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RESUMO
Dissertacao de Mestrado
Programa de P6s-Graduagdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

ATIVIDADE DE NEUTROFILOS E ESTRESSE OXIDATIVO EM CORDEIROS
INFECTADOS EXPERIMENTALMENTE COM Haemonchus contortus E
SUPLEMENTADOS COM SELENIO E VITAMINA E

AUTOR: EMMANUEL VEIGA DE CAMARGO
ORIENTADORA: MARTA LIZANDRA DO REGO LEAL
Santa Maria, 22 de fevereiro de 2010

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o metabolismo oxidativo dos
neutrofilos, o hemograma e o perfil oxidativo de cordeiros experimentalmente infectados com
Haemonchus contortus e suplementados com selénio e vitamina E. Foram utilizados 20
cordeiros machos, da raca Corriedale, distribuidos em quatro grupos experimentais com 5
animais: G1- animais infectados com larvas e suplementados com 0,2mg/kg de peso vivo
(PV) de selenito de sodio por via intramuscular (IM); G2- animais infectados com larvas e
suplementados com 0,2mg/kg PV de selenito de sodio IM e 2000 UI por animal de Vitamina
E IM; G3- animais infectados com larvas e suplementados com 2000 UI por animal de
Vitamina E IM; G4-animais infectados com larvas. Todos os grupos foram infectados, pela
via oral, com 500 larvas L3 de Haemonchus contortus por animal a cada dois dias, pelo
periodo de vinte dias a partir do dia zero. Para o hemograma e as andlises bioquimicas foram
realizadas coletas de sangue nos dias zero (TO0), 20 (T1), 40 (T2) e 60 (T3) por venopungio da
jugular utilizando-se tubos vacutainer®. As pesagens € a determinagdo dos ovos por grama de
fezes dos animais ocorreram nesses mesmos tempos experimentais. Para as provas de NBT
foram coletadas amostras de sangue heparinizadas nos dias zero, 30 e 60. Menores valores de
leucdcitos totais foram detectados no grupo suplementado exclusivamente com selénio (G1)
em relagdo ao grupo controle (G4) no tempo 4. Em relagdo aos linfocitos observou-se
diminui¢cdo no G1 em relagdao ao suplementado somente com vitamina E (G3) e G4 no tempo
3 (T3). Para ambos os testes, NBT-NE e NBT-E houve uma diminui¢do da capacidade de
redugdo do corante aos 60 dias em relagdao aos demais tempos nos grupos tratados com selénio
(G1 e G2).0s resultados do perfil oxidativo demonstraram significativa elevagao da atividade
da enzima GSH-Px nos grupos suplementados com selénio. Ainda, a correlagdo de Pearson
revelou a existéncia de correlacdo negativa entre as concentragdes de GSH-Px e TBARS e
entre esta enzima e os valores de OPG. Incrementos também foram observados para a enzima
catalase nos animais que receberam suplementagdo com selénio ou quando este elemento foi
associado a vitamina E. Menores valores de lipoperoxidacdo lipidica (TBARS) foram
detectados nos animais suplementados quando estes foram comparados ao grupo controle.
Esses resultados sugerem que as reservas diminutas deste antioxidante podem exacerbar a geragéo de
radicais livres com um aumento da peroxidacao lipidica e o aumento da contaminagdo ambiental pelos
ovos de Haemonchus contortus. Diante dos resultados € possivel concluir que a suplementacao
com selénio proporciona uma maior prote¢do antioxidante celular e ao organismo como um
todo de cordeiros experimentalmente infectados pelo Haemonchus contortus.

Palavras chave: cordeiros, fun¢do neutrofilica; hemograma; GSH-Px; TBARS;
suplementagao
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NEUTROPHILS ACTIVITY AND OXIDATIVE STRESS OF EXPERIMENTALLY
INFECTED LAMBS BY Haemonchus contortus AND SUPPLEMENTED WITH
SELENIUM AND VITAMIN E
AUTHOR: EMMANUEL VEIGA DE CAMARGO
ADVISOR: MARTA LIAZANDRA DO REGO LEAL
Santa Maria, Fevereiro 22, 2010.

The present work had as its objective to assess the oxidizing metabolism of neutrophils, the
complete blood count (CBC) and the oxidizing profile of experimentally infected lambs with
Haemonchus contortus and supplemented with selenium and vitamin E. 20 male lambs were
used, of the Corriedale breed, distributed in four experimental groups with 5 animals: G1 —
larvae infected animals and supplemented with 0.2mg/kg living weight (PV) of selenite via
intramuscular (IM); G2 — larvae infected animals and supplemented with 0.2mg/kg PV of
selenite IM and 2000 UI per animal of vitamin E IM; G3 — larvae infected animals and
supplemented with 2000 UI per animal of E IM; G4 — larvae infected animals. For the CBC
and the biochemical analysis blood collection on the day zero (T0) were carried out, 20 (T1),
40 (T2) and 60 (T3) through jugular venipuncture using vacutainer® tubes. The weighing
and the egg determination by gram of animal feces occurred in the same experimental times.
For the NBT tests heparinized blood samples were collected in the days zero, 30, 60. Smaller
leukocyte values were detected in the supplemented group exclusively with selenium (G1) in
relation to the control group (G4) in time 4. Concerning the lymphocytes it was observed a
decrease in the G1 in relation to the supplemented only with vitamin E (G3) and G4 in time 3
(T3). For both the tests, NBT-NE and NBT-E there was a decrease in the dye reduction
capacity at 60 days in relation to the other times in the groups treated with selenium (G1 and
G2). The result of the oxidizing profile showed a significant elevation in the GSH-Px enzyme
in the supplemented groups with selenium. Still, the correlation of Pearson revealed the
existence of a negative correlation between the concentrations of GSH-Px and TBARS and
between this enzyme and the OPG values. Increments were also observed for the catalase
enzyme in animal which received the selenium supplementation or when this element was
associated to the vitamin E. Smaller values of lipid peroxidation (TBARS) were detected in
supplemented animals when these were compared to the control group. These results suggest
that the reduced reserves of this antioxidant may exacerbate the generation of free radicals
with an increase of the lipid peroxidation and the increase of the environment contamination
by the eggs of Haemonchus contortus. Facing these results it is possible to conclude that the
selenium supplementation provides a larger protection to the cell antioxidant and to the
organism as a whole in lambs experimentally infected by Haemonchus contortus.

Key Word: Lambs, neutrophil function, complete blood count, GSH-Px, TBARS,

supplementation.
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1. INTRODUCAO

Os ovinos foram uma das primeiras espécies a serem domesticadas pelo homem. Eles
sdo altamente eficientes, com excelente conversdo alimentar, alta produtividade, ciclo
reduzido de producdo. Por essas caracteristicas sdo fundamentais as pequenas propriedades,
ajudando a manter o homem no campo.

O mercado da carne ovina esta em franca ascensdo. Nos ultimos anos tém-se
evidenciado um processo solido de valorizacdo da carne ovina no mercado interno, por meio
do crescimento linear nos precos nominais. Porém, a produg¢do de ovinos possui fatores
limitantes, sendo a infec¢do por parasitas gastrintestinais o que mais se destaca.

