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RESUMO

pY 7

Um dos fatores limitantes a criacdo de pequenos ruminantes € a verminose
gastrintestinal, sobretudo em regides de clima ameno, onde o Haemonchus contortus é o
parasita mais prevalente. Para compreender a resposta imune do ovino a este parasita e
identificar os animais mais responsivos, € necessaria a adocdo de metodologias
adequadas para mensurar a resposta imune do hospedeiro. O presente trabalho foi
desenvolvido com o objetivo de produzir um antigeno somatico de H. contortus e utiliza-lo
em técnicas de ensaio imunoenzimatico indireto (ELISA) para deteccdo de IgG ovina.
Para a obtenc&o do antigeno, cerca de 1000 helmintos adultos (machos e fémeas) foram
lavados, submetidos a maceracédo, ciclos de congelamento e descongelamento,
sonicagdo e centrifugacdo. Foram utilizados como soros controle-positivo 20 amostras
oriundas de ovelhas adultas submetidas a infeccdo natural. Como controle-negativos,
foram utilizadas amostras pré-colostrais de 15 cordeiros, bem como de dois borregos
mantidos livres de parasitas. Foram testadas varias diluicbes de antigeno, soros e um
conjugado comercial anti-lgG ovina a fim de obter as concentracées ideais. A
concentracdo 6tima de antigeno foi de 5 pg.mL™, e as diluicées de soro e de conjugado
gue permitiram melhor discriminagéo entre positivos e negativos foram, respectivamente,
1:80 e 1:1000.

Palavras -Chave: 1gG, Haemonchus contortus, ELISA.

ABSTRACT

One of the most limiting factors to the small ruminant husbandry is gastrointestinal
verminosis, especially in mild whether regions, where Haemonchus contortus is the
predominant worm. To understand sheep immune response to this parasite and to identify
the more responsive animals, it is necessary to adopt adequate methods that can measure
the host’s immune response. This work was conducted in order to produce a somatic
extract of H.contortus and to employ it in an indirect enzyme-linked Immunosorbent assay
(ELISA) to detect ovine IgG. For obtaining the antigen, about 1.000 adult worms (both
male and female) were washed, macerated, submitted to freezing and thawing cycles,
sonicated and centrifuged. Samples from 20 ewes naturally infected were used as positive
standards. Negative standards were 15 pre-colostral samples and those from two lambs
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kept indoors and parasite-free. It was tested several dilutions of antigen, sera and anti-
sheep IgG commercial conjugated in order to obtain the optimal condition. The optimal
antigen concentration was 5 pg.mL™ and the optimal dilutions of sera and conjugated were

1:80 and 1:1000, respectively.

Palavras -chave: IgG, Haemonchus contortus, ELISA.

INTRODUCAO
Um dos principais entraves
econdbmicos a criacdo de pequenos

ruminantes € a verminose (Cabaret et al.,
2002; Fao, 2003; Thomaz-Soccol et al.,
1996, 2004). Estima-se que mais de 100
milhdes de ddélares sejam gastos em anti-
helminticos no Brasil por ano, o que
corresponde a 20% do mercado de
produtos para sanidade animal (Waller,
1994). De uma forma geral, os parasitas
coexistem em infec¢des mistas, sendo que
a prevaléncia de um ou mais géneros
depende do clima da regido, da estacao do
ano, da categoria animal e das condicdes
da propriedade (Nari e Cardozo, 1987;
Echevarria, 1996; Moraes et al., 1998;
Oliveira et al., 1999). Em regifes de clima
ameno e chuvoso, normalmente o
Haemonchus contortus é o parasito mais
importante  (O’connor et al.,, 2006).
Portanto, torna-se imprescindivel conhecer
as formas de interacdo entre este helminto
e seu hospedeiro, de modo a buscar novas
alternativas de controle.

A presenca de nematdédeos
gastrintestinais desencadeia uma série de
respostas celulares e humorais no
hospedeiro, normalmente  envolvendo
mecanismos Th2- dependentes (Pettit et al.
2005; Pernthaner et al. 2006). Estes
mecanismos envolvem o aumento do
namero de eosinofilos circulantes (Schmidt
et al. 2001; Rocha et al. 2005) e sua
quimiotaxia para a mucosa gastroentérica
(Oliveira-Sequeira et al., 2000; Amarante et
al. 2005), bem como a producdo de
anticorpos das classes IgG (Pernthaner et
al. 2006), IgA (Amarante et al. 2005;
Pernthaner et al. 2006) e IgE (Pettit et al.
2005; Pernthaner et al. 2005).

