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RESUMO

Dissertagdao de Mestrado
Programa de Pés-Graduacao em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

EFEITO DO SELENIO E VITAMINA E SOBRE O HEMOGRAMA, PROTEINOGRAMA
E METABOLISMO OXIDATIVO DE CORDEIROS INFECTADOS
EXPERIMENTALMENTE PELO Haemonchus contortus

AUTOR: PAULA R. S. JUCHEM NICOLODI
ORINTEDORA: MARTA LIZANDRA DO REGO LEAL
Santa Maria, 18 de dezembro de 2008

O presente estudo descreve a avaliagdo da influéncia da suplementagdo com selénio e
vitamina E sobre o hemograma, perfil protéico e oxidativo de cordeiros infectados
experimentalmente pelo Haemonchus contortus (HC). Trinta cordeiros, fémeas, foram
distribuidos em quatro grupos, sendo: G1 (n = 10): animais infectados; G2 (n =10): infectados
e suplementados; G3 (n = 5): controle; G4 (n = 5): ndo infectados e suplementados. Os grupos
1 e 2 receberam 500 larvas de HC (L3), via oral, por um periodo de 20 dias, com intervalo de
dois dias entre as doses. A suplementacdo nos grupos 2 ¢ 4 foi realizada no dia zero com
0,1mg kg™ de Selenito de sodio (1,67%) e com 2.000 UI de vitamina E por via intramuscular
(IM). Somente a vitamina E foi reaplicada no dia 30. Além das coletas de sangue para a
realizacdo do hemograma, foram determinados nimeros de ovos por grama de fezes (OPG).
Em relacdo ao numero de hemadcias, volume globular, hemoglobina, leucdcitos totais e
linfécitos, as principais diferengas foram observadas quando os grupos parasitados foram
comparados com o grupo somente suplementado, este, mantendo valores mais elevados.
Conclui-se que ndo ha influéncia da suplementagdo dos cordeiros com vitamina E e selénio
sob os parametros de eritrograma quando estes se encontram parasitados por HC. No
leucograma pdde-se observar valores mais elevados de neutrofilos segmentados nos grupos
suplementados. No entanto, a vitamina E e o selénio aumentaram pardmetros hematoldgicos
em animais ndo infectados com HC. Em relacdo aos valores de proteinas totais, albumina,
betaglobulina, gamaglobulina, as principais diferencas foram observadas quando os grupos
parasitados foram comparados com o grupo somente suplementado, este, mantendo valores
mais elevados.Conclui-se que ndo ha influéncia da suplementacdo dos cordeiros com vitamina

E e selénio sob os pardmetros protéicos quando estes se encontram parasitados por HC. Os



animais suplementados e ndo parasitados mantiveram melhores valores de Glutationa-
peroxidase (GSH-Px) até o 60° dia de experimento. Nao houve situagdo de estresse oxidativo
visto que, quando aumentou os teores de TBARS houve um efeito compensatdrio gerado pelo

aumento da GSH-Px.

Palavras-chave: ovinos, haemonchus contortus, hemograma, proteinograma, metabolismo

oxidativo
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EFFECT OF SELENIUM AND VITAMIN E ON THE HEMOGRAM, PROTEINOGRAM
AND METABOLISM OXIDATIVE OF LAMBS EXPERIMENTALLY INFECTED WITH
Haemonchus contortus

AUTHOR: PAULA R. S. JUCHEM NICOLODI
ADVISOR: MARTA LIZANDRA DO REGO LEAL
Santa Maria, December 18, 2008

The present study describes the evaluation of the effect of supplementation with selenium and
vitamin E on the hemogram and protein and oxidative profiles of lambs experimentally
infected with Haemonchus contortus (HC). Thirty female lambs were divided into four
groups as follows: G1 (n = 10): infected animals; G2 (n =10): infected and supplemented; G3
(n =5): control; G4 (n = 5): non-infected and supplemented. Groups 1 and 2 received 500 HC
larvae (L3) orally for a period of 20 days, with 2-day intervals between doses.
Supplementation in groups 2 and 4 was performed on day zero by injecting 0.1 mg kg™ of
sodium selenite (1.67%) and 2,000 IU vitamin E through the intramuscular (IM) route.
Vitamin E alone was injected once again on day 30. In addition to blood collections for
performing the hemograms, the numbers of eggs per grams of feces (EPG) were also
determined. Considering the number of erythrocytes, volume of globular proteins,
hemoglobin level, total leukocytes and lymphocytes, the main differences were observed
when the parasitized groups were compared to the supplemented, non-parasitized group, the
latter exhibiting higher values. It is concluded that supplementation of lambs with vitamin E
and selenium has no influence on their erythrogram when they are parasitized with HC. The
leukogram showed higher segmented neutrophil numbers in the supplemented groups. On the
other hand, vitamin E and selenium increased hematological parameters in animals not
infected with HC. In considering the levels of total proteins, albumin, beta and gamma
globulins, the main differences were observed when the parasitized groups were compared to
the supplemented, non-infected group, the latter exhibiting higher values. It is concluded that
supplementation of lambs with vitamin E and selenium has no influence on their blood

protein levels when they are parasitized with HC. The non-parasitized, supplemented animals



sustained better glutathione peroxidase (GSH-Px) values up to the 60™ day of the experiment.
No oxidative stress state took place since an increase in GSH-Px levels exerted a

compensatory effect when thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) levels rose.

Keywords: sheep, Haemonchus contortus, hemogram, proteinogram, metabolism oxidative
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1. INTRODUCAO

A criag¢ao de ovinos no Rio Grande do Sul possui grande importancia econdmica para
o estado e vém se consolidando no agronegdcio brasileiro. A ovinocultura estd em franca
expansao em praticamente todo o pais, expandindo-se para regioes onde nao havia tradi¢ao na
exploragdo econdmica de ovinos, tornando-se mais uma alternativa para o produtor rural. Tais
fatos apontam para um cenario em que a tendéncia da atividade ¢ aumentar a sua importancia
e sua efetiva participagdo no produto interno bruto (PIB) do pais.

Na década de 90, o rebanho nacional passou por um momento dificil, quando a regiao
sul, que detinha 56,29% de todo o rebanho, criava os animais para a producdo de 1a. Com o
surgimento das fibras sintéticas, houve uma crise no preco, for¢ando produtores a diminuir
seus rebanhos e mudar o perfil da criagao de ovinos para a produgdo para carne. Durante este
periodo, o rebanho brasileiro diminuiu seu efetivo, voltando a se reerguer paulatinamente a
partir de 2002.

Segundo dados FNP-IBGE (2005) o rebanho ovino no Brasil consta com mais de 160
milhdes de cabegas. Destes, 25% encontra-se no estado do Rio Grande do Sul.

Assim, os ovinocultores gauchos tém na criagao de ovinos uma alternativa rentavel, ja que a
demanda de carne ovina supera a oferta atualmente disponivel.

A produgdo de ovinos possui fatores limitantes, sendo a infec¢do por parasitas
gastrintestinais o que mais se destaca. Isso se da devido a diminui¢ao da produtividade pela
queda na produgdo e qualidade da 13, redug¢do no ganho de peso, bem como morte de animais
no rebanho. Os cordeiros, com idade até 7 meses e fémeas gestantes ou no periparto, sdo mais
susceptiveis a verminose, por ainda ndo apresentarem completa imunidade contra os parasitas.
O Haemonchus contortus € a espécie que mais causa prejuizos a ovinocultura nacional, ja que

este possui habito hemat6fago, cursando com anemia, causando debilidade ao animal.
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Além do uso de anti-helminticos para controle das verminoses, ¢ necessario o uso de
nutrientes que possam ajudar o animal a se tornar menos susceptivel as a¢des nocivas do
parasita. Nos ultimos anos, estudos foram realizados com o intuito de investigar a influéncia
de macro e micro nutrientes sobre a resposta imune de ovinos e caprinos. Os resultados
demonstraram que a deficiéncia destes nutrientes afeta negativamente a habilidade dos
animais para desenvolver uma resposta imune adequada frente as enfermidades. Dentre os
nutrientes, destacam-se a vitamina E e o selénio como elementos importantes na protecao de
tecidos de animais, da destrui¢do oxidativa gerada pelos parasitas, sendo estes elementos
antioxidantes necessarios para ativar a resposta imune (NOCKELS, 1996).

A suplementagdo com vitamina E e selénio ¢ importante para manter os mecanismos
de defesa do organismo, incluindo a produgao de anticorpos, proliferagdo celular, produgio de
citocinas, metabolismo das prostaglandinas e funcao dos neutroéfilos, o que pode melhorar a
resposta do animal frente a uma parasitose (LIGHTBODY et al., 2001; ROOKE et al., 2004).

Face a escassez de literatura nacional a cerca de respostas hematologicas, perfil
eletroforético de proteinas e do estresse oxidativo gerado pelo HC quando este entra em
contato com o hospedeiro, este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da
administracdo de Selénio e Vitamina E sobre o hemograma, proteinograma e metabolismo
oxidativo de ovinos infectados experimentalmente pelo Haemonchus contortus. Nesta
dissertacdo o experimento foi dividido em dois artigos e serdo apresentados sob a forma de

capitulos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 - O Haemonchus contortus

Haemonchus contortus (H.contortus) sdo parasitos de abomaso, hematéfagos e
facilmente identificados durante necropsia devido sua localizagdo e morfologia. As fémeas
apresentam de 18 a 30 mm e os machos, 10 a 20 mm (UENO e GONCALVES, 1994).

O ciclo de vida do H. contortus envolve uma fase livre e uma parasitaria. A fase livre,
que ocorre nas pastagens, ¢ caracterizada pelo desenvolvimento dos ovos embrionados,
eliminados pelas fezes de seu hospedeiro para o meio ambiente, até larvas contaminantes
(L3). A fase parasitaria ocorre durante a evolucdo das larvas infectantes ingeridas pelos
animais até se tornarem adultos e produzirem ovos (ORTOLANI, 1997; MACEDO, 2008).