Os parasitas gastrintestinais sdo responsaveis por grandes perdas econdmicas na
ovinocultura, devido a queda da produgdo e qualidade da 13, reducdo no ganho de peso e
mortalidade de animais infectados (ECHEVARRIA, 1988). Segundo GASBARRE (1997) as
perdas anuais nos Estados Unidos da América chegam a US$ 2 bilhdes. Os cordeiros
desmamados constituem a categoria etaria mais acometida pela verminose ¢ também a de
maior valor econdmico dentro as cadeia produtiva (ECHEVARRIA et al, 1989). Ovinos até
seis meses de idade sdo altamente predispostos a infec¢ao, pois apresentam baixa resposta
imunitaria (CHRISTIE, 1970). Segundo FERNANDES et al. (2004), o Haemonchus contortus
¢ predominante em diversas regides do Brasil, onde ¢ considerado o principal parasita de
oVvinos.

O ciclo de vida do Haemonchus contortus envolve uma fase de vida livre e uma
parasitaria. A primeira ocorre nas pastagens, sendo caracterizada pelo desenvolvimento de um
ovo embrionado até a fase de larva infectante (L3). A segunda ocorre pela ingestao da L3 pelo
ovino dando prosseguimento ao desenvolvimento larval até a fase adulto. Nesse momento
cada fémea em postura chega a ingerir 0.05ml de sangue ao dia (ORTOLANI, 1997). A
patogenia e a grande mortalidade de ovinos acometidos pela Hemoncose sdo decorrentes da
anemia causada pela ingestdo de sangue pelos parasitas no abomaso do hospedeiro
(MOLENTO et al., 2004). Assim, animais com intensa parasitose, principalmente os jovens,
podem apresentar leucopenia (HARNESS et al, 1970; ADAMS, 1993) por linfopenia; perdas
protéicas que caracterizam uma hipoproteinemia com hipogamaglobulinemia (SAHAI, 1966).
A hematoéfagia também gera perda de outros elementos figurados sanguineos, macro e

microelementos, vitaminas, hormonios etc.
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Os mamiferos respondem a infeccdo por nematddeos gastrintestinais com uma reagao
de hipersensibilidade imediata classica, caracterizada pela secrecdo de imunoglobulinas E,
hiperplasia de mastocitos na mucosa, ¢ marcada eosinofilia periférica e tissular (GARCIA,
2003). O ambiente promovido pelo hospedeiro nao ¢ passivo, reage a presenga 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. (WAKELIN et al, 1984).

Os leucocitos tém como mecanismo basico de agao a fagocitose e posterior destruicdao
dos agentes estranhos via mecanismos enzimaticos ou dependentes de oxigénio. Os
neutréfilos sdo células envolvidas na respostas imunes nao especificas € sdo os primeiros a
chegar ao local da lesdo provocada pelo Haemonchus contortus na mucosa abomasal
(FELDMAN et al., 2000; SOUZA et al., 2006). Além dessas fungdes, os neutrofilos ao
iniciarem a resposta inflamatoria, induzem a ativagdo e proliferagdo dos demais leucocitos,
em especial os linfocitos (VEER et al., 2007). Existe uma significativa correlagdo inversa
entre a contagem de linfocitos T sobre a fecundidade, tamanho e a sobrevivéncia da fémea
adulta de Haemonchus contortus (ROWE et al., 2008). Esses linfocitos quando ativados pela
presenca do helminto no limen abomasal sdo capazes de produzir interleucinas (IL-4, ILS,
IL13) e IFN-y, que promovem o recrutamento de eosindfilos e proliferagdo de mastocitos na
mucosa abomasal (JASMER, et al., 2007), além de estimularem a protecdo especifica (IgG)
do organismo (LACROUX et al., 2006; MILLER & HOROHOV, 2006).

Entre varios agentes quimicos produzidos pelos leucécitos contra os parasitas, citam-
se a produgao de radicais livres (KAZURA & MESNICK, 1984). Radicais livres ¢ qualquer
espécie quimica de existéncia independente que possuem um ou mais elétrons
desemparelhados. Esta configuracdo eletroquimica muito instavel confere a estas estruturas
alta reatividade e vida curta. Uma vez formados os radicais livres interagem com outras
moléculas, células e tecidos do organismo, através de reacdes de oxirredugdo com o propdsito
de estabilizar sua configuragdo eletronica. Dessa forma ocorrem reagdes em cadeia de lesdo
celular (SCHANAIDER, 2000) que termina por alterar a conformagdo, a estrutura e as
fungdes das proteinas, fosfolipidios de membrana, acidos nucléicos e outros componentes
celulares (RIEGEL, 2002). Esta deteriorizagdo oxidativa dos lipidios polinsaturados das
membranas ¢ chamada de lipoperoxidacdo (NORDBERGER & ARNER, 2001).

A classificacdo dos radicais livres se da pelo grupo funcional presente em sua

molécula, porém os processos aerdbicos que envolvem o 0xigénio sdo 0s mais comuns € seus
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produtos sdo denominados de espécies reativas do oxigénio (ERO) (CHIHUAILAF et al.,
2002; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).

As ERO incluem um grande niimero de moléculas quimicamente reativas oriundas do
oxigénio, entre elas: o radical superoxido (O;’), radical hidroxil (OH") e o perdxido de
hidrogénio (H»0,). O radical superoxido ocorre em quase todas as células aerdbicas e ¢
produzido durante a ativagdo maxima de neutrofilos, mondcitos, macréfagos e eosindfilos
(HERSHKO, 1989; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).

Em relacdo a resposta inata, os fagocitos (macrdéfagos e neutrédfilos) atacam os
parasitas e secretam substancias microbicidas para matar organismos que sdo muito grandes
para serem fagocitados (ABBAS et al, 2003). A atividade dos neutréfilos envolve dois
eventos celulares: a explosdo respiratoria, iniciada pela ativacdo da enzima nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato (NADP), e a degranulagcdo (JAIN, 1993). A enzima NADP
oxidase, depois de ativada, localiza-se na membrana plasmatica, incorporando-se dentro do
vacuolo fagocitico, catalisando a reducdo do oxigénio molecular (O,;) em superoxido
anionico, o qual ¢ fundamental para atividade microbicida neutrofilica (MAUG, 1973). A
producdo de ERO (incluindo o anion superoxido, o radical hidroxil e o peroxido de
hidrogénio) pelo sistema fagocitico desempenha papel fundamental na tentativa dos ovinos
em expulsar os Haemonchus contortus do limen abomasal (KOTZE, 2003). A atividade
oxidativa dos neutrofilos pode ser mensurada pela redu¢ao do corante nitroblue tetrazolium
(NBT) (COSTA, 2004).

Em sistemas aerobicos € essencial o equilibrio entre agente 6xido-redutores (como as
ERO) e o sistema de defesa antioxidante. 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 por glutationa reduzida (GSH), superoxido-
dismutase (SOD), catalase, glutationa-peroxidase (GSH-Px) e vitamina E. A outra linha de
defesa tem a fungdo de reparar a lesao ocorrida, sendo constituida pelo acido ascorbico, pela
glutationa-redutase (GSH-Rd) e pela GSH-Px, entre outros. Com excec¢do da vitamina E, que
¢ um antioxidante estrutural da membrana, a maior parte dos agentes antioxidantes estd no
meio intracelular (HEBBEL, 1986 ; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).

