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ESTRESSE OXIDATIVO EM OVINOS DAS RACAS SUFFOLK E SANTA
INES EXPERIMENTALMENTE INFECTADOS POR Haemonchus contortus

RESUMO - Ha& algumas poucas evidéncias de que danos teciduais
causados por parasitas gastrintestinais em ovinos promovem estresse
oxidativo, porém o0s mecanismos que causam o desequilibrio entre os
oxidantes e antioxidantes ndo estdo bem estabelecidos. O presente trabalho
objetivou comprovar a hipétese de que o estresse oxidativo ocorre em ovinos
infectados por Haemonchus contortus e que este varia com a resisténcia racial.
Para tanto foram investigadas as relagbes entre o estresse oxidativo causado
pela infeccdo por H. contortus, a carga parasitaria, a anemia e a
hipoalbuminemia. Para tal, ovinos da raga Suffolk (n=15) e Santa Inés (n=22)
foram desverminados e ap6s confirmado a auséncia de ovos nas fezes (dia 0),
todos animais foram infectados por via oral com 5000 larvas de terceiro estagio
(L3) de H. contortus. A quantidade de ovos por grama de fezes (OPG) e a
concentragdo de diferentes marcadores plasmatico de estresse oxidativo
(peroxidagao lipidica, albumina, acido urico, bilirrubina total, capacidade
antioxidante total, concentracdo de oxidante total e o indice de estresse
oxidativo) foram quantificadas antes (dia 0) e com 28, 32 e 42 dias da infecgéo
experimental, em ambas as racas. As alteracbes dos biomarcadores de
estresses oxidativo pés-infecgcao variaram com a raga, tendo em comum ovinos
Suffolk e Santa Inés um aumento de TOC no dia 28, seguido de um aumento
de TAC no dia 42. Ovinos da raca Suffolk apresentaram maior carga parasitaria
em todos os momentos poés-infeccdo, sendo que nesta raca o OPG
correlacionou-se com a concentragcao de oxidante total (TOC) (r=58; p<0,02) e
na raca Santa Inés o OPG se correlacionou com a bilirrubina (r=0,49; p<0,02).
As alteracdes dos marcadores de estresse oxidativo pos-infecgdo nao foram
associados a anemia e a hipoalbuminemia. Durante os primeiros 42 dias pés-
infeccdo com H. contortus, o indice de estresse oxidativo variou de acordo com
a raca, em parte devido ao aumento na produgdo de oxidante causada
provavelmente pela lesdo tecidual e também em fungdo de um provavel
aumento compensatorio na sintese de antioxidante. A diferengca racial
observada no presente estudo quanto ao perfil dos marcadores de estresse
oxidativo é provavelmente uma das primeiras evidéncias de que o status
antioxidante pode contribuir para resisténcia ao H. contortus em ovinos. Os
resultados obtidos sugerem ainda que o emprego de antioxidantes
potencialmente podem contribuir para controle da hemocose ovina, assim
como sendo importante ampliar os estudos nesta linha de investigacdo uma
vez que a ovinocultura necessita de meios alternativos para controle dessa
parasitose.

Palavras-Chave: antioxidante, hemoncose, indice de estresse oxidativo,
parasita gastrintestinal, peroxidacéo lipidica



OXIDATIVE STRESS IN SHEEP OF SUFFOLK AND SANTA INES BREEDS
EXPERIMENTALLY INFECTED WITH Haemonchus contortus

SUMMARY - There are some little evidence that tissue damage caused by
gastrointestinal parasites in sheep promote oxidative stress, but the
mechanisms that cause the imbalance between oxidants and antioxidants are
not well established. This study aimed to prove the hypothesis that oxidative
stress occurs in sheep infected with Haemonchus contortus and that this varies
with racial resistance. Therefore, we investigated the relationship between
oxidative stress caused by infection with H. contortus, the parasite load, anemia
and hypoalbuminemia. To this end, Suffolk sheep breed (n = 15) and Santa
Inés (n = 22) were wormed and after confirmed the absence of eggs in the
feces (day 0), all animals were infected orally with 5000 third-stage larvae (L3)
from H. contortus. The number of eggs per gram of feces (EPG) and the
concentration of different plasma markers of oxidative stress (lipid peroxidation,
albumin, uric acid, total bilirubin, total antioxidant capacity, total oxidant
concentration and oxidative stress index) were quantified before (day 0) and 28,
32 and 42 days of experimental infection in both breeds. The amendments to
the post-infection oxidative stress biomarkers varied with the race, having in
common Suffolk and Santa Inés sheep the total oxidant concentration (TOC)
increase on the 28th, followed by an increase of TAC on day 42. Breed Sheep
Suffolk had higher parasite burden in all post-infection times, and this race the
OPG correlated with the TOC (r = 58; p <0.02) and Santa Ines the OPG
correlated with bilirubin (r = 0.49; p <0.02). The amendments to the post-
infection oxidative stress markers were not associated with anemia and
hypoalbuminemia. During the first 42 days post-infection with H. contortus,
oxidative stress index varied according to race, in part due to increased oxidant
production probably caused by tissue injury and also because of a probable
compensatory increase in the synthesis antioxidant. The racial differences
observed in this study on the profile of oxidative stress markers are probably
one of the first evidence that the antioxidant status may contribute to resistance
to H. contortus in sheep. The results also suggest that the use of antioxidants
can potentially contribute to control of hemocose sheep, as well as being
important to increase the studies in this line of investigation whereas the
breeding sheep requires alternative means for controlling this disease.

Keywords: antioxidant, hemoncose, oxidative stress index, gastrointestinal
parasite, lipid peroxidation
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CAPITULO 1 - CONSIDERAGOES GERAIS

1 Contextualizagao do problema

Infecgdo por parasitas gastrintestinais sdo responsaveis por grandes
prejuizos na ovinocultura. O Haemonchus contortus é o principal nematdédeo de
ovinos, ja tendo sido anteriormente relacionado ao desenvolvimento de
estresse oxidativo. Recentemente foram observadas diferengcas raciais em
ovinos naturalmente infectados, sendo a raga Santa mais resistente que a raga
Suffolk segundo a contagem de ovos nas fezes. Ja, as alteragcdes nos
marcadores de estresse oxidativo devido a hemoncose podem aumentar os
niveis de oxidantes e da peroxidacdo lipidica e causar diminuigdo da
capacidade antioxidante. Numa segunda etapa as proéprias larvas de H.
contortus ou seus restos mortais podem desencadear o processo de estresse
oxidativo pela geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) levando ao
aumento da peroxidagao lipidica. Para melhor entendimento do tema é
essencial mais investigacbes quanto a capacidade de antioxidante total e a
concentracdo de oxidante total tanto do proprio hospedeiro quanto do parasita.
Somente assim, medidas de prevencdo e de melhoramento animal podem
surgir e evitar perdas econémicas para a ovinocultura. O fato é que até o
momento ndo foi bem determinado quais os principais fatores envolvidos no
estresse oxidativo de ovinos infectados por parasitos gastrintestinais e quais
desses fatores estéo relacionados com a resisténcia parasitaria. Neste sentido
torna-se essencial realizar estudos mais controlados que permitam avaliar o
efeito isolado de diferentes infecgbes sobre o estresse oxidativo de modo a
promover um melhor entendimento sobre a associagao entre esta condigao e a

resisténcia parasitaria em diferentes ragas de ovelhas.
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2 Pesquisa bibliografica

Antes e durante a realizacdo do presente estudo foi realizada uma
revisdo de literatura sistematica sobre o tema. Para tal foi investigada duas
perguntas estruturadas com os trés elementos (situagdo, intervencdo e
desfecho) preconizado por Castro (2001).

Pergunta 1: Ovinos parasitados por Haemonchus contortus apresentam

estresse oxidativo?. Esta pergunta selecionou duas diferentes estratégias e
utilizaram-se os seguintes bancos de dados:

Banco de dados do Portal Periddicos da Capes: (("sheep"[MeSH Terms]
OR "sheep"[All Fields]) AND ("oxidative stress"[MeSH Terms] OR
("oxidative"[All Fields] AND "stress"[All Fields]) OR "oxidative stress"[All
Fields]). A busca resultou em 177 referéncias. Com base no resumo de
trabalho, formam selecionados somente aqueles que contribuiram de alguma
maneira para a resposta da pergunta, sendo nove referéncias selecionadas por
contribuirem com alguma informacgao para resposta da pergunta.

