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RESUMO

Uma forma alternativa de controle da fasciolose que vem sendo estudada é o
desenvolvimento de antigenos vacinais para conferir protecdo aos bovinos. Este
trabalho teve como objetivo determinar a resposta imune através de
imunohistoquimica. Figados de bovinos imunizados com o antigeno MRLC e seus
grupos controles, experimentalmente infectados por Fasciola hepatica, foram
submetidos a técnica de imunohistoquimica. Até o momento foram feitas tentativas
de padronizacdo com trés anticorpos, conseguindo atingi-la somente com um
deles, ndo havendo ainda comparagdes a serem feitas entre 0s grupos.

INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A fasciolose é uma enfermidade causada pelo trematdédeo Fasciola
hepatica, sendo mundialmente distribuida e afetando principalmente bovinos e
ovinos, resultando em perdas anuais em torno de US$ 3 bilhdes a comunidade
agricola (BORAY et al.,, 1985). As perdas por condenacdo de figado em
abatedouros podem chegar a 80% em areas endémicas em ruminantes adultos.
Para controlar e tratar os animais parasitados por F. hepatica € utilizado anti-
helminticos, porém estes apresentam periodos de caréncia longos e séo proibidos
para uso em animais leiteiros.

Como a F. hepatica tem capacidade de induzir imunidade, iniciou-se estudos
para a producdo de vacinas contra este trematodo, sendo atualmente testado
antigenos recombinantes. O uso do antigeno recombinante da cadeia leve
reguladora de miosina (MRLC) tenta mimetizar o efeito do Praziquantel, o qual atua
inibindo esta cadeia da superficie do parasito, levando a ruptura do mesmo,
possibilitando a acdo de eosindfilos, contragdes musculares e morte do trematodo
(GNANASEKAR et al., 2008). Foi relatado por Henker et al. (2017) que o antigeno

]
E- INSTITUTO FEDERAL

Catarinense



MICTI

Campus Camboria

X

MRLC em ratos, conferiu cerca de 50% de protecdo frente a fasciolose
experimental.

O objetivo deste trabalho foi determinar a resposta inflamatéria em figado de
bovinos imunizados com o antigeno recombinante e infectados experimentalmente

com F. hepatica, assim como nos grupos controle através de imunohistoquimica.

METODOLOGIA

Os bovinos permaneceram durante um més nas instalacées previamente ao
inicio do experimento para aclimatac@o. Posteriormente foram divididos em trés
grupos experimentais: i) imunizados com o antigeno em adjuvante e infectados; ii)
imunizados com o adjuvante e infectados; iii) controle negativo infectado e néo
imunizado. Cada grupo foi constituido por cinco bovinos livres de qualquer
patégeno. Os animais imunizados receberam trés doses da vacina de 200 ug com
intervalo de trés semanas. E depois de um més da terceira dose foram infectados
com 200 metacercérias e eutanasiados dois meses apos.

Fragmentos dos figados dos bovinos infectados foram colhidos na necropsia
e fixados em formalina 10%, processados rotineiramente, embebidos em parafina e
realizados cortes histol6gicos em laminas positivadas Vectabond (Vector, CA, USA)
para técnica de imunohistoquimica.

Para a realizacdo da padroniza¢do da imunohistoquimica foram seguidos os
seguintes passos: retirada da parafina, reidratacdo, inibicho da peroxidase
enddgena, recuperacdo antigénica, lavagem em TBS, aplicacdo de anticorpos
primérios, lavagem em TBS, aplicacdo anticorpo secundario biotinado, lavagem em
TBS, revelagdo, lavagem em TBS, coloracdo de hematoxilina, lavagem,
desidratacdo e montagem da lamina. Apés isso determina-se o numero de células
coradas (positivas) ao anticorpo estudado nas laminas, tendo controles positivos e

negativos como preconiza as técnicas.

RESULTADOS E DISCUSSOES

A parte da experimentacdo com os bovinos e avaliagdo dos figados ja foi re-
alizada, com a quantificacdo dos parasitos e as lesGes histopatoldgicas. No grupo
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dos bovinos imunizados com o adjuvante e infectados observou-se uma média de
20 parasitos por figado, ja os imunizados com antigeno e adjuvante e infectados
obtiveram média de 13 parasitos, demonstrando reducédo de 35% na carga parasi-
taria. Nao houve diferenca com relagdo a quantidade de ovos entre 0s grupos.

A padronizagdo da técnica de imunohistoquimica e com os anticorpos inter-
feron, STAT e CD2, com o0s anticorpos secundarios e kit de revelacdo da marca
Vector, apresentaram muitas marcacdes inespecificas e coloracdo de fundo em
excesso, hao sendo possivel sua padronizacéo. Para corrigir este problema foi ad-
quirido um novo kit para revelacdo e anticorpos secundarios da marca Dako, sendo

padronizado até o momento, o anticorpo interferon, porém os demais ainda nao.

CONSIDERACOES FINAIS

Como foi padronizado somente um anticorpo, o interferon, ndo foi possivel

comparar os resultados entre os grupos e avaliar a resposta inflamatoria.
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