A GSH-Px ¢ assinalada como o principal sistema antioxidante do organismo,
inativando derivados ERO do metabolismo aerdbico, sendo responsavel pela protecdo da
membrana das células que funcionam em presenca de oxigénio (MILLER et al, 1993). Esta
enzima também participa da cadeia de reagdes que catalizam a formagdo de prostaglandinas,

leucotrienos, prostaciclinas e tromboxanos a partir do acido araquidonico (STADTMAN,
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1990), e se relaciona com o funcionamento normal do sistema imunoldégico (HURLEY &
DOANE, 1989). A presenca de selénio (Se) na estrutura da enzima permite que exista uma
alta relagdo entre a concentragdo sanguinea e tissular de Se com a atividade da GSH-Px. A
deficiéncia de Se induz a uma baixa atividade da GSH-Px, deixando as células exposta a a¢ao
nociva das ERO, o que produz alteragdes na estrutura de lipidios, proteinas, polissacarideos,
DNA e outras macromoléculas celulares (MILLER et al, 1993).

A vitamina E (alfa-tocoferol) ¢ o maior antioxidante lipossoliivel presente em todas as
membranas celulares (KAY et al., 1986). A vitamina E ¢ capaz de quelar formas reativas de
oxigénio, diminuindo a formag¢ao de perdxidos por inibir a NADPH oxidase de fagdcitos, ja
que muitas dessas moléculas sdo auto-toxicas, ¢ podem destruir neutrofilos e macrofagos
(BUTTERICK, 1983; SHARMANOV et al., 1990). Dessa forma, essa vitamina protege a
membrana lipidica, receptores e outros componentes celulares envolvidos na modulagao da
resposta imunolégica (MEYDANI, 1995).

Em células de hospedeiros infectados com diferentes espécies de parasitas as
quantidades de ERO que causam lipoperoxidagdo sao elevadas, provocando danos em tecidos
e células organicas (DEGER, 2008). O desequilibrio entre a producdo de ERO e a remogao
dos mesmos pelos sistemas de defesa antioxidante ¢ denominado de estresse oxidativo. O
estresse oxidativo ¢ uma condi¢do celular ou fisiolégica com elevada concentragdao de ERO
que causa danos moleculares as estruturas celulares, com conseqliente alteracao funcional e
prejuizo das fungdes vitais (DROGE, 2002; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).

Ainda com relacdo aos neutrofilos, a suplementagdo com selénio e vitamina E,
demonstrou um aumento significativo da quimiotaxia, migracdo celular, da habilidade
fagocitica (melhor estabilidade das membranas) e poder bactericida (maior produgdo de
perdxidos de hidrogénio) dessas células (MEYDANI, 1995).

O selénio e a vitamina E, dois elementos quimicamente diferentes, com propriedades
antioxidantes individuais, tém o mesmo objetivo no sistema biologico (UNDERWOOD &
SUTLLE, 1999). Ambos protegem as membranas celulares da degeneragdo 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 et al.
(1986) demonstraram que dieta suplementada com vitamina E e Selénio foi importante para
manter os mecanismos de defesa do organismo, incluindo a produgdo de anticorpos,
proliferagdo celular, produ¢do de citocinas, metabolismo das prostaglandinas e fun¢do das

células do sistema inato de defesa imune em vacas leiteiras. O perfeito funcionamento desses
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mecanismos ¢ indispensavel aos ovinos na tentativa de resistir a infec¢do parasitaria (DEGER
et al., 2008).

A erradicagdo do Haemonchus contortus é, na maioria dos casos, impraticavel e
geralmente desnecessaria para que se possa controld-lo. O sucesso de um programa de
controle parasitario ndo depende somente de um esquema de tratamento eficaz, mas também
de uma combinacdo de praticas de manejo que possam ser adotadas em varias ocasides.
Aliado a utilizagao criteriosa de anti-helminticos, se faz necessario o uso de elementos que
possam potencializar a resisténcia do animal frente as acdes nocivas desse parasita. Nesse
sentido, o selénio e a vitamina E tem sido foco de pesquisas por exercer estimulo ao sistema
imune de ovinos. Resultados prévios demonstraram que esses elementos, quando em
deficiéncia, afetam negativamente as habilidades dos animais em desenvolver competéncia
imune frente 8 Hemoncose.

Face a escassez de informagdes concretas acerca da resposta de ovinos suplementados
com selénio e vitamina E, quando estes passam pelo desafio parasitario, este trabalho objetiva
avaliar o efeito da suplementacdo com esses elementos na a atividade neutrofilica e perfil
oxidativo de cordeiros infectados experimentalmente com Haemonchus contortus. Nessa
dissertacao o experimento foi dividido em dois artigos e serdo apresentados sob a forma de

capitulos.
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2. CAPITULO 1

Neutrophil oxidative metabolism and hemogram of sheep experimentally infected
with Haemonchus contortus and supplemented with selenium and vitamin E or
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ABSTRACT

The objective of the present study was to evaluate neutrophil oxidative metabolism
and hemogram in sheep experimentally infected with Haemonchus contortus and
supplemented with selenium and vitamin E. Twenty male Corriedale sheep were utilized and
distributed into four experimental groups each with 5 animals infected with larvae: GI1-
supplemented with sodium selenite, 0.2 mg/kg body weight (bw) given intramuscularly (IM);
G2- supplemented with sodium selenite and vitamin E, 0.2 mg/kg bw and 2000 IU per animal,
respectively, both IM; G3- supplemented with vitamin E, 2000 IU per animal IM; G4- not
supplemented. A hemogram and the number of parasite eggs were determined in samples of
blood and feces, respectively, on days zero (TO0), 20 (T1), 40 (T2) and 60 (T3), and NBT
assays were performed on heparinized blood samples taken on days zero, 30 and 60. A lower
total leukocyte count was detected in G1 in relation to G4 at T4. Lymphocytes were reduced
in G1 in relation to G3 and G4 at T3. In both non-stimulated (NBT-NS) and stimulate (NBT-
S) dye reduction assays, there was reduced activity at 60 day in relation to other times in the
groups treated with selenium (G1 and G2). Based on the results obtained, we conclude that

supplementation with selenium provides better antioxidant protection to neutrophils.

Key words: sheep, neutrophil function, hemogram, supplementation.

INTRODUCTION

Gastrointestinal parasitism by Haemonchus contortus (HC) is rsponsible for large
production losses in the breeding of small ruminants. The pathogenicity is associated with
hematophagy, producing losses of blood and other blood cell components (Jain, 1986). Thus,

animals with intense parasitosis can show alterations associated with the hemogram such as
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decreased erythrogram values. Utilizing the immune response as an auxiliary tool to combat
infection by HC can delay the phenomenon of resistance, besides reducing the residues of
frequent anti-helminthic treatments.

