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DETERMINACAO DA RELACAO ENTRE HAPLOTIPOS DA B-GLOBINA OVINA E
RESILIENCIA A INFECCAO POR HAEMONCHUS CONTORTUS NAS RACAS
SANTA INES, TEXEL E WHITE DORPER

RESUMO

A selecao de ovinos portadores do alelo Hb-A da B- globina ovina pode ser uma
ferramenta de controle das infec¢cdes por Haemonchus contortus, nematdédeo
gastrintestinal responséavel pela doenca hemoncose, visto que animais Hb-AA e Hb-
AB sintetizam a B- globina juvenil, que possui maior afinidade pelo oxigénio, em
situacdes de anemia ou hipoxia. O presente estudo foi realizado na Embrapa Pecuaria
Sudeste e objetivou relacionar o efeito dos diferentes haplétipos da B- globina ovina
(Hb- AA, Hb-AB e Hb-BB) com os fendtipos de resisténcia frente a infeccédo por H.
contortus. Foram coletadas amostras sanguineas de 180 matrizes, sendo 61 da raca
White Dorper (DO), 60 Santa Inés (SI) e 59 Texel (TX), além de 123 cordeiros, sendo
28 DO, 42 Sl e 53 TX, para a conseguinte extracao de DNA e qPCR utilizando sonda
de hidrdlise para a identificagao dos haplétipos da - globina. Os diferentes haplétipos
foram relacionados com a contagem de ovos por grama de fezes (OPG), volume
globular (VG), grau FAMACHA e escore corporal em matrizes e cordeiros, assim como
ganho de peso em cordeiros. As frequéncias genotipicas dos hapl6tipos da - globina
para matrizes e cordeiros foram, respectivamente: 21,7% e 21,4% Hb-AA, 50% e 50%
Hb-AB e 28,3% e 28,6% Hb-BB em SI; 0% e 0% Hb-AA, 18,6% e 9,4% Hb-AB e 81,4%
e 90,6% Hb-BB em TX; e 0% e 0% de Hb-AA, 13,1% e 0% Hb-AB e 86,9% e 100%
de Hb-BB em DO. Nas matrizes, o VG médio diferiu (p<0,05) entre os trés haplétipos,
com VG mais elevado em animais Hb-AA, seguido por Hb-AB e Hb-BB. Ao considerar
cada raca separadamente, as matrizes Hb-AA Sl apresentaram VG mais elevado
(p<0,05), destacando que mesmo ao comparar ovinos de uma mesma raga, 0S
animais com haplétipo Hb-AA mostraram desempenho superior. Cordeiros de
haplotipo Hb-AA exibiram VG médio mais elevado (p<0,05) em comparacdo aos Hb-
AB e Hb-BB, que ndo diferiram entre si. O mesmo resultado foi encontrado em
cordeiros Sl ao analisar cada raca separadamente. Ndo foram observadas
associacdes significativas entre os haplétipos da B-globina e os demais parametros
fenotipicos. No entanto, dado que a anemia é o principal sinal clinico de hemoncose,
os resultados encontrados reforcam que ovinos portadores do haplétipo Hb-AA da -
globina sdo mais resilientes a hemoncose, contribuindo futuramente como uma
ferramenta pioneira de melhoramento genético.

Palavras-chave: Hemoncose, ovinos, volume globular.



DETERMINATION OF THE RELATIONSHIP BETWEEN SHEEP B-GLOBIN
HAPLOTYPES AND RESILIENCE TO HAEMONCHUS CONTORTUS INFECTION
IN SANTA INES, TEXEL AND WHITE DORPER BREEDS

ABSTRACT

The selection of sheep carrying the Hb-A allele of ovine B-globin could be a tool for
controlling infections by Haemonchus contortus, a gastrointestinal nematode
responsible for the disease haemonchosis, given that Hb-AA and Hb-AB animals
synthesize juvenile B-globin, which has a higher affinity for oxygen under conditions of
anemia or hypoxia. This study was conducted at Embrapa Pecuaria Sudeste and
aimed to relate the effect of different haplotypes of ovine p-globin (Hb-AA, Hb-AB, and
Hb-BB) with phenotypes of resistance to H. contortus infection. Blood samples were
collected from 180 ewes, including 61 White Dorper (DO), 60 Santa Inés (Sl), and 59
Texel (TX), as well as 123 lambs, including 28 DO, 42 SlI, and 53 TX, for subsequent
DNA extraction and gPCR using hydrolysis probes for haplotype identification of (3-
globin. The different haplotypes were related to egg counts per gram of feces (EPG),
packed cell volume (PCV), FAMACHA score, and body condition score in ewes and
lambs, as well as weight gain in lambs. The genotypic frequencies of (3-globin
haplotypes for ewes and lambs were, respectively: 21.7% and 21.4% Hb-AA, 50% and
50% Hb-AB, and 28.3% and 28.6% Hb-BB in Sl; 0% and 0% Hb-AA, 18.6% and 9.4%
Hb-AB, and 81.4% and 90.6% Hb-BB in TX; and 0% and 0% Hb-AA, 13.1% and 0%
Hb-AB, and 86.9% and 100% Hb-BB in DO. In ewes, the mean PCV differed (p<0.05)
among the three haplotypes, with higher PCV in Hb-AA animals, followed by Hb-AB
and Hb-BB. When considering each breed separately, Hb-AA S| ewes had higher PCV
(p<0.05), highlighting that even within the same breed, animals with the Hb-AA
haplotype showed superior performance. Hb-AA lambs exhibited higher mean PCV
(p<0.05) compared to Hb-AB and Hb-BB, which did not differ from each other. The
same result was found in S| lambs when analyzing each breed separately. No
significant associations were observed between [(-globin haplotypes and other
phenotypic parameters. However, since anemia is the main clinical sign of
haemonchosis, the results found reinforce that sheep with the Hb-AA [3-globin
haplotype are more resilient to haemonchosis, potentially contributing as a pioneering
tool for genetic improvement in the future.