Estudar o mecanismo de resposta
imune em cordeiros frente aos nematdédeos
gastrintestinais poderia fornecer
informacdes a respeito da imunidade etaria,
resisténcia aos helmintos, criar programas
de selecdo de animais resistentes. Todavia,
nao existem Kkits comerciais para estas
avaliacdes. Para proporcionar este tipo de
estudo, o] presente trabalho foi
desenvolvido com o objetivo de produzir
um antigeno somatico de Haemonchus
contortus e padronizar técnicas de ensaio
imunoenzimatico indireto (ELISA) para
deteccao de IgG ovina.

MATERIAL E METODOS

Obtencgé&o do antigeno

Para a producdo do antigeno
somatico de Haemonchus contrortus (H.c.),
helmintos adultos, machos e fémeas, foram
obtidos a partir de ovinos infectados
naturalmente e abatidos. Os parasitos
foram coletados um a um e lavados
sucessivas vezes em solucéo de cloreto de
sédio a 0,9%. Todos os helmintos foram
identificados individualmente em
microscopio estereoscopico, a fim de se
certificar da espécie, seu estadio de
desenvolvimento e estado de autdlise.
Individuos imaturos ou com a morfologia
alterada por autolise foram descartados.

Os helmintos foram congelados em
PBS 7,4 até o preparo do antigeno, que foi
obtido segundo Minozzo et al. (2004), com
algumas adaptacOes. Foi procedida a
maceracao de cerca de 1000 parasitos em
uma solucdo de EDTA a 1mM, em
homogeneizador de tecidos (Potter S -
Biotech Ineternational, 3.01-0699), com
ciclos de 150 a 400 rpm, até que nao se
observasse macroscopicamente grandes
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fragmentos. O material resultante foi
submetido a cinco ciclos de congelamento
em nitrogénio liquido e descongelamento
em banho-maria a 37°C e a oito séries de
30 segundos no ultra-som (20 kHz, 1mA),
com intervalo de 30 segundos.

O proximo procedimento foi a ultra-
centrifugagéo a 9000 rpm por 30 minutos.
O antigeno soluvel (sobrenadante) foi
homogeneizado, aliquotado e estocado a
-18 °C. Uma destas aliquotas foi submetida
a dosagem de proteina pelo método de
Bradford (1976).

Soros-controle

Para a padronizacdo da técnica de
ensaio imunoenzimatico e controle da
variagdo entre placas foi necesséario a
obtencao de controles positivos e negativos
para Haemonchus contortus. Os soros
controles positivos foram amostras obtidas
de ovelhas adultas, de propriedade do
Quartel General do Exército da 5% Regido
Militar, Curitiba, no final do ver&do. Os
animais eram criados a pasto, sujeitos a
infeccdo natural e apresentavam exames
coproparasitoldgicos positivos para
estrongilideos e com mais de 60% de
larvas de Haemonchus spp. identificadas
nas coproculturas.

Como controles negativos,
trabalhou-se com 15 amostras de soros
pré-colostrais de cordeiros, colhidas no
periodo de 22 de agosto a 7 de setembro
de 2000, no Setor de Ovinocultura da
Fazenda Experimental do Canguiri, UFPR,
Pinhais. As ovelhas foram acompanhadas
em baia-maternidade durante o trabalho de
parto, sendo realizadas intervencdes
obstétricas quando necessario. Somente
gqguando a fémea e o0 produto
apresentavam-se em plenas condi¢bes, 0
cordeiro era separado para a coleta de
sangue. O sangue foi colhido da veia
jugular externa, apos depilacdo e
desinfeccdo do local de puncéo.
Imediatamente apds a coleta, 0 sangue era
passado para tubo de ensaio estéril, onde
permanecia até ser levado para o

laboratorio para centrifugacdo e obtencéao
do soro.