Um complemento da revisao foi realizado no Banco de dados do Google
Académico: oxidative stress in sheep infected with haemonchus contortus,
obteve-se 488 referéncias. Novos filtros foram adicionados: - antioxidant
oxidant status. Resultando em 75 trabalhos. Destes, 21 foram utilizados, devido
a compatibilidade de ideias.

Pergunta 2: H& diferenga racial quanto aos marcadores de estresse
oxidativo mais especificamente entre ovinos da raga Suffolk e Santa Inés?. Tal
pergunta selecionou duas diferentes estratégias para busca em dois diferentes
bancos de dados:

Banco de dados do Portal Periédicos da Capes:

Suffolk[All Fields] AND Santa[All Fields] AND Ines[All Fields] AND
("nematoda"[MeSH Terms] OR "nematoda"[All Fields] OR "nematodes"[All
Fields]) AND immunological[All Fields] AND resistance[All Fields] AND OPGIAII
Fields] AND ("oxidative stress"[MeSH Terms] OR ("oxidative"[All Fields] AND
"stress"[All Fields]) OR "oxidative stress"[All Fields] OR ("stress"[All Fields] AND
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"oxidative"[All Fields]) OR "stress oxidative"[All Fields]). Este método de busca
obteve 204 trabalhos, dos quais 20 foram utilizados em nossa pesquisa.

O Banco de dados do Google Académico foi utilizado como
complemento da revisdo com a seguinte estratégia de busca: correlation
between parasite load and oxidative stress from sheep infected for haemonchus

contortus. Resultando em 138 resultados. A fim de especificar mais a reviséo

um filtro foi adicionado: "correlation" "association" "relationship" between
parasite load and oxidative stress. Tal pergunta resultou em 47 referéncias,
sendo apenas 8 utilizadas.

Devido a abundancia de periddicos cientificos nestes bancos de dados
supracitados, foi que se optou pelo uso dos mesmos. Em toda a reviséo
sistematica para o tema abordado nao foi utilizado limite de busca quanto ao
idioma e localizacdo. O periodo da pesquisa bibliografica teve inicio em

10/02/2013 e se estendeu até o dia 12/11/2014.

3 Importancia da parasitose na ovinocultura

A ovinocultura possui aumento consideravel em relagcéo ao ano de 2011,
atualmente ha dados de 17,6 milhées de cabecgas de ovinos (IBGE, 2012);
porém, a producao de ovinos se depara com alguns fatores limitantes, dentre
os principais ha a infeccao por parasitas gastrintestinais (DE CAMARGO, et al.,
2010).

Os parasitos nematdédeos sdo os maiores responsaveis pelas perdas
econbmica na ovinocultura, devido a sua alta prevaléncia e elevada
patogenicidade (AMARANTE; SALES, 2007). O Haemonchus contortus, esta
presente em regides tropicais e temperadas (LEE, et al, 2011), sendo a
principal espécie endoparasita de ovinos no Brasil (AMARANTE; SALES, 2007)
capaz de sugar uma quantidade significativa de sangue, desafia a saude das
ovelhas, causando anemia, hipoproteinemia, redu¢cao do ganho de peso e até a
morte (BORBA, 1996; BURKE et al., 2012).
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4 Estresse oxidativo e hemoncose

Embora algumas verminoses gastrintestinais de ruminantes possam ser
semelhantes a infeccdo humana, a relagdo dos parasitos com o estresse
oxidativo em ovinos foi pouco investigada. Assim, estes estudos relatam a
ocorréncia de estresse oxidativo em animais infectados com parasitos, bem
como o sistema de defesa antioxidante que existe entre os parasitos e os
hospedeiros mamiferos. (CELI, 2010).

Acredita-se que nas infec¢des por helmintos os danos teciduais sejam
causados por excesso de espécies reativas de oxigénio (ERO) promovido pelo
influxo local de eosindfilos (CORRIGAN; KAY, 1992; PETRECCIA et al., 1987;
YAMASHITA; SOMEYA, 1987) e neutréfilos (BEHNKE et al., 2003; KEMP et
al., 2009). Por outro lado, a ativacdo desses leucécitos promove um importante
efeito antiparasitario (KHAN, 2008; COLLINS, 2004), uma vez que a ERO
produzida danifica diretamente os tecidos do parasito (COLASANTI, et al.,
2000; DJORDJEVIC, 2004).

A consequéncia do ataque de ERO as membranas celulares caracteriza
0 processo de peroxidacao lipidica, estando o desenvolvimento de estresse
oxidativo relacionado ao desequilibrio entre agentes oxidantes e antioxidantes
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997). As defesas antioxidantes existem para
proteger o organismo das ERO, assim, a auséncia ou falha dessa defesa
favorece a peroxidagao lipidica e morte celular (WOLKMER, 2009).

O desequilibrio entre os agentes oxidantes e antioxidantes ocorre em
muitas doencgas, dentre elas as infestagbes parasitarias, incapacidade das
células produzir quantidades suficientes de antioxidantes, deficiéncia nutricional
e excesso de producdo de ERO (ELLAH et al., 2010). Porém, ja se atribuiu a
diminuicdo da capacidade de antioxidante total (TAC) em ovinos infectados, ao
consumo de enzimas antioxidantes durante o estresse oxidativo
(ESMAEILNEJAD et al., 2010).

Na anemia a produ¢cdo de ERO também aumenta, e estes oxidantes

quando nao neutralizados podem ser toxicos para as células, tecidos ou 6rgaos
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(STENVINKEL, 2003). O sistema antioxidante enzimatico eritrocitario
representa o maior componente da capacidade antioxidante do sangue de
forma que a anemia pode contribuir para o estresse oxidativo e a
lipoperoxidacdo dos tecidos uma vez que a inadequada oxigenacao tecidual
promove alteragdes no metabolismo celular energético, eleva o catabolismo de
catecolaminas e ativa os leucocitos (SARADA et al., 2002; STENVINKEL,
2003).

Outros importantes antioxidantes enddégenos que participam da linha de
defesa classificam-se em albumina (ROCHE et al., 2008; LUCENA, 2010),
bilirrubina (NEUIIL; STOCKER, 1993) e o acido urico (AMES et al., 1981).
Porém, ha dificuldades de se avaliar o estresse oxidativo uma vez que sao
necessarias mensuragbes diretas ou indiretas de varios oxidantes e
antioxidantes (LYKKESFELDT; SVENDSEN, 2007). Como nao €& possivel
quantificar todos marcadores de estresse e nem sempre todos se alteram,
varios métodos tém sido desenvolvidos para avaliar a capacidade de
antioxidante total (TAC) e da concentracao de oxidante total (TOC). Acredita-se
que a determinagdo de um indice de estresse oxidativo (TOC/TAC) permita
estabelecer uma melhor relagcéo entre o nivel de estresse oxidativo e sua causa
(ARGUELLES et al., 2004).

