em seu ciclo o
fenbmeno hipobiose, que por muitas vezes € evidenciado apdés o inverno e € um
sério problema na espécie bovina em regides de periodos com baixas temperaturas
(PARKINS et al., 1990).

Parasitos do género Cooperia infectam o intestino delgado e quando em
infec¢bes altas, provocam diminuicdo na ingestdo de agua e alimentos, podendo
ocasionar diarréia. Ha relatos que C. pectinata e C. oncophora tém potencial
patogénico diferente, sendo a primeira responsavel por perda de proteinas
plasmaticas superiores a segunda (SOULSBY, 1965; FREITAS, 1976).

A infeccdo por Strongyloides spp. tem como consequéncia a irritagdo da
mucosa do trato intestinal, provocando edema local e impedindo a absorcao
adequada de nutrientes. Além desse aspecto, lesbes provocadas nos sitios de
penetracdo desse nematodeo favorecem as infecgcbes secundarias dérmicas,
principalmente na regido podal (ZIOMKO, 2000).

Nematodirus é um parasito do intestino delgado associado a reacfes
inflamatoérias importantes, que podem levar o animal a anorexia, diminuicdo na
ingestdo de agua, diarréia e consequentemente perda de peso. Atribui-se a esse
nematodeo surtos em regides de clima temperado, e estes estdo relacionados a
eclosdo simultanea dos ovos apés épocas de intenso frio (DENWOOD et al., 2008).
A resisténcia do parasito ao frio é devido aos estadios de L1 a L3 se desenvolverem
dentro do ovo (FREITAS, 1976).

A patogenia por Oesophagostomum ocorre tanto pela irritacdo do intestino

grosso, como também pelos nédulos que as larvas de quarto estadio provocam ao
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se encistarem. Esses nodulos podem vir a ulcerar e provocar seérias infeccdes
peritoniais ou entéricas, porém sao poucos o0s relatos desse tipo de lesédo. Muitas
vezes na esofagostomose pode-se evidenciar enterite catarral. Os nodulos podem
caseificar e calcificar, e em infeccdes macicas podem causar interferéncia na
motilidade intestinal (SOULSBY, 1965; FREITAS 1976).

As infeccbes por tricostrongilideos séo diagnosticadas pela presenca de ovos
dos parasitos nas fezes, através da técnica de Gordon & Whitlock (1939). Os ovos
desses parasitos, dependendo da espécie, podem ser encontrados a partir de 18
dias pés-infeccdo e a identificacdo do género parasitario € possivel através da
obtencgéo e identificagdo das larvas de terceiro estadio pela técnica de coprocultura
de Roberts & O’Sullivan (1950). A contagem de ovos por grama de fezes (OPG) pelo
método de Gordon & Whitlock (1939) permite calcular a carga parasitaria
aproximada em ovinos e caprinos (CABARET; GASNIER; JACQUIET, 1998; UENO;
GONGCALVES, 1998).

Prevencao e controle

Existem varios métodos para controlar a infeccdo por nematédeos, alguns
mais eficazes do que outros, mas ndo ha disponibilidade de um método totalmente
eficiente. No entanto, existem muitos métodos alternativos em desenvolvimento e
avaliacao.

O controle preventivo e curativo dos nematédeos de ovinos € conduzido
através do wuso regular de drogas anti-helminticas (AMARANTE, 2009),
principalmente, benzimidazois, levamisole, lactonas macrociclicas, as quais 0s
parasitos desenvolveram resisténcia e em muitos casos ha varios principios ativos
simultaneamente, tornando estas drogas ineficazes em diversos paises (VIEIRA;
BERNE; CAVALCANTE, 1992; GOPAL; POMROQOY; WEST, 1999; AMARANTE,
2009; ALMEIDA et al., 2010).

Dentre os nematddeos H. contortus, Ostertagia spp. e Trichostrongylus spp.
sdo os que tém demonstrado crescente desenvolvimento de resisténcia aos anti-
helminticos (ALMEIDA et al., 2010). Vermifugos de uma mesma classe quimica tém
demonstrado uma eficacia reduzida em curto periodo de uso, devido a resisténcia
lateral (WOOSTER; WOODGATE; CHICK, 2001).
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A resisténcia anti-helmintica em H. contortus foi relatada como muito elevada
em locais onde a hemoncose é endémica e as praticas dos pecuaristas séo
tratamentos anti-helminticos frequentes por longos periodos (AMARANTE, 2009).

Métodos de controle que possibilitem contribuir para o desenvolvimento da
atividade pecuaria sem a dependéncia exclusiva dos anti-helminticos € uma
necessidade urgente. Varios métodos vém sendo utilizados e mostram resultados
promissores.

O controle bioldgico € uma pratica baseada no uso de microorganismos,
como fungos e bactérias que possuem potencial nematicida. Espécies de fungos
nematofagos, como Duddingtonia flagrans sdo capazes de apreender larvas de
nematodeos gastrintestinais e tém resultados promissores em estudos com ovinos e
caprinos (CHANDRAWATHANI et al., 2002; SANTURIO et al.,, 2009). Esporos
desses fungos séo fornecidos junto a dieta e passam pelo trato gastrintestinal e
esporulam nas fezes. As proje¢cbes das hifas resultantes do crescimento do fungo
formam lagcos capazes de prender e matar as larvas em desenvolvimento. Animais
tratados com D. flagrans diminuiram a contaminacdo da pastagem, cujos dados
foram verificados através da reducdo de L3 (LARSEN et al., 1998; FERNANDEZ et
al., 1999). Portanto, a utilizacdo de fungos nematéfagos pode ser Gtil como método
alternativo de controle de nematddeos parasitos. No entanto, existem questdes
relativas ao uso de anti-helminticos (benzimidazoéis, por exemplo), que sao
antifingicos, que podem interferir na eficiéncia deste método (PENA, 2001).

Duddingtonia flagrans também tem se mostrado capaz de reduzir as L3 dos
nematddeos e sobreviver na matéria fecal de animais que foram suplementados com
cobre, que também é uma alternativa de controle da hemoncose (BURKE et al.,
2005).

Em relacdo a utilizagcdo de dietas que tenham componentes capazes de
reduzir a infec¢do parasitaria, o uso de tanino condensado em pastejo de forrageiras
ou adicionado na forma de suplemento, tem se mostrado uma alternativa viavel no
controle das helmintoses gastrintestinais. A inclusdo de taninos condensados, que
equivale a 5% da matéria seca da dieta em cabras, reduziu significativamente a
contagem de ovos (OPG), mas nédo houve efeito na recuperacdo de parasitos
(PAOLINI et al., 2003). Também Kahiya, Mukaratirwa, Thamsborg (2003) verificaram
reducdo significativa do OPG e diminuicAo na carga parasitaria em cabras

alimentadas com folhas secas de Acacia karoo misturadas a uma racdo basal,
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guando comparado ao grupo controle. Os efeitos de taninos condensados na
reducdo do OPG e percentual de eclosdo dos ovos podem ser benéficos, reduzindo
o nivel de contaminacédo de larvas da pastagem, possibilitando a reducéao do nivel de
re-infeccdo, assim, diminuindo as perdas econdémicas globais (MINHO; ABDALA,
GENARI, 2005; IQBAL et al., 2007).

A nutricdo desempenha papel fundamental na melhora da imunidade, e a
partir deste conhecimento, estudos com suplementacdo de nutrientes,
especialmente proteica na época do parto, tem sido relatada como fator benéfico,
com reducdo de OPG e consequentemente diminuicdo da contaminacdo da
pastagem (HOUDIJK et al., 2005). Efeitos positivos em relagdo a niveis mais
elevados de proteina na dieta foram observados em cordeiros resilientes e
resistentes a H. contortus (BRICARELLO et al., 2005). Da mesma forma, a
suplementacdo de farinha de soja e de sorgo para cordeiros em sistema de
pastoreio aumentou a resisténcia contra helmintos (TORRES-ACOSTA et al., 2004).

Estratégias de manejo, como o pastejo rotacionado sdo descritas como
medidas capazes de reduzir a taxa de reinfeccdo dos ovinos. Este relato é baseado
na hipotese de que ocorra mortalidade larval substancial durante o periodo
compreendido entre os intervalos de pastejo. Entretanto, o tempo entre as rotacdes
para fazer o melhor uso da forragem disponivel (geralmente cerca de 28-30 dias
para a maioria das forrageiras), coincide com periodo de tempo com maiores niveis
de L3 disponiveis para a re-infec¢do. Estudo realizado com cordeiros mostrou que o
pastejo rotacionado reduziu o desenvolvimento dos animais, devido & maior infec¢ao
por H. contortus, quando comparados aos animais em condi¢cdes de pastejo sem
rotacdo (LEVINE et al., 1975). O pastejo rotacionado de ovinos, sem a utilizacdo de
bovinos, néo foi eficiente no controle da verminose em ovinos adultos. No entanto, a
utilizacado do pastejo rotacionado e alternado de ovinos e bovinos adultos exerceu
efeito benéfico significativo no controle da verminose ovina (FERNANDES et al.,
2004).

Longos periodos de tempo entre rotacbes ou descanso de pastagem (60-90
dias), em alguns casos, podem ser suficientes para reduzir substancialmente a
infectividade da pastagem. Introduzir na mesma &rea animais adultos, mais
resistentes, com animais suscetiveis (jovens), pode também ser benéfico. No
entanto, esta estratégia pode nao ser suficientemente viavel devido a razbes de
ordem pratica (van WYK et al., 2006).
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Nos ultimos anos varios pesquisadores tém difundido estratégias de
tratamento seletivo de animais infectados por H. contortus, baseados no sistema
FAMACHA, que avalia a coloracdo da mucosa da conjuntiva ocular a qual é
comparada com uma cartela de cores, traduzindo assim o grau de anemia devido a
infeccdo por H. contortus (KAPLAN et al., 2004). Este método tem facilitado a rapida
identificacdo de ovinos e caprinos infectados por H. contortus sem o auxilio de
quaisquer procedimentos de laboratério, indicando os animais que devem ser
tratados (VATTA et al., 2002;. van WYK et al., 2006). Este sistema tem possibilitado
aos produtores reduzir as despesas com anti-helminticos e, ao mesmo tempo,
reduzir a indevida exposicao dos parasitos a farmacos e assim retardar o surgimento
de nematddeos resistentes a estas drogas.

Outra forma de controle das parasitoses gastrintestinais que vem sendo
avaliada é a selegcdo de animais resistentes a infeccdo por nematodeos
gastrintestinais. Estudos desenvolvidos em diferentes regides indicam racas de
ovinos que sdo mais resistentes ao H. contortus como: Scottish Blackface (ABBOTT;
PARKINS; HOLMES, 1985), Saint Croix (GAMBLE; ZAJAC, 1992), Gulf Coast Native
(BAHIRATHAN et al., 1996), Santa Inés (AMARANTE et al., 2004), Crioula Lanada
(BRICARELLO et al.,, 2004), entre outras. Também €& bastante conhecida a
variabilidade na magnitude da resisténcia entre individuos de uma mesma raca, a
qual pode ser atribuida a constituicdo genética do animal. Estudos com ovinos da
raca Merino Australiano identificaram linhagens resistentes a infeccdo por H.
contortus (GRAY et al., 1992). Ovinos Gulf Coast Native, mais resistentes a infeccéo
por nematédeos gastrintestinais, quando cruzados com ovinos Suffolk e Rambouillet
melhoraram as caracteristicas das proles com relacdo a resisténcia ao parasito
(AMARANTE et al., 19992; AMARANTE et al., 1999b).

Outra forma de melhorar a resisténcia dos ovinos € a inducdo da resposta
imune aos nematddeos gastrintestinais. Esse tema tem sido alvo de varios estudos,
buscando selecionar antigenos capazes de induzir uma resposta imune,
principalmente ao H. contortus (NEWTON; MEEUSEN, 2003).