Segundo BOWMAN et al., (2003), a patogenia da haemoncose ¢ essencialmente
conseqiiéncia do hematofagismo realizado pelo parasito. Cada helminto adulto remove do
hospedeiro cerca de 0,05 ml de sangue por dia, em decorréncia da ingestao e extravasamento
de sangue das lesdes do abomaso.

O H. contortus ¢ considerado o parasito de maior importincia econdmica para
rebanhos ovinos de diversas regidoes agro-climaticas, principalmente tropicais e subtropicais,
j& com historia de resisténcia dos parasitas ao uso de antihelminticos (VLASSOFF, 2001). Os
casos de resisténcia ocorreram principalmente em regides em que o H. contortus era
endémico, como, Africa do Sul (BATH et al., 2001), Argentina (EDDI et al., 1996), Uruguai
(NARI et al., 1996), Paraguai (MACIEL et al., 1996) e Brasil (ECHEVARRIA et al., 1996).
No Rio Grande do Sul o H. contortus destaca-se, pois € favorecido pelas condi¢des climaticas

das regioes quentes e umidas favorecendo a sua alta patogenicidade (capacidade de promover
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lesdes no hospedeiro) e seu poder de contaminagdo das pastagens, podendo uma fémea deste

parasita produzir até 5.000 ovos por dia (CARVALHO et al., 2001).

Efeitos do Haemonchus contortus ao hospedeiro

O principal efeito patogénico do HC ao hospedeiro esta relacionado ao habito
hematofago das larvas e adulto. A perda de sangue acarreta redug@o nas reservas de ferro e
reducdo da eritropoiese associada a perda de proteina, sendo a anemia a principal
caracteristica da infeccdo (MACEDO, 2008).

Em relagdo ao grau de infecgdo, grau de anemia e sinais clinicos, a haemoncose pode
ser classificada em trés formas: hiperaguda, que ocorre em infec¢des macicas com cerca de
30.000 helmintos. Animais aparentemente sadios podem apresentar morte subita por gastrite
hemorragica intensa. A haemoncose aguda caracteriza-se por anemia evidente, com
diminui¢do progressiva no hematocrito. Ocorre aumento compensatorio da eritropoiese na
medula 6ssea, o que estabiliza o hematocrito em nivel baixo. No entanto, a perda continua de
ferro e proteinas no organismo leva ao esgotamento férrico na medula éssea, podendo levar o
animal a obito. A terceira forma é denominada de haemoncose cronica e ocorre quando varias
centenas de helmintos estdo presentes no abomaso. A reduzida e persistente carga parasitaria
ndo ¢ suficiente para provocar anemia acentuada no hospedeiro, mas a continua espoliacao
pode intensificar os efeitos de uma dieta deficiente em nutrientes; conseqiientemente 0s
animais apresentam perda de peso progressiva e fraqueza. De acordo com o quadro clinico
pode haver o aparecimento de edema submandibular e ascite em decorréncia da perda de
macromoléculas. (NARI; CARDOZO, 1987, URQUHART et al., 1998; RADOSTITS, et al.,
2002, BOWMAN et al., 2003).

Apesar de ter sido estudada por muitos autores, a resposta leucocitaria observada em

ruminantes com a haemoncose ¢ bastante variada, pois, segundo ORTOLANI (1997), as
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condigdes experimentais de estudo foram bastante heterogéneas, no concernente a idade dos
animais, numero de larvas infestantes administradas, regime de infestacdo etc. Mesmo assim,
o contato do parasita com o hospedeiro pode promover alteragdes associadas ao leucograma
que ocorrem pelo aumento dos leucocitos totais devido a neutrofilia com desvio a esquerda,
ocasionado pelas freqiientes infec¢des secundarias que ocorrem concomitantemente nas
helmintoses (JAIN, 1993). Leucocitos que tém como mecanismo basico de agdo a fagocitose e
posterior destruicdo dos agentes estranhos via mecanismos enzimaticos ou dependentes de
oxigénio, os neutréfilos, sdo células envolvidas nas respostas imunes ndo especificas € sao os
primeiros a chegar ao local da lesdo provocada pelo parasita (FELDMAN et al., 2000 SOUZA
et al., 2006). ADAMS; BEH (1981) estudaram tanto a resposta leucocitaria periférica como a
medular de ovinos parasitados com HC e verificaram que hematofagia, a médio prazo,
provocava uma intensa resposta medular para a reposi¢do de leucocitos a ponto de
comprometer a medula e leva-la a exaustao.

Entre varios agentes quimicos produzidos pelo hospedeiro contra o HC, citam-se
também a producdo de radicais livres (KAZURA; MESNICK, 1984), o que caracteriza um
estresse oxidativo provocado pelo parasita. Freqiientemente, a destruicdo de microorganismos
mediada pelo oxigénio ¢ referida como “explosdo respiratoria”, durante a qual grande
quantidade desta molécula ¢ convertida em superdxido, peroxido de hidrogénio e radicais
hidroxila (MEYER; HARVEY, 1998) os quais s3o compostos toxicos aos agentes invasores.

O hospedeiro reage a presenca dos parasitas, que sdo confrontados por uma variedade
de fatores potencialmente destrutivos, por exemplo, anticorpos, componentes do
complemento, citocinas, enzimas lisossomais, bem como células fagociticas, mesmo quando
perfeitamente adaptados (WAKELIN et al., 1984). Segundo GARCIA (2003), os mamiferos
respondem a infec¢do por nematddeos gastrintestinais com uma reagdo de hipersensibilidade

imediata classica, caracterizada pela secrecdo de imunoglobulinas E, hiperplasia de
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mastdcitos na mucosa e marcada eosinofilia periférica e tissular. Os anticorpos IgE tem a
capacidade de ligar-se a superficie dos helmintos, depois os eosinodfilos sdo ativados para
secretar granulos enzimaticos que destroem o parasita (ABBAS et al., 2003). O conteudo dos
granulos inclui o superdxido, o peroxido de hidrogénio e outros radicais livres gerados pela
peroxidase e pelas enzimas liticas eosinofilicas, tais como a lisofosfolipase e a fosfolipase D
(TIZARD, 1998; BALIC et al., 2000;) Esta reacdo ¢ induzida pela liberacao de citocinas (IL-
4, IL-5 e IL-13) produzidas pelos linfécitos T da sublinhagem CD4+ou CD8+ do tipo 2
durante a resposta imune especifica (MACHADO et al, 2004).

Segundo BORBA (1996) helmintos abomasais causam danos a células parietais,
produzindo elevagdo no pH, ocasionando alteragdes na digestdo de proteinas, na
disponibilidade de aminoacidos para absor¢cdo e conseqiiente alteragdo do apetite. Nao
existem muitas evidéncias sobre a influéncia do parasitismo na absor¢do de alguns nutrientes,
porém a elevagdo do pH abomasal resultou em menor absor¢ao de cobre (SOBRINHO et al,
1996). Nao se conhecem os efeitos diretos do parasitismo sobre a absor¢do de outros
elementos, porém pode-se especular sobre efeitos indiretos, visto que a suscetibilidade de
animais parasitados as doencas, pode ter como co-fator a limitada utilizacdo de nutrientes,
deixando o organismo vulneravel. Deficiéncia de cobalto reduz a sobrevivéncia de cordeiros e
aumenta a susceptibilidade a infecgdes parasitarias duradouras, enquanto o selénio tem sido
associado com a melhora da resposta mediada por anticorpos (SUTTLE; JONES, 1989).

Em relacdo ao uso da associagdo de vitamina E e selénio, varios estudos foram
realizados relacionando estes elementos a diminuicdo da ag¢do de radicais livres sobre
problemas reprodutivos em ruminantes e mastite em cabras, no entanto, pouco se sabe a cerca

da agdo desses elementos administrados e animais portadores de Haemoncose.
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2.2 Os radicais livres e o metabolismo oxidativo

Radical livre ¢ definido como qualquer 4tomo, molécula ou fragmento de molécula
contendo um ou mais elétrons desemparelhados nas suas camadas de valéncia (PEREIRA,
1996). Radicais livres podem ser formados pela perda de um unico elétron ou pelo ganho de
um elétron de uma substincia ndo radical e, uma vez formados, buscam estabilizar-se,
cedendo ou captando um elétron de espécies vizinhas (VANNUCCHI et al., 1998;
SCHANAIDER, 2000). A grande maioria dos radicais livres possui como caracteristica uma
meia-vida muito curta, indo de minutos a nanossegundos, sendo capazes de reagir
rapidamente com varios compostos ou atingir alvos celulares, como as membranas. No
organismo, encontram-se envolvidos na producdo de energia, fagocitose, regulacdo do
crescimento celular, sinalizagdo intercelular e sintese de substincias bioldgicas importantes
(VANNUCCHI et al,, 1998; BARREIROS et al., 2006).