A TAC plasmatica tem sido utilizada como marcador de estresse
oxidativo em ovinos (NICOLODI et al.,, 2010), porém até o momento né&o
encontramos investigagdes que tenham quantificado os niveis plasmaticos de
TOC e do indice de estresse oxidativo (TOC/TAC) em ovelhas infectadas
experimentalmente por H. contortus e ou que tenham comparado as racas

Santa Inés e Suffolk quanto aos marcadores de estresse oxidativo (Tabela 1).
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Tabela 1 - Resumo dos estudos sobre os marcadores de estresse oxidativo em ovinos infectados por

nematodeos gastrintestinais, ou mais especificamente por H. contortus

Raca Parasita Infecgdo Parametros Autor
Suffolk NTGI IN Cortisol, NBT-E, NBT-NE CIARLINI et al., 2002
Corriedale H. contortus IE NBT-E, NBT-NE DE CAMARGO et
al., 2010
Wirttemberg Strongyloides IN CAT, TBARS, NPTH, DIMITRIJEVIC et al.,
papillosus atividade de Cu, Zn, SOD, 2012
LDH1-LDH5
Corriedale H. contortus IE TBARS, GSH-Px DO REO LEAL et al.,
2010
Corriedale X H. contortus IE TBARS, CAT, GSH LEAL et al., 2014
Texel
Merino cross H. contortus IE PCR- glutationa, glutationa LEES etal., 2011
peroxidase
Suffolk Teladorsagia IE Albumina vitamina A e E, LIGHTBODT et al.,
circumcincta TAC, Grupo de proteinas 2001
sulfidricas (-SH) ) )
Merino Fasciola hepatica IE TBARS, albumina, MARTINEZ-PEREZ
et al., 2014
Texel misto H. contortus IE Albumina, TBARS e GSH-Px NICOLODI et al.,
2010
-* PTGI IN Oxido nitrico e vitaminas OSMAN; GAEDE,
antioxidantes (C, E, B- 2012
caroteno e retinol
-* H. contortus IN Cu, Zn, TBARS, NPTH ROCHA et al., 2012

-*: raga nao descrita; |IE: Infecgdo experimental; IN: Infecgdo natural; NTGIl: Nematédeos do trato
gastrointestinal; TAC: capacidade de antioxidante total; TOC: capacidade de oxidante total; NBT-E:
nitroazul de tetrazolio-estimulado; NBT-NE: nitroazul de tetrazélio-ndo estimulado; TBARS: &cido
tiobarbiturico; GSH: Glutationa; GSH-Px: glutationa- peroxidase; CAT: catalase; NPTH: concentra¢des de
proteina do grupo carbonila e tiol no plasma.

Ha evidéncia de que H. contortus in vitro utiliza a catalase como defesa
contra o peroxido de hidrogénio gerado durante o estresse oxidativo da
infeccdo (KOTZE, 2003) e que ovinos da raca Corridale infectados com 500 L3
e suplementados com selénio apresentam melhora na capacidade antioxidante
(DE CAMARGO et al., 2009). Estudo pioneiro realizado por Lightbody et al.,
(2001), revelou que a capacidade antioxidante plasmatica de caprinos e ovinos
diferem, sendo que cabritos sdo mais suscetiveis que os cordeiros para
infecgdo experimental e causa uma diminui¢éo transitéria da TAC e albumina

nos animais infectados.
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Ovelhas Sulffolk naturalmente infectadas por helmintos a producgéo
neutrofilica de superdxido diminui proximo ao parto e aumenta apos o
desmame, sugerindo que tal variacédo na producdo de ERO estd associada
com aumento e a diminuicdo da carga parasitaria (CIARLINI et al., 2002).
Nicolodi et al. (2010), observaram uma diminuigdo significativa da albumina e
glutationa peroxidase plasmatica em 10 ovinos experimentalmente infectados
por H. contortus, porém, contrariando a hip6tese inicial dos autores, tais
alteracdes ndo promoveram aumento da peroxidacéo lipidica.

Tanto a producdo de ERO como os antioxidantes s&o importantes
componentes na resisténcia do hospedeiro contra os parasitas gastrintestinais
(BEN-SMITH et al., 2002.; DZIK, 2006; KOTZE, 2003). A imunossupressao
pode ser causada por varias alteragdes patoldgicas, € provavel que as ERO
causem disfungéo da resposta imune durante a infecgédo por parasitas (DIMIRI
et al, 2010). Estudos demonstraram a necessidade de defesas antioxidantes
eficazes para o desenvolvimento de imunidade contra a infecgdo por parasitos
gastrintestinais (AU YEUNG et al., 2005; RAO et al., 2001; SMITH et al., 2005).

Segundo Lightbody et al. (2001), a TAC plasmatica de ovinos pode ter
implicagbes importantes em termos de resiliéncia para a infeccdo do parasita.
Portanto é provavel que o efeito de infecgédo por nematoides sobre a TAC seja
uma resposta ao aumento do estresse oxidativo (CELI et al., 2010).
Colaborando com esta hipotese, recentemente foram investigadas as
mudancgas na expressdo de genes-chave relacionados com a producédo de
oxidantes e antioxidantes em ovelhas resistentes e néo resistentes infectadas
por H. contortus e ficou comprovado que ovelhas hiperimunizadas apresentam
uma resposta inflamatéria especifica para infeccdo por H. contortus,
caracterizada por um aumento na expressdo de moléculas relacionada com a
producdo de oxidantes (DUOX2/DUOXA2) e de antioxidantes (LEES et al.,
2011).

Assim, torna-se importante também impedir o inicio da formagdo de
radicais livres através da suplementacao na alimentac&o animal que podera ser

feito pelo manejo adequado de antioxidantes natural ou sintético (CABEL et al.,



20

1988; RACCANICI et al.,, 2000), melhorando o status antioxidantes e
prevenindo o estresse oxidativo originario de processos infecciosos (LEAL et
al., 2011). Sendo possivel também diminuir a OPG e controlar a infec¢ao por H.
contortus (LEAL et al., 2014). Ainda, ha muito a ser descoberto sobre a relagéo
estresse oxidativo, parasitoses e terapias antioxidantes e quais seus efeitos na
saude e producdo de ruminantes. Porém, apesar de falta de clareza na
compreensao da fisiopatologia do estresse oxidativo em animais de producao,
€ inquestionavel que o estresse oxidativo esta associado a parasitoses
gastrintestinais. (CELI, 2011).

5 Resisténcia racial

A efetividade da infecgdo ou mesmo do desenvolvimento do quadro de
hemoncose sdo estimados pela carga parasitaria através da contagem de ovos
por grama de fezes (OPG) (ALBA-HURTADO et al., 2010; AMARANTE et al.,
2004; AMARANTE et al., 2005; AMARANTE et al., 2009; CHIEZEY; OYEDIPE,
2009; GOOD et al., 2006; MILLER et al., 1998; MEXIA et al., 2011; ROCHA et
al.,, 2004; ROCHA et al., 2005;) e contagem de larvas no abomaso (ALBA-
HURTADO et al.,, 2010; AMARANTE et al.,, 2004; AMARANTE et al., 2005;
AMARANTE et al., 2009; CHIEZEY; OYEDIPE, 2009; GOOD et al., 2006;
ROCHA et al., 2004).

Concomitantemente, parametros hematolégicos de importancia para a
patologia em questdo como o volume globular sanguineo (ALBA-HURTADO et
al., 2010; AMARANTE et al., 2004; AMARANTE et al., 2009; CHIEZEY;
OYEDIPE, 2009; MILLER et al., 1998; ROCHA et al., 2004; ROCHA et al.,
2005) e a contagem de leucécitos, neutréfilos, basofilos, mondécitos, linfécitos
(SKAKYA et al., 2011) e eosindfilos (ROCHA et al., 2004; ROCHA et al., 2005;
SKAKYA et al., 2011) s&o indicios indiretamente relevantes na resisténcia
parasitaria contra nematoides do trato gastrintestinal.

A forma mais especifica e direta utilizada como indicativo de parasitoses

gastrintestinais é a busca de células de defesa no tecido do abomaso
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(AMARANTE et al., 2005; SKAKYA et al., 2011). Muitos processos infecciosos
em diversas ragas de ovinos, ja tem sido observado a presenca de anticorpos
devido a resisténcia imunologica (LEE et al., 2011; LEES et al.; 2011; MILLER;
HOROHOV, 2006;) e genética (KNIGHT et al., 2011; McMANUS et al., 2009;
MILEER; HOROHOQV, 2006; PAIVA et al., 2005).

A ragca Santa Inés € conhecida pela resisténcia as infeccbes por
nematddeos gastrintestinais (ROCHA et al., 2004; ROCHA et al., 2005) e em
verminoses por H. contortus, estes ovinos demonstraram resisténcia quando
comparados a Suffolk e lle de France (AMARANTE et al., 2004). Ja a raca
Suffolk tem demonstrando maior suscetibilidade as infec¢gdes por nematddeos
gastrintestinais (BUENO et al., 2002; MORAES et al., 2000).