O segundo controle negativo foi
obtido de dois cordeiros, tratados com anti-
helminticos e mantidos confinados desde o
desmame. Estes animais também eram
pertencentes ao Setor de Ovinocultura da
Estacdo Experimental do Canguiri. Dois
meses apos o confinamento, cada um
recebeu uma dose de  Levamisol
(10 mg.kg™; Ripercol 150 F ® - Cyanamid
Quimica do Brasil). Quinze dias apos esta
dosificacdo, os animais receberam uma
dose de Nitroxinil (13 mg.kg™®; Dovenix
®34% - Laboratorios Merial - Uruguai). Trés
meses apOs a primeira dosificacdo, foram
colhidas as amostras de soro.

Padronizacdo da Técnica de Ensaio
Imunoenzimatico para deteccdo de IgG
ovina anti- H.c.

O protocolo a ser padronizado foi
adaptado de MINOZZO et al.(2004). O
antigeno H.c. foi diluido em tampéao
carbonato-bicarbonato, pH 9,6, até as
concentracdes de 5; 2,5 e 1,25 pg.mL*,
que foram testadas na padronizacdo. Este
tampéo foi escolhido por apresentar
melhores condicbes para adesdao do
antigeno H.c. a placa (SCHALLIG et al.,
1995). Foram adicionados 100 pL de
solugdo antigénica por poco e a placa foi
incubada overnight a 4-8 °C. O excesso de
antigeno foi removido por duas lavagens. O
bloqueio dos pocos foi realizado com 150
UL de uma solucdo de 2% de caseina
bovina, por uma hora, a 37 °C. Para avaliar
o nivel de reagfes inespecificas devido a
anticorpos presentes no soro, alguns pocos
sem antigeno foram bloqueados. O
excesso de caseina foi removido por duas
lavagens.

Um volume de 100 pL de varias
diluicbes de soro teste foi analisado em
duplicata. Além dos soros-teste, uma
amostra de soro controle positivo e uma de
controle negativo foram adicionadas a cada
placa, a fim de controlar possiveis
variacfes entre placas. Para padronizar a
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diluicdo ideal de soro, foram testadas as
diluicdes de 1:40 e 1:80. Os soros foram
incubados a 37 °C por uma hora, e
procedidas seis lavagens.

O conjugado utilizado consistia em
anticorpos contra IgG ovina e marcados
com a enzima peroxidase (SIGMA A3415).
ApoOs varios testes iniciais, optou-se por
testar as diluicdes de 1:1000 e 1:2500, em
um volume total de 100 pL por pocgo.
Entdo, a placa foi incubada a 37 °C por

uma hora e novas seis lavagens
procedidas.
O OPD (orto-fenileno-diamina,

SIGMA P6787) foi utilizado como substrato
e o0 peréxido de hidrogénio, como
catalizador, tendo o tampéao citrato, pH 5,0
como veiculo. Apés adicao de 100puL desta
mistura por poco, a placa foi incubada em
temperatura ambiente, por 15 minutos, ao
abrigo de luz. A reacdo foi interrompida
pela adicdo de 50 pL por po¢co de uma
solucéo de acido sulfarico a 5%. Os valores
de absorbancia foram obtidos em leitora
(BioRad-Model 550) com filtro de 492 nm.

Determinacgéo de reacgdes inespecificas

O grau de reacdes inespecificas
ocasionado pelas diferentes diluicbes de
soro também foi analisado nas placas de
padronizacdo. Para isto, a técnica foi
realizada conforme descrito acima, porém
sem sensibilizacdo do antigeno H.c.

Ponto de corte

O ponto de corte da reacdo entre
soros reagentes e nao reagentes, foi
determinado pela média aritmética dos
valores de absorbancia das amostras de
soros controle negativo acrescido de dois
desvios padrdo da média.

RESULTADOS

Quantidade de antigeno para
sensibilizacdo da placa no ensaio para
deteccéo de IgG anti- H.c.

A concentracdo protéica do
antigeno H.c. foi estimada em 5 mg.mL™

pelo método de Bradford (1976). Quando
as concentracdes de 5; 2,5 e 1,25 pug de
antigeno por mL foram testadas com o0s
soros controles diluidos 1:80 e o conjugado
1:1000, pbéde-se observar melhor distincao
entre 0S sSOros positivos e negativos na
concentracdo de 5ug de antigeno por mL
(figura 1). Como as placas foram
sensibilizadas com 100 pL da solucao
antigénica por poco, esta concentracao (5
ng.mL™) corresponde & quantidade de 500
ng de antigeno por poco.