Keywords: Haemonchosis, sheep, packed cell volume.
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CAPITULO 1- Consideracdes gerais

1. INTRODUCAO

A ovinocultura é praticada em quase todo o0 mundo, devido ao seu alto poder
de adaptacéo a diferentes climas e sistemas de producao (Bhatt e Abassi, 2021).
Atualmente existem 5.073.324 estabelecimentos agropecuarios no Brasil, dos quais
525.882 (10,4%) incluem a criacdo de ovinos como atividade produtiva, totalizando
um rebanho de 21.514.274 animais (ovelhas e carneiros), patamar que coloca o pais
como o0 10° maior rebanho do mundo, sendo a Bahia o maior estado produtor (IBGE,
2022).

Todos os sistemas de producdo animal estdo sujeitos a doencas parasitarias e
seus consequentes prejuizos (Bishop, 2012). Na ovinocultura, o grande obstaculo que
causa sérias perdas econdmicas, € o nematddeo gastrintestinal (NGI) Haemonchus
contortus (Almeida et al., 2010; Amarante, 2014; Lins et al., 2022), principal espécie
gque parasita ovinos em regides tropicais (Amarante, 2014), perfazendo
aproximadamente 80% da carga parasitaria (Arosema et al.,, 1999). Com alta
patogenicidade, o helminto é responsavel pela hemoncose, doenca limitante para o
desenvolvimento geral do setor de pequenos ruminantes, devido a reducao da
produtividade, alta mortalidade, morbidade e custo de tratamento (Rahal et al., 2022).

O controle dos NGI dependeu por muitos anos de trés classes principais de
compostos anti-helminticos (AH): benzimidazois (BZs), lactonas macrociclicas (LMs)
e imidotiazois (IMs) (Mate et al., 2022) e devido a administracéo frequente e muitas
vezes indiscriminada, resultou em altos niveis de resisténcia, tornando os nematddeos
multirresistentes um problema mundial (Love et al., 2003; Williamson et al., 2011;
Lamb et al., 2017; Kotze et al., 2018; Kaplan, 2020). A situacdo atual de resisténcia
inclui até os medicamentos lancados mais recentemente, como o monepantel
(Albuquerque et al., 2017).

Com isso, é imprescindivel a busca por métodos de suporte ao controle dos
NGI que reduzam a dependéncia do uso de AH. Opc¢des para o controle integrado das

infeccdes por NGI incluem medidas de manejo como gestdo melhorada, boa nutri¢ao,



diagnéstico precoce de doencas e ferramentas de melhoramento genético (Bishop,
2012). Nesse contexto, um meétodo de controle de suporte € a correlacdo dos
diferentes haplétipos da B- globina ovina (Hb- AA, Hb-AB e Hb-BB) com os diferentes
fendtipos de resisténcia e susceptibilidade a infeccéo por H. contortus. Estudos foram
realizados a partir da década de 1960, relatando maior resisténcia a H. contortus em
animais portadores do alelo BA, compreendendo os haplétipos Hb-AA e Hb-AB, com
destaque para o primeiro (Evans et al., 1963; Jilek e Bradley, 1969; Allonby e Urquhart,
1976; Preston e Allonby, 1979; Okino et al.; 2021a; Okino et al., 2021b; Okino et
al.,2023), podendo se tornar, no futuro, uma importante ferramenta de melhoramento

genético na selecado de ovinos resistentes/resilientes.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Crescimento da ovinocultura e potencial das racas Santa Inés, Texel e
White Dorper

O registro mais antigo da introducdo dos ovinos no Brasil consta na carta de
Pero Vaz de Caminha ao Rei de Portugal, tabelido da frota de Pedro Alvares Cabral,
citando-o0s no seguinte trecho “Nao cultivam nem criam animais. Nem um boi aqui, ou
uma vaca, ou uma cabra, ou uma ovelha, ou uma galinha, ou qualquer outro alimento,
gue sirva para os homens viverem”. Na colonizacdo, ovinos e caprinos foram trazidos
nas embarcacdes portuguesas para alimentar os passageiros e tripulantes durante as
viagens e, 0s poucos que chegaram ao continente, se tornaram os primeiros rebanhos
da regido (Guimaraes et al., 2022).