Porém, poucos sao os estudos que avaliaram os marcadores de
estresse oxidativo em ovinos, porém até o momento, os existentes né&o
correlacionaram o efeito da infecgdo experimental por H. contortus entre as
racas Santa Inés e Suffolk e ndo se atentaram ao indice de estresse oxidativo
(TOC/TAC) tampouco aos seus status oxidantes. Assim, este € um trabalho
pioneiro na pesquisa do indice de estresse oxidativo em ovinos Santa Inés e

Suffolk na infeccéo experimental por H. contortus. (Tabela 2).
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Tabela 2 - Resumo dos estudos sobre a infecgdo por nematoides gastrintestinais realizados em ovinos
das racas Santa Inés e ou Suffolk

Raga
Racga Resistente  Susceptivel Parasita Infecgdo Parametros Autor
Crioula Native to Suffolk H. IE Par, Hem, FMC, Alba-Hurtado
the Mexican contortus PV et al., 2010
Plateau
Santa Inés Suffolk e lle de NTGI IN Par, Hem, Hist, Amarante et
France Imunol al., 2005
Dorper x Santa NTGI IN Par, Hem, Amarante et al,
Inés Imunol, Hist 2009
Santa Inés lle de France x
Santa Inés
Suffolk x Santa
Inés
Texel x Santa
Inés
Texel Suffolk NTGI IN Par Good et al.,
2006
Santa Inés Texel e NTGI IN Par Mexia et al.,
Bergamacia 2011
Gulf Coast Suffolk NTGI IN Par, Hem Miller et al.,
1998
Santa Inés lle de France NTGI IN Par, Hem, Bioq, Rocha et al.,
PV 2004
Santa Inés lle de France NTGI IN Par, Hem, Bioq Rocha et al.,
2005
Guf Coast Native Suffolk H. IE Par, Imunol, Hist ~ Shakya et al.,
contortus 2011

IE: Infecgdo experimental; IN: Infeccdo natural; NTGI: Nematédeos do trato gastrointestinal;, Par:
parasitologico (contagem de ovos por fezes, carga de vermes); Hem: hematolégico; Imunol: Imunolégico
(anticorpos); Hist: contagem de células no abomaso (eosindfilos, leucdcitos, mastocitos, etc); Bioq: perfil
bioquimico; PV: peso vivo; FMC: Famacha.

6 Objetivos

Testar a hipdétese de que o estresse oxidativo ocorre em ovinos
infectados por Haemonchus contortus e que este varia com a resisténcia racial.
Testar a hipotese de que ha relagbes entre os marcadores de estresse
oxidativo com a carga parasitaria, a anemia e a hipoalbuminemia em ovinos

infectados com H. contortus.
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CAPITULO 2 - ESTRESSE OXIDATIVO EM OVINOS DAS RAGAS SUFFOLK
E SANTA INES EXPERIMENTALMENTE INFECTADOS POR Haemonchus

contortus.

Resumo - Ha algumas poucas evidéncias de que danos teciduais
causados por parasitas gastrintestinais em ovinos promovem estresse
oxidativo, porém o0s mecanismos que causam o desequilibrio entre os
oxidantes e antioxidantes ndo estdo bem estabelecidos. O presente trabalho
objetivou comprovar a hipétese de que o estresse oxidativo ocorre em ovinos
infectados por Haemonchus contortus e que este varia com a resisténcia racial.
Para tanto foram investigadas as relagbes entre o estresse oxidativo causado
pela infeccdo por H. contortus, a carga parasitaria, a anemia e a
hipoalbuminemia. Para tal, ovinos da raga Suffolk (n=15) e Santa Inés (n=22)
foram desverminados e ap6s confirmado a auséncia de ovos nas fezes (dia 0),
todos animais foram infectados por via oral com 5000 larvas de terceiro estagio
(L3) de H. contortus. A quantidade de ovos por grama de fezes (OPG) e a
concentragdo de diferentes marcadores plasmatico de estresse oxidativo
(peroxidagao lipidica, albumina, acido urico, bilirrubina total, capacidade
antioxidante total, concentracdo de oxidante total e o indice de estresse
oxidativo) foram quantificadas antes (dia 0) e com 28, 32 e 42 dias da infeccao
experimental, em ambas as ragas. As alteragdes dos biomarcadores de
estresses oxidativo pés-infecgéo variaram com a raga, tendo em comum ovinos
Suffolk e Santa Inés um aumento de TOC no dia 28, seguido de um aumento
de TAC no dia 42. Ovinos da raca Suffolk apresentaram maior carga parasitaria
em todos os momentos poés-infecgdo, sendo que nesta raca o OPG
correlacionou-se com a concentracao de oxidante total (TOC) (r=58; p<0,02) e
na raga Santa Inés o OPG se correlacionou com a bilirrubina (r=0,49; p<0,02).
As alteracdes dos marcadores de estresse oxidativo pos-infecgdo nao foram
associados a anemia e a hipoalbuminemia. Durante os primeiros 42 dias pds-
infecgdo com H. contortus, o indice de estresse oxidativo variou de acordo com

a raca, em parte devido ao aumento na produgcdo de oxidante causada
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provavelmente pela lesdo tecidual e também em fungdo de um provavel
aumento compensatorio na sintese de antioxidante. A diferengca racial
observada no presente estudo quanto ao perfil dos marcadores de estresse
oxidativo é provavelmente uma das primeiras evidéncias de que o status
antioxidante pode contribuir para resisténcia ao H. contortus em ovinos. Os
resultados obtidos sugerem ainda que o emprego de antioxidantes
potencialmente podem contribuir para controle da hemocose ovina, assim
como sendo importante ampliar os estudos nesta linha de investigacdo uma
vez que a ovinocultura necessita de meios alternativos para controle dessa

parasitose.

Palavras-Chave: antioxidante, hemoncose, indice de estresse oxidativo,

parasita gastrintestinal, peroxidacéo lipidica

1 Introdugao

Os parasitas nematdédeos do trato gastrintestinal sdo os responsaveis
por perdas econdmicas significantes, sendo o Haemonchus contortus, a
principal espécie endoparasita que acometem ovinos (AMARANTE; SALES,
2007). O H. contortus é capaz de sugar quantidade significativa de sangue,
causando anemia, hipoproteinemia, redug¢éo do ganho de peso e até a morte
(BURKE et al., 2012; NICOLODI et al., 2010).

Na patogenia da infeccdo por H. contortus as larvas infectantes L3
evoluem rapidamente para forma L4 (UENO; GONCALVES, 1998), sendo as
larvas L4 e os vermes adultos responsaveis pela espoliacdo de sangue no
organismo do hospedeiro (BETHONY, et al., 2006; GUEDES et al., 2010).
Dependendo da quantidade de larvas inoculadas, das cepas e da propria
resisténcia dos ovinos a verminose, o periodo pré-patente da hemoncose
experimental pode variar de 16 (BENEVENGA, 1981; SANTIAGO; DA COSTA)
a 21 dias (BRICARELLO, et al., 2002). Ha relato de que em ovinos ocorre
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diminuig&o significativa de eritrécitos 20 dias apos a infec¢ao experimental com
H. contortus (DE CAMARGO, et al., 2010).

O estresse oxidativo € um desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes,
sendo a lipoperoxidagdo uma consequéncia do ataque de espécies reativas e
oxigénio (ERO) as membranas celulares (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). As
defesas antioxidantes existem para proteger o organismo das ERO, assim, a
auséncia ou falha dessa defesa favorece a peroxidacéo lipidica e morte celular
(WOLKMER, 2009).

A albumina é um dos principais antioxidantes plasmaticos (LUCENA,
2010), estando diminuida em ovinos experimentalmente infectados por H.
contortus (NICOLQODI et al., 2010). Esta proteina antioxidante pode ainda ser
oxidada em condicéo de estresse oxidativo, aumentando a peroxidagao lipidica
plasmatica (ROCHE et al., 2008). Quando albumina esta ligada a bilirrubina,
ocorre prevencao da peroxidacao lipidica (NEUIIL; STOCKER, 1993). Outro
importante antioxidante endégeno capaz de impedir o estresse oxidativo devido
a sua funcédo de sequestrar ERO é o acido urico (AMES et al., 1981). O
envolvimento desses antioxidantes endoégenos tem sido comprovado em
algumas infec¢cdes em diferentes espécies (ALMEIDA et al., 2013), porém o
seu papel no estresse oxidativo por paratasitoses gastrintestinais em ovinos até
o momento € pouco conhecido. Ovinos experimentalmente infectados por
Teladorsagia circumcincta apresentaram hipoalbuminemia e diminui¢do da
capacidade antioxidante total (LIGHTBODY et al.,, 2001). Posteriormente,
Nicolodi et al. (2010) observaram também hipoalbuminemia e aumento da
peroxidagéo lipidica em ovinos da raca Texel infectados experimental com H.
contortus.