A classificacdo dos radicais livres se da pelo grupo funcional presente em sua
molécula, porém os processos aerobicos que envolvem o oxigénio sao 0s mais comuns € seus
produtos sdo denominados de espécies reativas do oxigénio (ROS) (CHIHUAILAF et al.,
2002). O organismo sofre acdo constante de ROS geradas em processos inflamatorios, por
alguma disfuncao biologica ou provenientes dos alimentos. As principais ROS distribuem-se
em dois grupos, os radicais: hidroxila (HO¢), superéxido (O, *—), peroxila (ROQO¢) e alcoxila
(RO¢°); e os ndo-radicais: oxigénio (O,), peroxido de hidrogénio (H,O;) e acido hipocloroso
(BARREIROS et al, 2006). Algumas dessas moléculas, como o radical hidroxil, sao
extremamente reativas, enquanto outras sdo menos reativas. O radical superdxido gerado a
partir do oxigénio molecular pela adicdo de um elétron ¢ um radical livre, pouco reativo,
porque ele tem pouca habilidade para penetrar nas membranas celulares e, portanto fica

aprisionado no compartimento onde foi produzido (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).
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Todos os componentes celulares sdo suscetiveis a acao das ROS, porém a membrana
¢ um dos mais atingidos em decorréncia da peroxidacdo lipidica, que acarreta alteracdes em
sua estrutura e permeabilidade. Esta lipoperoxidagdo ¢ desencadeada pela reagdo do radical
hidroxil com biomoléculas, onde ocorre a separagdo de um atomo de hidrogénio.
Conseqiientemente, ha perda da seletividade na troca i6nica e liberacdo do conteudo de
organelas, como as enzimas hidroliticas dos lisossomas, e formagdo de produtos citotdxicos
(malonaldeido), culminando com a morte celular. (HERSHKO, 1989; FERREIRA;
MATSUBARA, 1997; NORDBERGER; ARNER, 2001). Evidéncias experimentais apontam
que as ROS podem estar envolvidas com o desenvolvimento de diversos processos
fisiopatologicos, como envelhecimento, cancer, doengas inflamatorias e aterosclerose. Por
outro lado, estes compostos também podem ter efeitos considerados positivos sobre o sistema
imune e exercer fungdes metabdlicas essenciais para a homeostasia celular (CRUZAT et al.,

2007).

Estresse oxidativo

O estresse oxidativo ¢ uma condi¢do celular ou fisioldgica de elevada concentragdo de
ROS que causa danos moleculares as estruturas celulares, com conseqiiente alteragdo
funcional e prejuizo das fungdes vitais (DROGE, 2002). O dano ao sistema antioxidante ou o
aumento da produ¢do das ROS ¢ responsavel por alteragdes na estrutura celular (TIANO et
al., 2000); desse modo, um desequilibrio no status oxidante/antioxidante das células conduz
ao estresse oxidativo determinando uma cascata de eventos que leva a oxidagao de lipidios e
proteinas (BONNEFONT-ROUSSELOT et al., 2000). O desequilibrio entre a producdo de
ROS e a remogdo dos mesmos pelos sistemas de defesa antioxidante ¢ denominado de

estresse oxidativo.
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O estresse oxidativo tem sido classificado em trés categorias: leve, sendo aquele no
qual os tecidos estdo sendo constantemente expostos; moderado, causado por um aumento do
estresse oriundo de fontes externas podendo levar a danos no DNA, e o estresse intenso que
resulta num dano permanente, como a morte da célula (FLOYD, 1997). Algumas situagdes
geradoras de estresse oxidativo incluem: ativagdo de fagocitos (neutrdfilos, macréfagos,
monocitos e eosinodfilos) por microorganismos, alguns xenobioticos, radiacdo ionizante, e
situacdes de isquemia (YU, 1994; PEREIRA, 1994). Além dos fagécitos produzirem grandes
quantidades de ROS quando sdo ativado, s outras células como os fibroblastos, linfocitos B e
células endoteliais também liberam O, - ¢ H;O, (PEREIRA, 1996).

Na inativagdo de um agente oxidante ocorre producdo de GSSG (forma oxidada da
glutationa-reduzida (GSH)) e deplecdo de GSH. Em situagdes em que o sistema de 6xido-
reducdo estd integro, haverd recuperagdo da GSH. Entretanto, sob condigdes de excesso de
agentes oxidantes e/ou deficiéncia do sistema protetor, havera desequilibrio entre o consumo
de GSH e a producdo de GSSG, o que caracteriza o estresse oxidativo (SHAN et al., 1990;
FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Assim, a magnitude do estresse oxidativo pode ser
monitorada pela razdo GSSG/GSH. Em pulmdes de ratos submetidos a hiperoxia por 48
horas, esta razdo foi significantemente maior, quando comparada a do grupo controle nio
exposto (BEEHLER; 1989). O excesso de GSSG resulta em ambiente mais oxidante, que
favorece a formagao de pontes dissulfeto (-SS-) nas proteinas portadoras de grupamento tiol (-
SH). As pontes dissulfeto oxidam estas proteinas, com prejuizo de suas fungdes. Esta
oxidacdo € reversivel as custas da agdo de compostos antioxidantes, como a GSH (GILBERT;
MC LEAN, 1990).

A oxidac¢do do eritrdcito tém sido estudada como modelo para avaliar o dano oxidativo
sobre as biomembranas. Quando héd ataque dos radicais livres sobre as membranas dos

eritrocitos ocorre oxidacdo dos lipidios e proteinas causando hemolise (SIES, 1993). O
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eritrocito € responsavel pelo transporte do oxigénio via hemoglobina, isto faz com que esta
célula esteja constantemente exposta a espécies reativas do oxigé€nio (radicais livres)

(YAMAGUSHI et al., 1998).

Sistema antioxidante

O excesso de radicais livres no organismo ¢ combatido por mecanismos chamados de
sistemas antioxidantes produzidos pelo corpo ou absorvidos da dieta. De acordo com
HALLIWELL (2000), antioxidante ¢ qualquer substancia que, quando presente em baixa
concentragdo comparada a do substrato oxidavel, regenera o substrato ou previne
significativamente a oxidacdo do mesmo. Para proteger-se, a célula possui um sistema de
defesa que pode atuar em duas linhas. Uma delas atua como detoxificadora do agente antes
que ele cause lesdo. Esta linha ¢ constituida pela glutationa reduzida (GSH), superéxido-
dismutase (SOD), catalase, glutationa-peroxidase (GSH-Px) e vitamina E. A outra linha de
defesa tem a fungdo de reparar a lesdo ocorrida, sendo constituida pelo acido ascorbico, pela
glutationa-redutase (GSH-Rd) e pela GSHPx, entre outros. Com exce¢do da vitamina E (alfa-
tocoferol), que ¢ um antioxidante estrutural da membrana, a maior parte dos agentes
antioxidantes estd no meio intracelular (ROSS; MOLDEUS, 1991; HEBBEL, 1986).

A glutationa, um antioxidante sintetizada principalmente no figado, ¢ um tripeptideo
(L-glutamil-L-cisteinil-glicina), que existe no organismo em duas formas: reduzida (GSH) e
oxidada (GSSG), atua direta ou indiretamente em muitos processos bioldgicos importantes,
incluindo a sintese de proteinas, metabolismo e prote¢io celular (HOER et al., 2000). A GSH-
Px ¢ assinalada como a principal enzima que exerce o papel antioxidante do organismo,
inativando derivados ROS do metabolismo aerdbico, sendo responsavel pela protecdo da
membrana das células que funcionam em presenca de oxigénio (MILLER et al., 1993). A

GSH-Px também participa na cadeia de reacdes que catalizam a formacgao de prostaglandinas,
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leucotrienos, prostaciclinas e tromboxanos a partir do acido araquidénico (STADTMAN,
1990), e esta relacionada também com o funcionamento do sistema imunologico (HURLEY;
DOANE, 1989). A presenca de selénio na estrutura dessa enzima permite que exista uma alta
relacdo entre a concentracdo sanguinea e tissular de Se com a atividade da GSH-Px. A
deficiéncia de Se induz a uma baixa atividade da GSH-Px, deixando a células exposta a ag¢ao
nociva das ROS, o que produz alteragdes na estrutura de lipidios, proteinas, polissacarideos,
DNA ¢ outras macromoléculas celulares (MILLER et al., 1993).

A vitamina E ¢ capaz de quelar formas reativas de oxigénio, diminuindo a formagao
de peroxidos, ja que muitas dessas moléculas sdo auto-toxicas, € podem destruir neutréfilos e
macrofagos. Dessa forma essa vitamina protege a membrana lipidica, receptores e outros
componentes celulares envolvidos na modulagdo da resposta imunolégica (MEYDANI et al.,
1997). O selénio e a vitamina E, dois elementos quimicamente diferentes, com propriedades
antioxidantes individuais, t€m o mesmo objetivo no sistema biolégico (UNDERWOOD;
SUTLLE, 1999). A fun¢do metabdlica do selénio estd intimamente ligada a vitamina E.
Ambos protegem as membranas celulares da degeneragcdo oxidativa. A vitamina E e a
glutationa peroxidase atuam em locais diferentes. A primeira € parte integrante das
membranas lipidicas e a segunda atua no citosol. (MCDOWELL, 1996). SMITH (1986)
considera que a dieta suplementada com vitamina E e selénio ¢ importante para manter os
mecanismos de defesa do organismo, incluindo a produg¢do de anticorpos, proliferagdo celular,

producdo de citocinas, metabolismo das prostaglandinas e func¢do dos neutrofilos.

2.3 Vitamina E e Selénio

A influéncia da nutri¢do na resposta imune vem sendo intensamente estudada nos

ultimos anos, sendo a deficiéncia de alguns elementos essenciais responsaveis por uma
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resposta negativa sobre o sistema de defesa do animal. Uns dos elementos estudados com
relacdo a este aspecto sdo a vitamina E e o selénio, ndo s6 em relagdo a incidéncia de casos de
mastite, ¢ problemas reprodutivos, bem como no uso combinado destes nutrientes para
aumentar efetivamente a resposta imunoldgica dos animais frente a situagdes que € necessario
a ativagdo do sistema antioxidante (FINCH; TURNER, 1996; SPEARS, 2000; LOPES, 2001).

A vitamina E (Tocoferol) ¢ uma vitamina lipossoluvel, encontrada em grandes
quantidades nos o6leos vegetais e sementes oleaginosas (OLIVEIRA et al.,, 2005). Esta
vitamina foi primeiramente descoberta em 1922, quando se observou que anormalidades
reprodutivas em ratos alimentados com uma dieta basica foram corrigidas por uma substancia
isolada de oleos vegetais. Em 1938 uma fragdo quimicamente pura foi isolada e identificada
como tocoferol (VASCONCELQOS, 2007). Esta vitamina ¢ considerada o antioxidante mais
importante na defesa contra a peroxidacdo lipidica que ocorre na membrana celular de
mamiferos e recentemente tem sido reconhecida como um imunomodulador (NACHBAR;
KORTING, 1995; ZHENG et al., 1999). HATFIELD et al. (2000) sugeriram que a vitamina E
teria seu efeito primario no sistema imune antagonizando a peroxida¢ao do acido aracdonico e
limitando a produg¢do de prostaglandinas. Segundo ETCHICHURY (2004) a vitamina E, além
de estimular os mecanismos imunologicos do organismo, aumenta a resisténcia as infecgdes
virais e bacterianas.