Atualmente a regido Nordeste concentra 68% dos ovinos brasileiros, a regiao
Sul 20% e a Sudeste 3% (Magalhdes et al., 2020). Esses rebanhos apresentam
algumas diferencas, considerando 0s aspectos raciais e sistemas de exploracao
utilizados. Na regido Sul, a ovinocultura baseia-se na producéo conjunta de carne e
1&, cuja principal finalidade é a subsisténcia, sendo considerada uma atividade
secundaria pelos pecuaristas de corte do estado e servindo como alternativa em
situacOes de oscilagcdo do mercado de carne bovina (Matte e Waquil, 2021). No

Nordeste, o rebanho ovino é constituido principalmente por animais deslanados,



destinados a ovinocultura de corte e exploracéo do couro (Marinho et al., 2023), tendo
apresentado crescimento significativo, mesmo com precipitacées abaixo do esperado
na ultima década (Silva et al., 2021). Ja no Sudeste, embora o rebanho ovino ndo seja
tdo numeroso, a atividade € mais tecnificada, tendo sua producéo voltada a demanda
interna de carnes especiais (Zen et al., 2014). Nessa regido, novos produtores
investem na producdo de carne ovina com foco em mercados diferenciados,
especialmente para abastecer redes varejistas e restaurantes de grandes centros
urbanos, como Séo Paulo e Rio de Janeiro (Matte e Waquil, 2021).

Existe no Brasil uma grande diversidade na criacdo de racas ovinas exaticas,
tais como Texel, lle de France, Suffolk e Dorper, bem como de racas nativas
deslanadas adaptadas as condi¢des tropicais, como Santa Inés e Morada Nova,
sendo estas consideradas mais resistentes a verminose (Amarante et al., 2004, Rocha
et al., 2005; Toscano et al., 2020). Em um balanco feito por Bassetto et al. (2024), as
principais racas ovinas criadas nas fazendas do estado de Sao Paulo sdo Santa Inés,
Dorper, lle de France, Texel, Suffolk, White Dorper e seus cruzamentos.

A raca Santa Inés é encontrada em todas as regides do Brasil e € considerada
patrimdnio nativo brasileiro (Landim et al., 2021), possuindo alto valor adaptativo e
reprodutivo, destacando-a no cendrio da ovinocultura de corte, com o diferencial por
apresentar resisténcia acentuada aos NGI (Neto et al., 2018; Bezerra et al., 2022),
especialmente a espécie H. contortus, além de possuir elevada habilidade materna,
boa prolificidade e rapida maturacéo reprodutiva (Balaro et al., 2014). E a maior racga
ovina deslanada brasileira, sendo a mais nhumerosa no Nordeste, uma vez que esta
bem adaptada as condicGes severas do clima semiarido (Sousa, 2013), o que,
adicionalmente, impulsionou sua criacao devido ao menor estresse térmico provocado
pelas alteracBes climéticas (Moura et al., 2019).

Os ovinos lanados da raca Texel originaram-se na Holanda e possuem uma
série de caracteristicas desejaveis, incluindo uma longa vida util, resisténcia ao frio,
precocidade sexual, forte instinto materno, alto percentual de partos multiplos, rapido
crescimento e grande potencial reprodutor para cruzamento com outras racas (Li et
al., 2009). Além disso, a raca possui aptiddo em produzir cordeiros pesados, com

grande proporcéo de musculo, o que a caracteriza como eminente produtora de carne



(Mendonca et al., 2007). Em relacdo aos NGI, essa raca possui resisténcia
intermediaria a H. contortus (Goncalves et al., 2018).

Exatamente os mesmos padrbes de raca sao aplicados a Dorper e White
Dorper. A diferenca entre essas duas racas semi-deslanadas, originarias da Africa do
Sul, se atém unicamente a cor da pelagem: enquanto a Dorper apresenta corpo
branco e cabeca completamente preta, a White Dorper € inteiramente branca (Milne,
2000). As racas possuem pele grossa que as protegem das condi¢Bes climéticas
adversas, sendo muito valorizada no mercado internacional, conhecida com o nome
de Cape Glovers (Otto, 1997). Dispbem também de alta adaptabilidade, taxas de
reproducdo e crescimento excepcionais (alcancando 36 quilos em trés ou quatro
meses), tendo um grande potencial para o corte (Barros et al.,, 2004). Do ponto de
vista comportamental, ambas sédo bastante semelhantes, sendo muito diceis e de facil
manejo (Cardoso et al., 2008) em relacdo a Santa Inés. Todavia sdo altamente
suscetiveis a infeccao por H. contortus (Mugambi et al., 1997; Wanyangu et al., 1997).
Estima-se que a verminose causa decréscimo entre 17% e 27% no ganho em peso
de cordeiros Dorper, criados em pastagem, mesmo quando 0s animais sao tratados
seletivamente com anti-helmintico (Starling et al., 2019).