Cordeiros da raga Santa Inés sdo naturalmente mais resistentes aos
parasitos gastrintestinais que os da raca Suffolk e lle de France (AMARANTE
et al., 2004). Ha escassas evidéncias de que a resisténcia parasitaria em
ovinos esta associada com status antioxidante (LIGHTBODY et al., 2001; LEES
et al., 2011). Porém, até o momento, ndo € conhecido os mecanismos pelos

quais a infecgdo por H. contortus causa estresse oxidativo nesta espécie, e os
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estudos realizados apenas avaliaram parcialmente o status antioxidante e ndo
consideraram a producéo de oxidante e o indice de estresse oxidativo.

Neste sentido, o presente trabalho objetivou comprovar a hipotese de
que a infecgcado experimental de ovinos com larvas infectantes de H. contortus
causa estresse oxidativo. Para tanto, foi investigada a hipétese de que o
estresse oxidativo varia com ragca e que este esta associado a carga

parasitaria, a anemia e a hipoalbuminemia resultante da infec¢cao experimental.

2 Material e métodos

O experimento foi realizado de acordo com os principios éticos na
experimentacdo animal da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho”, Campus Aracatuba segundo as resolugdes brasileiras (Lei n°. 6.638, de
8 de maio de 1979 e Decreto n°. 26.645 de 10 e julho de 1934) e com
aprovacdo da Comiss&o de Etica no uso de animais dessa mesma Instituicéo
(Processo 939-2013 ).

2.1 Selegcao e manejo dos animais

Foram selecionados 37 cordeiros, com idade variando entre 105 e 120
dias de idade, sendo da raca Suffolk 15 machos e da ragca Santa Inés 10
fémeas e 12 machos, com peso médio de 21,99 kg e procedentes de duas
diferentes propriedades comerciais da Regido de Aragatuba, Sdo Paulo, Brasil.

Os ovinos negativos para nematoides gastrintestinais foram
aleatoriamente distribuidos e alojados em baias de acordo com a raga por todo
o experimento. Os ovinos foram mantidos em seis baias cobertas com piso de
cimento com 15 m? (taxa de lotagéo 0,5 animal/mz), alimentados duas vezes ao
dia com concentrado comercial (400 g/animal/dia), feno (500g/animal/dia) e

agua a vontade.
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2.2 Delineamento experimental

Apds um periodo de sete dias de adaptacdo as baias, todos os ovinos
foram desverminados utilizando Monepantel (Zolvix, Vericore Ltd- Novartis,
Reino Unido) na dose de 2,5 mg/kg. Sete dias apdés a desverminacéo, a
higidez dos ovinos foi comprovada pela auséncia de ovos de nematoides nas
fezes ou de qualquer alteracdo nos exame clinico geral e laboratorial
(hemograma completo, concentracdo plasmatica de &acido urico, albumina,
alanina aminotransferase, aspartato aminotransferase, bilirrubina total,
colesterol, creatinina, globulina, proteina total, triglicerideos e ureia).

Uma vez comprovada a higidez dos ovinos, todos os ovinos foram
inoculados por via oral com 5.000 larvas infectantes (L3) de H. contortus
segundo protocolo de Ueno e Gongalves (1998). As larvas infectantes de H.
contortus oriundas de duas ovelhas adultas da raca Dopper foram cedidas pelo
Laboratério de Parasitologia da FMVA-UNESP. Imediatamente antes (dia 0),
28, 34 e 42 dias ap6s da inoculagao das larvas infectantes, de todos os ovinos
foi quantificada a carga parasitaria, o volume globular do sangue total e os
biomarcadores de estresse oxidativo plasmatico (EREL, 2004; EREL, 2005).

2.3 Colheita e acondicionamento das amostras

Utilizando-se  agulhas  hipodérmicas (1,20x40mm) e seringas
descartaveis, colheram-se 10 mL de sangue total, sendo oito mililitros
acondicionados em tubo heparinizado (10 Ul heparina/mL de sangue) para
realizagdo das analises bioquimicas plasmaticas como o perfil bioquimico,
determinacdo da capacidade antioxidante total (TAC), capacidade oxidante
total (TOC) e peroxidagao lipidica plasmatica. O plasma obtido foi armazenado
a -20°C e protegido da luz até o momento das analises por um periodo maximo
de dois meses. Outros dois mL de sangue total foram acondicionados em tubos

plasticos contendo 40uL Na;EDTA a 10% para realizagdo do hemograma.
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As amostras de fezes de cada ovino foram obtidas diretamente da
ampola retal e acondicionadas refrigeradas a 4°C até o momento da realizagdo
do exame coproparasitolégico. Os hemogramas e exames coproparasitolégicos

foram realizados em até cinco horas ap6s a colheita.

2.4 Analises laboratoriais

A concentracao total de leucécitos, eritrécitos e hemoglobina foi obtida
com auxilio de contador eletrénico de células sanguineas veterinario (BC-2800
Vet, Shenzehen Mindray Bio-Medical Eletronics Co., Nanshan, China). O
volume globular foi obtido pelo método microcapilar de Strumia (centrifugacéo
12700 G por 10 minutos).

Todas as andlises bioquimicas plasmaticas foram realizadas em
analisador bioquimico automatizado (BS 200, Shenzhen Mindray Bio-Medical
Eletronics Co., Nanshan, China), previamente calibrado com calibrador
comercial e controles niveis | e Il (Biosystems, Barcelona, Espain). Utilizando
conjunto de reativos comerciais (Biosystems, Barcelona, Espain), foi
mensurada a concentracdo plasmatica de acido urico pelo método enzimatico
(uricase/peroxidase); albumina pelo método do verde de bromocresol; alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) pelo método
enzimatico UV (urease/glutamato desidrogenase); bilirrubina total pelo método
sulfanilico diazotado; colesterol pelo método enzimatico oxidase/peroxidase;
creatinina pelo método cinético (picrato alcalino); proteina total pelo método do
biureto; triglicerideos pelo método do glicerol fosfato oxidase/peroxidase e ureia
pelo método enzimatico UV (urease/glutamato desidrogenase).

Todas as reagbes bioquimicas foram processadas a 37°C conforme
orientagcbes dos fabricantes, sendo o teor de globulina determinado pela

diferenga entre proteina total e albumina.
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2.5 Quantificagdo dos marcadores de estresse oxidativo

As quantificagdes da capacidade de antioxidante total e da concentracéo
de oxidante total plasmatica foram realizadas em analisador bioquimico semi-
automatizado Labquest (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil). A TAC foi
mensurada pelo método de inibicdo de formagdo de cation de ABTS® (2,2-
azino-bis  3-ethylbenz-thiazoline-6-sulfonic ~acid). Os resultados foram
expressos em mmol de equivalente de Trolox/L apdés comparacao das
amostras com uma curva padrdo com diversas concentracdes de Trolox
(EREL, 2004).

Obteve-se a TOC plasmatica por calorimetria com o uso de Laranja de
xilenol, sal dissoédico (Sigma, Aldrich, S&o Paulo, Brasil). Os resultados foram
expressos em pmol de perdéxido de hidrogénio equivalente/L, antes da
comparagao das amostras com a curva padréo de concentragdes variadas de
perdoxido de hidroxido (EREL, 2005). Ja, o indice de estresse oxidativo
(TOC/TAC) foi obtido seguindo as recomendacdes de Aycicek et al., (2005).

A peroxidacéo lipidica plasmatica foi determinada pela quantificacao das
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), utilizando conjunto de
reativo comercial (TBARS Assay Kit, ZeptoMetrix Corporation, USA) com
auxilio de uma leitora automatica (Robonik, Elisa Plate Analyser, India) de
microplacas de 96 pocgos (TPP®, Tissue culture testplate 98 F, Europa) e

absorbancia 540 nm.