A basic mechanism of action of neutrophils is phagocytosis and destruction of
foreign agents by enzymatic or oxygen-mediated activities. These leukocytes are involved in
the nonspecific immune response, and they are the first to arrive at the lesion caused by HC
(Feldman et al., 2000; Souza et al., 2006). The killing mode of action of neutrophils involves
respiratory burst (Jain, 1986), where molecular oxygen (O;) is reduced forming reactive
oxygen species (ROS) which are essential in neutrophil activity (Maug, 1973), since these
ROS cause secondary reactions capable of destroying the parasite (Babior, 1978; Zinkl &
Kabbur, 1997). In vitro studies by Mackenzie et al. (1981) utilizing the nematodes 7. spiralis
and N. brasiliensis and by Dennis et al. (1988) with Strongylus vulgaris showed the adherence
of neutrophils to the surface of the helminths and activation of this oxidative metabolism.

The evaluation of the oxidative potential of neutrophils through the reduction of
nitroblue tetrazolium (NBT) to a formazan is an indirect manner of measuring the capacity of
these cells to be active to respond to infection (Miller & Kaplan, 1970, Costa, 2004).

As a result of the aggressive nature of the host, neutrophils initiate an inflammatory
response and induce the activation of the other leukocytes, especially lymphocytes (Veer et
al., 2007). Based on the results of Rowe et al. (2008), there is a significant inverse correlation
between T lymphocyte count and fecundity, size and survival of adult HC females. These
lymphocytes when activated by the presence of helminths in the abomasal lumen are capable
of producing interleukins (IL-4, ILS, IL13) and IFN-y, which promote the recruitment of
eosinophils and proliferation of mast cells in the abomasal mucosa (Jasmer, et al., 2007),
besides stimulating the specific protection (IgG) of the animal (Lacroux et al., 2006; Miller &

Horohov, 2006).
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Selenium and vitamin E act synergistically with the main aim of protecting cell
membranes from oxidative degeneration (Underwood & Sutlle, 1999). Vitamin E is lipid
soluble and capable of scavenging ROS in the membranes, diminishing the formation of
peroxides. On the other hand, this vitamin protects the lipid membrane, receptors and other
cellular components involved in the modulation of the immune response (Meydani, 1995).
However, selenium acts through the glutathione system (GSH) to inactivate ROS from
aerobic metabolism before they can cause damage, protecting membranes that function in the
presence of oxygen (Miller et al., 1993). GSH also participates in a chain of reactions of
arachidonic acid derivatives and is related to the normal functioning of the immune system
(Hurley & Doane, 1989). Therefore, animals supplemented with these agents display a better
response when faced with a parasitic challenge (Miller & Horohov, 2006). For this purpose,
the utilization of the “circulating status” of the cells of the innate immune system and their
bactericidal capacity were described by Aimee & Villamor (2007) as an indirect way of
determining the influence of nutritional supplementations in proliferation, differentiation and
cellular activation.

This work examined the hypothesis that the inflammatory process that occurs in
response to a parasitic infection produces oxidative stress resulting in tissue damage and
lesions, and that supplementation with selenium and vitamin E can make blood cells less
susceptible to this damage, improving immunological competence and the response capacity
of the host. The aim of this study was to evaluate neutrophil oxidative metabolism and
hematological parameters in sheep experimentally infected with Haemonchus contortus and

supplemented with selenium and vitamin E.
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MATERIAL and METHODS

In the present study, 20 male sheep of the Corriedale breed, 6 months old, were
utilized, and they were distributed into four experimental groups of animals infected with
Haemonchus contortus (HC) larvae: G1 (n=5), supplemented with 0.2 mg/kg body weight
(bw) of sodium selenite; G2 (n=5), supplemented with 0.2 mg/kg bw sodium selenite and
2000 IU per animal of vitamin E; G3 (n=5), supplemented with 2000 IU per animal of
vitamin E; and G4 (n=5), no supplements given. Supplementation with sodium selenite
(Merck®), given intramuscular (IM), was done 30 days before the start of the experiment (T-
30) and on day zero (T0). Vitamin E (MONOVIN E®-acetate of DL-a-tocopherol) (IM) was
administered on days zero and 30.

Before experimental infection, for 40 days, the animals were confined in collective
stalls (one stall for each group) located in the Hospital Veterinario Universitario of UFSM, for
adaptation to the diet and experimental environment. During this period, the sheep received
anti-helminthic treatment with closantel plus albendazole combination (CLOSALBEN).

All groups were infected orally with 500 larvae (L3) of Haemonchus contortus per
animal every two days, for a period of 20 days starting at TO. The larvae were from the
coproculture of animals infected only by this parasite.

Blood samples were collected to obtain a hemogram, and blood was drawn by
venipuncture of the jugular vein utilizing Vacutainer® tubes with sodium EDTA on days zero
(TO), 20 (T1), 40 (T2) and 60 (T3). The erythrocyte and leukocyte counts were performed in a
Neubauer chamber, and the concentration of hemoglobin was determined with a colorimetric
kit (Labtest™) with the absorbance read at 540 nm. MCV and MCHC were utilized as RBC
indices, leukocyte differential count was carried out on blood smears, and reticulocytes were
counted according to the techniques recommended by Jain (1986). Neutrophil oxidative

metabolism was determined by means of cytochemical assays, namely reduction of nitroblue
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tetrazolium, under non-stimulated (NBT-NS) and stimulated (NBT-S) conditions, in blood
samples obtained by jugular venipunture, where 1 ml of blood was drawn utilizing 25 x 0.8
mm needles and tubes containing 20 pL of heparin. Oxidative metabolism was measured
immediately after blood was drawn on days zero, 30 and 60 by counting 200 neutrophils per
slide, done in duplicate, in accordance with the technique described by Park & Good (1970).

To verify infestation by Haemonchus contortus, eggs per gram feces (EPG), was
determined, where feces were collected directly from the rectal ampulla on days zero (TO0), 20
(T1), 40 (T2) and 60 (T3) and processed according to the technique modified by Gordon &
Whitlock (1939).

Statistical analysis was carried out with the help of the program SAS System for
Windows (SAS, 2000). The data obtained were submitted to analysis of variance (ANOVA)
and Duncan’s test for comparison between paired means. The data for EPG and number of
monocytes and eosinophils were log transformed before analysis. The data were displayed as

means and standard deviations. The level of significance was set at 5%.

RESULTS and DISCUSSION

The results obtained in this study are shown in Tables 1 and 2. The highest EPG
values were observed at T1,T 2 and T3 in relation to time zero in all experimental groups
(Table 1) characterizing the success of the experimental infection with HC.

With respect to the erythrogram (Table 1), lower erythrocyte counts were observed at
T1 of G4 in relation to the other groups. Higher hematocrit and MCV values were obtained in
G1 and G2 in relation to G3 and G4 at T2. Higher hemoglobin levels were detected at T2 of
G3 when compared to G1, G2 and G4. However, the values of the erythrogram parameters

remained within the physiological range established for this (ovinos) (Jain, 1986)



-20 -

Different results were obtained by Nicolodi (2008) with selenium and vitamin E
supplementation in sheep experimentally infected by HC, and by Mattos et al. (2005) with
such supplementation in goats naturally infected by HC. These authors observed a marked
decrease in erythrogram values. However, the discrete variation in the erythrocyte count,
hematocrit, hemoglobin and MCV, demonstrated in this study, is probably due to the
different parasite loads shown by the animals, where it was less than that in other works
carried out in sheep infected by HC. Pisek et al. (2008) on supplementing ewes in pre- and
post-partum with organic and inorganic selenium, and Bednarek et al. (1996) on
administering selenium and vitamin E to healthy calves, also demonstrated that there was no
influence of these supplements on the erythrogram.