Quando as amostras de soro diluidas 1:40
foram incubadas em pocos sem antigeno,
valores muito altos de absorbancia foram
obtidos, sobretudo para o0s controles
positivos (média de 0,088 + 0,014 de
absorbéancia). Ao aumentar a diluicdo para
1:80, os valores de absorbancia para
reagcdes inespecificas cairam para niveis
menores (média de 0,014 + 0,019 de
absorbancia).

H Positivo 1
Positivo 2
B Positivo 3
I Negativo 1
O Negativo 2

Absorbancia (492 nm)

microgramas de antigeno H.c. por mL

Figura 1 - Valores de absorbancia dos soros de
ovinos positivos e negativos para Haemonchus
contortus em funcdo da concentracdo de antigeno
somatico do parasito adulto, quando os soros foram
diluidos 1:80 e o conjugado anti-igg ovina 1:1000.
NOTA: Soros controles positivos 1, 2 e 3 obtidos de
ovelhas adultas durante o final do verdo; soro
controle negativo 1 proveniente de cordeiro tratado
e mantido em condicdes livres de parasitismo por
dois meses; soro controle negativo 2 corresponde a
uma amostra de soro pré-colostral.
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Figura 2 - valores de absorbéncia dos soros de
ovinos positivos e negativos para Haemonchus
contortus (H.c.) em fungcdo da diluicdo dos soros
controles, quando a placa foi sensibilizada com
solucdo antigeno a 5 pg.ml-1 e o conjugado anti-igg
ovina foi diluido 1:1000. NOTA: Soros controles
positivos 1, 2 e 3 obtidos de ovelhas adultas durante
o final do verdo; soro controle negativo 1
proveniente de cordeiro tratado e mantido em
condi¢Bes livres de parasitismo por dois meses;
soro controle negativo 2 corresponde a uma
amostra de soro pré-colostral.
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Figura 3 - Valores de absorbancia dos soros de
ovinos positivos e negativos para Haemonchus
contortus em funcao da diluicdo do conjugado anti-
igg ovina, quando a placa foi sensibilizada com 5
pg.ml-1 de antigeno e os soros controles foram
diluidos a 1:80. NOTA: Soros controles positivos 1,
2 e 3 obtidos de ovelhas adultas durante o final do
verdo; soro controle negativo 1 proveniente de
cordeiro tratado e mantido em condicfes livres de
parasitismo por dois meses; soro controle negativo
2 corresponde a uma amostra de soro pré-colostral.

Padronizacao da diluicdo do conjugado

Ao manter fixa a quantidade de
antigeno em 5 ug.mL™* e a diluicdo do soro
em 1:80, pOde-se observar importante
reducdo nos valores de absorbancia na
diluicdo de 1:2500, quando comparada a
1:1000. (figura 3). Por isso, a diluicdo de
1:1000 foi escolhida para a continuidade do
trabalho.

Ponto de corte

Mantendo-se fixa a concentracéo
protéica do antigeno em 5 pg.mL?, a
diluicdo do soro em 1:80 e a diluicdo do
conjugado em 1:1000, a média de valores
de absorbancia para os soros controles-
negativos foi de 0,213 e 0 desvio padrao de
0,033. Portanto, o valor minimo de
absorbancia para que a amostra possa ser
considerada reagente ao teste foi de 0,279.

DISCUSSAO

A concentracdo de 5 pg de
antigeno somatico de Haemonchus
contortus adultos por mL de tampéo
carbonato, para avaliacdo de resposta
imune-humoral também foi utilizada por
Schallig et al. (1995), Gomez-Mufihoz et al.
(1998) e Amarante et al. (2005). Cuquerella
et al. (1994) utilizaram a concentracéo de 5
ng mL* de antigeno somético de L; de
H.c.. Porém, quando o antigeno foi obtido a
partir de parasitos adultos, a concentracdo
empregada foi a de 10 pg mL™. Portanto, a
concentracdo de antigeno utilizada neste
trabalho esta coerente com a utilizada por
outros autores e permite estudos de
avaliacdo da resposta imune humoral em
oVvinos.