2.6 Exames coproparasitologicos

A carga parasitaria foi estimada quantificando a quantidade de ovos de
nematoide por grama de fezes (OPG), conforme técnica de Gordon & Whitlock,
modificada (1939). A coprocultura foi realizada segundo recomendagbes de

Roberts & O’Sullivan (1950). As larvas infectantes obtidas foram identificadas
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de acordo com Ueno e Gongalves (1998) e a inoculagéo foi realizada por via

oral, com 5.000 L3, em dose unica conforme descrito em Le Jambre (1983).

2.7 Analise estatistica

Apds os estudos das distribuicbes das variaveis quanto a normalidade
(teste Shapiro-Wilk) e homocedasticidade (teste de Bartlett), conforme
preconizado por Zar (1984). Para determinar a significAncia dos momentos
entre animais da mesma raga, foram utilizados os testes de Friedman e
ANOVA para as variaveis ndo paramétricas e paramétricas, respectivamente.

Para determinar a significancia quanto a diferenca racial entre momentos
iguais formam utilizados o teste t pareado para variaveis paramétricas e o teste
de Mann Whitney para as variaveis ndo paramétricas. Para correlagado entre as
variaveis paramétricas foi determinado o coeficiente de Pearson e para
variaveis ndo paramétricas o coeficiente de Sperman. As analises estatisticas
supracitadas foram feitas com auxilio de um programa computacional

estatistico (Graph Pad Prism 5, Software) considerando significante p<0,05.

3 RESULTADOS

3.1 Diferenc¢a da carga parasitaria pos-infecgao com H. contortus em
ovinos das ragas Suffolk e Santa Inés

Sete dias ap6s a desverminacao, a contagem de OPG zerou (dia 0) e se
manteve zerada até o dia 11 pos-infecgdo, comprovando a eficiéncia do
tratamento com o anti-helmintico Monepantal. Antes da inoculagdo das larvas
infectantes de H. contortus (dia 0) ndo foram observadas altera¢cdes no exame
clinico geral e os valores do hemograma e do perfil bioquimico plasmatico
estavam dentro da faixa de normalidade da espécie (JAIN, 1986; KANEKO et

al., 2008). Vinte e dois dias apds a inoculagéo das larvas infectantes, todos os
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ovinos de ambas as ragas apresentaram resultados positivos para contagem
de OPG, comprovando o sucesso do protocolo de infec¢ao experimental.
Comparado ao momento pré-infecgdo (dia 0), o OPG aumentou
significativamente nos dias 22, 28, 34 e 42 pés-infecgdo em ambas as ragas. A
carga parasitaria, em ambas as racas, atingiu valores maximos 42 dias apos a
infecgdo. Durante todo o periodo experimental os valores de OPG foram
maiores na raga Suffolk quando comparado ao da raga Santa Inés, porém tal

diferenca sé foi significativa no 28° dia pos-infec¢ao (Tabela 1).

Tabela 1- Médias e desvios padrao da contagem de ovos nas fezes (OPG), dos marcadores de
estresse oxidativo e do volume globular sanguineo dos ovinos Suffolk (S) e Santa
Inés (Sl), antes (dia 0) e depois de infectados com 5000 larvas L3 de H. contortus

Variaveis Raca Dia 0 Dia 28pi Dia 34pi Dia 42pi
OPG S 0,00 + 0,00" 92,06 + 232,30 74,82 +136,56" 277,64 + 371,89
Sl 0,00 + 0,00" 11,68 + 5,94 40,30 169,70 24,43 + 254,91
TOC/TAC S 7,64 + 2,834 8,84 + 4,08 10,24 4,25 4,25 £1,29"
(pmol/L) Sl 8,35 + 3,77 6,41 +1,61% 8,51+ 2,38" 6,67 +1,13%
S 30,04 + 4,38 37,94 5,16 29,38 + 3,07 29,40 + 4,74
TOC (umolit) Sl 26,57 +5,41%° 38,39 + 7,04 26,55 +2,81%° 29,84 + 4,62
S 0,44 + 0,147 0,51 0,21 0,30+ 0,06 " 0,73+0,14%°
TAC (mmolll) Sl 0,38 £ 0,12°* 0,62+ 0,11%° 0,32+ 0,05 Ca 0,46 + 0,08%°
TBARS S 22,32 + 8,78 33,90 £ 15,22 38,78 £ 31,81 35,44 £ 37,73"
(umol/L) Sl 19,34 0,77 41,81 £ 29,13 54,94 + 42,39® 27,47 £ 21,19"*
Acido urico S 0,09 + 0,03" 0,05 + 0,02"* 0,07 +£0,04"% 0,09 + 0,05
(mg/dL) Sl 0,10 £ 0,05 0,04 +0,02"° 0,06 + 0,04"° 0,10 £ 0,04
Albumina S 35,67 + 5,35 34,35 + 2,36™ 31,46 + 2,72 32,49 £ 4,217
(mg/dL) Sl 27,52 £ 3,18"° 30,71 £2,24"° 27,69 £ 2,68 30,69 £ 5,75
Bilirrubina S 0,36 £ 0,18"* 0,42 + 0,06" 0,31 +0,12°® 0,25 +0,07°
Total (mg/dL) SI 0,29 + 0,07 0,39 £ 0,05™ 0,26 + 0,06"* 0,18 £ 0,06°
Volume S 33,33 £ 3,31 34,93 + 2,92 32,93 £ 3,90"* 31,20 + 3,76
Globular (%) Sl 30,95 £ 5,51 32,00 £2,83" 29,32 +2,98%" 26,86 + 2,36°

S- Suffolk; SI-Santa Inés; OPG- ovos por grama de fezes; pi- pos- infecgéo

*Letras diferentes e mailusculas na mesma linha, diferem entre si quanto aos momentos da mesma raga
(p<0,05). Letras diferentes e minusculas, na mesma coluna, diferem entre si quanto a diferenga racial do

mesmo momento (p<0,05).
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3.2 Variacao dos marcadores de estresse oxidativo pés-infecgao com H.
contortus

No dia pré-infec¢ao (dia 0), o TOC e a albumina plasmatica de ovinos da
raca Suffolk foi significativamente maior do que da raca Santa Inés, nao
havendo outras diferengas raciais quanto aos demais marcadores de estresse
oxidativo (Tabela 1).

Durante o periodo po6s-infecgdo o status antioxidante variou com a racga
e de acordo com o momento da infeccdo. De modo geral, o indice de estresse
oxidativo aumentou do dia 28 aos 34 e diminuiu no 42° dia pés-infecgéo, porém
em relagcdo ao momento pré-infeccao, estas alteracbes néo foram significantes
(Tabela 1).

No 28° dia pos-infecgdo, na raga Santa Inés, ndo obstante tenha
ocorrido um aumento significativo de TOC, foi observada uma discreta
diminuicdo do indice de estresse oxidativo associada a um aumento
significativo de TAC, albumina e de bilirrubina total no plasma (Tabela 1).
Diferentemente, neste mesmo momento, ovinos da raga Suffolk, apresentaram
uma discreta elevagao do indice de estresse oxidativo que coincidiu com um
significativo aumento de TOC e diminuigdo do antioxidante acido urico. Em
ambas as ragas foram observadas aumento da peroxidacao lipidica plasmatica,
sendo, porém os valores de TBARS foram significantes apenas na raca Santa
Inés.

Com o avangar da infecgdo, no 34° dia pés-infec¢ao, foram observados
0os maiores valores de peroxidacéo lipidica plasmatica e do indice de estresse
oxidativo em ambas as racgas, entretanto, s6 foi significativo o aumento de
TBARS em ovinos da raga Santa Inés em relagao ao momento pré-infeccao e o
maior do indice de estresse oxidativo em Suffolk que na Santa Inés.

Neste estagio o aumento do indice de estresse oxidativo em ambas as
ragas coincidiu com a diminui¢gdo de TAC e bilirrubina. Quando comparado ao
dia 0, tal elevagéo do indice de estresse oxidativo (TOC/TAC) na raga Suffolk,

€ concomitante com a diminuigdo plasmatica de bilirrubina total, acido urico e
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TAC, assim como um decréscimo significativo de albumina. Ja, em ovinos da
raca Santa Inés o aumento do indice de estresse oxidativo se deve a
diminuigéo plasmatica de TAC, bilirrubina total e ha um decréscimo significativo
do acido urico.