Produtos de excrecéo e secrecdo de H. contortus, com pesos moleculares de
15 e 24kDa foram utilizados como vacinas e se mostraram capazes de induzir uma
reposta imune capaz de reduzir em 70% o OPG e a carga parasitaria de ovinos
(SCHALLIG; Van LEEUWEN, 1997). O antigeno mais conhecido de H. contortus, o

H-11, designado como antigeno oculto de intestino, € uma glicoproteina de
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membrana do intestino extraida do nematddeo adulto, induzindo a um nivel elevado
de resposta imune, traduzido por uma reducdo de mais de 90% no OPG e mais de
75% na carga parasitaria (NEWTON; MEEUSEN, 2003). No mesmo estudo, os
autores descrevem o H-gal-GP como outro antigeno oculto que induz a uma
resposta imune capaz de reduzir em 80% o OPG e em 60% a carga parasitaria.

Entre outros antigenos naturais, o HC-SL3 (antigeno de superficie da L3),
também foi capaz de induzir a protecdo dos ovinos, resultando em reducéo de OPG
e carga parasitaria (JACOBS et al., 1999).

Probioticos

A populacdo microbiana do trato digestério € um complexo de recursos
naturais que pode ser utilizada para reduzir o impacto das bactérias patogénicas que
afetam a eficiéncia da producdo animal e a qualidade dos alimentos. Estratégias
foram concebidas para reduzir as populacdes de bactérias patogénicas de origem
alimentar em animais de producdo. Muitas dessas estratégias dependem do
aproveitamento competitivo natural entre as bactérias. Assim, os suplementos para
animais sao classificados como probioticos, prebidticos e cultivos de excluséo
competitiva, sendo utilizados como estratégias de reducdo de patdgenos, com
diferentes graus de sucesso. Alguns produtos demonstraram ser eficazes sob
condicbes de campo, enquanto outros, a eficacia se restringiu as condi¢cdes
experimentais (CALLAWAY et al., 2008).

Probiético é o termo utilizado para designar preparagdes ou produtos que
contenham determinados microrganismos viaveis, em quantidades adequadas, que
alteram a microbiota propria das mucosas por implantacdo ou colonizacdo de um
sistema do hospedeiro e que produzem efeitos benéficos em sua saude
(SCHREZENMEIR; DE VRESE, 2001). Ja o termo prebidtico é utilizado para
designar ingredientes alimentares nao digeriveis, que beneficiam o hospedeiro por
estimular seletivamente o crescimento e/ou a atividade de um numero limitado de
espécies bacterianas no trato digestério (GIBSON; ROBERFROID, 1995).

A utilizacdo de probiéticos na producdo animal esta em franco
desenvolvimento como promotor de crescimento em animais de producéo,
principalmente na Unido Européia onde esta proibida a utilizacdo de ionoforos desde
janeiro de 2006 (MISSOTTEN et al.,, 2007). Os estudos sobre a utilizacdo de

bactérias probidticas vem se intensificando, revelando que sua administracdo aos
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suinos constitui uma forma ecoldgica de se obter resultados semelhantes aos
produzidos pela administracdo de antimicrobianos (DAVIS et al., 2007; CALLAWAY
et al. 2008). Varios microrganismos sao utilizados como probioticos, entre os quais,
bactérias acido-lacticas, bactérias ndo acido-lacticas e leveduras (COPPOLA; GIL-
TURNES, 2004), conforme apresentados na tabela 1. Historicamente, algumas
publicagdes mostraram que o0s microrganismos utilizados na alimentagcdo animal
com fim probidtico foram espécies de Lactobacillus (STERN; STORRS, 1975),
posteriormente ha relatos de utilizagdo de Enterococcus, Pediococcus e Bacillus,
além de algumas espécies de leveduras como Saccharomyces cerevisiae e S.
boulardii (GUILLOT, 1998; THOMKE; ELWINGER, 1998).

Tabela 1. Principais microrganismos descritos com efeito probidtico.

Lactobacillus Bifidobacterium

Outras bactérias

Bactérias ndo

acido lacticas acido lacticas e
Leveduras
L. acidophilus B. adolescentis  Enterococcus Bacillus cereus var.
faecalis Toyoi
L. amylovorus B. animalis E. faecium Escherichia coli
cepa nissle
L. casei B. bifidum Propionibacterium
Freudenreichii
L. crispatus B. breve Lactococcus lactis Saccharomyces
cerevisiae
L. delbrueckii subsp. B. longum Leuconstoc S. boulardii
bulgaricus subsp. infantis mesenteroides
L. gallinarum B. animalis Pediococcus acidilactici
subsp. lactis
L. gasseri B. longum Sporolactobacillus
inulinus
L. johnsonii Streptococcus
salivarius subsp.

Thermophilus

Adaptado de Holzapfel et al. (2001).

Os microrganismos considerados probidticos para terem seu uso viabilizado
na adicdo as dietas devem ser in6cuos, manterem-se viaveis por longo tempo
durante a estocagem e transporte, tolerar o baixo pH do suco gastrico, resistir a acdo
da bile e da secrecéo pancreatica e intestinal, ndo transportar genes transmissores
de resisténcia a antimicrobianos, assim como resistir aos fagos e ao oxigénio
(SALMINEN; ISOLAURI; SALMINEN, 1996; HOLZAPFEL et al., 2001; SAAD, 2006;
DOUGLAS; MARY; SANDERS, 2008).
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Probidticos sdo uteis em medicina humana na prevencdo e tratamento de
doencas, na regulacdo da microbiota intestinal, em disturbios do metabolismo
gastrintestinal, como imunomoduladores e na inibicdo da carcinogénese (SAAD,
2006). Em medicina veterinaria, além dessas aplicacdes, também podem ser usados
como promotores de crescimento, constituindo-se em uma alternativa aos
antimicrobianos, cujo uso indiscriminado pode selecionar cepas resistentes
(COPPOLA; GIL-TURNES, 2004; GOMES; MALCAT, 2006; DOUGLAS; MARY;
SANDERS, 2008).

A maioria das informagdes sobre a influéncia dos probidticos na imunidade foi
obtida com a utilizacdo de lactobacilos ou bifidobactérias, que s&o utilizados na
alimentacdo humana (SAAD, 2006) e que séo dificeis de armazenar e administrar
para animais (COPPOLA; GIL-TURNES, 2004). Bacillus cereus var. Toyoi, pelo
contrario, resiste as condicbes ambientais, o que facilita seu uso na elaboracao,
conservagao e administragcao em racgdes para animais (GIL-TURNES et al., 1999).

Embora as pesquisas sobre o efeito de probidticos na imunidade de
ruminantes sejam reduzidas, os relatos descrevendo os efeitos dos probioticos na
imunidade de outras espécies sdo mais frequentes. Porém, os processos envolvidos
ainda ndo estdo bem esclarecidos, podendo envolver um ou varios componentes da
resposta imune (ERICKSON; HUBBARD, 2000; CALLAWAY et al., 2008).

Entre os possiveis mecanismos de acdo dos probidticos destacam-se: a
competicdo com patégenos por receptores celulares (ZARATE; NADER-MACIAS,
2006), a inducdo de secre¢do de mucina e a modulacdo da resposta imunoldgica
(MACK et al., 2003; PATURI et al., 2007; ROOS et al., 2010).

A administracdo oral de L. casei mostrou prote¢cdo contra patdogenos
intestinais, sendo essa atribuida a capacidade fagocitica dos macrofagos peritoniais
e da atividade das enzimas envolvidas na fagocitose (PERDIGON; ALVAREZ, 1992).

Nas infec¢Bes por parasitos intestinais, os modos pelos quais os probidticos
exercem seus efeitos benéficos ndo estdo totalmente esclarecidos, mas um dos
mecanismos provavelmente envolvidos é a estimulacdo da resposta imune nao
especifica. De acordo com Gill (2003), probidticos administrados oralmente podem
afetar negativamente o estabelecimento e o desenvolvimento de nematédeos por
interferir na regulacdo da expressdo génica das mucinas e na composicdo e

excrecao de muco.
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No caso de bactérias probidticas, além do envolvimento de processos
imunoldgicos inespecificos, mecanismos como o0s relacionados as mucinas, tém
recebido bastante atencédo pela possibilidade de estarem implicados no fendmeno
de expulsdo dos helmintos. As mucinas, constituidas por uma camada de
glicoproteinas que recobre a superficie do epitélio intestinal, além de constituirem
uma barreira fisica entre o epitélio e o conteddo do limen intestinal, exercem acao
protetora contra patdgenos intestinais atraveés de diversos mecanismos (OLIVEIRA-
SEQUEIRA; AMARANTE; SEQUEIRA, 2000).

A expulsdo de larvas de quarto estadio de Ascaris suum do jejuno de leitbes
suplementados com probiético foi um dos efeitos positivos da administracdo de
Bifidobacterium lactis (SOLANO-AGUILAR et al., 2004).

Uma das constatacOes obtidas no estudo de Martin et al. (2006) foi a de que
camundongos infectados com Trichinella e suplementados com probioticos
apresentaram parametros metabodlicos semelhantes aos de animais ndo-infectados,
indicando que os probidticos promoveram uma parcial normalizacdo das atividades
metabdlicas em animais infectados. Esses resultados sdo uma evidéncia de que 0s
probidticos podem exercer seus efeitos benéficos nas helmintoses intestinais, se ndo
por aumentar a resisténcia dos hospedeiros (baixa carga parasitaria), por contribuir
para com a resiliéncia (manutencdo da saude e produtividade) dos animais
infectados (OLIVEIRA-SEQUEIRA; AMARANTE; SEQUEIRA, 2000).

Apesar do interesse crescente pelo uso de probidticos para ovinos, 0s
resultados s&o inconstantes. Alguns estudos tém demonstrado que a adicdo de
probibticos a dieta promove beneficios diretos e indiretos ao hospedeiro e estes
devem ser relacionados ao microrganismo especifico. Segundo Lema, Williams, Rao
(2001) cordeiros suplementados com probidticos (L. acidophilus, Streptococcus
faecium, L. casei, L. fermentum e L. plantarum) da primeira até a quinta semana de
vida tiveram uma reducdo no indice de diarréia devido a redugdo de bactérias
patogénicas no trato entérico. Ovinos suplementados com Bacillus licheniformis e B.
subtilis apresentaram aumento de 130mL da producao de leite e reduziu a taxa de
mortalidade em 5,3% (KRITAS et al., 2006).

As leveduras vivas (S. cerevisiae) auxiliam na manutencdo do pH no ramen
via estimulo de bactérias utilizadoras de lactato e contribuem com constante

suprimento de nutrientes para a populacéo bacteriana no intestino (ROSE, 1997).
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Resposta imune

Interacdo entre nematddeos parasitos e o sistema imune

O principal mecanismo de defesa do hospedeiro frente as infecgbes € a
imunidade. Quando os agentes infecciosos penetram no corpo, 0O sistema
imunologico reage através de uma série de atividades que mobilizando diferentes
componentes (anticorpos, linfécitos, mastécitos, eosinoéfilos), que, em seguida,
podem atacar e eliminar os invasores. O sistema imunoldgico se torna maduro com
a idade e, portanto, os animais jovens sdo mais suscetiveis a infec¢cdo e se tornam
mais resistentes com o avanco da idade. Além disso, 0s animais jovens geralmente
abrigam os niveis de infeccdo mais pesados e sofrem as consequéncias mais graves
(MILLER; HOROHOV, 2006).

Apesar dos efeitos patogénicos graves que 0s parasitos podem provocar,
animais em boas condicfes de saude podem nao apresentar sinais de parasitismo.
Quando isso ocorre, pode-se afirmar que a relacdo parasito-hospedeiro estd em
equilibrio (OLIVEIRA-SEQUEIRA; AMARANTE; SEQUEIRA, 2000).

Os efeitos da infec¢do por nematdédeos podem ser influenciados pelo estado
nutricional do hospedeiro (KNOX; STEEL, 1996). Sabe-se que os animais bem
alimentados podem suportar melhor a infeccdo do que os animais com uma dieta
inadequada (COOP; KYRIAZAKIS, 1999). Além disso, os hematodeos interferem na
capacidade do hospedeiro em utilizar os nutrientes de forma eficiente (MILLER,;
HOROHOV, 2006).

Uma caracteristica consistente do parasitismo por nematodeos
gastrintestinais € a ampla variagcdo da carga parasitaria em uma populacado animal,
nao apresentando uma distribuicdo normal, tendo um padrdo de infeccao
caracterizado por uma minoria de individuos albergando a maioria dos parasitos,
principalmente porque esses podem ser controlados por fatores genéticos e pela
natureza da resposta imune do hospedeiro (CLAEREBOUT et al., 1996; HOUDIJK,
2008).

