XJIMICTI VIFCULIURN

IFC Campus Brusque

o
)

e Tecnolégica Interdisciplinar | FEIRA EPROMUNDO

I IFC.ACAO
| MOSTRA DE INOVAGAO

Mostra Nacional de Iniciacao Cientifica / EVENTOS CONCOMITANTES:

AVALIACAO DA IMUNIZACAO COM CATEPSINA L3 FRENTE A FASCIOLOSE
EXPERIMENTAL
EVALUATION OF CATEPSIN L3 IMMUNIZATION AGAINST
EXPERIMENTAL FASCIOLOSE

Taisson Rafael MINGOTTI, Fernanda Felicetti PEROSA?L, Anna ZAWISTOWSKA-DENIZIAK?, Renan
Augusto CECHIN?, Rafael André WERLANG?!, Manoela Marchesan PIVA!L Ricardo FORNER! &
Ricardo Evandro MENDESS,

1Bolsista Edital PROPI/NIT 79/2016, FAPESC 02/2015, Laboratério Patologia Veterinaria IFC-Campus
Concérdia

2Polish Academy of Sciences, Laboratory of Molecular Parasitology

3Qrientador IFC-Campus Concérdia

Apoio financeiro. FAPESC Edital 02/2015, CNPq Edital 01/2016 e PROPI Edital 79/2016.

RESUMO

Fasciolose acomete principalmente bovinos e ovinos e é responsavel por importantes
perdas econbmicas. Objetivou-se testar em ratos e bovinos a protecdo do antigeno
recombinante Catepsina L3 frente a infeccdo experimental por Fasciola hepatica. Os
ratos foram divididos nos grupos: 1) imunizados; 2) adjuvante e 3) controle. Os bovinos
foram divididos nos grupos: 4) imunizados e 5) adjuvante. Avaliaram-se ovos por grama
nas fezes e contagem parasitaria nos ratos, ganho de peso diario e contagem parasitaria
nos bovinos. Observou-se baixo indice de protecdo, ndo alcancando nivel suficiente para
utilizacdo comercial do antigeno.
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ABSTRACT

Fasciolosis affects mainly cattle and sheep and is responsible for significant economic
losses. The objective of this work was to evaluate the protection of the recombinant
antigen Cathepsin L3 in rats and cattle against an experimental infection by Fasciola
hepatica. Rats were divided into groups: 1) immunized; 2) adjuvant and 3) control. Cattle
were divided into groups: 4) immunized and 5) adjuvant. Eggs per gram of feces were
measured, as well parasite burden in rats. In cattle negative parameters were observed.
A low protective level was identified, no enough to utilize this antigen in a commercial
vaccine.
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INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Fasciolose é uma parasitose causada pela Fasciola hepatica, que acomete o
figado e as vias biliares de muitas espécies animais domésticos e selvagens (QUEIROZ
et al., 2002). No Brasil, as areas mais atingidas estéo localizadas no Rio Grande do Sul,
Santa Catarina, Parand, Sao Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Goias (CUNHA et
al., 2007). As perdas econdmicas ocasionadas pela fasciolose s&o principalmente pela



reducdo do ganho de peso e producgédo de leite, e na condenacao dos figados parasitados
nos abatedouros. Bennema et al. (2014) relatam prevaléncia média de 6,3% de figados
condenados por F. hepatica no Brasil, sendo que as maiores prevaléncias foram
encontradas no Rio Grande do Sul (14,4%) e Santa Catarina (4,5%). Entretanto,
dependendo da regido do estado, estes valores podem ser diferentes: 7,9% em
prevaléncia (Lucca et al., 2014) e 0,5% dos diagndsticos anatomopatoldgicos (Carneiro
et al., 2018).

A imunoprofilaxia com antigenos recombinantes para fasciolose ja vem sendo
estudada h& alguns anos por pesquisadores que fazem parte do grupo deste trabalho,
onde, foram obtidos resultados positivos, porém ainda insatisfatorios para producdo de
uma vacina comercial. Nesta espera-se percentual de protecdo igual ou superior a 80%.
Esse trabalho objetivou testar em ratos e bovinos a protecdo do antigeno recombinante

Catepsina L3 frente a infeccéo experimental por F. hepatica.

METODOLOGIA

Producéo do antigeno

No processo de identificacdo e clonagem do antigeno, o material genético (MRNA)
foi isolado de estagios larvais recém desencistados de F. hepatica de acordo com a
técnica descrita por Sambrook et al. (1989).
Infeccdo experimental

Ratos: Permaneceram durante 3 semanas na instalacdo para aclimatizacao,
posteriormente foram divididos em grupos experimentais: 1) imunizados com o antigeno
em adjuvante e infectados; 2) imunizados com o adjuvante e infectados; 3) controle
infectado e ndo imunizado. Cada grupo contou com 10 ratos livres de qualquer patégeno.
Os animais imunizados receberam 3 doses de 20 pg do antigeno, nas semanas 3, 6 € 9
utilizando o adjuvante Montanide ISA 720. Ap6s um més da ultima dose foram infectados
com 20 metacercérias e eutanasiados 2 meses apoés (Tabela 1).