Posteriormente, em relagdo ao dia 0, ovinos com 42 dias poés-infecgao,
de ambas as ragas, apresentaram diminuicdo do indice de estresse oxidativo
concomitante ao aumento de TAC. Houve também a diminuicdo da
peroxidacdo lipidica plasmatica em ovinos da raga Santa Inés, quando
comparado ao momento anterior (dia 34). Dentre os antioxidantes endégenos
mensurados, nenhum aumentou de modo significativo neste estagio da
infecgéo. Ja, o TOC diminuiu significativamente apenas em relacao ao dia 28.

As diferencas raciais foram demonstradas com a presenca da menor
peroxidacdo lipidica plasmatica concomitante aos significantes, e maiores
valores do indice de estresse oxidativo e menores valores de TAC, albumina e

bilirrubina em os ovinos da raga Santa Inés. (Tabela 1).

3.3. Correlagao entre o aumento da carga parasitaria, o estresse oxidativo,
a anemia e hipoalbuminemia em ovinos infectados experimentalmente por
H. contortus

O aumento do indice de estresse oxidativo acompanhou o aumento da
carga parasitaria até o 34° dia pds-infecgdo em ovinos da raga Suffolk, fato ndo
observado na raga Santa Inés. Esta, por sua vez, apresentou os menores
indices de estresse oxidativo quando possuia a menor carga parasitaria (28
dias) e a maior (34 dias) (Tabela 1). O pico do indice de estresse oxidativo
observado durante esse periodo da parasitose coincide com o declinio da TAC
plasmatica em ambas as ragas.

Ja, o pico da carga parasitaria estimada pelo OPG ocorreu com 42 dias
apos a infecgdo, momento em que houve o menor indice de estresse oxidativo

e maior elevacao do TAC plasmatico. Nao obstante, no 28° dia pds-infecgédo o
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OPG se correlacionou apenas com o TOC (r=0,58; p=0,0245) em ovinos da
raca Suffolk e com a bilirrubina total (r= 0,49; p= 0,0200) na raga Santa Inés.

O aumento da carga parasitaria ao longo do periodo pés-infecgao
promoveu em ambas as ragas um declinio progressivo do volume globular (VG)
sanguineo (Tabela 1). Tal declinio do VG coincide com os maiores indices de
estresse oxidativo e maior concentracdo de TBARS. Em ovinos da raga Santa
Inés, a diminuicao de VG foi significativa apenas 42 dias pés-infecc¢ao, fato nao
verificado na raca Suffolk (Tabela 1).

O efeito espoliador de sangue do Haemonchus spp sobre a
concentragéo plasmatica de albumina sé foi significante em ovinos da raca
Suffolk com 34 dias pés-infecgcédo, sendo que neste momento ocorreu o maior

indice de estresse oxidativo e maior peroxidacgao lipidica do plasma (Tabela 1).

4 DISCUSSAO

4.1 Ovinos da raga Santa Inés sdo mais resistentes que os da raga Suffolk
a infecgcao experimental por H. contortus

Apesar do grande interesse em selecionar ragcas de ovinos mais
resistentes a hemoncose, pouco se sabe a respeito e sobre quais os
mecanismos envolvidos neste processo de resisténcia parasitaria. Diferenca
quanto a carga parasitaria estimada pelo OPG entre ovinos de diversas racgas
(AMARANTE et al., 2004;; BASSETO et al., 2009; BRICARELLO et al., 2004;
NICOLODI et al., 2010) ja foram relatadas anteriormente. H4 uma Unica
evidéncia de que ovinos jovens da raga Santa Inés, comparados a Suffolk, sao
naturalmente mais resistente a verminose gastrintestinal (AMARANTE et al,
2004).

O maior OPG observado na raga Suffolk em todo o periodo da infecg¢ao
experimental indica que ovinos da ragca Santa Inés de fato sejam mais
resistentes ao H. contortus, concordando com as observagdes realizadas a

campo por AMARANTE et al. (2014). Entretanto, o fato de que a diferenca



45

racial em relagdo ao OPG sé tenha sido observada no dia 28 péds-infecgéao,
sugere que as condicbes de manejo adotado no estudo experimental
minimizaram as diferengas entre racas quanto a resisténcia parasitaria. Neste
sentido é razoavel supor que nas condigbes experimentais e de confinamento
nas quais o presente estudo foi realizado, a diferenca de resisténcia parasitaria
entre as duas racas estudas foram menores que o relatado em estudo
realizado a campo por AMARANTE et al. (2014).

4.2 O estresse oxidativo aumenta durante a infecgao com H. contortus e
varia conforme a raga

No dia pré-infeccao (dia 0) o status antioxidante das duas racas foram
similares, o indice de estresse oxidativo n&o diferiu apesar entre ovinos das
racas Santa Inés e Suffolk apresentarem diferencas quanto ao TOC e a
albumina plasmatica. Nao obstante tais diferencas, todos os parametros
bioquimicos e hematolégicos mensurados ficaram dentro do intervalo de
normalidade descrita para espécie (KANEKO, 2008; JAIN, 1986), confirmando
a boa condicdo clinica e nutricional dos animais selecionados antes da
infeccdo. Nao foi encontrada na literatura valores de TOC e indice de estresse
oxidativo em ovinos, sendo este parametro provavelmente quantificado pela
primeira vez na espécie.

Pouco se sabe sobre o estresse oxidativo na infec¢gdo por parasitos
gastrintestinais e os estudos existentes apenas se limitaram a quantificar a
diminuicdo de alguns antioxidantes isoladamente ou da TAC (LIGHTBODY et
al., 2001; NICOLODI et al., 2010). O aumento da produgdo do oxidante
superéxido em larvas infectantes de H. contortus foi observado in vitro
(HADAS; STANKIEWICZ,1998), porém ndo ha registro de outros estudos que
tenham quantificado o TOC em ovinos.

No dia 28 pés-infecgéo, ja passado o periodo de pré-patente de até 21
dias (BRICARELLO, et al., 2002), em ambas as ragas o estresse oxidativo foi

detectado pelo aumento de TOC e peroxidagao lipidica plasmatica. A relagao
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TOC/TAC, proposta por Aycicek et al. (2005) como um marcador mais sensivel,
nao foi capaz de expressar o estresse oxidativo neste momento pés-infecgéo.
Os ovinos da ragca Suffolk apresentaram diminuicdo de &cido urico sem
aumento da peroxidacdo lipidica, enquanto que na raga Santa Inés foi
observada elevagédo da peroxidacao lipidica apesar do aumento de TAC, da
albumina e da bilirrubina total plasmatica. A diminuicdo por consumo do
antioxidante acido urico plasmatico ja havia sido demonstrada em outras
condi¢des de estresse infeccioso (ALMEIDA et al., 2013), porém n&o descrita
em parasitoses gastrintestinais.

O avanco da infec¢cdo por H. contortus promoveu um aumento do
estresse oxidativo, sendo observados os maiores valores de peroxidacao
lipidica plasmatica e do indice de estresse oxidativo em ambas as racas no dia
34 pés-infeccdo. Neste estagio da infeccéo, a relagdo TOC/TAC foi maior em
ovinos da raga Suffolk e coincidiu em ambas as racas com a diminuicdo de
TAC, acido urico e bilirrubina. A diminuigcdo de TAC ja havia sido descrita em
ovinos infectados com T. circumcincta (LIGHTBODY et al., 2001) e H. contortus
(LEAL et al.,, 2014). Comparado ao momento anterior (28 dias), onde o
estresse oxidativo deveu-se ao marcante aumento de oxidante (TOC), neste
estagio mais avangado da infeccdo o status antioxidante foi afetado pelo
decréscimo do TAC. E provavel que o declinio de TAC (34 dias) tenha sido
resultante do consumo de antioxidante causado o pico TOC observado no
momento anterior da infecg¢ao (28 dias).

A albumina é um importante antioxidante endégeno (LUCENA, 2010) e a
maior peroxidacao lipidica observada em ovinos Santa Inés, pode ser explicada
em parte, pela presenca da menor concentracdo de albumina nesta raca que
na Suffolk. J& a diminuigdo da concentragdo plasmatica do antioxidante
bilirrubina tem sido descrito em outras causas de estresse oxidativo em
humanos (NEUIIL; STOCKER, 1993) e, portanto também pode ter contribuido
para o aumento do indice de estresse oxidativo. Porém ha de se considerar
que parte da bilirrubina do sangue € ligada a albumina (NEUIIL; STOCKER,
1993) e que o declinio dessa proteina plasmatica causada pela acao
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hemato6faga da H. contortus (NICOLODI et al., 2010) pode ter contribuido para
diminuicéo desse pigmento antioxidante.