With regard to the components of the leukogram, higher total leukocyte counts were
observed in the infected animals supplemented with Se (G1) at TO, where the neutrophils
were responsible for the increase in the total leukocyte count (Table 1). It is possible that
these results are related to the administration of Se at thirty days prior to the start of the
experiment. Since the animals in this period were not parasitized by HC, this supplement
provided a greater stimulation of the production of these cells. According to Ramirez-
Bribiesca et al. (2005), the peak of selenium action can occur up to 60 days after application,
suggesting that the second dose of selenium, utilized at the beginning of the experiment,
probably promoted a greater antioxidant protection of neutrophils, as observed in other
experimental studies (Rooke et al. 2004). At T3, there was a significant decrease in total
leukocytes in G1 in relation to G2 and G4. This decrease is related to the fall in the number of
lymphocytes, since selenium activates cyclooxygenase to produce arachidonic acid
derivatives which have deleterious and inhibitory effects on lymphocyte replication (Rooke et

al., 2004).
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The increase in the number of lymphocytes in the group supplemented with vitamin
E when compared to animals that received only selenium (G1) is due to the protection of the
lipid membrane, receptors and other cellular components involved in the modulation of the
immune response promoted by vitamin E (Meydani, 1995).

Synergism between selenium and vitamin E has been demonstrated by the significant
increase in lymphocyte counts in healthy sheep (Larsen et al., 1988) and pregnant sows
(Mavromatis et al., 1999), but was not seen in this experiment. Lymphocytes are considered
the population of cells most sensitive to ROS due to the high level of free fatty acids in their
membranes (Nemec, 1990). We expected a significant increase in the number of lymphocytes
in sheep parasitized by HC and supplemented with a combination of selenium and vitamin E,
when compared to animals in the control group and those supplemented with only selentum or
vitamin E. Our actual findings suggest that selenium and vitamina E when given in
combination are antagonistic.

Statistical differences were also observed in neutrophil oxidative function in the
experimental groups (Table 2). In the NBT-NS test, there was a decrease in NBT reduction
capacity by neutrophils in G1 in relation to G3 and G4 at 60days. With respect to reduction in
the NBT-S assay, lower values were detected in G1 compared to G4 at 60 days and in G2 in
relation to G4 at 30 days. These results were higher than those of Milad et al. (2001) in ewes
in the pre-partum period treated with selenium and vitamin E and of those observed by Lopes
et al. (2003) in goats with Staphylococcus aureus-induced mastitis and treated with vitamin E
only. Suggested that the animals supplemented only with selenium (G1) obtained greater
antioxidant protection even when stimulated to produce large amounts of ROS in the NBT-S
assay, supporting the observations of Finch & Turner (1996) that selenium is truly more

effective than vitamin E with respect to the microbicidal activity of these cells.
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CONCLUSION

Under the conditions in which this study was carried out, it is concluded that
selenium provides a greater capacity of antioxidant protection to neutrophils of animals

experimentally parasitized by Haemonchus contortus.
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Table 1- Means and standard deviation of hemogram components em EPG counts of sheep

experimentally infected with Haemonchus contortus. G1- group infected and supplemented

with selenium; G2- group infected and supplemented with selenium and vitamin E; G3- group

infected and supplemented with vitamin E; G4- control group infected.

Grupo Tempo Eritrécitos Hemoglobina  Hematdcrito VCM Leucdcitos Neutrdfilos Linfécitos OPG
x10%/mm’ g/dl % Fl /mm’ /mm’® /mm’

TO 9.18 +£1.19° 10.14+0.80" 32.9+£2.16* 36.11+4.16"°  9220+1446.37° 4188+1649.97° 4811£1069..3" 0*

G1 T1 7.76£0.90™ 10.35+0.71° 32.6+£2.07" 42.02+4.62° 7400 £1079.35° 3007 £766.65" 4289 +785.23" 440+151.67"
T2 8.81+0.90° 9.92+0.71* 29.2+1.3° 33.45+4.62° 9120 £3943.60° 4989 £2283.04" 3947+2020.4" 3840+1947.56"
T3 8.82 £1.15° 10.51£0.37° 32.6+1.14° 37.44+5.03° 5800 £966.95° 3128 +1603.97° 2586+980.98" 3820+2055.97*
TO 9.31 £2.88" 10.9+1.35° 32.6+£5.27° 36.11£5.13* 7340 £1327.78"  3114+1257.57™ 4026+1189.1° 0

G2 T1 8.98 £1.62° 10.74+1.39° 33.2+4.32° 37.27£2.89" 6400 +1372.95* 2770 +871.51° 3435+1484.9" 320+164.31°
T2 9.55 +0.59" 10.11+0.69° 30.6£1.34° 32.08+1.46°  8280+2393.12° 5289 +£2109.99° 2729+620.66" 2580+1331.16"
T3 8.42 +£1.69° 9.99+0.74* 33 £3.16° 37.27£3.87" 7600 +£1941.65" 3735 +1835.93" 3737+464.18"  2800+1120.27°
TO 9.26 +£1.49" 9.26+1.49* 34 +4.52° 36.98+3.51° 6820 +1423.73° 2566 +496.926"  4125+1461.96" 0

G3 T1 9.26 +£1.49" 9.26+1.49* 34.6+1.81"  43.83+2.93"  7780+1633.10° 3502 +1223.02° 4246 +860.30" 180 £192.35°
T2 9.56 +1.48" 10.54+0.72° 31.6+2.70°  40.15+3.21° 7680 +3401.76" 4555 +3676.05" 2961 £507.08"  3980+3029,36"
T3 10.5+0.67° 9.88+1.26" 3224334 3849430 6820 £881.47% 2606 £340.32° 4119494330  3880+2784.24"
TO 7.52 +1.71° 9.95+2.18° 31 45.09° 42.09+5.76° 6140 £971.08" 2712 +630.83% 3336 £824.83" 0

G4 T1 7.26 £1.42° 10.06 £0.6" 32.2+1.78° 452445.96" 6920 +1472.07° 8844 +970.18" 3137 £694.66" 360 £194.93™
T2 9.07 £1.53* 10.29 £0.65* 33.6 +2.3° 37.73+£5.50" 8580 +3534.40" 4438 £1423.43" 3513 +£2040.55" 1740 +492.95°
T3 9.36 +£1.30" 10.84 +0.48" 31.8 +0.83" 34.5345.26" 7580 +697.85° 3410 £1362.93" 3923 +£1109.07"  2460+1057.36"

TO- day zero; T1- day 20; T2- day 40; T3- day 60. Different letters denote statistical difference between the values, and should be analized comparing the same
periods between the different groups.
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Table 2 - Means and standard deviations of the non-stimulated (NBT-NS) and stimulated
(NBT-S) NBT values of sheep experimentally infected with Haemonchus contortus in the 4
infected groups. G1- supplemented with selenium; G2- supplemented with selenium and

vitamin E; G3- supplemented with vitamin E; G4- control, not supplemented.