Tanto a imunidade humoral, quanto a celular fazem parte da resposta
adaptativa de mamiferos e estdo ativamente envolvidas nas infeccdes por
nematodeos (MILLER; HOROHOV, 2006). Geralmente, linfocitos T e B, citocinas,
células plasmaticas, imunoglobulinas, mastécitos, eosinéfilos sdo conhecidos por

participarem das reac¢des imunoldgicas, sendo observada uma variabilidade na sua
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producdo e magnitude na acdo sobre os diferentes parasitos em diferentes
hospedeiros. A consequéncia final de uma invaséo parasitaria € o estabelecimento
da infeccdo ou a expulsdo do parasito em decorréncia da resposta imune do
hospedeiro (NAWA et al., 1994; MEEUSEN; BALIC, 2000; BALIC; BOWLES;
MEEUSEN, 2002).

A superficie das mucosas é provida de uma, aparentemente facil, porta de
entrada de patdgenos devido as suas funcgdes fisiologicas criticas, como a digestéo
e absorcao, sendo constituida por apenas uma unica camada de células capazes de
proporcionar protecdo contra a entrada de parasitos junto aos alimentos. Porém, as
membranas das mucosas possuem, no entanto, mecanismos a sua disposi¢ao para
limitar essa invasao, alguns dos quais sdo mecanicos, tais como o movimento de
fluidos e peristaltismo, atuando em conjunto com as defesas bioquimicas inatas
(STANKIEWICZ et al.,, 1993). O baixo pH e as enzimas hidroliticas do abomaso
formam um ambiente hostil para a maior parte dos patdégenos, mas a maioria dos
nematoddeos desenvolveu mecanismos para resistir nesse local, como por exemplo,
Haemonchus e Ostertagia possuem cuticula espessa recobrindo a superficie do
parasito (TIZARD, 2000).

Toda superficie da mucosa gastrintestinal € protegida por uma camada de
muco que recobre todo o epitélio, este muco é produzido pelas células caliciformes.
Também existem células epiteliais localizadas nas criptas intestinais, como as
células de Paneth, que sao ativas e respondem pela producdo de lisozimas
antimicrobianas e citocinas pré-inflamatérias no limen (MULLER; AUTENRIETH,;
PESCHEL, 2005).

A resposta imune é dependente do padrdo de expressao génica de citocinas
induzidas durante a infeccdo (SHER et al., 1992; URBAN et al., 1992). Observa-se,
em modelos murinos, que existem duas subpopulacdes de células CD4+ Thelper
baseada em dois padrdes distintos de expressao génica de citocinas, designados
Thl e Th2 (MOSSMANN; COFFMAN, 1989). Citocinas normalmente produzidas pelo
subgrupo Thl incluem IL-2, interferon-y (IFN-y) e fator de necrose tumoral (TNF), e
pelo subgrupo Th2 incluem IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL -13 (URBAN et al., 1992;
ROMAGNANI, 1999). Embora, ambas subpopulacdes de células possam ser
induzidas durante uma infeccdo, uma ou outra populacdo domina determinada

resposta. Parasitos intracelulares, na maioria das vezes, induzem uma resposta do
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tipo Thl e helmintos parasitos, uma resposta do tipo Th2 (MEUSSEN; BALIC;
BOWLES, 2005).

Na resposta inata, a via alternativa de ativacdo do complemento parece ser
dominante nas infec¢cdes por nematddeos. A ativacdo do complemento por qualquer
um dos caminhos pode ter muitas consequéncias para as infeccbes por
nematddeos, além de proporcionar um estimulo para o aumento e mobilizagdo de
células efetoras, como o0s eosindfilos, ha geracdo de potentes mediadores
quimiotaticos que induzem a degranulacdo de mastdcitos, amplificando a resposta
inata (VLIAGOFTIS; BEFUS, 2005).

Outros fatores envolvidos na imunidade inata contra helmintos, como as
moléculas especificas CH-lectin e a presenca de galectinas na resposta imune,
sugerem um papel especifico para este tipo de lectina, que podem modular
respostas com perfil do tipo alérgico (YOUNG; MEEUSEN, 2004).

Resposta imune Celular

Os neutrofilos, assim como os macrofagos, sdo capazes de destruir antigenos
e produzir uma variedade de citocinas pré-inflamatérias, ndo estando normalmente
associados a infecgbes por nematddeos, mas tém sido relacionados por produzir
TNF-a quando incubados com produtos de secrecdo e excregcdo de larvas de
Onchocerca volvulus (GILLETTE-FERGUSON et al., 2007). Os neutréfilos séo
recrutados no inicio de uma resposta imune, estando envolvidos principalmente na
imunidade inata, envolvidos no papel de reconhecer os organismos patogénicos
através de receptores da superficie celular, que podem ser encontrados em torno
das larvas dos parasitos nas primeiras horas apés a infeccdo (MEEUSEN; BALIC,
2000).

Embora os mastdcitos e eosindfilos sejam importantes células efetoras contra
infeccdes por nematddeos, a expulsdo do nematddeo parece variar de acordo com
as espécies de parasito envolvidas. Essas células contém muitos granulos
preenchidos com histamina, heparina e proteases, e podem secretar citocinas como
a IL-4 e IL-5, bem como leucotrienos e quimiocinas. A ativagdo classica, resultando
em degranulagcdo de mastocitos, envolve a ligacdo da IgE através da ligacdo
cruzada na fracdo FceR (ARIZMENDI-PUGA; ENCISO; ORTEGA-PIERRES, 2006).

Sabe-se que mastocitos e eosinodfilos sdo as células mais comuns para se

infiltrarem no local de infeccdo pelo nematddeo. Sendo que os eosinofilos contém
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um significativo nimero de granulos preenchidos por proteinas catibnicas que
podem liberar uma variedade de citocinas pro-inflamatérias, quimiocinas e de
mediadores lipidicos, tornando-as potentes células efetoras (ROTHENBERG;
HOGAN, 2006).

J& as células dendriticas sdo importantes para instigar uma resposta imune
através de contato direto célula a célula e da producéo de citocinas. Sao capazes de
expressar uma variedade de receptores que podem potencialmente interagir com
nematddeos e com o0s seus produtos. Estes incluem Toll-Like Receptors (TLRS), 0os
receptores manose (MR) e lectinas tipo C, entre outros (DE VEER; KEMP;
MEEUSEN, 2007).

Resposta imune humoral

Embora a resposta mediada por eosindfilos IgE-dependente constitua um dos
mecanismos mais importantes de resisténcia aos helmintos, os anticorpos das
outras classes de imunoglobulinas também exercem um papel protetor. Os
mecanismos envolvidos incluem a neutralizacdo das proteases utilizadas pelas
larvas para penetracao nos tecidos e o blogueio dos poros anal e oral dessas larvas
através de imunocomplexos (JANEWAY et al., 2002).

Estudos conduzidos por Stear, Strain, Bishop (1999), relataram a inter-relacao
da resposta imune mediada por IgA e o desenvolvimento dos parasitos, que séo
menores nos animais resistentes, porém, sem interferéncia na carga parasitaria.

A resposta Th2 estd diretamente associada com a producao de IL-4, IL-5, e
IL-13 induzindo a producdo de IgE (MEUSEN; BALIC 2000). Essa resposta tem
impacto no nivel de infeccdo, uma vez que a expulsdo de helmintos é acompanhada
por mobilizacdo de mastocitos na mucosa, eosinofilia tecidual, elevados niveis de
IgE no soro e niveis elevados de IgGl e IgG4 parasito-especificos (ABBAS;
MURPHY; SHER, 1996; MEEUSEN; BALIC, 2000; MEUSSEN; BALIC; BOWLES,
2005). A producéo local de citocinas por estas células poderia ser responsavel pelas
diferencas na susceptibilidade ao parasitismo do nematédeo, se relacionada aos
mastocitos e eosinofilos como célula protetora (TEPPER et al.,, 1990; MILLER;
HOROHOV, 2006).

Cox, Liew (1992) indicaram que a IL-4 € uma citocina que desempenha papel
importante na imunidade mediada por anticorpos dependentes de células Th2.

Estudos realizados em camundongos, cujos genes de IL-4 ou IL-13 foram deletados,
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demonstraram que estes animais sdo muito mais suscetiveis a Trichuris muris que
camundongos normais (FINKELMAN et al., 1997).

Em geral, antigenos de helmintos parecem preferencialmente estimular
respostas Th2, e as respostas Thl devem ter pouco beneficio protetor. Entretanto,
podem ocorrer respostas Thl e, como resultado, as células T citotéxicas podem
atacar os helmintos que se encontram em estagios teciduais (LAWRENCE, 2003;
MEUSSEN; BALIC; BOWLES, 2005).

Embora exista um consenso de que a maior parte da defesa imune eficaz
contra nematédeos € a mobilizacdo de potentes respostas do tipo Th2 (BALIC;
BOWLES; MEEUSEN, 2002), pouco se sabe sobre como mediar essas respostas
contra parasitos ou promover essa imunidade. O aumento no interesse em conhecer
0 padrdo imune inato, com a descoberta dos receptores Toll-like (TLRs) e a sua
capacidade de modular imunidade adaptativa, criou um novo paradigma quando a
resposta adaptativa é dirigida pelo tipo de padrbes moleculares associados a
patogenos (PAMPs), detectados pelo sistema imune inato (MEDZHITOV,
JANEWAY, 2000; INGHAM et al., 2008).

A compreensdo da resposta imune contra nematédeos é condi¢do prévia para
o desenvolvimento de pesquisas e de concepc¢do de estratégias eficazes para seu
controle. Existem véarios modelos parasito-hospedeiro que sdo utilizados para definir
os diversos componentes da resposta imune e a sua cinética. Devido as diferencas
inerentes entre as espécies de parasitos, bem como do hospedeiro, esses sistemas
de modelos ndo sédo capazes de replicar totalmente as respostas de todos o0s
nematddeos. No entanto, podem facilitar significativamente a compreensdo das

diferentes respostas e manifestacdes imunologicas.
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CAPITULO 1

Efeito dos probioticos Bacillus cereus var. Toyoi, Saccharomyces

boulardii e S. cerevisiae em ovinos infectados com Haemonchus contortus
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Resumo

As nematodioses gastrintestinais constituem o principal problema sanitario na
producdo de pequenos ruminantes, destacando-se a infeccdo por Haemonchus
contortus, responsavel pelas maiores perdas econbmicas devido a sua maior
patogenicidade e por apresentar resisténcia a maioria dos anti-helminticos utilizados
para seu controle. Estratégias de controle que possibilitem diminuir a dependéncia
dos anti-helminticos, ndo deixando residuos na carne e ou leite, sdo ferramentas
necessarias para otimizar a producao de ovinos. Neste contexto, foram avaliados os
efeitos dos probidticos Bacillus cereus var. Toyoi, Saccharomyces boulardii e S.
cerevisiae em ovinos experimentalmente infectados por H. contortus. Os parametros
mensurados foram desenvolvimento ponderal, hemograma e proteinas séricas
totais, carga parasitaria € niumero de eosindfilos na mucosa abomasal. Os animais
gue receberam S. cerevisiae apresentaram menor carga parasitaria € maior namero
de eosindfilos na mucosa gastrica, comparada aos demais tratamentos (p<0,05).
Quanto aos outros parametros quantificados ndo foi evidenciada diferenca
significativa entre os tratamentos. Dentre os probidticos avaliados o S. cerevisiae
mostrou potencial para ser utilizado como uma alternativa de controle a infeccéo por
H. contortus, visto a reducao expressiva da carga parasitaria (41,92%).

Palavras-chave: Probidticos. Haemonchus contortus. Ovinos. Eosindéfilos.

Introducao

A nematodiose gastrintestinal representa o mais grave problema sanitario da
ovinocultura mundial, podendo inviabilizar economicamente essa atividade. Ovinos
em todas as faixas etarias podem infectar-se por nematédeos, entretanto, os animais
jovens sdo os mais suscetiveis (COLDITZ et al.,, 1996). A acdo prejudicial dos
parasitos ndo se traduz apenas pela mortalidade dos animais, mas também pela alta

morbidade, que ocasiona perdas significativas na producéo de carne e la. Os ovinos
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sdo especialmente suscetiveis as infeccbes por Haemonchus contortus, nematédeo
mais patogénico e amplamente distribuido no mundo (WALLER et al., 2004). Nas
tltimas décadas, a eficacia das drogas anti-helminticas tem sido reduzida com a
expansao de populacdes de parasitos resistentes a praticamente todas as moléculas
disponiveis, inclusive as de Ultima geracdo (ECHEVARRIA et al., 1996;
GETACHEW; DORCHIES; JACQUIET, 2007; ALMEIDA et al., 2010).