Segundo Santos e Borges (2019), a demanda por carnes de caprinos e ovinos
em cortes padronizados, bem como por visceras devidamente processadas,
embaladas e comercializadas de forma resfriada ou congelada, vem apresentando
crescimento consideravel nas grandes cidades do Nordeste e Sudeste do Brasil,
principalmente nas areas onde habitam a populacdo com um maior poder aquisitivo.
Em contrapartida, o Ultimo censo agropecuario mostra reducao de 30% na producao
de 1& ovina, de 10 para 7 milhdes de toneladas, em relagéo ao levantamento realizado
em 2006, mostrando que nos Ultimos anos o pais, incluindo a regidao Sul, tem
direcionado os seus rebanhos para a producéo de carne (Guimaraes et., al 2022).

A comercializacdo de animais € um bom indicador da dindmica do setor. O
namero de ovinos comercializados expandiu de 2,28 para 3,37 milhdes de cabecas
vendidas, apresentando uma taxa de crescimento de aproximadamente 50% entre
2006 e 2017, gerando uma movimentacdo de R$641 milhdes (IBGE, 2017). O

aumento na comercializacdo desses animais é um indicativo da profissionalizacéo da



atividade, pois mostra que os ovinos se tornaram uma fonte de renda monetaria e ndo
apenas uma atividade de subsisténcia (Guimarées et al., 2022).

Entretanto, embora a pratica da ovinocultura seja crescente, o Brasil possui
21.514.274 de ovinos (IBGE, 2022), nimero que ndo € capaz de abastecer o mercado
interno, visto que, em 2017, foram importadas 6,5 mil toneladas de carne ovina
(Forbes, 2019). Isso demonstra a necessidade permanente de estudos direcionados
para a producao e sanidade das principais ragas criadas no Brasil, visando avangos
gue possibilitem gerar um crescimento expressivo da ovinocultura, a fim de reduzir a
importacdo até que, futuramente, o pais possa se tornar autossuficiente em carne

ovina.

2.2 Impacto dos nematdédeos gastrintestinais na ovinocultura

As infeccbes por NGI sdo o principal obstaculo a producéo ovina (Mederos et
al., 2010). No Brasil, as mortes ocasionadas por doencas parasitarias em ovinos
podem gerar perdas estimadas em US$ 13 milhdes por ano, enquanto a reducdo no
ganho de peso representa um prejuizo de até US$ 94,5 milhdes por ano (Chagas,et
al., 2022). O género Haemonchus spp. foi descrito pela primeira vez em 1803 por Karl
Rudolph (Soulsby, 1968) e Haemonchus contortus € a mais importante espécie de
NGI, tendo origem em mamiferos ungulados selvagens da Africa subsaariana e
disseminando-se pelo mundo através da movimentacdo dos hospedeiros e
intervencdo humana (Gilleard e Redman, 2016; Sallé et al., 2019). Trata-se de um
helminto hematofago parasita de ovinos e caprinos em regides com clima tropical e
subtropical que causa diversos graus de anemia e hipoproteinemia, além de possuir
alta prevaléncia e patogenicidade (Bertagnon et al., 2019). Taxonomicamente
pertencente a classe Nematoda, ordem Strongylida, Superfamilia Trichostrongyloidea,
Familia Trichostrongylidae e género Haemonchus (Vieira e Cavalcante, 1999).
Levantamentos realizados revelam que mais de 80% da carga parasitaria de caprinos
e ovinos é composta por H. contortus (Costa e Vieira, 1984; Girdo et al., 1982;
Arosemena et al., 1999). No estado de S&o Paulo, Gongalves et al. (2018) indicaram
a maior prevaléncia para Haemonchus spp. (85,6%), seguido por Trichostrongylus

spp. (10,8%), Oesophagostomum spp. (2,9%) e Cooperia spp. (0,7%). H. contortus



possui ciclo evolutivo direto, com periodo pré- patente de duas a trés semanas
(Urquhart et al., 1998). O ciclo inicia-se com a liberacdo dos ovos nas pastagens, por
meio das fezes e posterior eclosdo, com desenvolvimento das larvas até o estagio
infectante Lz (Ma et al., 2018). Apds a ingestao e o desencapsulamento no rimen, as
larvas sofrem duas mudas, desenvolvendo uma lanceta perfurante bucal para
penetrar na mucosa abomasal do hospedeiro e ingerir 0 sangue, desenvolvendo-se
entdo para o estagio adulto (Urquhart et al., 1998). Devido ao seu baixo metabolismo
e reservas energéticas, as larvas conseguem sobreviver por longos periodos a baixas
temperaturas (Almeida et al., 2020). Além disso, alguns NGI, como H. contortus,
desenvolveram o mecanismo denominado anidrobiose, no qual entram em dorméncia
metabolica por desidratagdo e se tornam ativos novamente apoés a reidratacédo (Yang
et al.,, 2015), permitindo sua sobrevivéncia em ambientes adversos através da
manutencdo da homeostase das proteinas (Choe e Strange, 2008). A severa anemia
causada por esses nematoddeos pode levar o animal a morte, mesmo antes do periodo
pré-patente, quando ocorrem infeccdes com mais de 500 parasitas (Emery et al.,
2016). A fémea adulta é altamente prolifica, produzindo entre 5.000 e 15.000 ovos

diariamente (Cain et al., 2024). Esses estagios estdo indicados na Figura 1.