O selénio foi primeiramente classificado como nutriente essencial em 1957, quando
SCHWARS e FOLTS associaram a sua deficiéncia como causadora de necrose hepatica em
ratos. Em 1973, descobriu-se que a glutationa peroxidase (GSH-px) era uma seleno-enzima e
foi considerada a principal forma de selénio ativo nos tecidos, tendo o poder de reduzir
oxidantes, diminuindo a propaga¢do de radicais livres e espécies de oxigénio reativo. Além
disso, foi observado que este elemento reduziu hidroperoxidos intermedidrios da ciclo-

oxigenase e lipooxigenase diminuindo a producdo de leucotrienos e prostaglandinas
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inflamatérias (PARNHAM; GRAF, 1987; BULGER ; MAIER, 2001). Sendo assim, o selénio
possui efeito antiinflamatério, e parte disto se da pela habilidade deste elemento em remover
espécies reativas de oxigénios (ROOKE, 2004).

O selénio esta envolvido em varias funcgdes fisioldgicas, possui efeito antioxidante e
atua como modulador do sistema imune, incluindo nas barreiras contra infecgdes e o efeito
sobre a a¢ao dos macrdfagos, sendo este mineral essencial para a eficiéncia e efetiva operagao
de varios aspectos da defesa imunologica tanto em animais quanto em humanos. Em casos de
deficiéncia de selénio ha uma diminuicao na proliferacao de linfocitos, diminuindo também os
titulos de imunoglobulinas (HALLIWELL et al., 2000; ARTHUR et al., 2003).

O selénio e a vitamina E atuam em sinergismo, visto que protegem as membranas
celulares contra a degeneracdo oxidativa. Enquanto a vitamina E age como um antioxidante
lipossolivel nas membranas, a glutationa peroxidase destroi os perdxidos antes que eles
possam causar danos oxidativos (MCDOWELL, 1999). Estudos em animais domésticos
demonstraram que o uso concomitante da vitamina E e do selénio resultou em uma melhora
da resposta imune quando comparados a suplementacdo de apenas um dos elementos
(FINCH; TURNER, 1996; MILAD et al., 2001; LIESEGANG et al., 2008).

Estes compostos exercem um efeito significante na resposta imunolédgica, tanto na
proliferacdo de células de defesa em casos de resisténcia bacteriana, quanto em relagdo a
migracdo de fagocitos para o foco de inflamacdo ou infecgdo (FINCH; TUNER, 1996;
SPEARS, 2000). Em estudo realizado em suinos, com deficiéncia em selénio e vitamina E
observou-se alteragdes na fungdo de células envolvidas na resposta imune, e
consequentemente, diminuicdo na resisténcia desses animais frente a enfermidades.
(LESSARD et al., 1991).

Geralmente, a deficiéncia de selénio e vitamina E possui um efeito sobre a magnitude

do valor total ou especifico de imunoglobulinas, que se encontram localizadas na fragao
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gamaglobulinas, nos animais domésticos. GENTRY et al. (1992) relatou que cordeiros
nascidos de ovelhas suplementadas, via intramuscular, com vitamina E, possuiram maiores
titulagdes de imunoglobulina G, quando comparados a cordeiros nascidos de fémeas nao
suplementadas.

Através do proteinograma pode-se dividir as proteinas séricas do organismo em
albumina e globulinas. A albumina é necessaria, pois ¢ responsavel por grande parte do
transporte de nutrientes, inclusive do selénio apds ser metabilizado pelo figado, e pela
manutengdo da pressdo oncotica do sangue. As globulinas sdo fracionadas em alfa, beta e
gamaglobulinas, sendo esta ultima associada ao sistema imune por incluir os diferentes tipos

de anticorpos (WITTWER, 1998; LEAL et al., 2003).
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ABSTRACT

The aim of the present study was to determine the effect of supplementation with
selenium and vitamin E on hematological parameters of lambs infected experimentally with
Haemonchus contortus (HC). Thirty female lambs were distributed into the following four
groups: G1: infected animals; G2: infected and supplemented animals; G3: control; and G4:
non-infected and supplemented animals. Groups 1 and 2 received 5.000 larvae of HC (L3)
orally, by animal. Supplementation in groups 2 and 4 was performed on day zero with 0.1 mg
kg" of sodium selenite (1.67%) and with 2000 IU of vitamin E, intramuscularly (im). Blood
was collected for a hemogram, and parasite load was determined by counting the number of
eggs per gram of feces (EPG). In relation to the number of erythrocytes, hematocrit,
hemoglobin, total leukocytes and lymphocytes, the principal differences were observed when
the parasitized groups were compared with the group supplemented only, where the latter
maintained the highest levels. It was concluded that the supplementation of lambs parasitized
by HC had no influence on red blood cell parameters. With regard to the leukocyte
parameters, there was a higher number of segmented neutrophils in the supplemented groups.
However, vitamin E and selenium increased the hematological parameters in animals not

infected with HC.

Key words: Sheep, haemonchus contortus, vitamin E, selenium, hematological parameter

INTRODUCTION

Worm infections represent the greatest and most serious health problem concerning

sheep farming, where it can make sheep raising economically unviable (Buzzulini et al,

2007). The harmful effect of the parasites not only felt in slowed development, but also in the
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production and quality of the meat and wool and can be considered the principal cause of
reduced productivity, morbidity and mortality in the herd (Urquart et al., 1998). According to
Fernandes et al. (2004), Haemonchus contortus (HC) is predominant in various regions of
Brazil, where it is considered the main parasite of sheep. Weaning constitutes the age
category where lambs are most afflicted by worm infections, a time at which lambs are most
predisposed because of a low immune response (Echevarria et al., 1989). HC penetrates the
surface of the abomasal mucosa to feed on the blood of the host (Jasmer et al., 2007). The
systemic effects observed, due to infection by this nematode, are decreased levels of
erythrocyte parameters and of total plasma proteins, particularly albumin (Blackburn et al.,
1992).

The alterations associated with the leukocyte parameters can occur with an increase in
total leukocytes due to neutrophilia with left shift, caused by the response of the immune
system to the parasitic infection and also by the frequent secondary infections that occur
concomitantly in helminthiasis (Jain, 1993). After contact of the parasite with the abomasal
mucosa, there is a non-specific immune response by the neutrophils, where these are the first
leukocytes to arrive at the site of the lesion. The basic mechanism of action of these
leukocytes is phagocytosis and later destruction of the foreign particles by enzymes or
oxygen-dependent mechanisms (Feldman et al., 2000). The innate immune defense related to
parasitism is not the exclusive role of neutrophils. Eosinophils, another polymorphonuclear
leukocyte, also performs an important parasiticide function, notably through the production of
enzymes that poison and kill the helminths (Jain, 1993).

Various chemical agents are produced by the host against parasites, and these also
include free radicals (Kazura & Mesnick, 1984). Free radicals can produce deleterious effects

on the animal tissues if there is a deficiency of antioxidants. Vitamin E and selenium are very



27

important in the protection of animal tissues from oxidative destruction, where these
antioxidants are necessary to activate the immune response (Nockels, 1996).

Selenium and vitamin E are chemically different, with individual antioxidant
properties, but they have the same effect on biological systems (Underwood & Sutlle, 1999).
Both protect cell membranes from oxidative degeneration. The metabolic function of vitamin
E is intimately linked to that of selenium. Vitamin E and glutathione peroxidase (an enzyme
that contains selenium) act at different sites. The former is an integral part of the lipid
membranes and the latter acts in the cytosol (Mcdowell, 1996). Smith (1986) believes that the
diet supplemented with vitamin E and selenium is important for maintaining defense
mechanisms of organisms, including the production of antibodies, cell proliferation,
production of cytokines, metabolism of prostaglandins and function of neutrophils.

Studies have demonstrated that these compounds exert a significant effect on the
immune response of these animals, both in the proliferation of lymphocytes in cases of
bacterial resistance, and in relation to the migration of phagocytes to the focus of
inflammation or infection (Lessard et al, 1991; Finch & Tuner, 1996; Spears, 2000).

This work was based on the hypothesis that the inflammatory process that occurs in
parasitized animals can produce oxidative stress which can cause tissue damage and lesions,
and that supplementation with vitamin E and selenium can stimulate the immune system of
these animals besides maintaining red blood cells which are less susceptible to the action of
free radicals. Therefore, the aim of the present work was to evaluate the erythrocyte and
leukocyte profiles of lambs experimentally parasitized with Haemonchus contortus and

supplemented with vitamin E and selenium (im).
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MATERIAL and METHODS

Thirty female lambs, aged 4-5 months, were used. The animals were distributed into
four experimental groups. Group 1 (n = 10): animals infected with larvae of HC; group 2 (n
=10): animals infected with larvae of HC and supplemented with 0.1 mg kg” of sodium
selenite ' (1.67%), and 2000 IU of vitamin E* (DL-o-tocopherol acetate) given im; group 3 (n
= 5): control; group 4 (n = 5): animals non-infected and supplemented with vitamin E and
selenium. The doses of vitamin E and selenium were selected according to Paes et al. (2003)
and Zanetti et al. (1998), respectively.

