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RESUMO

Fasciolose € uma doenca mundialmente distribufdtg principalmente bovinos e ovinos e é
considerada uma importante enfermidade respongéavgberdas econdmicas. Este trabalho
teve como objetivo determinar a resposta inflanmatétravés de imuno-histoquimica em
bovinos imunizados com o antigeno recombinante fectimdos experimentalmente com
Fasciola hepatica Os bovinos foram abatidos, fragmentos de figadmfenodos foram
colhidos e processados rotineiramente para a gdeidmuno-histoquimica. Como ainda néo
foi possivel terminar a padronizacdo da técnica c@manticorpos inicialmente testados,
optou-se pela aquisicdo de novos kits, porém osnoesainda ndo foram padronizados
completamente e consequentemente ndo foram obé&dokkados.

INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Fasciolose trata-se de uma parasitose causaddast#ola hepatica que acomete o
figado e as vias biliares de muitas espécies asidmnésticos e selvagens (QUEIROZ et al.,
2002).Nos bovinos e ovinos a fasciolose € uma das parcigausas de prejuizos econdbmicos
nos abatedouros, tendo em vista que o figado aeasnparasitados € descartablm Brasil,
Bennemeet al. (2014) relatam prevaléncia medis6i®% de figados condenados pasciola
hepatica sendo que a maior prevaléncia foi encontradaiogfnde do Sul (14,4%), seguido
por Santa Catarina (4,5%). Torgerson & Claxton §)9®latam também queda na producgéo e
na qualidade do leite, perda de peso dos animagsiagna fertilidade, atraso no crescimento, e,

ocasionando em alguns casos até mortalidade.

O uso excessivo de anti-helminticos no controlefadaiolose aumenta o risco de
residuos desses quimioterapicos na carne e desividteos, como também, aumenta a

possibilidade de resisténcia destes parasitos atheaminticos. A imunoprofilaxia com
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antigenos recombinantes para fasciolose, ja vendosesstudada h& alguns anos por

pesquisadores deste projeto, onde, foram obtidesulta€os positivos, porém ainda

insatisfatorios para producdo de uma vacina coalerta qual é esperada percentual igual ou
superiores de eficacia de 80%. O objetivo destguies foi determinar a resposta inflamatoria
no figado através de imuno-histoquimica em bovimasizados com o antigeno recombinante

Catepsina L3 e infectados experimentalmente Eastiola hepatica

METODOLOGIA

Infeccéo experimental

Os bovinos permaneceram durante um més nas iritalggeviamente ao inicio do
experimento para aclimatacao. Posteriormente faligididos em trés grupos experimentais: i)
imunizados com o antigeno em adjuvante e infectailogmunizados com o adjuvante e
infectados; iii) controle negativo infectado e ri@munizado. Cada grupo foi constituido por
cinco bovinos livres de qualquer patégeno. Os aisiimaunizados receberam trés doses de 200
ug com intervalo de trés semanas. E depois de unmdemésrceira dose foram infectados com
200 metacercarias e eutanasiados dois meses aisa(T).

Tabela 1. Distribuicdo temporal das imuniza¢cOdecigéio e eutanasia nos diferentes grupos.

Semana
Grupo
1 3 9 13 21
Antigeno + Antigeno + Antigeno + . .
1 ) ] ] Infeccdo Eutanésia
Adjuvante Adjuvante Adjuvante
Adjuvante Adjuvante Adjuvante InfeccadoEutanasia

- - - Infeccdo Eutanasia

Estudo histopatologico

Fragmentos de figado foram colhidos na necropsi loivinos na 21° semana,
fixados em solugcdo de formalina 10% durante 24 fhomrocessados rotineiramente,
embebidos em parafina e realizados os cortes Gigtols para a avaliacdo das lesdes
microscoépicas, as quais foram quantificadas de8Gendo, auséncia de lesao (0), leséo leve
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(1) lesdo moderada (2) e lesdo acentuada (3).