Group Time NBT-NS % NBT-S %
0 8.40 +4.56 12.80 +4.14°
Gl 30 9.00 +3.93° 8.80 +3.70%
60 4 +1.87° 3.40 +1.81°
0 11.60 +3.28° 11.20 £1.78°
G2 30 10.20 +2.04° 8.00 +2.34°
60 7.80 +3.49® 7.80 +3.49%
0 9.80 +4.14° 11.20 £3.63°
G3 30 9.00 +3.31° 10.20 +1.48%
60 8.60 +1.94° 9.80 +1.48%
0 8.6 +3.28" 9 +435°
G4 30 9.4 +6.06° 12.8 +4.60°
60 9.8 +3.63° 10.80 +5.35°

Different letters denote statistical difference between the values, and should be analyzed comparing the same periods between the different
groups.



-28 -

3. CAPITULO 2

ESTRESSE OXIDATIVO EM CORDEIROS INFECTADOS
EXPERIMENTALMENTE COM Haemonchus contortus E SUPLEMENTADOS COM
SELENIO E VITAMINA E

Emmanuel Veiga de Camargo”; Jodo Batista Teixeira da Rocha®; Daniel

Henrique Ross‘; Marcelo Beltriao Molento”; Marta Lizandra R. Leal™

(Artigo a ser submetido a traducgdo e posterior submissao ao Journal of Animal Physiology

and Animal Nutrition)

"Programa de Pés Gradua¢io em Medicina Veterinaria, Universidade Federal de Santa Maria, RS 91105900, Brasil
l’Departamento de Clinica de Grandes Animais, Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, RS 91105900, Brasil
‘Programa de Pés Graduacio em Bioquimica Toxicolégica, Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, RS 91105900, Brasil

dPrograma de Pos Graduagio em Medicina Veterinaria, Universidade Federal do Parana, Curitiba, PR, Brasil



-29.

RESUMO

Com o objetivo de avaliar o pérfil oxidativo de cordeiros experimentalmente infectados com
Haemonchus. contortus e suplementados com selénio e vitamina E, foram utilizados 20
cordeiros machos, da raca Corriedale, com seis meses de idade, distribuidos em quatro grupos
experimentais com 5 animais: Gl- animais infectados com larvas e suplementados com
0,2mg/kg de peso vivo (PV) de selenito de sodio por via intramuscular (IM); G2- animais
infectados com larvas e suplementados com 0,2mg/kg PV de selenito de sodio IM e 2000 UI
por animal de Vitamina E IM; G3- animais infectados com larvas e suplementados com 2000
Ul por animal de Vitamina E IM; G4-animais infectados com larvas. Todos os grupos
receberam 500 larvas na fase L3 de Haemonchus contortus a cada dois dias por um periodo de
vinte dias a partir do dia zero. Para as andlises bioquimicas e avaliacio do OPG foram
realizadas coletas de sangue e fezes, respectivamente, nos dias zero (TO0), 20 (T1), 40 (T2) e
60 (T3). A pesagem dos animais foi realizada nos mesmos periodos experimental. Menores
valores de TBARS foram observados nos animais suplementados quando comparados ao do
grupo controle. Houve aumento expressivo na atividade da enzima GSH-Px nos grupos
suplementados com selénio. Maiores concentragdes eritrocitarias da enzima catalase foram
detectadas nos animais suplementados com selénio e vitamina E. Correlacdo negativa foi
obtida entre as concentragdes de GSH-Px ¢ TBARS e entre GSH-Px ¢ os valores de OPG. A
suplementagdo com selénio foi mais efetiva em proporcionar uma maior prote¢ao antioxidante
ao organismo de cordeiros frente ao estresse oxidativo gerado pela infeccdo experimental com

H. contortus.

Palavras chave: Cordeiros, estresse oxidativo, selenito de sddio, vitamina E.
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INTRODUCAO

O parasitismo gastrointestinal pelo Haemonchus contortus (H. contortus) ¢ o
principal responsavel por perdas produtivas na criagdo de pequenos ruminantes (Bambou et
al., 2008). O ambiente promovido pelo hospedeiro ndo é passivo, reage a presenga dos
parasitas mediante fatores potencialmente destrutivos (Woodbury et al., 1984) como as
espécies reativas do oxigenio (ERO) que lesiona o parasita e, conseqiientemente, gera estresse
oxidativo

As ERO incluem um grande nimero de moléculas quimicamente reativas oriundas
do oxigénio, entre elas: o radical superdxido (O;), radical hidroxil (OH") e o perdxido de
hidrogénio (H»0,). O radical superoxido ocorre em quase todas as células aerdbicas e €
produzido durante a ativagdo maxima de neutrofilos, mondcitos, macrofagos e eosindfilos
(Hershko, 1989) quando da infecgdo pelo H. contortus (Abbas & Lichtman, 2003; Kotze,
2003).

E essencial o equilibrio entre agente 6xido-redutores (como as ERO) ¢ o sistema de
defesa antioxidante. Para proteger-se, a célula possui uma linha de defesa antioxidante
constituida por glutationa reduzida (GSH), superoxido-dismutase (SOD), catalase, glutationa-
peroxidase (GSH-Px) e vitamina E. A outra linha de defesa ¢ constituida pelo acido ascorbico,
pela glutationa-redutase (GSH-Rd) e também pela GSHPx.

A GSH-Px ¢ assinalada como o principal sistema antioxidante do organismo (Miller
et al, 1993). Essa enzima participa da cadeia de reagdes que catalizam a formagdo de
prostaglandinas, leucotrienos, prostaciclinas e tromboxanos (Stadman, 1990) e est4 relaciona
com o funcionamento normal do sistema imunologico (Hurley & Doane, 1989). A presenca
de selénio (Se) na estrutura da GSH-Px permite que exista uma alta relacdo entre a
concentragdo sanguinea e tissular de Se com a atividade da mesma. A deficiéncia de Se induz
a uma baixa atividade da GSH-Px, deixando as células exposta a a¢do nociva das ERO (Miller

et al, 1993).
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A vitamina E (alfa-tocoferol) é o maior antioxidante lipossoliivel presente nas
membranas celulares (Kay et al., 1986). Ela possui a capacidade de quelar formas reativas de
oxigénio, diminuindo a formagdo de peréxidos que podem destruir neutrofilos e macrofagos
(Butterick et al., 1983; Sharmanov et al, 1990). Dessa forma essa vitamina protege a
membrana lipidica, receptores e outros componentes celulares envolvidos na modulagao da
resposta imunologica (Meydani, 1995).

Em uma série de estudos, demonstrou-se que nas células dos hospedeiros infectados
com diferentes espécies de parasitas, as quantidades de ERO que causam lipoperoxidagao
foram elevadas, causando danos aos tecidos e as células (Kotze, 2003, Bambou et al., 2008;
Deger, 2008).