The animals remained allocated in common stalls (1 stall per group) which were
located in the veterinary hospital of UFSM, for acclimation to feed and to the experimental
environment. Each animal received water and comun salt ad libitum and was fed with 1.0 kg
of ryegrass hay (crude protein (CP) = 8%) and 150 g of ration (CP= 21%) per day, totaling a
diet with 9.6% of CP. During this period the lambs were wormed with a combination of anti-
helminthics (levamisol® + Closalben* (closantel + albendazole).

Each animal of groups 1 and 2 received 500 larvae (L3) of HC orally, for a period of
20 days, with an interval of two days between doses, beginning contamination on day zero.
The larvae were obtained by the technique of coproculture described by Robert & O’Sulivan
(1950). Supplementation in groups 2 and 4 with selenium was carried out on day zero and
vitamin E was given on days zero and 30 of the experiment.

Blood samples were collected from the jugular vein using Vacutainer® tubes, after
shaving and anti-septic cleaning of the area. The specimens were obtained on days zero (T0),

20 (T1), 30 (T2), 45 (T3), 60 (T4) and 80 (T5), to carry out the hemogram. The hematological
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parameters were determined by the macrodilution technique, followed by counting the cells
in a Neubauer chamber, as recommended by JAIN (1986). Hemoglobin was measured in
spectrophotometer utilizing a commercial kit (Labtest”).

Nematode infestation of the gastrointestinal tract was determined by counting the
number of eggs per gram of feces (EPG) carried out on days zero, 30 and 80. The animals
were weighed for follow-up on their development and weight gain, on days zero, 30, 60 and
80. EPG was determined individually by the technique of Gordon and Whitlock (1939).

Statistical analysis was performed with the help of the program SAS System for
Windows (Statistical Analysis System, 1995). The data were tested for normality of the
residues and homogeneity of the variances. In case the data did not conform to these
processes, they were transformed. The data obtained for variables that showed a normal
distribution, were submitted to analysis of variance (ANOVA) and Tukey’s Studentized Range
test (HSD) for comparison between pairs of means. The data for EPG and eosinophils did not
show a gaussian distribution and were therefore submitted to LoglO transformation
(LOGo(EPG+1.5)). Means were used to describe the results. The level significance utilized to

reject Ho (nul hypothesis) "P< 0.05.

RESULTS and DISCUSSION

The results obtained in the evaluation of the hemogram of lambs infected with HC and
supplemented with vitamin E and selenium are shown in Tables 1 and 2, respectively.

For the erythrocyte parameters of the animals in the present study, there was an
significant increase in the number of erythrocytes in group 4, when compared to groups 1 and
3 at T2 (p < 0.04) and to groups 1 and 3 at TS5 (p < 0.006). This increase in erythrocyte count

is possibly related to supplementation with vitamin E and selenium, without the influence of
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parasitic stress in group 4. The antioxidant agents studied are responsible for the protection of
cell membranes against oxidizing substances, which possibly made the red blood cell
membrane more stable in the animals of group 4, allowing the maintenance of higher levels
during the entire experiment.

HT behaved in a similar manner. Higher values were observed in group 4 in relation
to group 2 at T2 (p < 0.05) and T3 (p < 0.01), and at T4 (p < 0.0003) and TS5 (p < 0.0002)
when compared to groups 1, 2 and 3. This difference among values can be attributed to the
hematophagous habit of the parasite, resulting in the loss of blood due to hemorrhage. Taking
into consideration the groups parasitized and the control (1, 2 and 3), it was noted that there
was no influence of time or supplementation with selenium and vitamin E on HT level, a
finding which is in line with the results obtained by Souza et al. (2006) who determined the
hematological indices of naturally parasitized goats with different EPG levels.

Greater values of hemoglobin (Hb) concentration were observed in groups 3 and 4 at
T4 (p < 0.0001), but at TS (p < 0.0001) groups 1, 2 and 3 differed statistically from group 4.
These results connected the two groups parasitized by HC reflecting a decrease in these
levels, although they were within the physiological range for the species in study (JAIN,
1986). The same results were obtained by Louvandini et al. (2002) who determined
hemoglobin levels in beefs raised on a diet low in protein and contaminated with Haemonchus
placei. The loss of blood caused by the parasite and the low protein levels of the diet
provided for the lambs were challenging factors for the erythropoiesis of these animals, which
could explain the decrease in the red blood cell indices in the groups parasitized.

In relation to the leukocytes, there was a significant decrease in total numbers in group
1 at T4 (p < 0.017) when compared to the other groups. This finding is related to the decline
in the segmented neutrophil count, at this time. At T5 (p < 0.008) groups 1 and 2 differed with

respect to group 4. Contrarily, Feldman et al. (2000) reported an increase in total leukocytes
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in animals parasitized by gastrointestinal nematodes as a result of secondary bacterial
infections. In this study, no change was seen in total leukocytes count, as well as that of
neutrophils, lymphocytes and monocytes. The counts obtained were consistently within the
physiological range for the species in study, which were not characteristic of an infection.

Lopes (2001) studied the effect of supplementation with vitamin E in goats with
mastitis induced experimentally by Staphylococcus aureus and showed that this compound
increased the efficiency of the inflammatory response against the infection, which could have
occurred in group 4. According to Oliveira-Sequeira et al. (2000) and Souza et al. (2006),
parasitized animals demonstrate a local inflammatory response, mainly by phagocytic cells,
which could or not lead to an increased number of these cells in the blood circulation. Since
group 4 was not infected by HC, that is, without parasitic challenge, higher leukocyte counts
could have been maintained through stimulation by vitamin E supplementation.

With regard to lymphocytes, group 1 at T2 (p < 0.02) showed lower values than those
of the other groups, mainly when compared to groups 2 and 4. At T4 (p <0.03) and T5 (p <
0.02), group 4 obtained higher values when compared to group 1. These results are in
agreement with those found by Lopes et al. (2000) who detected an increase in lymphocyte
count in a group of goats with mastitis and vitamin E supplementation compared to control.
These authors attributed this increase in lymphocytes to the effect of vitamin E on cellular
response. According to Finch & Tuner (1996), vitamin E and selenium act on the immune
system, improving the response of lymphocytes and phagocytes to an inflammatory/infectious
picture. There was tendency for higher lymphocyte numbers at T4 (p< 0.058) in the
supplemented groups when compared to the other groups, suggesting that selenium and
vitamin E could have induced an increased lymphocytic cell response in the lambs infected by

HC.
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The number of segmented neutrophils in groups 2, 3 and 4 differed from that of group
1 at T4 (p < 0.0001), where at this time the group infected and supplemented differed from
the group only infected, demonstrating the effect of supplementation with vitamin E and
selenium on the number of these leukocytes in the blood. The ability of phagocytes to migrate
to the site of infection or inflammation can be affected by the status of selenium and vitamin
E in the animal (Finch & Tuner, 1996). Neutrophils and macrophages destroy bacteria,
generating free radicals through a respiratory explosion. This is a defense system of
organisms, but cells should be capable of removing these free radicals to avoid their
persistence which could result in cellular damage in the host. Glutathione peroxidase together
with vitamin E is involved in the metabolism of these free radicals, and therefore, selenium
and vitamin E act to improve the ability of these cells of the immune system to destroy
pathogens (Rooke et al., 2004).

There were no differences observed in eosinophils in contrast to the results obtained
by Souza et al. (2006) and Feldman et al. (2000) who showed an increase in circulating
eosinophils in animals with different EPG counts, when evaluating the response of these cells
to parasitic disease.

Groups 1, 2, 3 and 4 had mean EPG levels of 6186, 6450, 770 and 686, respectively,
where the values increased at each successive sampling time. The two contaminated groups (1
and 2) differed from the other two groups not contaminated (3 and 4) at all times analyzed.
The results obtained for EPG were expected, since the animals were submitted to

experimental contamination.
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Table 1. Means and standard deviation of red blood cell parameters of lambs infected with
Haemonchus contortus and supplemented with vitamin E and selenium. Group 1: animals
only infected with larvae of the parasite; group 2: animals infected with larvae and

supplemented with sodium selenite (1.67%) and vitamin E; group 3: control; and group 4:

animals supplemented with sodium selenite and vitamin E.

GROUP TIME RBCs HT HB MCV MCHC
x 10° /mm? % g/dl Fl %
TO 8,1+0,50° 37,1 +3,03 10,3 £0,65* 45,8 +3,20° 28,5+227*
T1 7,6+0,67°  32,8+329 11,6 +1,15* 42,7 +3,70® 352 +3.26°
T2 73+0,74° 29,0 +2,70° 10,0+ 0,77 39,2 + 2,96 34,4 +1,26*
Group 1 T3 7,1+£090°  27,4+254® 9.4+0,76*  38,5+4,00° 343+ 1,512
T4 6,7+1,100 27,3 +2,05° 9,6 +0,74> 41,3 +6,02° 35,2 +3,39*
T5 6,2+0,89° 273+2,05° 92+0,73° 444+526° 33,7+ 1,07
TO 7,7+0,76° 36,3 +2,66° 11,0£1,27*  47,1+231° 28,6+ 1,14*
T1 7,8+0,54*  31,5+1,58 12,0 1,78 403 +2.30° 36,0 + 4,73
T2 7,5+0,62°  271+137° 10,0+ 0,73* 35,9 +2,24° 35,6 +3,42°
Group 2 T3 6,8+0,82* 258+1,75 93+1,164  40,5+7,59" 353+2,57*
T4 6,5+089"  254+1734° 9,1+0,61° 39,1 +4,50° 35,5+ 1,89
T5 6,2+0,66° 254+217° 9,0+0,66° 40,8 + 3,00 35,1 +1,38
TO 8,0+£237* 37,0+257 10,0 £0,93* 483 + 8,96 28,0 1,232
T1 74+0,66° 32,6+ 3,84 11,9+£1,73* 43,7 +339% 36,1 + 2,74
T2 74+1,51°  28,6+6,02% 9,9+ 1,83 38,5+ 3,50° 34,6 +3,28"
Group 3 T3 73+121* 28,2 +4,54® 9,8+1,52* 383+1.95 34,4 +230°
T4 7,5+1,57° 28,4+3,78 11,0+ 1,12*  382+5,12° 36,0 + 5,00°
T5 6,8+ 1,10 282+311° 9,8+ 1,15  41,4+549 35,0 +2.02*
TO 8,0+£0,95 37,6+3,78 10,6 = 1,06 47,0 + 3,22 28,5+ 1,512
T1 7,7+0,76* 354 +3,50° 124+1,37* 45,9 +294 34,6 £ 2,07
T2 8,7+0,76° 31,8+0,83 11,3+£0,96° 36,4 +2,56 35,1 +2,45*
Group 4 T3 8,1+ 1,05 31,2+228 10,7 +0,76* 38,5 +3,16 34,0 + 1,222
T4 78+1,13*  32,0+291° 11,1+£0.92* 40,8 + 3,01 35,0 + 3,88*
T5 7,8+0,90°  32,4+250° 11,6 £0,63*  41,2+297 358 +3,17°

The times refer to days blood drawn: day zero (T0), day 20 (T1), day 30 (T2), day 45 (T3), day 60 (T4) and day

80 (T5),

Letters that are not the same denote a statistical difference between the values, and should be analyzed

comparing the same times between different groups.