Embora o controle das parasitoses esteja fundamentado no uso de anti-
helminticos, medidas alternativas devem estar associadas para diminuir a
dependéncia dos produtos quimicos. A nutricdo adequada tem grande relevancia no
contexto parasito/hospedeiro. A melhoria na dieta dos ovinos, particularmente
protéica, tem sido efetiva no aumento da resisténcia a infeccdo por nematdédeos
(KHAN et al., 2003). Pesquisas demonstram que a suplementacdo protéica e
equilibrio da dieta promovem respostas no hospedeiro capazes de afetar o
desenvolvimento dos parasitos, producdo de ovos e manter os niveis hematoldgicos
proximos ao fisiologico (STRAIN; STEAR, 2001; TORRES-ACOSTA et al., 2004).

Um dos mecanismos atribuidos a esse efeito € a melhora no aporte celular
nos animais suplementados, condicdo que permite melhor resposta imunoldgica,
através do estimulo ou producdo de células, como os eosindfilos, que mediam a
expulsdo de nematdédeos (BALIC; CUNNINGHAM; MEEUSEN, 2006). A eliminacao
da carga parasitaria estda associada a degranulacdo de varias células, como
eosinofilos e mastécitos no 6rgdo parasitado, e além da acéo direta sobre o alvo,
estimulam através de mediadores quimicos reacfes que também interferem na
fixacdo dos parasitos, como a mudanca da viscosidade do muco, prejudicando a
mobilidade das larvas, o que permite a sua expulsédo (KEMP et al., 2009).

Ainda assim, é preciso estudar outras metodologias para que as populacdes
no ambiente e no hospedeiro permitam uma produtividade do rebanho sem
depender apenas dos produtos quimicos. Dentre essas alternativas, tém-se os
probioticos, constituidos por microrganismos vivos que, se administrados em
guantidades adequadas, promovem beneficios a saude do homem e dos animais
através da proliferacédo de linfocitos, aumento na producdo de anticorpos, aumento
da atividade fagocitica e indugédo da producéo de citocinas (GAGGIA; MATTARELLI;
BIAVATI, 2010; ROOS et. al., 2010).

De acordo com Gill (2003), probidticos administrados oralmente podem afetar

negativamente o estabelecimento e o desenvolvimento de nematdédeos por interferir
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na regulacdo da expressédo génica das mucinas e na composicdo e excrecao de
muco. A expulsdo de larvas de quarto estadio de Ascaris suum do jejuno de leitbes
suplementados com probiotico foi um dos efeitos positivos da administracdo de
Bifidobacterium lactis (SOLANO-AGUILAR et al., 2004). Também, Martin et al.
(2006) constataram que animais infectados com Trichinella e suplementados com
probibticos apresentaram parametros metabolicos semelhantes aos de animais nédo-
infectados, indicando que os probioticos promoveram um parcial equilibrio das
atividades metabolicas.

Alguns dos microrganismos, com efeito probiotico conhecido, sdo Bacillus
cereus var. Toyoi, Saccharomyces boulardii e S. cerevisiae, que por sua resisténcia
as variacdes de temperatura, podem ser fornecidos junto ao alimento e assim serem
avaliados quanto aos beneficios de sua utilizacdo em animais (COPPOLA;
CONCEICAO; GIL-TURNES, 2005; ROOS et al., 2010). A busca de medidas
alternativas, que possibilitem a reducdo de uso de anti-helminticos no controle das
parasitoses intestinais de ovinos motivou este estudo, que teve como objetivo avaliar
o efeito destes probidticos em ovinos experimentalmente infectados com H.

contortus.

Materiais e métodos

Local de estudo e animais experimentais

A pesquisa foi conduzida na Faculdade de Veterinaria da Universidade
Federal de Pelotas, Capdo do Led&o, Brasil. Durante todo periodo experimental os
animais foram mantidos estabulados. As condi¢Oes de pesquisa foram aprovadas
pelo comité de ética em pesquisa da Universidade Federal de Pelotas (COCEPE N°
5.05.02.123).

Trinta e dois cordeiros de quatro a cinco meses de idade, da raca Texel,
foram alocados em quatro grupos de oito animais, de acordo com peso vivo. O
periodo experimental foi de 64 dias, sendo os primeiros sete dias para adaptacao
dos animais ao ambiente e a dieta composta por 4% do peso vivo em matéria seca
(50% racé&o com 16% de proteina bruta (PB) e 50% de feno com 14% de PB), sete
dias para adaptacdo aos probidticos e mais 49 dias apés a infecgdo experimental.

Probidticos
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Os probioticos Bacillus cereus var. Toyoi, Saccharomyces boulardii e S.
cerevisiae foram produzidos no Laboratorio de Bacteriologia do Departamento de
Microbiologia e Parasitologia (DEMP), do Instituto de Biologia da Universidade
Federal de Pelotas. A dose diaria de cada probiético foi individualmente fornecida,
sendo equivalente a 1x10° UFC gr' de racdo, e o grupo controle recebeu somente

placebo constituido por 4gua.

Infeccdo experimental com H. contortus

Para obtencédo das larvas de terceiro estadio, 100 fémeas de H. contortus
obtidas de necropsia de ovinos foram maceradas e dispostas em recipiente com
serragem por sete dias (27° C e 85% UR). Trés ovinos adultos livres da infec¢éo por
nematodeos gastrintestinais, mantidos estabulados, foram infectados com 10000 L3,
por animal. Apds 28 dias, as fezes desses animais foram recolhidas durante trés
dias com bolsas coletoras. Coproculturas, pela técnica de Roberts & O’Sullivan
(1950), foram realizadas para obtencdo das larvas a partir deste material. No dia
zero (0), ou seja, quinze dias apos a estabulacédo dos 32 cordeiros, + 5000 L3 de H.

contortus foram inoculadas por via oral em cada ovino dos quatro grupos.

Parametros hematoldgicos e de ganho de peso

Amostras de sangue foram colhidas de todos os animais nos dias -7, 0, 7, 14,
21, 28, 35, 42 e 49 para as avaliacbes hematologicas (volume globular, hemograma,
hemoglobina), e proteina plasmatica total. O sangue foi obtido através da
venocentese da jugular, utilizando-se agulhas e aplicador para tubos de vidro com
vacuo, sem e com citrato de sédio e EDTA como anticoagulante.

A medida do volume globular foi avaliada através do método do
microhematdcrito. Proteinas séricas totais foram avaliadas pelo método do biureto
modificado, com leitura espectrofotométrica em 545nm e separacdo eletroforética
em gel de agarose. A determinagéo do valor de hemoglobina foi verificada por kit
comercial.

Todos animais foram pesados semanalmente para ajuste da dose dos
probidticos.

Parametros parasitologicos
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A contagem de ovos por grama de fezes (OPG), pela técnica de Gordon &
Whitlock (1939), foi realizada semanalmente em todos animais a partir do 21° dia
apos a infeccdo para monitorar a mesma.

Recuperacéo dos parasitos

No 49° dia apdés a infeccdo experimental, todos os animais foram
eutanasiados para recuperacdo dos nematédeos. O abomaso foi aberto pela
curvatura maior e seu conteudo, colocado em recipiente graduado, seguindo-se a
lavagem do oOrgdo. O produto dessa lavagem foi adicionado em calice de
sedimentacao, realizando-se sucessivas lavagens, até obter um liquido claro. Ao
sedimento foram adicionados 50% de formol a 10%. O produto conservado permitiu

a contagem total dos parasitos e separag¢ao por sexo.

Mensuracao de H. contortus e correlagcdo com a fecundidade

Vinte fémeas de H. contortus foram recolhidas ao acaso de cada um dos
ovinos experimentais e seus comprimentos mensurados através de sistema de
analise de imagens (Sistema Axio-vision 3.1).

A técnica de KLOOSTERMAN; ALBERS; VAN DEN BRINK (1978), foi
adaptada para a quantificacdo do numero total de ovos por fémeas. Os espécimes
foram colocados individualmente em tubos de ensaio contendo 0,2mL de soluc¢éo de
hipoclorito de sodio a 2%, seguindo-se agitacdo em vortex por 1min e
posteriormente adicdo de 1,2mL de agua destilada e 0,1mL de lugol. Apés
homogeneizagdo, 0,5mL da solucdo foram colocados entre lamina e laminula e
realizada a contagem do numero total de ovos em microscopio com aumento de 50x.
O valor final foi multiplicado por trés, obtendo-se o numero total de ovos por fémea e

este foi correlacionado com a média das medidas das fémeas de cada animal.

Quantificagdo de eosinodfilos na mucosa abomasal

Adaptado a partir da metodologia de Huntley et al. (1992) para contagem
celular no tecido abomasal, amostras da area fundica do abomaso foram
seccionadas (2cm?), fixadas em formol a 10% por 24h e incluidas em parafina. Os
cortes de 5um foram corados com hematoxilina-eosina para posterior contagem de
eosinofilos. A metodologia para obtencdo do numero de eosindfilos baseou-se na
quantificacdo do total destas ceélulas obtidas em 15 microfotografias de campos

aleatérios focalizados desde a camada muscular até a superficie da mucosa, em
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aumento de 400X, correspondentes a uma area de 0,04mm? (Sistema Axio-Vision
3.1). Foi realizada a contagem individual de cada animal e os resultados expressos
como média do niimero de eosinéfilos/mm? de mucosa.

Andlise estatistica

O modelo estatistico utilizado incluiu os tratamentos como variaveis
independentes e como variaveis dependentes: OPG (log 10 (+1)), peso,
hemoglobina (Hb), proteinas plasmaticas totais, volume globular (vg), leucdcitos
totais, eosinofilos periféricos, tamanho médio das fémeas, média de ovos/fémea,
carga parasitaria e eosinofilos de mucosa. Para a analise das variaveis: peso, Hb,
vg, leucécitos totais e eosindfilos periféricos foi utilizado o método procmixed para
medidas repetidas (SAS, 1998). As medidas mensuradas uma sé vez (tamanho
meédio das fémeas, média de ovos/fémea, carga parasitaria e eosinofilos de mucosa)
foram analisadas através de variancia one-way Anova. Além disso, as médias gerais
das variaveis: peso, Hb, proteinas plasmaticas totais, vg, leucdcitos totais e
eosinofilos periféricos foram também comparadas entre 0s grupos por Anova,
incluindo o periodo e o tratamento como fatores de comparacéo. As diferencas entre
os tratamentos foram verificadas pelo teste de Tukey e consideradas significativas
guando p<0.05.

Resultados

Parametros parasitologicos

A partir do 28° dia foi verificada a presenca de ovos em todos 0s ovinos dos
grupos estudados, seguindo um aumento progressivo até o 49° dia, porém, néo
houve diferenca significativa entre nenhum dos grupos testados nas analises do
OPG nos dias 28, 35, 42 e 49 (p>0,05) (Fig. 1).

A média de H. contortus adultos recuperados no 49° dia nos grupos de ovinos
gque receberam os tratamentos com B. cereus var. Toyoi e S. boulardii ndo diferiram
estatisticamente do grupo controle, no entanto, os animais suplementados com S.
cerevisiae tiveram uma significativa reducdo de 41,92% na carga parasitaria
recuperada em relagao ao grupo controle (p=0,028).

A média do comprimento total das fémeas e o numero médio de ovos por
fémea foram semelhantes em todos os grupos experimentais (p>0.05) (Fig. 2),

permanecendo com valores proximos aos de referéncia para a espécie.
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Figura 1. Contagem meédia de ovos por grama de fezes (OPG) de ovinos
experimentalmente infectados por Haemonchus contortus e suplementados com
Bacillus cereus var. Toyoi (Bc), Saccharomyces boulardii (Sb), S. cerevisiae (Sc) e
controle (C).
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Figura 2. NUmero médio de ovos e comprimento médio de fémeas de Haemonchus
contortus recuperadas de ovinos experimentalmente infectados e suplementados
com Bacillus cereus var. Toyoi (Bc), Saccharomyces boulardii (Sb), S. cerevisiae
(Sc) e controle (C).