O selénio e a vitamina E, dois elementos quimicamente diferentes, com propriedades
antioxidantes individuais, tém o mesmo objetivo no sistema biologico (Underwood & Sutlle,
1999). A fungdo metabolica do selénio esta intimamente ligada a vitamina E. Ambos
protegem as membranas celulares da degeneragao oxidativa.

Este trabalho parte da hipotese de que o estresse oxidativo que ocorre em resposta a
infec¢do parasitaria produza danos e lesdes teciduais, e que a suplementacdo com selénio e
vitamina E possa manter a integridade das membranas celulares susceptiveis a esses danos,
melhorando a competéncia imunoldgica e a capacidade de resposta do hospedeiro. O estudo
teve como objetivo avaliar o estresse oxidativo de cordeiros experimentalmente infectados

com H. contortus ¢ suplementados com selénio e vitamina E.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 20 cordeiros machos, da raga Corriedale, com 6 meses de idade
distribuidos em quatro grupos experimentais: G1 (n=5) animais infectados com larvas de H.

contortus e suplementados com 0,2mg/kg de peso vivo (PV) de selenito de sodio; G2 (n=5)
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animais infectados com larvas de H. contortus ¢ suplementados com 0,2mg/kg PV de selenito
de sddio e 2000 UI por animal de Vitamina E; G3 (n=5) animais infectados com larvas de H.
contortus ¢ suplementados com 2000 UI por animal de Vitamina E ¢ G4 (n=5) animais
infectados com larvas de H. contortus. A suplementacdo com selenito de sdédio (Merck®),
por via intramuscular (IM), foi realizada trinta dias antes do inicio do experimento e no dia
zero (TO). A administracio da Vitamina E (MONOVIN E®-acetato de DL-a-tocoferol;
BRAVET) (IM) foi efetuada nos dias zero e 30.

Antes da infeccdo experimental os animais permaneceram por 40 dias alocados em
baias coletivas (uma baia para cada grupo) localizadas no Hospital Veterinario Universitario
da UFSM, para adaptacgdo a dieta (feno de tifton e concentrado, totalizando 12% de proteina
bruta) e ao ambiente experimental. Durante este periodo os cordeiros receberam tratamento
anti-helmintico com associagdo de closantel e albendazole (CLOSALBEN®™)

Todos os grupos foram infectados, pela via oral, com 500 larvas (L3) de H.
contortus por animal a cada dois dias, pelo periodo de vinte dias a partir do TO. As larvas
foram obtidas por meio da técnica de coprocultura realizada no laboratorio de Doencas
Parasitarias da Universidade Federal do Parand (Roberts & O’Sullivan, 1950), sendo obtidas
apenas larvas de H. contortus.

Foram realizadas coletas de sangue utilizando-se o sistema vacutainer®. As amostras
sanguineas foram obtidas nos dias zero (TO0), 20 (T1), 40 (T2), e 60 (T3). Apos coleta, as
amostras foram centrifugadas, processadas, e armazenadas a -70 °C para posterior analise. A
peroxidacao lipidica foi determinada de acordo com o método de formagdo de espécies
reativas ao acido tiobarbittirico (TBARS) (Ohkawa et al.,1979). A determinacdo da GSH-Px
baseou-se na reducdo do ditionitrobenzeno (Ellman,1959). Os resultados finais da atividade
da GSH-Px foram expressos e unidades por mililitro de eritrocitos. A atividade da enzima

catalase foi quantificada pela diminui¢do da absorbancia a 240nm pela decomposi¢do de
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perdxido de hidrogénio, sendo expressa em pmol H,O,/min/pul eritrocitos (Aebi, 1984). As
amostras de fezes para a quantificacdo de ovos por grama (OPG) foram colhidas nos dias TO,
20 (T1), 40 (T2) e 60 (T3) (Gordon & Whitlock, 1939). A pesagem dos animais foi realizada
nesses mesmos tempos experimentais.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) e ao teste de
Duncan para comparagdo entre pares de médias. Os dados referentes a OPG foram
submetidos a transformag¢do logaritmica. Os resultados foram expressos em médias e desvios-
padrdo. O nivel de significancia utilizado foi de 5%. Para o estudo da relagdo entre duas
variaveis foram utilizadas as analises de regressdo linear e o coeficiente de correlagdo. A
significancia obtida na regressao linear foi avaliada por meio do teste F. Foram consideradas
diferencas significativas quando o P foi inferior a 0,05. A relagdo foi considerada alta quando

r>0,50; média quando os valores de r estavam entre 0,30 ¢ 0,50; e baixa quando r<0,30.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho sdo apresentados na tabela 1. Maiores
valores de OPG foram observados nos T1, T2 e T3 em relagdo ao tempo zero para todos os
grupos experimentais, demonstrando sucesso na infeccdo experimental. Durante o T1, os
animais do G1 demonstraram contagens superiores de OPG em relacdo ao G3. Quanto ao
peso, maiores médias foram obtidas no T2 do G2 em relagdo ao G3 (Tabela 1).

A producdo de ERO pelos fagocitos desempenha papel importante na tentativa de
combater a infec¢do parasitaria mediante danos aos lipidios, proteinas e acidos nucléicos dos
parasitas (Smith, 1989; Kotze et al., 2003). Durante esse evento as ERO também causam
severos danos ao organismo do hospedeiro (Bagnal & Kotze, 2004; Menzies, et al. 2010).

Os dados obtidos nesse estudo demonstraram a ocorréncia de estresse oxidativo

gerado pela infec¢do parasitdria. Os cordeiros suplementados apenas com selénio exibiram
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melhor resposta antioxidante em relagdo aos animais suplementados com a associagdo de
selénio e vitamina E e quando foi administrado apenas vitamina E.

As células dos ovinos possuem sistemas antioxidantes para detoxificagdo de ERO e
reparagdo das modificagdes oxidativas deletérias sobre as suas estruturas. Uma das enzimas
mais importantes na detoxicacdo da ERO ¢ a GSH-Px. A GSH-Px aumenta na circulagao
sanguinea em decorréncia da maior disponibilidade de selénio sanguineo, visto que ¢ uma
enzima dependente desse mineral (Rooke et al., 2004; Halliwell & Gutterridge, 2007). Em
vacas leiteira com retencdo de placenta, em bufalas com distocia e em ovinos infectados
experimentalmente pelo H. contortus a suplementagdo com selénio associado a vitamina E
promoveu diminuicdo da peroxidagdo lipidica e aumento nas concentracdes sanguineas de
GSH-PX (Gupta et al., 2005; Sathya et at., 2007; Nicolodi, et al., 2010) . No entanto, em
nenhum desses estudos o selénio e a vitamina E foram avaliados de forma isolada. Na
avaliacdo do estresse oxidativo dos animais experimentais pdde-se observar relagdo positiva
entre a suplementacdo com selénio e a atividade da GSH-Px. No TO, o G1 demonstrou
elevagdo de 47 e 243% na atividade da enzima GSH-Px quando comparado ao G3 e ao G4,
respectivamente. Ja os animais do G2, no T0, exibiram um incremento de 137% de atividade
dessa enzima em relagdo ao G4. No T1, observou-se que os animais do G1 obtiveram valores
percentuais mais elevados (119 e 145) da GSH-Px quando comparados com aqueles do G3 e
G4, respectivamente. Semelhante comportamento foi evidenciado no T3 quando o G1 diferiu
do G4 com atividade enzimatica superior a 168% (Tabela 1). Os valores mais elevados no TO
da GSH-Px nos grupo suplementado apenas com selénio deve-se a previa aplicacdo do
elemento trinta dias antes do periodo experimental, ja que o mesmo atinge o pico de acdo em
torno de 60 dias (Ramirez-Bribiesca et al., 2005).