HT — hematocrit; HB — hemoglobin; MCV — mean corpuscular volume; MCHC —mean corpuscular hemoglobin

concentration.
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Table 2. Means and standard deviation of total leukocytes and differential counts of lambs

infected with Haemonchus contortus and supplemented with vitamin E and selenium. Group

1: animals only infected with larvae of the parasite; group 2: animals infected with larvae

and supplemented with sodium selenite (1.67%) and vitamin E; group 3: control; and group

4: animals supplemented with sodium selenite and vitamin E.

GROUP  TIME WBCs  SEG.NEUTR. LYMPHOCYTES MONOCYTES EOSINOPHILS
/mm?> /mm? /mm? /mm?> /mm?
TO 8,5+ 1,36 3,8 4+1,28 45+ 1,17 255 + 1822 98 + 134
Tl 7,4+ 0,91 2,8+ 0,67 4,1 +1,29° 201 + 1212 58 + 84°
T2 7.4+1,18 2,5+ 0,59° 45+ 137 220+ 137° 91 + 84¢
Group1 T3 7,1 £ 1.00° 2,4+ 0,33 4,4+ 0,68 208 + 1312 58 + 60°
T4 6,4+ 1.44° 1,5+ 0,25 46+1,26° 117 £ 146 72 + 83%
T5 6,9+2.01° 2,1 £0,68 4,5 +1,64° 96 + 932 121 + 134
TO 9,6 +1,56* 3,6 +0,81° 5,5+1,39% 340 £+ 193* 87 + 86*
T1 9,2+ 1,48 3,1+ 1,08 5,6+ 1,20 317 £ 185% 40 + 53°
T2 8,6 +2,10° 2,8+ 0,817 54+ 1,64 297 + 1922 42 + 73
Group2 T3 7.4+ 1,62° 2,3+ 0,65 49+ 1,11 227 +153¢ 39+ 570
T4 8,4+ 1,85  23+0,71® 5,9+ 1,69 163 +121° 47+ 77
T5 7,7+1,18° 2,0+0,51° 5,6+ 1,46 101 + 69 54 + 942
MO 8,6+ 1.35 3,2 +0,66° 49+ 1,57 321 +197° 164 +£72°
T1 7,7 1,05 2,5 +0,96* 5,0 + 0,74 198 + 205° 17 +39°
T2 8,4 + 0,98 2,9+0,71 5,1 +0,90° 324 +£91° 18 + 422
Group3 T3 9,1 2,08 3,1 +0,80° 5.8 1,60 121 + 139° 35+ 79°
T4 8,1+1,33"®  23+0,58" 54+121% 109 + 126 47 + 44
T5 88+1,32"®  24+0,77 6,1+ 1,67% 203 + 164 39 + 542
TO 9,3 +2.09* 2,8+ 0,63 6,1 +1,15* 154 + 140° 84 + 60°
Tl 8,5+ 1,43 2,3+ 0,70 5,9 + 0,83 269 £ 2242 0+0°
T2 9,5+2,24* 2,6 +£0,88* 6,5+ 1,52° 279 + 244* 71+ 732
Group 4 T3 8,6 £ 1,86% 2,6 +0,80* 5,7+ 1,08 271 £105* 48 £ 70*
T4 10,4+2.07*  3,1+£0,93" 7,0 + 1,62 146 + 62° 35+ 488
T5 10,6 £2,78* 2,6+ 1,03 7,6 + 2,32 186+ 118° 85 + 86°

The times refer to days blood drawn: day zero (T0), day 20 (T1), day 30 (T2), day 45 (T3), day 60 (T4) and day

80 (T5)

Letters that are not the same denote a statistical difference between the values, and should be analyzed

comparing the same times between different groups.
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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia da suplementacdo com selénio e
vitamina E sobre o perfil protéico e oxidativo de cordeiros infectados experimentalmente pelo
Haemonchus contortus (H.contortus). Trinta cordeiros, fémeas, foram distribuidos em quatro
grupos, sendo: G1 (n = 10): animais infectados; G2 (n =10): infectados e suplementados; G3
(n = 5): controle; G4 (n = 5): ndo infectados e suplementados. Os grupos 1 e 2 receberam 500
larvas de H. contortus (L3), via oral, por um periodo de 20 dias, com intervalo de dois dias
entre as doses. A suplementagio nos grupos 2 e 4 foi realizada no dia zero com 0,1mg kg™ de
Selenito de sédio (1,67%) e com 2.000 UI de vitamina E por via intramuscular (IM). Somente
a vitamina E foi reaplicada no dia 30. Em relacdo aos valores de proteinas totais, albumina,
betaglobulina, gamaglobulina, as principais diferencas foram observadas quando os grupos
parasitados foram comparados com o grupo somente suplementado, este, mantendo valores
mais elevados. Conclui-se que ndo houve influéncia da suplementacdo dos cordeiros com
vitamina E e selénio sob os pardmetros protéicos quando estes se encontram parasitados por
H.contortus. Os animais suplementados e ndo parasitados mantiveram melhores valores de
Glutationa-peroxidase (GSH-Px) até o 60° dia de experimento. Nao houve situagdo de estresse
oxidativo visto que, quando aumentou os teores de TBARS houve um efeito compensatdrio

gerado pelo aumento da GSH-Px.

Palavras-chave: ovinos, haemonchus contortus, proteinograma, metabolismo oxidativo

ABSTRACT
The objective of the present study was to describe the influence of supplementation
with selenium and vitamin E on the protein and oxidative profiles of lambs experimentally

infected with Haemonchus contortus (H. contortus). Thirty female lambs were divided into
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four groups as follows: G1 (n = 10): infected animals; G2 (n =10): infected and
supplemented; G3 (n = 5): control; G4 (n = 5): non-infected and supplemented. Groups 1 and
2 received 500 HC larvae (L3) orally for a period of 20 days, with 2-day intervals between
doses. Supplementation in groups 2 and 4 was performed on day zero by injecting 0.1 mg kg™’
of sodium selenite solution (1.67%) and 2,000 IU vitamin E through the intramuscular (IM)
route. Vitamin E alone was injected once again on day 30. In considering the levels of total
proteins, albumin, beta and gamma globulins, the main differences were observed when the
parasitized groups were compared to the supplemented, non-infected group, the latter
exhibiting higher values. It is concluded that supplementation of the lambs with vitamin E and
selenium had no influence on their blood protein parameters when they were parasitized with
H. contortus. The non-parasitized, supplemented animals sustained better glutathione
peroxidase (GSH-Px) values up to the 60™ day of the experiment. No oxidative stress state
took place since an increase in GSH-Px levels exerted a compensatory effect when

thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) levels rose.

Keywords: Sheep, Haemonchus contortus, proteinogram, metabolism oxidative

INTRODUCAO

No Brasil a ovinocultura tem se mostrado como atividade promissora para médios e
pequenos produtores por permitir a criagdo de animais em menores extensdes de terra e
possibilitar incremento da renda dos mesmos. Atualmente os parasitas gastrintestinais sdo um
grande obstaculo a ovinocultura fazendo com que o resultado produtivo muitas vezes nao
corresponda ao potencial da espécie (Gazda, 2006). Segundo Baker (1996) o principal
parasita gastrintestinal dos ovinos ¢ o Haemonchus contortus (H. contortus) sendo

responsavel por prejuizos econdmicos na ovinocultura de diversos paises de clima tropical e
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temperado. Os cordeiros desmamados constituem a categoria etaria mais acometida pela
verminose, sendo mais predispostos pois apresentam baixa resposta imunitaria (Echevarria et
al., 1989)

Grande parte da patogenicidade deste parasita é proveniente de sua hematofagia. Esta
perda de sangue implica também na perda de outros elementos figurados sanguineos, macro e
microelementos, vitaminas, hormodnios etc. Assim, animais com intensa parasitose,
principalmente jovens, podem apresentar diminuicdo dos valores hematologicos e perdas
protéicas que caracterizam uma hipoproteinemia com hipogamaglobulinemia (Sahai, 1966;
Harness et al., 1970; Adams, 1993).