Parametros hematoldgicos e bioquimicos

Os valores hematologicos: leucécitos periféricos totais, eosindéfilos periféricos
totais, hemoglobina, proteinas plasmaticas totais e volume globular ndo diferiram
guando avaliados entre os tratamentos e também durante o periodo do experimento
(Fig. 3, 4, 5, 6 e 7). Embora n&o tenha sido possivel detectar diferenga significativa
entre os tratamentos, houve uma reducdo numérica nos valores hematolégicos no

decorrer da infeccdo com H. contortus. A reducéo dos valores de volume globular e
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hemoglobina foram inversamente proporcionais ao aumento dos valores de OPG
(Fig.1,5e 7).
Os valores de eosindfilos periféricos mantiveram-se dentro dos parametros

fisiol6gicos, porém com discreto aumento no periodo inicial pos-infeccéo.
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Figura 3. Numero médio de leucdcitos totais de ovinos experimentalmente infectados
por Haemonchus contortus e suplementados com Bacillus cereus var. Toyoi (Bc),
Saccharomyces boulardii (Sb), S. cerevisiae (Sc) e controle (C). Dia -7= adi¢cao dos
probidticos e dia 0 = infecg@o experimental.
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Figura 4. Numero médio de eosinofilos periféricos de ovinos experimentalmente
infectados por Haemonchus contortus e suplementados com Bacillus cereus var.
Toyoi (Bc), Saccharomyces boulardii (Sb), S. cerevisiae (Sc) e controle (C). Dia -7=
adicao dos probidticos e dia 0 = infeccédo experimental.
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Figura 5. Taxas médias de hemoglobina de ovinos experimentalmente infectados por
Haemonchus contortus e suplementados com Bacillus cereus var. Toyoi (Bc),
Saccharomyces boulardii (Sb), S. cerevisiae (Sc) e controle (C). Dia -7= adi¢cado dos
probioticos e dia 0 = infeccdo experimental.
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Figura 6. Médias das proteinas plasméticas totais de ovinos experimentalmente
infectados por Haemonchus contortus e suplementados com Bacillus cereus var.
Toyoi (Bc), Saccharomyces boulardii (Sb), S. cerevisiae (Sc) e controle (C). Dia -7=
adicao dos probidticos e dia 0 = infeccdo experimental.
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Figura 7. Média de volume globular em ovinos experimentalmente infectados por
Haemonchus contortus e suplementados com Bacillus cereus var. Toyoi (Bc),
Saccharomyces boulardii (Sb), S. cerevisiae (Sc) e controle (C). Dia -7= adi¢cao dos
probioticos e dia 0 = infecg@o experimental.

Eosindfilos abomasais

Ao exame macroscopico do abomaso no momento da necropsia foram
observados sinais discretos de edema e/ou petéquias, sem relacdo com o nivel de
infecgao e/ou tratamento.

O numero de eosindfilos presentes na regido fundica da mucosa gastrica no
49° dia apos a infeccdo experimental evidencia diferenca altamente significativa
(p<0,01) quando comparados o grupo tratado com S. cerevisiae e 0s demais grupos,
com aumento superior ao dobro destas células/mm? (1644 +139.3, contra 668 +62.8
no grupo controle). Na analise da carga parasitaria e presenca de eosinofilos na
mucosa do abomaso verifica-se que ovinos que receberam S. cerevisiae
apresentaram o maior nimero médio de eosinéfilos por mm? e o menor nimero
médio de adulto de H. contortus. Nos demais grupos ocorreu 0 inverso, maior
namero de adultos de H. contortus e menor nimero de eosindfilos (Fig 8).

A distribuicdo dessas células compreendia desde a regido da mucosa até a
regido muscular, sendo que sitios com grande numero de eosinofilos foram
encontrados nos abomasos do grupo tratado com S. cerevisiae, enquanto que nos

demais grupos evidenciavam-se apenas menor numero de células dispersas (Fig. 9).
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Figura 8. Média da carga parasitaria e de eosinéfilos da mucosa abomasal de ovinos
experimentalmente infectados por Haemonchus contortus e suplementados com
Bacillus cereus var. Toyoi (Bc), Saccharomyces boulardii (Sb). S. cerevisiae (Sc) e
controle (C). Letras diferentes nas colunas de cada variavel dependente indicam
valores com diferenca estatistica significativa (p<0,05).

Figura 9. Eosindfilos presentes na mucosa gastrica de ovinos no 49° dia apés a
infeccdo experimental com Haemonchus contortus. Hematoxilina-eosina, 40x. A=
grupo Saccharomyces cerevisiae e B= grupo controle.

N&o houve correlacdo entre os valores de eosinoéfilos abomasais e periféricos
entre 0s grupos experimentais (p>0,05).

Os extremos de ganho de peso diario foram observados entre o grupo tratado
com S. boulardii (0,128kg/dia) e os grupos controle e S. cerevisiae (0,114kg/dia).
Porém, ndo houve diferenca significativa entre o ganho de peso médio diario entre

nenhum dos grupos de animais estudados (p=0,99) (Fig. 10).
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Figura 10 - Peso médio de ovinos experimentalmente infectados com Haemonchus
contortus e suplementados com Bacillus cereus var. Toyoi (Bc), Saccharomyces
boulardii (Sb), S. cerevisiae (Sc) e controle (C). Dia -7= adicdo dos probioticos a
dieta e dia O = infecg&o experimental.

Discussao

Embora exista interesse crescente pelo uso de probibticos adicionados a
racado de ovinos, ainda sdo reduzidas as pesquisas avaliando bactérias e leveduras
nesta espécie animal. No presente estudo foi possivel observar que ovinos que
receberam o probidtico S. cerevisiae apresentaram reducdo da carga parasitaria,
enquanto que os suplementados com S. boulardii e B. cereus var. Toyoi nao
demonstraram efeito positivo. Atribuiu-se a reducao de H. contortus nos ovinos que
receberam S. cerevisiae a presenca significativamente maior de eosinofilos na
mucosa abomasal.

A resposta tecidual local do abomaso com aporte significativamente maior de
eosinofilos € um dos mecanismos de expulsdo de helmintos bem descritos
(MEEUSEN; BALIC; BOWLES, 2005; ROTHENBERG; HOGAN, 2006). Estas células
estdo presentes ja no inicio do estabelecimento da infec¢do; BALIC; BOWLES;
MEEUSEN (2002) evidenciaram a presenca de eosindfilos locais nos primeiros trés
dias apods re-infeccdo, e concluiram que este fator é determinante para o inicio da
expulsdo dos nematddeos. Resultados semelhantes aos do presente estudo
também foram observados por Gill et al. (2000), quando encontraram uma alta
densidade de eosindfilos na mucosa abomasal em cordeiros no 28° dia apos

infecgdo com H. contortus.
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Ainda que a carga parasitaria dos animais que receberam S. cerevisiae tenha
sido significativamente menor, este probiético ndo interferiu no indice de
fecundidade e no tamanho das fémeas de H. contortus, indicando que as larvas
infectantes que conseguiram se estabelecer seguiram seu desenvolvimento natural,
portanto, é possivel que este probidtico tenha sua acdo na mobilizacdo de
eosindfilos que atuam dificultando apenas o estabelecimento das larvas. Esse fato
fortalece a hipétese da inibicdo da infeccdo, como acontece em ovinos naturalmente
resistentes, que através da pronunciada mobilizacdo celular, principalmente através
de maior aporte de eosindfilos e mastocitos teciduais tém a carga parasitaria
reduzida (SHAKYA; MILLER; HOROHOV, 2009).

Neste modelo experimental ndo foi possivel caracterizar e enumerar a
eosinofilia na fase primaria pos-infec¢do, tampouco o momento da expulsao das L3
de H. contortus. Porém, fica claro que a eosinofilia na mucosa foi persistente até o
49° dia pos-infec¢do, conforme observado nas avaliagdes histologicas. Diferencas
no incremento do nimero de leucocitos totais e aumento da eosinofilia sistémica nao
ocorreram nos tratamentos avaliados, tampouco ao longo dos dias de tratamento
(p>0.05). Assim como neste estudo, Rowe et al. (2008) sugeriram que ndo houve
modulacdo caracteristica para resposta celular, os autores também nao identificaram
correlacdo positiva com células leucocitarias periféricas e 0 parasitismo por
Haemonchus sp. Os resultados do presente estudo sugerem que a resposta local
modulada pela via Th2 com aumento dos eosinéfilos parece ter sido a mais
importante, o que confirma que a resposta imune que caracteriza protecao contra
parasitos nematdédeos é do tipo Th2, modulada por citocinas como a IL-4 e IL-5
promovem eosinofilia (GILL; WATSON; BRANDON, 1993; HARRISON et al., 2003).

Em todos os grupos foi observada uma queda nos valores de volume globular
e hemoglobina no mesmo periodo em que a producéo de ovos aumentava (28° dia),
fato este atribuido a maior necessidade do parasito em consumir sangue para
producéo de ovos.

Durante todo periodo experimental os ovinos tiveram acesso a dieta
balanceada e com teor protéico ajustado a sua fase de desenvolvimento, o que pode
ter minimizado os efeitos do parasitismo nos valores bioguimicos e hematopoiéticos,
condicao também observada por Louvandini et al. (2002).

Os probidticos podem interferir na resposta frente & infec¢éo por H. contortus,

visto que melhoram a digestibilidade e equilibrio do sistema digestorio, promovendo
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maior aporte de nutrientes, e assim oferecem uma melhor eficiéncia do
aproveitamento protéico e metabdlico pelos animais. Além disso, as leveduras vivas,
S. cerevisiae, auxiliam na manutencdo do pH no rdmen via estimulo de bactérias
utilizadoras de lactato e contribuem com constante suprimento de nutrientes para a
populacdo bacteriana no intestino (ROSE, 1997). A levedura é capaz de estimular a
resposta imune enquanto viavel no trato digestério e parte da parede celular dos
microrganismos inviaveis promove efeitos benéficos através do estimulo da resposta
inflamatoria, a partir de um especifico receptor glucano, que esta presente em
leucécitos do sangue periférico e macrofagos extravasculares. A ativagdo deste
receptor estimula a ampliacdo das defesas do hospedeiro, que envolve uma cascata
de interacdes mediadas, principalmente por macrofagos e seus derivados, tais como
citocinas (CZOP, 1986).

Sobre os efeitos no desempenho ponderal dos animais, ndo foi observado
melhora dos ovinos de todos os grupos. Concordando com Arcos-Garcia et al.
(2000), que ao avaliarem o efeito de duas cepas comerciais de leveduras vivas na
dieta de cordeiros Suffolk com 30kg de peso vivo, na dose de 1g dia’ de S.
cerevisiae, nao encontraram melhorias no desempenho animal, apesar de

constatarem alteracdes benéficas no pH ruminal.

Conclusdes

O uso de S. cerevisiae alterou o perfil da resposta celular por eosinéfilos na
mucosa abomasal, que interferiram no estabelecimento do H. contortus no abomaso
dos ovinos suplementados com este probiético, mostrando ser promissor para
suplementacdo de ovinos, como uma medida alternativa de controle deste
nematdédeo. Os probidticos S. boullardi e B. cereus var. Toyoi nas condi¢fes

estudadas ndo mostraram efeitos benéficos no controle da infeccéo por H. contortus.
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Resumo

Haemonchus contortus é o parasito responsavel pelos maiores prejuizos a
producdo ovina no mundo inteiro. Vérias alternativas para tornar os metodos de
controle mais eficientes e viaveis estdo sendo estudadas. A suplementacdo de
animais com probidticos tem mostrado resultados promissores no controle de
algumas doencas, entretanto, com parasitos e animais de producdo os estudos séo
restritos. A imunomodulacdo dos probidticos tem sido observada na proliferacdo de
leucdcitos, na producdo de anticorpos, no aumento da atividade fagocitaria e ainda
da expressdo de citocinas. Nesse estudo, ovinos infectados por H. contortus e
suplementados com probidticos Bacillus cereus var. Toyoi, Saccharomyces boulardii
e S. cerevisiae foram avaliados quanto a modulacéo da resposta imune através do
perfil da expressao de citocinas IL-4, IL-10, IL-17 e IFN-y e interferéncia na carga
parasitaria e de eosindfilos na mucosa abomasal. Os animais suplementados com S.
cerevisiae apresentaram niveis maiores que 20x em relagdo a expressao de IL-4 e
menor que 1,5x quanto aos niveis de INF-y em relacdo ao dia 0, sugerindo que a
reducdo da carga parasitaria € resultado da maior mobilizacdo eosinofilica e
predominéancia da resposta imune tipo Th-2.