Quanto a catalase, maior atividade enzimatica foi observada no G1 em relacdo aos

demais grupos no T1 (Tabela 1). Ainda neste mesmo tempo, os animais do G2 e G3 exibiram
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valores superiores aos cordeiros do G4. No G2 observou-se maior atividade da catalase no T2
quando comparado aos resultados do G3 e G4. Ainda no T2 valores superiores da catalase
foram obtidos no G1 e G3 em relagdo ao G4. A catalase desempenha a fung¢do de decompor o
peréxido de hidrogénio (H,O;), um produto toxico do metabolismo, em dgua e oxigénio
molecular (Gaetani et al., 1989). Quando o H,O, esta presente em baixas concentragdes
(condicdes fisiologicas normais) a GSH-Px ¢ que se encarrega de transforma-la em agua.
Conforme Halliwell & Gutteridge (2007) experimentos executados na tentativa de avaliar a
competicdo entre as enzimas catalase e GSH-Px demonstraram, que a primeira eleva sua
atividade somente quando os limiares de H,O, ultrapassar a capacidade detoxificante da GSH-
Px. Neste trabalho, os valores mais elevados da atividade da catalase foram observados nos
grupos suplementados com selénio e vitamina E. Sugere-se, desta forma, que esses elementos
possuam efeitos estimulantes sobre a producao de peroxido de hidrogénio celular.

Durante o TO observou-se uma menor peroxidacao lipidica (TBARS) no G1 ¢ G2
quando comparado ao G4. Menores valores de TBARS foram detectados no T2 do G1 em
relacdo ao G4. No T3 maior peroxidagao lipidica foi observada no grupo controle com relagao
aos grupos suplementados com selénio (Gl e G2). A correlacio de Pearson revelou a
existéncia de uma alta correlacdo negativa entre as concentragcdes de TBARS e a atividade da
GSH-Px (r=0.52) e uma média correlagdo negativa entre GSH-Px ¢ a OPG (r=0.38). As
menores concentragdes de TBARS, observadas nos animais suplementados somente com
selénio (G1) ou quando associado a vitamina E (G2), comparativamente aqueles que
receberam somente a vitamina E (G3) ou aos do grupo controle (G4), demonstram a
superioridade do elemento selénio na manutencdo das defesas antioxidantes frente ao desafio
da Hemoncose. As correlagdes negativas entre a atividade da GSH-Px e as concentragdes

plasmaticas de TBARS e a OPG, no presente estudo, sugerem que as reservas diminutas deste
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antioxidante podem exacerbar a geragdo de radicais livres com um aumento da peroxidacao
lipidica e o aumento da contaminag¢do ambiental pelos ovos de H. contortus.

Os resultados do presente estudo sugerem que o uso isolado do selénio tem superior
atividade antioxidante em relagdo a vitamina E, discordando daqueles apresentados por Finch
& Turner (1996), Milad et al. (2001), Liesegang et al. (2008) quando sugerem que o uso
concomitante de selénio e vitamina E apresenta melhores respostas para pequenos ruminantes
quando comparados a suplementacdo de apenas um dos elementos. Mesmo o selénio
induzindo uma maior producdo de H202 celular, o estresse oxidativo nos grupos

suplementados com esse elemento foi inferior aos demais grupos.

CONCLUSAO

A suplementacao com selénio proporciona maior protecdo antioxidante ao organismo
de cordeiros frente ao estresse oxidativo causado pela infeccdo experimental com H.

contortus.
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Tabela 1 - Valores médios e desvio padrao da atividade da enzima glutationa peroxidase
(GSH-Px) e catalase, espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), peso e contagens de
ovos por grama de fezes (OPG) dos grupos experimentais. Gl- grupo infectado e
suplementado com selénio; G2- grupo infectado e suplementado com selénio e vitamina E;

G3- grupo infectado e suplementado com vitamina E; G4- grupo controle infectado.

Grupo Tempo GSH-Px Catalase TBARS Peso OoPG
U/ml eritrécitos umol H,O,/min/ul Mda/g Hb Kg
eritrocitos

TO 0.348+0.04" 1.0665+0.751° 84.99+2 416" 20.740£2.379" ot

G1 Tl 0.230+0.09" 1.725+0.180" 53.92+9.499 20.90042.340" 440£151.67%
T2 0.102+0.08" 1.588+0.357"B 69.37+4.3528 21.36042.159"®  3840+1947.56"
T3 0.125+0.03* 1.617+0.426" 61.56+1.219" 24.12043.563"  3820+2055.97"
TO 0.236+0.067° 1.136£0.347% 89.14+8.197° 21.280+2.682" 0?

G2 T1 0.190+0.08"P 1.066=0.1178 60.92+11.856" 22.060+2.839" 320+164.314
T2 0.095+0.14 1.846+0.173" 75.03+7.815*8 22.92043.554%  2580+1331.16"
T3 0.095+0.04"B 1.892+0.828" 67.97+9.4938 25.24044.299"  2800+1120.27"
TO 0.241+0.127° 1.451£0.515% 115.39423.706*%  17.600+2.162% 0?

G3 T1 0.105+0.09° 0.9690.208" 73.91+21.008" 18.460+2.575™ 180 £192.35°
T2 0.080+0.05" 1.427+0.2908 94.65+17.729"B 18.620£3.229%  3980+3029,36"
T3 0.060+0.074B 1.582+0.446" 84.28+12.198"% 212003492  3880+2784.24"
TO 0.102+0.047° 1.668+0.3324 136.55£53.573%  17.900+3.895* 0*

G4 T1 0.094+0.05" 0.653+0.209€ 78.15431.631° 18.280+2.987% 360 +£194.93"B
T2 0.067+0.06* 1.026£0.281€ 107.35+42.595%  19.640£2.659"% 1740 +492.95%
T3 0,046+0.028 1.680+0.5524 92.75+37.110" 23.1004£1.104"%  2460+1057.36™

Letras ndo coincidentes denotam diferenca estatistica entre os valores, e devem ser analisadas comparando os mesmos periodos entre os

diferentes grupos.
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4. CONCLUSOES

Nas condi¢des em que foi realizado esse estudo, conclui-se que:

- O selénio proporciona uma maior capacidade de protecdo antioxidante aos
neutrofilos e maximiza a geracao de espécies reativas ao oxigénio nessas células aumentando
a seu poder bactericida.

- O selénio proporciona uma maior protecdo contra o estresse oxidativo gerado pela
infec¢do experimental por Haemonchus contortus mediante elevacdo dos niveis das enzimas
glutationa peroxidase e catalse e diminui¢do da peroxidacdo lipidica.

- A suplementagdao com selénio e vitamina E estimula a producdo de perdxido de

hidrogénio pelas células.
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