No estagio mais avancado da infeccdo por H. contortus (42 pos-
infeccdo) foram observados os menores indices de estresse oxidativo, os
maiores valores de TAC e concomitante decréscimo da peroxidacao lipidica,
sugerindo uma resposta mais eficaz do sistema antioxidante ao estresse
oxidativo causado pela infecgdo. E aceito que Infeccbes parasitarias causam
danos teciduais responsaveis pela maior produgdo de ERO (WOLKMER et al.,
2009). Considerando que neste estagio mais avangado da infeccdo foi
observada a maior carga parasitaria e a menor relacdo TOC/TAC, € razoavel
supor que o estresse oxidativo observado nos momentos anteriores da
infeccdo seja consequéncia em parte das lesdes teciduais geradas na fase
migratoria das larvas infectantes e das lesdes da mucosa gastrica ocasionadas
pelas formas adultas de H. contortus.

Provavelmente esta é uma das primeiras evidéncias de que o H.
contortus causa estresse oxidativo e de que na hemoncose ovina o status
antioxidante varia com a raca e com o momento da infec¢do. Entretanto, os
resultados obtidos n&o permitem afirmar que a maior resisténcia ou
susceptibilidade racial ao H. contortus se deve ao desequilibrio entre
antioxidante e oxidante, sendo necessarias mais investigacdes sobre este

tema.

4.3 Correlagao entre o aumento da carga parasitaria, o volume globular do
sangue, a hipoalbuminemia e o estresse oxidativo em ovinos infectados
com H. contortus

Ha evidéncias de que a lesdo causada por larvas de H. contortus
promove aumento de oxidantes a partir da ativacdo da producéo de superoxido
em ovinos (HADAS; STANKIEWICZ,1998) e que larvas infectantes de
Strongyloides papilosus mortas ap6s a desverminagdo também estimulam a

producdo espécies reativas de oxigénio até que os seus restos sejam
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totalmente eliminados (DIMITRIJEVIC et al., 2012). Esta seria a provavel
explicagdo para o fato dos ovinos Suffolk, mais susceptiveis a hemoncose,
tenham apresentado um TOC significativamente maior mesmo apds o
tratamento anti-helmintico ter zerado a sua carga parasitaria.

Segundo Dimitrijevic et al., (2012) o grau de danos oxidativos depende
da intensidade da infeccdo parasitaria. Fortalecendo a hipotese de que ha
relacédo entre a hemoncose e o estresse oxidativo, no presente estudo o
aumento do indice de estresse oxidativo pode ter ocorrido como consequéncia
ao aumento proporcional da carga parasitaria do dia 28 ao o 34° dia pds-
infecgéo. Ja, o pico do estresse oxidativo pode ter refletido no declinio da TAC
plasmatica em ambas as racas, sugerindo um consumo de antioxidante neste
momento pos-infec¢ao (34 dias), uma vez que houve no momento anterior um
aumento significativo de oxidante. Entretanto, durante o pico da carga
parasitaria (42 dias pdés-infeccédo) foi verificado o menor indice de estresse
oxidativo e maior elevacdo do TAC plasmatico. Este resultado aparentemente
contraditorio sugere que o status antioxidante sofre um desequilibrio causado
pelo aumento de oxidantes na fase inicial da infeccdo por H. contortus. E
provavel que o aumento inicial de TOC (dia 28) tenha causado a queda
transitoria de antioxidante no momento posterior (dia 34) o quer promoveu no
hospedeiro um aumento da sintese de antioxidante capaz de diminuir o
estresse oxidativo no dia 42 pds-infecgéo.

Estudos demonstraram a necessidade de defesas antioxidantes eficazes
para o desenvolvimento de imunidade contra a infecgdo por parasitos
gastrintestinais (AU YEUNG, 2005; RAO et al., 2001; SMITH et al., 2005). E
necessario considerar que tanto a produgdo de ERO como de antioxidantes
sdo importantes componentes na resisténcia do hospedeiro contra infecgbes
gastrintestinais (BEN-SMITH et al., 2002; DZIK, 2006; KOTZE, 2003).
Mudangas na expressdo de genes-chave relacionados com a producdo de
oxidantes e antioxidantes em ovelhas resistentes e néo resistentes infectadas
por H. contortus comprovam que ovelhas hiperimunizadas apresentam uma

resposta inflamatoria especifica, caracterizada por um aumento na expressao
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de moléculas relacionada com a producdo de oxidantes e de antioxidantes
(LEE et al., 2011). Ovinos Santa Inés apresentaram menor carga parasitaria,
menor indice de estresse oxidativo, menor TOC e maior TAC quando
comparado ao Suffolk. Tais resultados sustentam a hipdtese de que a raca
Santa Inés é mais resistentes ao H. contortus por possuir maior capacidade
antioxidante que a racga Suffolk.

O fato de nao ter sido verificado qualquer correlacao significativa entre a
carga parasitaria estimada pelo OPG e os marcadores de estresse oxidativo,
exceto uma correlagcdo com TBARS (Suffolk) e com a bilirrubina (Santa Inés),
sugere que o ponto crucial da relagéo entre o status antioxidante e a infecgéo
ocorra na fase pré-patente e na fase mais avancada da infec¢cédo, quando os
sintomas causados pela acdo hematéfaga do H. contortus é mais marcante.
Alguns resultados apoiam parcialmente nossa hipétese inicial que devido a
acao hematéfaga do H. contortus a capacidade antioxidante eritrocitaria e da
albumina poderia contribuir para o estresse oxidativo em ovinos infectados.
Neste sentido, coincidente ao aumento da carga parasitaria pés-infeccao, em
ambas as racas estudadas, foi observado um declinio progressivo do volume
globular do sangue (VG), sendo esta queda mais evidente em ovinos da racga
Santa Inés. Este efeito espoliador de sangue das larvas de H. contortus sobre o
VG ja havia sido relatado (AMARANTE et al., 2004; BASSETTO et al., 2009;
BRICARELLO et al., 2002). Em ambas as ragas o declinio do VG coincidiu com
0os maiores indices de estresse oxidativo e maior concentragcdo de TBARS.
Estes resultados sdo concordantes com outro estudo onde cordeiros infectados
experimentalmente com H. contortus apresentaram aumento do TBARS
plasmatico (DO REO LEAL et al., 2010).

Ja a albumina que € o principal antioxidante endoégeno do plasma
(CERQUEIRA et al., 2007), sendo a hipoalbuminemia um achado comum em
ovinos infectados por H. contortus (NICOLODI et al.,2010). No presente estudo
o efeito espoliador de sangue do H. contortus sobre a concentragédo plasmatica
de albumina foi significante em ovinos Suffolk 34 dias pés-infec¢ao, sendo que

neste momento ocorreu o maior indice de estresse oxidativo e maior
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peroxidacédo lipidica do plasma. Estes resultados sugerem que a
hipoalbuminemia pode contribuir para aumento do estresse oxidativo na
haemoncose ovina e reforca a importédncia da boa nutricdo no controle de
verminoses, fortalecendo o conceito de que ovinos desnutridos possam sofrer

maior estresse oxidativo nas infecgbes parasitarias.

5 Conclusao

A infeccao experimental por H. contortus causa estresse oxidativo e este
varia com a raga e com o0 momento da infec¢cdo. Na fase inicial da infecgao por
H. contortus, em ovinos, ocorre um aumento da producédo de oxidantes que
acarreta um consumo significativo de antioxidante seguido por um aumento de
sintese de antioxidante capaz de controlar o estresse da infeccao.

Ovinos da raca Sulffolk demonstraram ser menos resistente ao H.
contortus que os da raca Santa Inés n&o obstante detenham um melhor status
oxidativo, menor estresse oxidativo e a menor carga parasitaria. Ja, durante da
infecgdo por H. contortus, a anemia e a hipoalbuminemia ndo se correlaciona
com a carga parasitaria e nao contribuindo assim de modo significante para o

estabelecimento do estresse oxidativo.
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