Bovinos: Permaneceram durante um més nas instalacdes previamente ao inicio
do experimento para aclimatizacdo, posteriormente foram divididos em dois grupos: 4)
imunizados com o antigeno em adjuvante e infectados; 5) imunizados com o adjuvante
e infectados. Cada grupo contou com 5 bovinos livres de qualquer patégeno. Os animais
imunizados receberam 3 doses de 100 pg do antigeno, nas semanas 4, 7 e 10 utilizando
o adjuvante Montanide ISA 720. Depois de um més da ultima dose foram infectados com
200 metacercarias e eutanasiados 2 meses apo6s, sendo feito uma nova pesagem no dia

anterior a eutanasia (Tabela 2).



Estudo parasitolégico

Compreendeu a contagem e a dinamica de eliminacdo de ovos de F. hepatica nas

fezes dos ratos utilizando técnica de sedimentacdo (Dennis, Stone e Swanson). Foram

coletadas semanalmente a partir da 42 semana p0s-infeccdo até a semana do sacrificio

(Tabela 1). Para o estudo quantitativo, foram utilizadas 2 gramas de fezes

homogeneizadas e diluidas em agua, seguido de 3 periodos de repouso e lavagem, com

posterior observacdo da sedimentacdo e determinacdo do OPG. Foi realizada também

a contagem dos parasitos coletados na necropsia no figado, canaliculos biliares, vesicula

biliar e duodeno dos ratos e bovinos.

Tabela 1: Desenho experimental nos ratos.

Semana
Grupo ___
3 6 9 13 17-22 22
1 Antigeno + Adjuvante Infeccdo Contagem de Eutanasia
ovoSs
2 Adjuvante Infeccdo Contagem de Eutanasia
ovoS
3 - Infeccdo Contagem de Eutanasia
ovVOS
Tabela 2: Desenho experimental nos bovinos.
Semana
Grupo _
1 4 7 10 14 22
4 Pesagem Antigeno + Adjuvante Infeccéo Pesagem e
Eutanasia
5 Pesagem Adjuvante Infeccéo Pesagem e
Eutanasia

Estudo estatistico

Foi considerada a diferenca significativa quando o p for menor que 0,05. Para a

realizacdo da estatistica foi utilizado como suporte o programa informatico SPSS,

Chicago, IL, EUA.



RESULTADOS E DISCUSSOES

Nos ratos, comparando o grupo 1 (antigeno+ adjuvante) com o 2 (adjuvante) e 3
(controle), observou-se um reducao de 24,2% e 48,2% respectivamente, para contagem
de ovos por grama. Ja para a contagem de parasitas, de 46,4% e 53,8% respectivamente
(Tabela 3). Apesar dos resultados serem positivos, o valor esperado para a producéo de
uma vacina comercial ndo foi alcancado, o qual seria igual ou superior ao de 80% de

protecao.

Tabela 3: Resultado OPG e numero de parasitos nos ratos.

Média do niumero de

Média de ovos por grama de fezes parasitas
Semana
Grupo 17 18 19 20 21 22 22
1 5,7 47,7 92,3 116,3 104,7 135,32 3,02
21,3 54 110,4  140,4  160,3  176,3° 5,6"
3 283 59,3 1498 2442 264 224,5° 6,5°

Ja nos bovinos, o acréscimo no ganho de peso diario e a redugéao no numero de
parasitas hepéticos observados no grupo 4 (antigeno+adjuvante), quando comparados
ao grupos 5 (adjuvante), foi de 46,1% e 18,6%, respectivamente (Tabela 4). Da mesma
forma que nos ratos, a protecéo esperada para a producdo de vacina comercial nao foi
alcancada, no entanto, evidenciou-se a reducdo no ganho de peso diario dos animais
ndo imunizados e com maior numero de parasitos no figado, o que refor¢a a tese dos

severos prejuizos econémicos causados pela enfermidade.

Tabela 4: Resultado ganho de peso diario e nimero de parasitos nos bovinos.

G Peso Inicial Peso Final Ganho de Peso NUmero de
rupo

P (sem. 1) (sem. 23) kg/dia parasitas
Grupo 4 333,2 438,2 0,72 15,8

Grupo 5 209,4 266 0,3 19,4




CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos, conclui-se que a utilizacdo do antigeno
recombinante Catepsina L3 tem impacto positivo na imunizacdo de ratos e
bovinos infectados experimentalmente por Fasciola hepatica, porém ainda

insatisfatérios para o ambito de producdo uma vacina comercial.
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