Figura 1. Imagens de moérulas (a) e larvas (b) ovos e L1 (c), L2 (d), Ls com bainha (e),
L4 sem bainha (f) e adulto (g) de Haemonchus contortus obtidas por microscépio
optico. As setas mostram esdfago em Lz (d), cauda de L3 sem bainha (f) e papilas
cervicais no adulto (g) de H. contortus. Fonte: Costa-Junior et. al. (2020).

A infeccdo por essa espécie pode levar a hemoncose, sendo que a magnitude
dessa doenca depende da carga parasitaria, do estagio de desenvolvimento, da idade,
e resposta imune dos ovinos infectados (Flay et al., 2022). A patogenia da hemoncose
caracteriza-se essencialmente por uma anemia hemorragica aguda, resultante do
comportamento hematofago desse NGI, sendo que um ovino infectado com 5.000 H.
contortus adultos pode perder aproximadamente 250 mL de sangue por dia (Urquhart
et al., 1998).

A hemoncose hiperaguda é mais comum em cordeiros, quando 0s animais sao
expostos a altas cargas de H. contortus durante um curto periodo de tempo,
ocorrendo morte subita, sem sinais clinicos prévios, entretanto, pode ser detectada
anemia e melena nos animais sobreviventes (Besier et al., 2016). A anemia grave

causa uma rapida diminuicdo do volume sanguineo circulante e da presséo arterial,



culminando em choque hipovolémico, onde a perfuséo tecidual é insuficiente para
sustentar o metabolismo aerdbio (Gutierrez et al., 2004). Entretanto, apenas o
abomaso pode apresentar alteracfes, uma vez que a morte pode ser subita, de modo
que as alteracbes medulares sdo minimas (Urquhart et al., 1998).

Na hemoncose aguda, a carga parasitaria € menor, em relacdo a hiperaguda,
resultando numa menor perda de sangue em um periodo mais prolongado,
apresentando sinais clinicos como como letargia, fraqueza, aumento da frequéncia
respiratéria e cardiaca e membranas mucosas palidas (Flay et al., 2022). H4 uma
reducdao inicial no volume globular (VG), mas ocorre a eritropoiese compensatéria nos
primeiros 14 dias de infeccdo, e a compensacdao total e a recuperacao aparente sdo
observadas em seis semanas apos a infec¢do (Dargie et al., 1975). Entretanto, a
hemorragia persistente ao longo de semanas excede a capacidade de reabsorcéo de
ferro pelo intestino, resultando no esgotamento gradual de suas reservas e
culminando em um quadro de deficiéncia de ferro (Dargie et al., 1975). O historico e a
sintomatologia clinica dos animais séo suficientes para o diagnéstico da sindrome
aguda, especialmente se confirmado pela contagem de ovos por grama de fezes
(OPG) (Urquhart et al., 1998).

Ja na hemoncose crénica ou subclinica, os animais abrigam uma menor carga
parasitaria e as infeccdes podem nado ser diagnosticadas (Besier et al., 2016), pois
usualmente os animais infectados ndo apresentam sinais clinicos (Nehra et al., 2019).
A infeccdo pode apresentar reducdo na produtividade, converséo alimentar, taxa de
crescimento ou producao de leite (Cobon e O’ Sullivan, 1992), sendo clinicamente
evidente quando a carga parasitdria aumenta ou em condicbes nutricionais
inadequadas (Flay et al., 2022). O diagnéstico € mais dificil devido a presenca
simultanea de subnutricdo, e a confirmagdo pode depender do desaparecimento
gradativo da sindrome apés o tratamento com AH (Urquhart et al., 1998).

Durante a infeccdo, a demanda por proteina e energia no trato digestivo
aumenta para que haja a reparacéo do tecido abomasal danificado e o subsequente
desenvolvimento da imunidade local e sistémica. Todavia, esse aumento da demanda
prejudica o fornecimento de nutrientes para outros tecidos, representando 0s custos
nutricionais e metabdlicos da infeccdo. Esses custos incluem ndo apenas o impacto

direto do nematddeo (nutrientes necessarios para compensar a perda sanguinea e



danos na mucosa do hospedeiro), mas também a resposta do hospedeiro a infeccéo
(Ramos-Bruno et al., 2021).