Palavras chave: Probiéticos. Haemonchus contortus. Ovinos. Resposta imune.

Introducao

O controle das infec¢Bes por nematddeos gastrintestinais constitui um grande
desafio. Embora existam varias alternativas, isoladamente séo ineficientes. A busca
por métodos de controle, sem 0 uso exclusivo de quimiotergpicos, portanto sem
deixar residuos nos alimentos, segue como uma tendéncia mundial. Na ovinocultura,
0os nematdédeos gastrintestinais, em especial destaqgue o H. contortus podem
inviabilizar essa prética produtiva (WALLER et al., 2004), se nado for associado ao

uso de anti-helminticos. Contudo, nas ultimas décadas, a eficicia das drogas anti-
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helminticas tem sido reduzida com a expansdo de populagbes de parasitos
resistentes aos farmacos disponiveis (ALMEIDA et al., 2010).

Apesar dos efeitos patogénicos que 0s parasitos provocam, animais em boa
condicdo de saude podem n&do apresentar sinais de parasitismo. Essa condicéo
acontece devido a capacidade do sistema imune do hospedeiro em limitar a
populacdo de parasitos em niveis aceitaveis. A imunidade de ovinos e sua relacao
as parasitoses tém sido estudadas ha décadas. Verifica-se estreita relacdo dos
animais naturalmente resistentes e os mecanismos de controle natural da carga
parasitaria, 0 que permite que animais sejam produtivos com menor intensidade de
parasitismo (AMARANTE et al. 1999, 2004).

A resposta imune é dependente do padrdo de expressao génica de citocinas
induzidas durante a infeccdo (SHER et al., 1992; URBAN et al., 1992). Essa
resposta tem impacto no nivel de infec¢do, uma vez que a expulsdo de helmintos é
acompanhada por mobilizacdo de eosindfilos e mastocitos na mucosa, elevados
niveis de IgE, IgG1l e IgG4 parasito-especificos (ABBAS et al.,, 1996; MEEUSEN;
BALIC; BOWLES, 2005; BALIC; CUNNINGHAM; MEEUSEN, 2006). Na resposta a
presenca de helmintos no limen gastrintestinal observa-se uma ativacdo de
linfécitos que sdo capazes de produzir interleucinas (IL-4, IL5, IL13) e IFN-y, e
promover o recrutamento de eosinofilos e proliferacdo de mastécitos na mucosa
abomasal (JASMER; LAHMERS; BROWN, 2007).

Compreender esses mecanismos de modulacdo e correlacionar a novas
tendéncias, como o uso de probidticos, se faz necessario para a validacdo desses
produtos como auxiliares no controle de doencas.

Probioticos sdo microrganismos vivos que, se administrados em quantidades
adequadas, promovem beneficios a saude do homem e dos animais. Alguns dos
efeitos descritos dos probidticos sado: proliferacao de linfécitos, aumento na producao
de anticorpos, aumento da atividade fagocitica e indu¢do na producdo de citocinas
(HOLZAPFEL et al.,, 2001, ROOS et al, 2010). Alguns dos microrganismos
conhecidos com efeito probiético sdo B. cereus var. Toyoi, S. boulardii e S.
cerevisiae, que por sua resisténcia as variacdes de temperatura, podem ser
fornecidos junto ao alimento e assim serem avaliados quanto aos beneficios de sua
utilizagdo em animais (COPPOLA, CONCEICAQ; GIL-TURNES, 2005; ROOS et al.,
2010). Neste estudo buscou-se avaliar o efeito do uso destes probidticos na dieta de

ovinos infectados por H. contortus nos aspectos da modulacdo da resposta imune
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através da expressdo de citocinas e sua associacdo com a carga parasitaria e a
presenca de eosinofilos no abomaso.

Materiais e métodos

Local de estudo e animais experimentais

A pesquisa foi conduzida na Faculdade de Veterinaria da Universidade
Federal de Pelotas, Capdo do Led&o, Brasil. Durante todo periodo experimental os
animais foram mantidos estabulados e em condicbes aprovadas pelo comité de ética
em pesquisa da Universidade Federal de Pelotas (COCEPE N° 5.05.02.123).

Trinta e dois ovinos machos de 4 a 5 meses de idade, da raca Texel, foram
alocados em quatro grupos de oito animais cada, divididos em lotes de acordo com o
peso vivo. O periodo experimental foi de 64 dias, sendo os primeiros sete dias para
adaptacao dos animais ao ambiente e a dieta (1% do peso vivo em matéria seca de
racdo), sete dias para adaptacdo aos probidticos e os restantes 49 dias decorridos

apos a infeccdo experimental com 5000 L3 de H. contortus.

Probidticos

Os probidticos Bacillus cereus var. Toyoi, Saccharomyces boulardii e S.
cerevisiae foram produzidos no Laboratorio de Bacteriologia do Departamento de
Microbiologia e Parasitologia (DEMP), do Instituto de Biologia da Universidade
Federal de Pelotas. A dose de probiético foi individualmente fornecida por via oral,
sendo equivalente a 1x10° UFC gr' de racdo, enquanto que o grupo controle

recebeu somente placebo.

Infeccao experimental com Haemonchus contortus

Para obtencdo das larvas de terceiro estadio, 100 fémeas de H. contortus
obtidas de necropsia de ovinos foram maceradas e dispostas em recipiente com
serragem por sete dias (27° C e 85% UR). Trés ovinos adultos livres da infecgéo por
nematoddeos gastrintestinais, mantidos estabulados, foram infectados com 10000 L3,
por animal. Apds 28 dias, as fezes desses animais foram recolhidas com bolsas
coletoras durante trés dias. Coproculturas pela técnica de Roberts & O’Sullivan
(1950) foram realizadas para obtencao das larvas a partir deste material. Quinze
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dias ap0s a estabulacdo dos 32 cordeiros, + 5000 L3z de H. contortus foram

inoculadas por via oral em cada ovino dos quatro grupos.

Parametros parasitoldgicos e eosinofilos abomasais

No 49° dia apdés a infeccdo experimental, todos os animais foram
eutanasiados para quantificacdo dos nematddeos e quantificacdo de eosinofilos na
mucosa abomasal. Para contagem de eosinofilos as amostras da area fundica do
abomaso foram seccionadas (2cm?), fixadas em formol a 10% por 24h e incluidos
em parafina. Os cortes de 5um foram corados pela hematoxilina-eosina para
posterior contagem. A metodologia para obtencdo do nimero de eosinofilos baseou-
se na quantificacdo do total destas células obtidas em 15 microfotografias de
campos aleatorios focalizados desde a camada muscular até a superficie da
mucosa, em aumento de 400X, correspondentes a uma area de 0,04mm? (Sistema
Axio-Vision 3.1). Foi realizada a contagem individual de cada animal e os resultados

expressos como média do nimero de eosinéfilos/mm? de mucosa.

Avaliacdo da imunidade através dos padrdes de citocinas

Amostras de sangue (10mL) foram colhidas de todos animais nos dias O e 49
pés infeccdo, através da venocentese da jugular e armazenados em tubo estéril
contendo 10% de citrato de sédio a 4%. O sangue foi coletado para realizacdo de
cultivo de leucécitos. As amostras foram centrifugadas a 250g por 20min a 18-20°C
para separacdo das células, os leucocitos foram transferidos para outro tubo estéril e
adicionados de 10mL de solucao de lise (cloreto de amodnia a 4%) por 5min em
temperatura ambiente. A suspensdo foi centrifugada a 220g por 10min e o
sobrenadante descartado, as células foram suspensas em solugcédo balanceada de
HANK’S (Cultilab, Campinas, Brasil), novamente centrifugadas e suspensas em
RPMI 1640 com 10% de soro fetal bovino (SFB). Foram semeadas em uma
concentracdo de 2x10° células viaveis por cavidade em placas de cultivo celular de
24 cavidades e incubadas por 24h em uma atmosfera de 5% CO, a 37C. Apés
foram retirados os sobrenadantes dos cultivos e as células foram estimuladas
adicionando 300uL de suspensdo contendo HcSo (2ug/yL) mais 700uL de meio
RPMI 1640 com 5% de SFB, ou somente com meio utilizado como controle de
célula. Apos 24h o sobrenadante foi novamente retirado e as células ressuspensas

em Trizol e armazenadas a -70<C.
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O RNA total foi extraido pelo método do TRIZOL (Invitrogen) de acordo com o
protocolo do produto. A sintese de cDNA foi realizada a partir de 5ug de RNA total
em uma reacao de 25ul contendo 0,5ul (150ng) de random primers (Invitrogen), 1pl
de desoxynucleoside triphosphates (ANTP - 10mM), 1 x First Strand buffer (New
England Biolabs), 0,1M DDT, 40U of RNaseOUT (Invitrogen) e 50U of M-MuLV
Transcriptase reversa (New England Biolabs), de acordo com a metodologia descrita
(ULETT; KETHEESAN; HIRST, 2000). Apos, as amostras foram incubadas por
10min a 25 °C, 50min a 42, 15min a 70T, no termo ciclador (Eppendorf
Mastercycler Gradient). O cDNA resultante foi estocado a -20C.

Reacdes de PCR foram realizadas com 3uL de cDNA, 200uM de dNTPs, 1 x
buffer, 1,5U de Tag DNA polymerase (Invitrogen), 1uM de cada primer, MgCl, (2mM
para GAPDH, IL-4, IL-10 ou IL-17 e 1,5mM para IFN-Y), RNase free water (Gibco-
BRL) para um volume final de 50ul. Os parametros do termociclador foram os
seguintes: 95°C por 2min, 30 ciclos de 94°C por 50s, 58°C por 50s e 72°C por 1min,
com uma temperatura final de extensdo de 72°C por 7min. Os oligo iniciadores
(GPDH, IL-4, IFN-y) utilizados para esse experimento foram descritos na literatura
(BUDHIA et al., 2006) e a IL-10 e IL-17 construidos e sintetizados por MWG-Biotech
Inc. (USA). Séo eles:

GAPDH anterégrado 5 —-CGGGAAGCTGTGGCGTGATG;
GAPDH retrogrado 5’ -CTTGGCAGGTTTCTCCAGG;
IFN-Y-y anterégrado 5-GAACGGCAGCTCTGAGAAAC;
IFN-Y-y retrégrado 5’-GCAGCCAGGAGAACCATTAC,;
IL-10 anterégrado 5-CTGTTGCCTGGTCTTCCTGG;
IL-10 retrogrado 5'-CATTTCCGACAAGGCTTGGC;

IL-12 anterégrado 5'-TCAAACCAGACCCACCCAAG;
IL-12 retrogrado 5-CACAGATGCCCATTCACTCC;

IL-4 anterégrado 5’-ATGTACCAGCCACTTCGTCC;

IL-4 retrégrado 5’-GAACAGGTCCTTGCCAG;

Reacdes de PCR utilizando oligdbmero iniciador de B-actina e sem cDNA
foram realizadas como controle. Produtos do PCR foram visualizados sobre luz UV
apos eletroforese em gel de agarose a 2% contendo brometo de etidio. A analise
dos dados foi realizada utilizando Scientific Imaging System software (Kodak). A
analise dos géis foi realizada através do software TotalLab TL 100 v. 2006. O

software transforma as bandas para pixel. Todos valores em pixel de GAPDH foram
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considerados normalizadores do restante das citocinas expressas, para assim

guantificar as expressoes.

Analise estatistica

No modelo estatistico utilizado foram considerados os tratamentos como
variaveis independentes e como varidveis dependentes: carga parasitaria e
eosinodfilos de mucosa. A carga parasitaria e o numero de eosindfilos de mucosa
foram analisadas através de variancia one-way Anova. As diferencas entre 0s
tratamentos foram verificadas pelo teste de Tukey e consideradas significativas
quando p<0.05.