Estudo imuno-histoquimico

Para a técnica de imuno-histoquimica, os materfiaiam processados como descrito
anteriormente no estudo histopatolégico, porém edmtem |laminas positivadas Vectabond
(Vector, CA, USA). Os materiais e realizacdo daitgecde imuno-histoquimica efetuada estdo
descritos abaixo:

Buffers e solucdes tampéao

TBS e Tris EDTA

Inibicdo da peroxidase enddgena e tratamento enzirtiéo

Peroxido de hidrogénio

Soros imunes e reativos especificos

Proteinase K, Protease XIV, Anticorpos especifigomarios (CD2, CD4, CD8, CD68, IgG,
IL-4 e IFN-[]) — Tabela 2, Anticorpo secundario biotinado ligadestreptavidina-peroxidase
(kit LSAB-HRP)

Revelacdo

3,3'diaminobenzidina (DAB, K3468, DakoCytomatfn

Metodologia empregada

Desparafinizacdo: 2 banhos de xilol de 10 minuso&c

Inicio da reidratagdo: cinco banhos de 10 minutsikool 100° e 5 minutos cada em alcool
96°, 80° e 70°

Lavagem de 5 minutos em PBS

Recuperacédo antigénica: digestdo enzimatica Pesteik

Lavagem de 5 minutos em PBS

Inibicdo da peroxidase endogena: banho de 5 mirntosolucdo de perdxido de hidrogénio a
3% em agua destilada

Lavados em PBS: trés lavados cada Bloqueio dasesagespecificas: incubacdo em camara
imida com leite desnatado Molftpor 10 a 20 minutos

Lavagem de 5 minutos em PBS

Aplicacdo anticorpos primarios — Tabela 2: Incubaeén camara Umida com o anticorpo
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13.
14.
15.
16.
17.

18.

diluido em &gua ultrapura por 16 horas 4°C

. Lavagem de 5 minutos em PBS
11.

Anticorpo secundario: incubados com anticorpo sééria ligado a estreptavidina-peroxidase
por 40 minutos cada etapa em 37°C

Lavagem de 5 minutos em PBS

Revelacéo: revelagdo com 3,3'diaminobenzidina (DABninutos

Lavagem de 5 minutos em agua destilada

Coloracao: banho em Hematoxilina (revelacao contidgy@inobenzidina) durante 2 minutos
Lavagem: em agua corrente

Desidratacdo: passagem rapida em gradiente cresdendlcool (apenas para revelacdo com
3,3'diaminobenzidina)

Montagem: aplicacdo de meio de montagem (revelegén3,3’'diaminobenzidina) ou meio de
montagem sintético.

Anticorpos e diluicoes

Tabela 2. Nome, diluicdo e fabricante dos anticegeerem utilizados na imuno-histoquimica.

Anticorpo Diluicao Fonte
CD2 1:200 Serotec
CD4 1:50 Serotec
CD8 1:200 Serotec
CD68 1:100 Serotec
IgG 1.50 Serotec
IL-4 1:50 Novus
IFN-y 1:50 Novus

RESULTADOS E DISCUSSOES

Quanto ao numero de parasitos encontrados na ségr@média no grupo imunizado, com
adjuvante e infectado foi de 20 parasitos recupeara necropsia por animal. J& os animais

imunizados com o antigeno em adjuvante e infecttidesam uma média de 15 parasitos por

figado, demonstrando uma diminuicdo de 20% na caajasitaria com a utilizacdo do
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antigeno.

No que diz respeito a histopatologia, no grupo dmnante e do antigeno foram
observados os maiores niveis de hiperplasia d@slhdiares e infiltrado linfoplasmocitario
gquando comparado aos outros grupos. Em todos gogrobservou-se leve a moderada
hiperplasia de paracortical e cortical de linformdNo grupo do adjuvante e do antigeno,
também foi observada moderada a acentuada fibevgeopal.

Por motivos de dificuldade na padronizacao daitécde imuno-histoquimica, os
resultados ainda n&do foram obtidos. O atraso s pela constatacdo da incapacidade da
padronizacdo da técnica com os kits primeirametilieados, dada pelas inUmeras reacdes
inespecificas encontradas. A partir disso, optopeda aquisicdo de novos kits, porem os
mesmos ainda nao foram padronizados e consequertten@ foram obtidos resultados.

CONSIDERACOES FINAIS

Nas condi¢cdes do presente trabalho, ndo foi pdsdéterminar a resposta inflamatéria nos
figados dos bovinos experimentalmente infetadoss, @décnica de imuno-histoquimica esta
ainda sendo padronizada.
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