Somada a elevada patogenicidade, esses helmintos ainda sdo capazes de
completar seu ciclo biol6gico em espacgos de tempo curtos, possuindo alta fertilidade
e variabilidade genética, caracteristicas que faciltam a selecdo de linhagens
resistentes a anti-helminticos (AH) (Cavalcante et al., 2009; Gravdal et al., 2023),

expondo a necessidade de novas e eficientes medidas de controle.

2.3 Resisténcia dos nematddeos gastrintestinais aos anti-helminticos

Nas ultimas décadas o controle de NGI tem sido realizado majoritariamente
com o uso de AH. Devido ao seu uso inadequado e indiscriminado, ha relatos de
resisténcia anti-helmintica (RA) nas fazendas de todo o mundo (Verissimo et al., 2012)
As condi¢cdes climaticas que prevalecem na maior parte do Brasil favorecem o
desenvolvimento de NGI, tornando o uso sistematico de AH uma pratica comum nos
rebanhos ovinos, culminando na resisténcia a maioria das substancias quimicas
comerciais (Verissimo et al., 2012; Cintra et al., 2016; Bassetto et al., 2024).

A RA pode ser definida como “a sobrevivéncia do parasito ao tratamento e
transmissao de genes associados a resisténcia a sua prole” (Sangster et al., 2018).
Durante o tratamento com AH, estima-se que uma pequena parcela de parasitas
sobreviva, correspondendo a propor¢cdo mais resistente da populacdo. Esses
parasitas transmitem o gene de resisténcia para as gerac¢des subsequentes, levando
gradativamente a selecdo de individuos com RA (Papadopoulos, 2008). Multiplos
fatores como barreiras geogréaficas, extensa populacdo, diversas espécies de
hospedeiros, assim como suas movimentacdes, podem influenciar na estrutura
genética de H. contortus (Pitaksakulra et al., 2021). Estudos analisando as sequéncias
de DNA mitocondrial revelaram que ha uma diversidade genética nas populacdes
desse nematddeo em paises como Brasil (Brasil et al., 2012), China (Yin et al., 2013),
Malasia e Iémen (Gharamah et al., 2012) e Bangladesh (Dey et al., 2019).

A administracdo incorreta dos AH é o fator que provavelmente mais contribui
para o aparecimento de RA, em especial no que diz respeito a subdosagem, em que

o célculo da dose € muitas vezes baseado no peso corporal médio dos ovinos de um
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rebanho. Assim animais mais pesados recebem uma dose abaixo da necessaria e
recomendada pelo fabricante (Ahuir-Baraja et al., 2021). Além disso, em relacdo aos
principios ativos utilizados, ha recomendacdes controversas (Chagas et al., 2016).
Enquanto alguns autores recomendam a rotagdo dos AHs dentro de um ano ou apos
cada tratamento (Kdse et al., 2007; Dobson et al., 2011), outros sugerem rotaciona-
los lentamente ou anualmente (Van Wyk, 2001; Leathwick, 2013) ou ainda utilizar um
AH até que ele ndo seja mais eficaz (Le Jambre et al., 1977; Fleming et al., 2006).
Estudos revelam que todas as trés estratégias estdo sendo adotadas pelos
agricultores (Rojo-Vazquez e Hosking, 2013).

Os cordeiros sdo os mais afetados do rebanho pelos NGI e geralmente o
tratamento AH é direcionado a eles (Morgan et al., 2012). Ja as ovelhas tornam-se
mais susceptiveis a infec¢do no periodo de periparto, devido a redu¢édo da imunidade
causada por alteracdes metabdlicas. Sendo assim, quando ndo ha separacdo por
categorias, as ovelhas periparturientes excretam mais ovos de nematddeos,
contaminando a pastagem dos cordeiros em crescimento (Hamer et al., 2019). Nessa
conjuntura € comum a utilizacdo de AH no periodo periparturiente, fator que aumenta
o desenvolvimento de RA, uma vez que eleva a prevaléncia de individuos resistentes
na populacdo de NGI daquele pasto, que posteriormente infectam seus cordeiros,
removendo assim uma importante fonte de parasitas ndo selecionados para a
resisténcia (Williams et al., 2021).

Na ovinocultura, as principais classes de substancias utilizadas em AH sao:
benzimidazois (BZs), imidazotiazois (IMs) e lactonas macrociclicas (LMs), sendo
inicialmente muito eficazes, de modo que o seu uso aumentou rapidamente (Kaplan,
2020). Esse uso em larga escala culminou no surgimento de resisténcia a essas
drogas, com os primeiros casos de resisténcia a BZ em H. contortus relatados na
literatura em 1964 (Drudge et al., 1964). Estudos demonstraram que a resisténcia a
essa classe esta relacionada a trés polimorfismos de nucleotideos, que dao origem as
mutacbes F167Y (TTC -TAC), E198A (GAA-GCA) e F200Y (TTC -TAC) no gene
isétipo 1 B- tubulina de H. contortus (Kwa et al., 1994; Ghisi et al., 2007; Baltrusis et
al., 2020; ).