A diluicio do soro em 1:80
proporcionou melhor distingdo entre os
controles positivos e negativos, bem como
a diminuicdo da ocorréncia de respostas
inespecificas. Este € o fator que mais varia
na padronizacéo de testes de
imunoenzimaticos. Para deteccdo de IgG
anti-H.c., foram encontradas diluicbes de
1:100 (Cuquerella et al., 1994) a 1:1000
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(Gémez-Mufihoz et al.,1998). A diluicdo
O6tima dos soros depende de outras
condi¢Bes padronizadas no teste, como a
concentragao de outros reativos
empregados e do tempo de incubacdo em
cada fase do enzima-imunoensaio. Estas
variaveis mudam conforme a rotina de cada
laboratério, tornando dificil a utilizacdo de
uma mesma diluicdo de soro para todos os
ensaios. Outro fator que pode influenciar na
diluicdo de soro escolhida € a concentragcao
de anticorpos presentes na populagao
teste. Desta forma, um conjunto de
amostras que apresente altos titulos de
anticorpos  especificos tende a ser
analisadas sob maior fator de diluicao.
Neste trabalho, as amostras teste eram
todas provenientes de ovinos com infec¢ao
de helmintos gastrintestinais natural. E
possivel que estes animais tenham
apresentado menores titulos de anticorpos
gue animais submetidos a infeccoes
experimentais com alto nivel de desafio.
Isto explicaria o menor fator de diluicdo de
soros empregado neste trabalho se
comparado com o de outros autores.
Todavia, ele estda mais proximo da
realidade a ser encontrada a campo.

Como o conjugado € o reativo de
maior custo em uma prova de imunoensaio,
tenta-se utilizar a maior diluicdo possivel do
mesmo, desde que isto ndo diminua
significativamente 0s valores de
absorbancia dos soros ao ponto de
prejudicar a distincdo entre controles
positivos e negativos. Neste estudo foi
utilizado um conjugado comercial, cuja
recomendacdo do fabricante é a titulagédo
do mesmo por meio de diluicbes
sucessivas até 1:10000. A diluicdo de
1:1000 foi a que mostrou valores mais
satisfatérios de absorbancia para os soros
controles.

Embora a diluicho otima de
conjugado dependa de suas caracteristicas
intrinsecas e das condigbes do ensaio, é
comum o uso de conjugados comerciais na
diluicdo de 1:1000 (Cuquerella et al., 1994;

Schallig et al., 1995; Gémez-Mufoz et al.,
1998; Amarante et al., 2005).

A resposta imune do hospedeiro
pode limitar o estabelecimento da carga
parasitaria. Além disso, ela esta sob
controle  genético, com valores de
herdabilidade entre 0,30 e 0,50 (Douch et
al.,1996; Amarante et al., 2004). Isto
possibilitou a criacdo de programas de
selecdo de ovinos resistentes as
parasitoses, inclusive com a possibilidade
de utilizar o nivel de IgG anti-helminto
como marcador em outros paises (Douch
et al.,1996; Bisset et al.,2001). No entanto,
existem algumas evidéncias de que a
reacdo de hipersensibilidade possa trazer
prejuizos ao hospedeiro. Linhagens
resistentes de ovinos tendem a apresentar
maiores escores de diarréia quando
submetidos a infeccbes por
Trichostrongylus spp. e Ostertagia spp.
(Bisset et al.,1992).

A técnica de deteccdo de IgG anti-
H.c. aqui padronizada pode ser uma
ferramenta util para estudar a resisténcia e
a tolerancia dos ovinos aos helmintos
gastrintestinais, bem como de selecionar
animais que sejam resistentes ou
susceptiveis a parasitose. Esta
metodologia sera validada em ovelhas
adultas e cordeiros de rebanhos
paranaenses para Vverificar sua eficacia
como marcador de animais resistentes,
isoladamente ou em conjunto com outras
variaveis.

CONCLUSAO

E possivel a producdo de antigeno
a partir de individuos adultos da espécie
Haemonchus contortus e o seu uso em
métodos de ensaio imunoenzimético para
deteccdo de anticorpos ovinos da classe
IgG. A concentracdo Gtima de antigeno por
poco foi de 500ng e as diluicdes Gtimas de
soro e conjugado foram, respectivamente,
1:80 e 1:1000.
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