Entre varios agentes quimicos produzidos pelo hospedeiro contra os parasitas, citam-
se também a producdo de radicais livres (Kazura; Mesnick, 1984). Radicais livres sdo
qualquer espécie quimica de existéncia independente que possuem um ou mais elétrons
desemparelhados. Esta configuracdo eletroquimica muito instdvel confere a estas estruturas
alta reatividade e vida curta. Uma vez formados os radicais livres interagem com outras
moléculas através de reacdes de oxiredugdo com o propoésito de estabilizar sua configuracio
eletronica. A classificacdo dos radicais livres se da pelo grupo funcional presente em sua
molécula, porem os processos aerobicos que envolvem o oxigénio sao 0s mais comuns € seus
produtos sdo denominados de espécies reativas do oxigénio (ROS) (Chihuailaf et al., 2002).
Uma vez formados, os radicais livres buscam estabilizar-se, cedendo ou captando um elétron
de espécies vizinhas (Schanaider, 2000). Estas, por sua vez, viram radicais livres e se
estabilizam, tomando ou cedendo elétrons de outras substancias. Cria-se uma rea¢do em
cadeia que termina por alterar a conformagdo, a estrutura ou as fungdes de proteinas,
fosfolipidios de membrana, 4cidos nucléicos e outros componentes celulares (Riegel, 2002).
Esta deteriorizacdo oxidativa dos lipidios polinsaturados ¢ chamada de lipoperoxidagao

(Nordberger ; Arner, 2001).
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As espécies reativas do oxigénio (ROS) incluem um grande numero de moléculas
quimicamente reativas oriundas do oxigénio, entre elas: o radical superoxido (O;’), radical
hidroxil (OH') e o peroxido de hidrogénio (H,0O,). O radical superéxido ocorre em quase
todas as células aerobicas e ¢ produzido durante a ativacdo maxima de neutr6filos, mondcitos,
macrofagos e eosinodfilos (Hershko, 1989).

Em sistemas aerobicos, € essencial o equilibrio entre agente 6xido-redutores (como as
ROS) e o sistema de defesa antioxidante. Para proteger-se, a célula possui um sistema
detoxificador do agente antes que ele cause lesdo, constituida pela glutationa reduzida (GSH),
superoxido-dismutase (SOD), catalase, glutationa-peroxidase (GSH-Px) e vitamina E. ou
reparador onde hé a ag¢do do acido ascorbico, glutationa-redutase (GSH-Rd) e GSHPx, entre
outros. Com excecdo da vitamina E (alfa-tocoferol), que ¢ um antioxidante estrutural da
membrana, a maior parte dos agentes antioxidantes esta no meio intracelular (Ross; Moldeus,
1991; Alonso et al., 1997).

A presenga de selénio na estrutura da GSH-Px permite que exista uma alta relagdo
entre a concentracdo sanguinea e tissular de Se com a atividade desta enzima. A deficiéncia
de Se induz a uma baixa atividade da GSH-Px, deixando a células exposta a agdo nociva das
ROS, o que produz alteragdes na estrutura de lipidios, proteinas, polissacarideos, DNA e
outras macromoléculas celulares (Artur et al., 2003).

A vitamina E ¢ capaz de quelar formas reativas de oxigénio, diminuindo a formagao
de peroxidos, ja que muitas dessas moléculas sao auto-toxicas, € podem destruir neutréfilos e
macrofagos. Dessa forma essa vitamina protege a membrana lipidica, receptores e outros
componentes celulares envolvidos na modulagao da resposta imunologica (Meydani, 1995).

O desequilibrio entre a produgdo de ROS e a remogdo pelos sistemas de defesa

antioxidante ¢ denominado de estresse oxidativo. O estresse oxidativo ¢ uma condi¢do celular
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ou fisiologica de elevada concentracdo de ROS que causa danos moleculares as estruturas
celulares, com conseqiiente alteracdo funcional e prejuizo das fungdes vitais (Droge, 2002).

O selénio e a vitamina E, dois elementos quimicamente diferentes, com propriedades
antioxidantes individuais, tem 0 mesmo objetivo no sistema bioldgico (Underwood ; Sutlle,
1999). A fungdo metabolica do selénio esta intimamente ligada & vitamina E. Ambos
protegem as membranas celulares da degeneracdo oxidativa. A vitamina E e a glutationa
peroxidase atuam em locais diferentes. A primeira é parte integrante das membranas lipidicas
e a segunda atua no citosol (Mcdowell, 1996). Smith (1986) considera que a dieta
suplementada com vitamina E e Selénio é importante para manter os mecanismos de defesa
do organismo, incluindo a producdo de anticorpos, proliferagdo celular, produgado de citocinas,
metabolismo das prostaglandinas e fun¢@o dos neutréfilos. O selénio estd envolvido em varias
fungdes fisiologicas, alem do efeito antioxidante, atua como modulador do sistema imune,
incluindo as barreiras contra infecgdes e o efeito sobre a agdo dos macrofagos, sendo este
mineral essencial para a eficiéncia e efetiva operagdo de varios aspectos da defesa
imunolégica tanto em animais quanto em humanos. Em casos de deficiéncia de selénio ha
uma diminui¢do na proliferacdo de linfocitos, diminuindo também os titulos de
imunoglobulinas (Halliwell et al., 2000; Arthur et al., 2003). Estudos demonstraram que o uso
concomitante da vitamina E e do selénio resultou em uma melhora da resposta imune quando
comparados a suplementagdo de apenas um dos elementos (Finch ; Turner, 1996; Milad et al.,
2001; Liesegang et al., 2008).

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da suplementagdo com vitamina E e selénio
sobre o proteinograma e metabolismo oxidativo de cordeiros parasitados experimentalmente

pelo H. contortus.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 30 cordeiros, fémeas, cruza texel com idade entre 4 € 5 meses. Os
animais foram distribuidos em quatro grupos experimentais. Grupo 1 (n = 10): animais
infectados com larvas de H. contortus; Grupo 2 (n =10): animais infectados com as larvas de
HC e suplementados com 0,1mg kg de Selenito de sodio' (1,67%), e 2.000 UI de vitamina
E* (acetato DL-a-tocoferol) por via IM; Grupo 3 (n = 5): controle; Grupo 4 (n = 5): animais
ndo infectados e suplementados com vitamina E e selénio. As doses da vitamina E e do
selénio foram referenciadas segundo Paes et al. (2003) e Zanetti et al. (1998) respectivamente.

Os animais permaneceram alocados em baias coletivas (1 baia para cada grupo)
localizadas no hospital veterinario da UFSM, para adaptagdo ao alimento e ao ambiente
experimental. Cada animal recebeu agua e sal mineral a vontade e foi alimentado com 1.0 kg
de feno de azevém (Proteina bruta (PB) = 8%) e 150 gramas de racdo (PB = 21%) por dia,
totalizado uma dieta com 9.6% de PB. Durante este periodo as cordeiras foram desverminadas
com a associacio de anti-helminticos (levamisol® + Closalben® (closantel + albendazole).

Cada animal dos grupos 1 e 2 recebeu 500 larvas (L3) de HC por via oral, pelo um
periodo de 20 dias, com intervalo de dois dias entre as doses, iniciando a contaminagdo no dia
zero. As larvas foram obtidas através da técnica de coprocultura descrita por Roberts;
O’Sullivan (1950). A suplementagdo nos grupos 2 ¢ 4 com selénio foi realizada no dia zero e
a vitamina E foi aplicada no dia zero ¢ 30 do experimento.

Foram realizadas coletas de amostras sanguineas por pun¢do da jugular, apds
tricotomia e anti-sepsia, pelo sistema vacutainer®. As amostras de sangue foram obtidas nos

dias zero (T0), 20 (T1), 30 (T2), 45 (T3), 60 (T4) e 80 (T5), Apos coleta, as amostras foram

! _ Laboratorio Merck S.A. Sdo Paulo, Brasil.

2 _ Monovin E® - Laboratério Bravet Ltda. Rio de Janeiro, Brasil.

3 _ Levamisol F® - Laboratorio Vetbrands Satde Animal. Sdo Paulo, Brasil
4_ Closalben® — Laboratério Vetbrands Satide Animal. Sdo Paulo, Brasil
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centrifugadas, processadas, e armazenadas a -20 °C para posterior analise. A peroxidagdo
lipidica foi determinada de acordo com o método de formagdo de espécies reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS), conforme Ohkawa et al. (1979). O método de determinagdo da
GSH-Px baseou-se na redu¢do do ditionitrobenzeno conforme descrito por Ellman (1959). O
perfil eletroforético das proteinas totais e de suas fragcdes (albumina, alfaglobulinas,
betaglobulinas ¢ gamaglobulinas) foi realizado de acordo com as técnicas descritas por
Friedman (1961) e Kramers et al. (1967) utilizando-se fitas de acetato de celulose (Cellogel).
A andlise estatistica foi efetuada com o auxilio de um programa computadorizado SAS
System for Windows (Statistical Analysis System, 1995). Por apresentarem distribuigdo
normal os dados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) e o teste de Duncan para
comparagdo entre pares de médias e desvio-padrao. O nivel se significancia utilizado para

rejeitar HO (hipotese de nulidade) foi de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos na avaliacdo do proteinograma e perfil oxidativo de cordeiros
infectados experimentalmente pelo H. contortus e suplementados com vitamina E e selénio
estdo apresentados na tabelas 1.

Em relagdo aos valores de proteinas totais dos animais do presente estudo, observou-se
diferenga entre os grupos 1 € 2 no T1 (p < 0.03), e grupo 4 quando comparado aos grupos 3, 2
e 1 no tempo 4 (p < 0.04). No tempo 5 (p < 0.0001) o grupo 4 se diferencia
significativamente dos demais, inclusive do controle. Sendo este o grupo suplementado com
vitamina E e selénio, pode-se atribuir o uso destes nutrientes a um melhor desempenho

protéico destes animais.
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A porcao albumina se comportou de forma semelhante a proteina total. Os grupos 2 ¢
3 diferiram dos grupos 4 ¢ 1 no T2 (p < 0.008). Segundo Blackburn et al., (1992), alguns dos
efeitos sistémicos observados, pela infec¢do pelo HC s3o as diminui¢des dos componentes do
eritrograma e da concentragdo de proteinas plasmaticas totais, notadamente a albumina sérica.
No tempo 4 (p < 0.01) o grupo 4 se diferiu do 1, 2 e 3, com maiores valores fragdo albumina
acompanhando os valores de proteina total.