Resultados e discussao

Os resultados referentes a expresséo das citocinas determinadas através da
guantidade de mRNA, obtidos das analises das amostras do dia 0 (sem infeccdo
parasitaria) e o 49° dia apés infeccdo sao apresentados nas figuras 1 e 2. E os

resultados referentes a carga parasitaria e numero de eosindfilos na mucosa

abomasal encontram-se na tabela 1.
A B

GPDH -180pb IFN -200pb

E IL4 -270pb IL 17 -164pb

IL 10 -238pb
Figura 1: Eletroforese em gel de agarose de produtos de PCR amplificados a

partir do mRNA de leucdcitos periféricos de ovinos experimentalmente infectados
com H. contortus. Eletroforese em gel de agarose de produtos de PCR resultantes
da amplificacdo de (A) GPDH, (B) IFN-y, (C) IL-4, (D) IL-17 e (E) IL-10. As bandas 1
e 5 representam grupo B. cereus var Toyoi, 2 e 6 grupo S. boulardii, 3 e 7 grupo S.

cerevisiae e 4 e 8 grupo controle nos dias 0 e 49, respectivamente.
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Tabela 1. Médias de Haemonchus contortus e eosindfilos da mucosa abomasal (+
DP) nos grupos de ovinos suplementados durante 49 dias com diferentes
probioticos e seus respectivos valores de p.

Tratamentos Bc Sh Sc Controle p

Hc adultos 1492 2+174.2 1447 *202.8 709°+223.1 1691 **299.2 0,0281

Eosindfilos/mm? 6612 +57.8 704 2+78.0 1644°+139.3 668°%+62.8 <0,01

Hc= Haemonchus contortus, Bc= Bacillus cereus var. Toyoi; Sbh= Saccharomyces
boulardii e Sc= S. cerevisiae Letras diferencas na mesma linha indicam valores com

diferenca estatistica.

Os animais suplementados S. cerevisiae apresentaram carga parasitaria
inferior aos demais grupos (41,92%) e a presenca de eosindéfilos na mucosa foi
superior (40,6%) em relacdo aos demais grupos. A relacao entre eosinofilos e carga
parasitaria em todos os grupos foi inversamente proporcional, deixando claro esse
efeito como positivo no grupo Sc. A resposta tecidual local do abomaso com aporte
significativamente maior de eosindfilos € um dos mecanismos de expulsdo de
helmintos bem descrito na literatura (MEEUSEN; BALIC; BOWLES, 2005;
ROTHENBERG; HOGAN, 2006). Estas células estdo presentes ja no inicio do
estabelecimento da infec¢do (BALIC; BOWLES; MEEUSEN, 2002).

Pode-se observar que animais suplementados com S. boulardii (Sb) e S.
cerevisiae (Sc) apresentaram maiores niveis de IL-4, 15 vezes superior, ap0s as
infeccbes experimentais, demonstrando estar envolvido na imunomodulacdo da
resposta frente ao estimulo por H. contortus, comparados ao tratamento com B.
cereus var. Toyoi (Bc) e o controle. Esses resultados sugerem ainda, que a
modulacdo na expressao de IL-4 pode ter interferido como antagonista sobre o IFN-
y, que teve discreta elevacdo nos niveis de expressdo nos grupo tratado com S.
boulardii e S. cerevisiae. Essa relacdo de antagonismo € descrita por Steinman
(2007).

O uso do probidtico S. cerevisiae proporcionou a maior expressao da IL-4,
citocina que esta presente na resposta imune do tipo Th2 e influencia no maior
aporte celular na mucosa, uma vez que essa interleucina é fator importante
associado a resposta mediada por IgE e eosinofilia (BALIC; BOWLES; MEEUSEN,
2002). Resultados semelhantes foram obtidos por Else et al. (1994) que ao

estudarem modelos murinos susceptiveis, com inducdo de IL-4, tiveram uma
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modulacdo caracteristica de resposta Th-2, capaz de eliminar a carga parasitaria de
Trichuris muris.

A resposta associada a IL-17 tem sido relacionada com doencas auto imunes
e do tipo alérgica (TANABE; KINUTA; SAITO, 2008), o que nesse estudo, apesar da
presenca elevada de eosindfilos (grupo Sc), caracteristicas de algumas doencas
alérgicas, os niveis de IL-17 foram baixos. A esses menores niveis de expressio
desta interleucina pode-se pressupor a interferéncia de IL-4, principalmente no grupo
Sc, uma vez que a IL-4 é descrita como antagobnica a IL-17 (STEINMAN, 2007). O
mesmo autor descreveu que a resposta Th-17 é inibida enquanto a resposta Th-1 e
Th-2, mediadas por IFN-y ou IL-4 e IL-5 respectivamente, estdo presentes.

A IL-10 apresentou aumento em sua expressdo apenas no grupo controle,
demonstrando o efeito da resposta imune inespecifica, apds o0 primeiro contato com
o antigeno. A IL-10 é em geral produzida por células Threg e tem como papel
principal o controle da amplitude da resposta imune (MATSUZAKI; CHIN, 2000).
Neste caso, parece nao ter sido modificada em decorréncia da presenca dos

probioticos, apenas sofrendo o efeito do estimulo do antigeno no hospedeiro.

IL-4 IFN-y
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Figura 2: Modulacdo na expressdo de citocinas produzidas por leucécitos periféricos
estimulados com Haemonchus contortus. Dia 0, sem estimulo e dia 49, apés a infec¢do, nos
ovinos suplementados com Bacillus cereus var. Toyoi (Bc), Saccharomyces boulardii (Sb),
S. cerevisiae (Sc) e controle (C).



60

Quando estudada a expressao das citocinas nos animais suplementados com
os probidticos foi observado que a modulacdo na resposta imune ndo ocorre da
mesma forma. Isto € compreensivel, pois sdo microrganismos diferentes que
apresentam estruturas distintas, podendo apresentar diferentes mecanismos na
modulacdo da resposta imune (VINDEROLA; MEDICI; PERDIGON, 2004; ROOS et
al., 2010). Também cabe ressaltar que as duas leveduras utilizadas como
probidticos, S. boulardii e S. cerevisiae mostraram resultados semelhantes em
relacdo as citocinas estudadas e distintos em relacdo a carga parasitaria e numero
de eosindfilos, demonstrando que apesar de pertencerem ao mesmo género, por
possuirem estruturas de parede celular distintas, podem interferir de diferentes
formas no estimulo celular, como evidenciado na carga parasitaria dos animais

desafiados com H. contortus e suplementados com S. cerevisiae.

Conclusbes

Analisando os dados obtidos pela expressao dessas citocinas em leucécitos
periféricos, pode-se sugerir que houve efeito modulador pelos probioticos S.
boulardii e S. cerevisiae, demonstrado por maior nivel de expressdo de IL-4,
caracterizando uma resposta Th2, que foi evidenciada pela reducdo da carga

parasitaria somente no grupo tratado com S. cerevisiae.
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Resumo

Os prejuizos causados por nematddeos gastrintestinais de ovinos devem-se aos
efeitos agudos da doenca que resultam em morte e, principalmente, aos efeitos
cronicos, que levam a um menor desenvolvimento corporal e reducdo na producéo
de carne e Ia. O controle desses parasitos em ruminantes baseia-se, principalmente
no uso de anti-helminticos. Porém, a resisténcia dos parasitos aos anti-helminticos
representa um grave problema para o controle das helmintoses gastrintestinais,
constituindo-se no principal agravo sanitario da ovinocultura. Neste estudo buscou-
se avaliar o efeito do probidtico Saccharomyces cerevisiae como uma alternativa
auxiliar no controle das parasitoses gastrintestinais de ovinos em condi¢cdes de
campo. Durante um ano, quarenta cordeiros machos da raca Ideal foram alocados
em dois grupos de 20 animais, em dois piquetes de quatro hectares com
contaminacao natural por nematodeos gastrintestinais. S. cerevisiae foi fornecido na
dose diaria de 1x10° UFC gr' de rac&o ao grupo tratamento. Anélise da condicdo
corporal e pesagem foram realizadas mensalmente. Amostras de fezes e sangue
foram coletadas quinzenalmente, durante o periodo de um ano. Os animais foram
abatidos no fim do experimento para recuperacdo da carga parasitaria. Nao houve
diferencas estatisticas no desempenho ponderal, valores hematoldgicos, valores de
OPG. Porém, houve importante diferengca na carga parasitaria dos nematddeos
gastricos, principalmente Haemonchus sp. que teve reducdo da carga parasitaria em
72% (p<0.01) no grupo tratado com S. cerevisiae.

Palavras-chave: Haemonchus contortus. Saccharomyces cerevisiae. Probiéticos.

Introducao

Haemonchus contortus é considerado o parasito mais patogénico para ovinos
em regibes subtropicais e tropicais no mundo inteiro (FABIYI, 1987; BATH; VAN
WYK, 2001). As infec¢des sdo caracterizadas por gastropatias intensas. Devido ao

seu habito alimentar hematéfago, causa anemia, que pode levar o ovino a morte.
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Além disso, as consequéncias relacionadas a hipoproteinemia levam os animais a
sérias perdas de desempenho produtivo. Outros nematddeos gastrintestinais, como:
Ostertagia sp., Trichostrongylus sp, Cooperia sp., Oesophagostomum sp.,
Strongyloides sp. e Nematodirus sp. também afetam o desempenho dos ovinos, e
podem levar os animais a perdas significativas na produtividade. Ademais, com 0s
crescentes relatos de resisténcia anti-helmintica, os problemas tendem a ficar mais
graves se novas alternativas para controle ndo forem implementadas.

A necessidade da oferta de alimentos € crescente no mundo inteiro devido ao
aumento da populagdo humana nas ultimas décadas. Dentre as possibilidades para
suprir parte dessa demanda, a exploracdo de pequenos ruminantes, como fonte
protéica, se mostra como alternativa viavel, principalmente nas pequenas
propriedades (KNOX; TORRES-ACOSTA; AGUILAR-CABALLERO, 2006). Aliado a
isso, o consumidor, cada dia mais exigente, procura carne e leite com menor risco
de contaminacdo por residuos quimicos, o que tem incentivado a busca por meios
alternativos na prevencao das enfermidades, principalmente no que se trata quanto
ao uso de antibidticos e anti-helminticos. Neste aspecto ocorre a expansao do
mercado de produtos organicos na Europa (LAMPKIN, 2000) e esta € uma tendéncia
mundial em franco crescimento.

Existem fatores especificos que estdo correlacionados a resisténcia dos
animais frente as parasitoses. Dentre estes, a nutricdo tem um efeito importante
sobre a resisténcia e resiliéncia ao H. contortus e nas consequéncias da infecgéo
(COOP; HOLMES, 1996; HOUTERT; SYKES, 1996; CAMARGO et al.,, 2010).
Suplementacgdo alimentar, particularmente com adicdo de proteina, pode ajudar a
resisténcia a infeccdo por nematdédeos durante o tempo em que 0s recursos do
metabolismo da dieta estdo sendo direcionados para controlar os efeitos
fisiopatolégicos da infeccdo (KNOX; TORRES-ACOSTA; AGUILAR-CABALLERO,
2006). A suplementacédo protéica esta associada a reducdo da contagem de ovos de
nematodeos, compensacao da hipoproteinemia causada pela inapeténcia decorrente
das infec¢cBes parasitarias e também melhorando as condi¢cdes hematologicas dos
animais (LOUVANDINI et al.,, 2002). Portanto, aos fatores nutricionais estao
diretamente associados a imunidade, que atuariq diretamente sobre a infeccdo
parasitaria, através da hiperplasia das células da mucosa do abomaso com
producdo de muco, da eosinofilia tecidual, da producdo de anticorpos especificos e

consequentemente a expulsdo dos nematddeos. Também, podera acarretar
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alteracdes na morfologia dos parasitos e reducdo na fecundidade das fémeas
(BALIC; BOWLES; MEEUSEN, 2000; GONZALEZ et al., 2008). Ja a resisténcia
contra os estadios larvais se manifesta pela eliminacdo de larvas infectantes
ingeridas (L3) ou pela inibicdo do desenvolvimento das mesmas (hipobiose) (BALIC;
BOWLES; MEEUSEN, 2000).