Ja o levamisol, AH imidazotiazol mais utilizado, atua como agonista colinérgico

nas membranas musculares de nematdbdeos e tem sua resisténcia associada a



11

reduzida capacidade do levamisol de se ligar aos receptores nicotinicos de acetilcolina
(Sangster e Gill, 1999), com os primeiros casos de resisténcia em NGI descritos ha
década de 1970 (Martin e Le Jambre, 1979).

A resisténcia dos NGI as LMs tem sido relatada hd mais de 20 anos atras
(Molento et al., 1999; Ranjan et al., 2002). Foram relatadas evidéncias de multiplos
mecanismos para o desenvolvimento de resisténcia a essa classe: mutacdo em um
alelo na subunidade a do gene que codifica canais idnicos de cloreto controlados por
glutamato (Blachall et al., 1998); mutacbes dos genes que codificam o receptor do
acido y-aminobutirico (Blackhall et al., 2003) e também a mutacdo do residuo de
glicina nos canais a3B do ion cloreto controlado por glutamato expressos em células
HEK293 (Lyanagh e Lynch, 2010).

Em 2008 foi anunciado o primeiro AH derivado de aminoacetonitrila, o
monepantel, mostrando-se como a solucéo dos casos de resisténcia multipla aos AH
dos trés grupos classicos (Kaminsky et al., 2008). Lancado em 2009 na Nova Zelandia,
dois anos apos sua introducdo, ja foi confirmada a resisténcia em Teladorsagia
circumcincta e Trichostrongylus colubriformis em caprinos e ovinos (Scott et al., 2013).
Desde entdo, relatos de resisténcia ao monepantel em H. contortus tém sido descritos
em paises como Uruguai (Mederos et al., 2014), Holanda (Van den Brom, et al., 2015)
e Brasil (Albuguerque et al., 2017; Niciura et al., 2020). Kaminsk et al. (2008)
associaram essa RA a mutac6es nos genes dos receptores nicotinicos de acetilcolina,
Hco-des-2H e Hco-acr-23H ou Hco-MPTL-1 (sitios visados pelo monepantel).

Estudos recentes realizados por Kellerova et al. (2020) e Dimunova et al. (2022)
revelaram que os residuos e metabolitos de BZ que circulam no meio ambiente,
excretados por animais tratados, bem como o uso dessas fezes como fertilizantes das
pastagens, também estao associados a resisténcia do H. contortus aos AH. Uma vez
presente nas forrageiras, os metabolitos dos BZ podem ser ingeridos pelos ovinos.
Estes, ao se infectarem com as Lz de H. contortus, promovem a exposi¢cao dos
helmintos a doses subletais dos BZ, aumentando a expressao e atividade dos
citocromos P450, UDP-glicosiltransferases, P-glicoproteinas e a capacidade dos
nematddeos de desativar esse AH no tratamento subsequente.

Visto que esses helmintos desenvolveram RA as classes de farmacos

amplamente utilizados, conforme detalhado anteriormente, existe um claro desafio
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para o controle efetivo de infeccbes por NGI. Por isso, € de suma importancia a
adocao de medidas alternativas que reduzam a dependéncia aos AH, uma vez que o
namero de classes quimicas é relativamente restrito. Nessa atual situagdo de falta de
orientacao profissional e facilidade de acesso aos AH, que leva ao seu uso frequente
e indiscriminado, mesmo que novos principios ativos surjam, o estabelecimento da

RA se estabelece muito rapidamente.

2.4 Resisténcia e resiliéncia dos ovinos aos hematddeos gastrintestinais

Hospedeiros resistentes aos NGI séo identificados por fatores genéticos
baseados em fendtipos como carga parasitaria, validado através do OPG (Kim et al.,
2014; Berton et al., 2017; Bell et al., 2019) ou pela estimativa do impacto que a
infeccdo acarreta no hospedeiro (Bell et al., 2019), como por exemplo pela
mensuracao dos niveis de eritrécitos ou globulos vermelhos, através do hematdcrito
(Albers et al., 1990). Por outro lado, existe também a resiliéncia ou tolerancia, definida
como a capacidade do hospedeiro de manter o seu desempenho apesar da infec¢céao
(Bishop e Stear, 2003). A resiliéncia é comumente mensurada através do VG e do
ganho de peso dos animais infectados (Bisset e Morris, 1996). Enquanto a resisténcia
esta associada a capacidade imunolégica do individuo em apresentar cargas mais
baixas de nematddeos e menores valores de OPG, animais resilientes apresentam
desempenho satisfatério diante do desafio parasitario, mesmo abrigando uma carga
parasitaria elevada indicada por OPG altos (Morris et al., 1997). Ovinos resistentes
excretam menos ovos, reduzindo a contaminacdo do ambiente por larvas,
beneficiando todos os animais que compartilham o mesmo pasto, independentemente
do seu grau de resisténcia (Bishop, 2012).