A porgdo betaglobulinas aumentou numericamente ao longo do tempo nos grupos
tratados, ao contrario do que ocorreu nos grupos ndo suplementados, onde seus valores
permaneceram praticamente iguais, porém ndo houve diferenca estatistica. Estes resultados
podem estar associados ao fato de o selénio e a vitamina E s3o elementos metabolizados pelo
figado, e que o aumento das betaglobulinas ocorre associado ao metabolismo hepatico (Rooke
et al., 2004; Gierus, 2007; Paula e Silva et al., 2008). No T3 (p < 0,04) o grupo 4 se
diferenciou estatisticamente dos grupos parasitados. No T4 (p < 0,04), o grupo 4 se
diferenciou do grupo 1, e no TS5 (p < 0,03) o grupo 4 apresentou valores mais elevados de
betaglobulinas quando comparados aos demais grupos, demonstrando que animais tratados
com vitamina E e selénio e ndo desfiados pela parasitose sdo capazes de apresentar
quantidades maiores desta fracdo no soro.

Os valores médios obtidos para a concentragdo de gamaglobulinas diferiram
estatisticamente somente no T4 (p < 0,01) quando o grupo 4 foi comparado aos grupos 1 ¢ 2.
Notou-se neste momento que o grupo suplementado e ndo parasitado exibiu novamente
valores mais elevados. Segundo Arthur (2003) animais que possuem deficiéncia em selénio
tem seu sistema humoral afetado, diminuindo os titulos de gamaglobulinas. Spears (2000)
afirmou que a resposta de anticorpos € mais significante quando a vitamina E e o selénio sao
suplementados concomitantemente, como feito no presente experimento, sugerindo que

possivelmente a dose usada nos cordeiros parasitados ndo foi suficiente pra provocar aumento
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de gamaglobulinas. Este aumento dos valores desta fracdo do grupo 4 no T4 pode estar
relacionado ao pico de agdo do selénio que, segundo Ramirez-Bribiesca et al (2005), pode
ocorrer em até 60 dias.

Avaliando o perfil oxidativo dos animais do experimento pode-se observar que os
valores de TBARS ¢ GSH-Px curiosamente se comportaram de forma semelhante. Mesmo
ndo apresentando diferenga estatistica, os valores de TBARS aumentaram numericamente no
T2 nos grupos parasitados. Kazura; Mesnick (1984) afirmaram que uma das reacdes
produzidas pelo hospedeiro contra os parasitas, ¢ a produgdo de radicais livres, o que foi
comprovado pelo aumento da peroxidacao lipidica nestes grupos. No T4 (p < 0,01) o grupo 4
demonstrou valores mais elevados de TBARS ¢ GSH-Px do que os grupos parasitados. A
GSH-Px aumenta na circulagdo sanguinea em decorréncia da maior disponibilidade de selénio
sanguineo, haja vista, que ¢ uma enzima dependente deste mineral.(Alonso et al., 1997,
ROOKE, 2004;). Katamoto et al. (1998) observaram uma tendéncia de maior atividade da
GSH-Px com a suplementacdo injetavel de vitamina E e selénio, nas doses de: 2,72 UL kg™ e
0,Img kg respectivamente, em cabras sob estresse térmico, porem sem significancia
estatistica, no entanto, Tauler et al. (2002) avaliaram a suplementacao via oral de vitamina E
na dose de 500mg/dia, e outros agentes antioxidantes (vitamina C e beta- caroteno) na dieta
de atletas verificando um aumento de 47% da atividade da GSH-Px no grupo tratado. Estes
trabalhos demonstraram que a acdo da GSH-Px também esta relacionada com a dose dos
elementos estudados.

Os valores encontrados na analise do TBARS demonstram uma diferenga estatistica
no T4 (p < 0,01) entre os grupo somente suplementados quando comparado aos dois grupos
parasitados. Os valores de TBARS aumentam em situacdo de estresse oxidativo, onde ha
maior peroxidagdo lipidica (Vannucchi et al., 1998), porém, Paschoal et al. (2007), quando

avaliaram o efeito do selénio sobre a estabilidade oxidativa do leite de vacas holandesas ndo
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observaram diferenga nos valores de TBARS entre o grupo tratado ¢ o ndo tratado. No
presente estudo pdde-se observar um possivel efeito compensatdrio entre os valores de GSH-
PX e TBARS, ja que se comportam da mesma maneira, sugerindo que as doses de vitamina E

e selénio usadas possam ter induzido um aumento da peroxidagao lipidica no T4.
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Tabela 1. Valores médios e desvio padrao do proteinograma e perfil oxidativo de cordeiros
infectados com Haemonchus contortus e suplementados com vitamina E e selénio. O Grupo
1: animais somente infectado com as larvas do parasita; grupo 2: animais infectados com as
larvas e suplementados com Selenito de sodio (1,67%) e vitamina E; grupo 3: controle;

grupo 4: animais suplementados com Selenito de sddio e vitamina E.

G T PT Alb Alfa Beta Gama TBARS GSH-Px
g/dl g/dl g/dl g/dl g/dl mda/g hb  mmol SH/L
TO  64+033 3,6+027 0,35£0,01* 1,03+0,11> 14+0,1* 2,7+037° 8,8+328
T1 58+0,46° 29+0,1° 038+0,09 1,04+0,16 1,6£0,15° 2,9+038 9,6+ 4,0
T2 53+061° 25+03° 043+0,01° 1,02+0,19° 1,3+029* 2,5+1,09 8353
Gl T3 55+1,40°  3,0+02° 036+0,05 0,99+0,05° 13+024" 2,6+0,89° 84+92°
T4 55+1,0°0  3,0£04° 035+006° 096+0,11° 12+0,3° 23+0,6° 7.6+1,0°
T5 55+04°  2,6+0,7° 0,68+0,03 092+003 12+05 23+092* 7,5+£32°
TO  65+0,33 37+027° 0,37+0,01* 099+0,14* 14+0,1* 2,8+037° 9,038
T1 6,1 £0,46*° 2.8+0,1* 039+0,00° 1,13£0,16*° 1,6+0,15° 3,1+0,38 10,1 +4,0°
T2 6,6+0,62"° 33+03" 041+0,01° 122+0,19° 1,7+0,28" 33+1,09 10,7+5,3®
G2 T3 57+1,42° 30+02° 037005  0,95£0,05° 14+024* 28+0,89 9,0+972°
T4 59+1,0°  3,0+04° 040+0,06° 1,06£0,11° 13+0,6° 2,6+0,6° 84+1,0°
T5 59+04° 22+0,7° 0,77+0,03* 1,06+0,08®° 18+0,5 34+091° 11,1+32°
TO  62+0,33 33+027° 0,35+0,01* 1,00+0,11* 1,4+0,1* 2,7+037° 8838
T1 58+046° 29+0,1° 043+0,09 0,99+016° 1,5+0,15° 2,9+0,38 9440
T2 62+061"° 32+03* 044+001° 1,10+0,19*° 1,5+0,29*° 2,8+1,09 92+5,3*
G3 T3 6,5+1,41*  32£02*° 043+0,060 12+0,05 1,6+0,24* 3,1+0,89" 10,0%9,°
T4 62+1,0° 32404° 0,35+006" 1,07+0,11°® 1,5+0,7° 3,0+0,6° 9,7+1,0"
T5 6,6+0,19° 25+£07° 0,77+0,07° 1,13+0,15° 2,0+£05 40+083* 12,9+32°
TO  6,0+0,33 33+027° 0,34+0,01* 121+0,17* 12+0,1* 22+037* 72+338
Tl 6,4+046° 29+0,1° 046+0,09* 1,06+0,16 1,8+0,15 3,5+038 11,3+4,0°
T2  59+061® 25+03° 043+001* 1,01+0,24* 1,7+0,29 3,2+1,09 10,6+53
G4 T3 63+1,45 28+02° 045+0,060 1,30+0,05 1,8+0,24* 34+0,89 11,1+9,°
T4 7,7+1,0° 4,0+04* 039+£0,060 120£0,11* 2,0+04* 3,9+0,6 12,6 £1,0°
T5 7.6+04°  32+£0,7* 054+0,06° 126+0,11° 1,7+0,5* 3,3+0,94° 10,8+ 3,2

Os tempos (T) se referem aos dias de coleta: Dia zero (T0), dia 20 (T1), dia 30 (T2), dia 45 (T3), dia 60 (T4) e
dia 80 (T9),

Letras n3o coincidentes denotam diferenca estatistica entre os valores, e deve ser analisada comparando os
mesmos momentos entre diferentes grupos.

G — Grupos; PT — Proteina total; Alb — Albumina; Alfa — Alfaglobulina; Beta — betaglobulina; Gama —
Gamaglobulina; TBARS - Espécies reativas ao acido tiobarbitarico, GSH-Px — Glutationa peroxidase
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5. CONCLUSOES

Nas condi¢des que foi realizado este experimento, os resultados do presente trabalho indicam

que:

CAPITULO 1

- Nao hé influéncia da suplementacdo dos cordeiros com vitamina E e selénio sob os
parametros de eritrograma, quando estes se encontram parasitados por Haemonchus

contortus.

- A suplementagdo com vitamina E e selénio mantém valores mais elevados de neutrofilos

na circulacdo sangiiinea.

- O grupo somente suplementado mostrou melhores valores de heméacias, VG, hemoglobina,
leucocitos totais, e linfocitos demonstrando a acao destes elementos sobre a manutengao

dos componentes sanguineos.

CAPITULO 2

- Nao ha resposta da suplementacdo em relagdo ao proteinograma, quando estes animais

encontram-se desafiados pela parasitose.

- Ha aumento da atividade da GSH-Px nos grupos tratados, porem sem diferenga estatistica

entre 0s grupos.
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Nao ha situagdo de estresse oxidativo visto que quando aumenta os teores de TBARS ha

um efeito compensatério gerado pelo aumento da GSH-Px.
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