Alternativas que contribuam para minimizar 0os prejuizos causados por
patogenos tém sido amplamente estudadas. Como é relatado em relacdo ao uso de
probioticos; que estdo associados com melhora no desempenho metabdlico de
ruminantes, auxiliando na digestdo dos alimentos, na sintese de nutrientes, na
manutencdo do pH e na integridade do trato digestorio, através da competicdo com
bactérias patogénicas por sitios de ligacdo e na imunoestimulacdo (COPPOLA; GIL
TURNES, 2004; ROOS et al., 2010). Neste contexto, buscou-se verificar o efeito do
probidtico Saccharomyces cerevisiae sobre ovinos infectados naturalmente por

nematddeos gastrintestinais.

Materiais e métodos

Quarenta ovinos machos da raca Ideal, de aproximadamente quatro meses
de idade foram divididos em dois grupos de 20 animais, de acordo com o resultado
da contagem de ovos por grama de fezes (OPG) de trés exames (GORDON;
WHITLOCK, 1939) realizados em dias alternados. Esses animais permaneceram
durante 14 meses em uma area de oito hectares de pastagem nativa (Capdo do
Ledo — RS, 3145'30"S e 5210'33"W), que apos form acdo dos grupos foi dividida
em dois potreiros de quatro hectares.

Um grupo recebeu o probiético S. cerevisiae (Sc) na concentracdo de 1x10°
UFC/g de racéo, diariamente, durante um ano, e o outro grupo, Controle (C),
recebeu apenas racéo. A quantidade de racao fornecida diariamente, para ambos os
grupos, foi equivalente a 0,8% de MS/kg de peso vivo e era constituida de casca de
soja (11% de PB). Todos os animais foram tratados com anti-helmintico de eficacia
comprovada (Triclorfon por via oral na dose de 97 mg.kg-1 de peso vivo), quando o
OPG atingiu valor = 800.

No dia zero (fevereiro de 2009), e a cada 15 dias foram realizadas coletas de
fezes para contagem de ovos (OPG) e coprocultura (ROBERTS; O’SULLIVAN,
1950) e também coleta de sangue para determinar o volume globular (vg).
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Mensalmente os ovinos foram avaliados conforme peso vivo e escore de condigao
corporal, sendo 1 o menor escore de condicdo e 5 o maior. No final do experimento,
(fevereiro de 2010) todos os animais foram abatidos para quantificacdo da carga
parasitaria, utilizando metodologia descrita por Ueno; Gongalves (1998).

O modelo estatistico utilizado incluiu os tratamentos como variaveis
independentes e as variaveis peso, vg, carga parasitaria como dependentes. Para a
analise das variaveis: peso, vg, foi utilizado analise pelo método procmixed para
medidas repetidas. A avaliacdo da carga parasitaria, que foi medida uma so vez, foi
realizada através da analise de variancia one-way Anova. Além disso, as médias
gerais das variaveis: peso, vg, também foram comparadas entre 0s grupos por
fatorial - Anova, incluindo o fator mensal e tratamento como fatores. As variaveis que
nao se apresentavam normais no teste de Shapiro—Wallis foram normalizadas pela
funcdo Log do SAS (SAS institute, 1998). As diferencas entre os tratamentos foram
verificadas pelo teste de Tukey com significancia quando p<0.05.

As condic¢des de pesquisa foram aprovadas pelo comité de ética em pesquisa
da Universidade Federal de Pelotas (COCEPE N° 5.05.02.123).

Resultados

O nematddeo predominante nas avaliagbes quinzenais das coproculturas,
durante todo periodo experimental foi Haemonchus sp. (> 95%), em ambos grupos
testados. Resultados semelhantes foram encontrados na recuperagdo dos
nematodeos apos as necropsias. O grupo tratado com S. cerevisiae apresentou uma
reducdo significativa na carga parasitaria no abomaso, para H. contortus (p<0.001) e
Ostertagia. sp., (p<0.05) e néo significativa para Trichostrongylus sp. (p>0.05) (Fig.
1). No intestino delgado de poucos animais (< 20% em ambos grupos) foram
identificados alguns parasitos dos géneros Trichostrongylus sp., Strongyloides sp.e
Nematodirus sp. e no intestino grosso Oesophagostomum sp. e Trichuris sp., € ndo
havendo diferenca entre as médias de parasitos recuperados nos animais dos
grupos Sc e Controle. Nao houve diferenca significativa nas taxas de ganho de peso,
contagem de OPG e nos valores de volume globular (fig. 2) entre os grupos durante
todo periodo experimental (p>0.05).

Apesar de estatisticamente nao ter demonstrado valores significativos, a

andlise de carater subjetivo através de escore de condi¢do corporal (CC) mostrou
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que os animais do grupo Sc apresentaram melhor desempenho (CC>3) (fig. 3),
confirmado posteriormente na condi¢cdo das carcagcas no abatedouro, no critério
acabamento.

Quando foi analisado o nimero de tratamentos anti-helminticos a que foram
submetidos todos os animais do grupo Sc e controle, ndo houve diferenca entre o
namero de dosificagBes entre os animais do grupo Sc e controle, sendo que no total
foram necessarias 83 e 85 intervengcdes com o uso de anti-helmintico, em cada

grupo, respectivamente (p>0.05).
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Figura 1. Carga parasitaria média do abomaso de ovinos suplementados com
Saccharomyces cerevisiae e grupo controle, mantidos com infeccdo natural por
nematddeos gastrintestinais no periodo de um ano. Hc- Haemonchus contortus. O-
Ostertagia sp. T — Trichostrongylus sp. Letras diferentes na mesma coluna
representando cada parasito indicam valores com diferenca estatistica significativa.
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Figura 2. Médias do volume globular de ovinos suplementados com Saccharomyces
cerevisiae (Sc) e o grupo controle, mantidos com infecgdo natural por nematédeos
gastrintestinais no periodo de um ano.
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Figura 3. Médias do escore corporal de ovinos suplementados com Saccharomyces
cerevisiae (Sc) e o grupo controle, mantidos com infeccdo natural por nematodeos
gastrintestinais no periodo de um ano. Escore de condi¢éo corporal (CC) 1 = minimo
e 5 = maximo.

40

o8}
&3
L
H
[

s (N trole

30

Feso kg

—

25 A

20 T T T T T T T T T T T T T T 1
100 0 15 30 60 80 120 150 180 210 240 270 300 330 360

Nias

Figura 4. Peso médio dos ovinos suplementados com Saccharomyces cerevisiae
(Sc) e o grupo controle, mantidos com infeccdo natural por nematdédeos
gastrintestinais no periodo de um ano.

Discussao

O probidtico S. cerevisiae mostrou efeito benéfico sobre a reducdo da carga
parasitaria de ovinos naturalmente infectados por nematédeos gastrintestinais,
provavelmente por induzir uma resposta imune mais efetiva dos ovinos,

inviabilizando a fixacdo e/ou estabelecimento destes parasitos. Outros efeitos
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positivos dos probidticos sobre a resposta imune de ovinos foram recentemente
descritos em ovinos sob desafios vacinais (ROSS et al., 2010). Porém, a avaliacao
desses probioticos frente as parasitoses gastricas de ovinos ainda requer mais
estudos, uma vez que existem apenas informacdes empiricas sobre essa correlacao.

No presente estudo péde-se observar ao longo do ano que néao houve efeito
guanto ao numero de tratamentos anti-helmintico, sendo que ambos os grupos
receberam nimero semelhante de tratamentos anti-helmintico (83 para o grupo Sc e
85 para o controle), no critério de tratar quando o OPG atingisse =800. Critério
adotado por prévio conhecimento de prevaléncia nas coproculturas realizadas
anteriormente nesses mesmos animais durante os dois meses de adaptacéo,
guando se evidenciou mais que 90% de larvas de Haemonchus sp. Dado também
confirmado na recuperacdo da carga parasitaria com mais de 80% de H. contortus
em ambos grupos ao final do experimento. Esta prevaléncia elevada deste
nematdédeo foi descrita no Brasil por diferentes autores (RAMOS et al., 2004;
MOLENTO et al., 2004).

Ao final do periodo de um ano foi verificada a reducéo da carga parasitaria em
72% (Haemonchus contortus), demonstrando assim, o efeito positivo desse
probiotico sobre os animais suplementados com S. cerevisiae.

Quanto aos demais nematdédeos coletados no abomaso, Ostertagia e
Trichostrongylus, somente o primeiro apresentou reducdo da carga parasitaria
(p<0.05). Na avaliacdo da carga parasitaria, a maior prevaléncia de H. contortus
poderia ser atribuida a época de abate dos animais (com temperatura e umidade
elevadas), porém, mesmo nos meses com temperaturas baixas foi o parasito mais
prevalente, nunca perfazendo menor que 75% de larvas identificadas nas
coproculturas. Poucos parasitos foram recuperados do intestino delgado e grosso, e
em um numero reduzido de animais. Esses demais parasitos sao igualmente
afetados pelas drogas que controlam o H. contortus que € mais prevalente, sofrendo
assim uma pressao terapéutica, que associada as boas condi¢des nutricionais dos
animais foram determinantes para menor carga parasitaria no intestino delgado e
grosso. Efeito semelhante foi relatado por Ramos et al. (2004) quando atribuiram a
reducdo de parasitos pulmonares de ovinos em relagdo aos anti-helminticos.

A oferta de alimento (campo nativo) durante o periodo em que 0s animais
foram desafiados foi sempre superior a 3% de matéria seca/kg de peso vivo, assim a

suplementacao ofertada proporcionou a manutencdo de uma dieta equilibrada, o que
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pode ter sido uma das razdes pelas quais os valores hematolégicos e de escore
corporal ndo terem apresentado altera¢cées negativas ou positivas representativas.

Apesar do peso vivo nao ter revelado efeito significativo, durante o abate, foi
observado que os animais suplementados com Sc mostravam melhor acabamento
de carcaca (CC 3-3,5), enquanto que os animais do grupo controle tinham carcacas
sem cobertura de gordura e escore corporal <3. Estes resultados sédo corroborados
com o estudo de Arcos-Garcia et al. (2000), que também verificou melhorias no
desempenho animais, suplementados com S. cerevisiae.

Embora ndo existam estudos com esse probidtico no controle especifico de
parasitoses em ovinos, seu uso tem demonstrado efeitos positivos em outras
enfermidades, como transtornos metabolicos e funcionais do ramen (ROSE, 1997),
De acordo com Newbold, Wallace, Mcintosh (1996), essa levedura tem a capacidade
de estimular a multiplicacdo de bactérias ruminais anaerébicas totais, bactérias
celuloliticas e bactérias utilizadoras de acido lactico no ramen, que
consequentemente, alteram o metabolismo e melhoram os processos de digestao da
porcao fibrosa da dieta. O que nos permite sugerir que o melhor desempenho dos
ovinos frente a infeccdo parasitaria, no periodo de estudo, pode estar diretamente
ligada a manutencdo do pH no rimen e ao suprimento de nutrientes para a
populacdo bacteriana no trato digestério, melhor aporte protéico e, como

consequéncia, interferéncia indireta positiva no sistema imune.

Conclusbes

O probidtico Saccharomyces cerevisiae mostrou efeitos benéficos em ovinos
naturalmente infectados com nematddeos gastrintestinais, traduzidos principalmente
pela reducéo da carga parasitaria de Haemonchus contortus e melhora na condicao

corporal.
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CONCLUSOES GERAIS

O probidtico Saccharomyces cerevisiae possui efeitos benéficos em ovinos
experimentalmente infectados com nematddeos gastrintestinais, tendo como efeito
mais importante a reducao da carga parasitaria de Haemonchus contortus.

Saccharomyces cerevisiae possui efeito modulador na resposta imune,
estimulando a producao de IL-4 e proporcionando um maior aporte de eosindfilos na
mucosa abomasal.

Em condi¢cBes de infeccdo natural, Saccharomyces cerevisiae demonstrou ser
eficiente como medida auxiliar no controle de nematédeos gastrintestinais de ovinos,
reduzindo a carga parasitaria dos ovinos.

Saccharomyces boulardii e Bacillus cereus var. Toyoi ndo mostraram efeitos

benéficos sobre ovinos experimentalmente infectados por Haemonchus contortus.
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