O termo "refagio" foi designado para definir a proporcdo da populacdo de
parasitas que nédo foi exposta a nenhum meétodo de controle, evitando assim a selecéo
para a RA (Van Wyk, 2001). No caso dos NGI, a populacdo de parasitas em refugio
compreende principalmente a fragdo dos estagios de vida livre que ndo foram
expostos aos AH (Besier, 2012). Isso propde que a diluicdo de NGI resistentes, que

sobrevivem ao tratamento com AH, com a populacdo em reflagio de um
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estabelecimento, reduz a pressdo de selecdo para resisténcia em uma populacao,
contribuindo para a reducéo de parasitas resistentes nas geracdes subsequentes (Van
Wyk, 2001). Assim, o beneficio da presenc¢a de animais resilientes em um rebanho é
a manutencdo de reflugios de parasitas, uma vez que sua presenca resulta em menos
animais identificados como individuos que necessitam de tratamentos com agentes
AH (Marques et al., 2020).

Mecanismos imunoldgicos coibem o estabelecimento e desenvolvimento das
larvas dos NGI e diminuem a fecundidade dos adultos (Ahmed et al., 2015), reduzindo
a excrecdo de ovos e a contaminacdo do ambiente (Greer, 2008). A resposta imune
contra as infecces por NGI pode ser influenciada por diversos fatores, como idade,
sexo e estado fisiolégico (especialmente periparto) (Amarante et al., 2004; Hayward,
2013). Ao se alimentarem do sangue abomasal do hospedeiro, larvas e adultos de H.
contortus estimulam o sistema imune dos ovinos através do reconhecimento de
antigenos (Naeem et al., 2021), levando a ativacdo de respostas imunologicas
humorais e celulares (Emery et al., 2016). Ovinos infectados possuem altas
concentracbes de células T no abomaso e quando estimuladas pelos antigenos,
liberam citocinas mensageiras (Naeem et al., 2021), ativando eosinofilos, mastécitos
e leucacitos globulares, tanto no local da infec¢cdo, bem como na corrente sanguinea
(Robinson et al., 2010). As manifestacfes da resposta imune incluem a interrupgao
do desenvolvimento do parasita, reducédo do tamanho, fecundidade e eliminacdo de
adultos (Shakya et al., 2011, Santos et al., 2014; Balic et al., 2000).

Além disso, as células B quando ativadas pelas citocinas, produzem e liberam
anticorpos IgA, IgE e IgG especificos, que estardo presentes no soro, mucosa e saliva,
como parte da imunidade adquirida (Hernandez et al., 2016; Escribano et al., 2019).
Dessa forma, ovinos resistentes podem apresentar niveis mais elevados desses
anticorpos circulantes do que racas suscetiveis (MacKinnon et al., 2010), sendo que
o nivel de resisténcia varia entre as diferentes racgas e linhagens de ovinos domésticos
(Escribano et al., 2019; Toscano et al.,, 2019). Individuos suscetiveis apresentam
linfécitos, leucocitos globulares, mastocitos e eosinodfilos reduzidos na mucosa do
abomaso, além de menor concentragdo de IgG, IgE e IgA, facilitando o
desenvolvimento dos NGI (Albuguerque et al., 2019). Lins et al. (2022) observaram

gue cordeiros de racas resistentes apresentam linfonodos maiores em relacéo a racas



14

suscetiveis, além de aumento da espessura da mucosa associado ao aumento
da infiltracdo de células inflamatorias nos tecidos do abomaso, indicando uma
resposta imune inata mais eficiente contra H. contortus.

Mecanismos evolutivos, como a deriva genética, promoveram uma série de
adaptacdes nas racas introduzidas no Brasil desde a época do descobrimento.
Somado a esse processo, a modernizacdo da agricultura no Brasil culminou na
introducdo de racas exoticas altamente especializadas (Lobo, 2019; Nunes et al.,
2022). Nesse contexto, algumas racas de ovinos demonstram resisténcia genética
contra H. contortus (Amarante et al., 2009) e Santa Inés € uma raca reconhecidamente
resistente, sobretudo quando associada a uma boa nutricdo (Chagas et al., 2013),
apresentando elevado indice de eosindfilos no sangue, altos niveis de 1gG, OPG
reduzido, baixa carga parasitaria, além de demandar menos tratamentos com anti-
helminticos, em comparacdo com outras racas comerciais (Amarante et al., 2004,
Rocha et al., 2011; Albuquerque et al., 2019). Lins et al. (2022) demonstraram ainda
que mesmo cordeiros Santa Inés lactentes apresentam elevada resisténcia a H.
contortus em comparacao aos lle de France, sendo capazes de desenvolver ampla
resposta imune inata nas primeiras semanas de vida. Contrariamente, a resposta
imune primaria de ovinos da raca Texel, ocorre de maneira lenta (Schallig et al., 1994).
Segundo Goncalvez et al. (2018), ovinos da raca Texel possuem resisténcia
intermediaria a H. contortus, enquanto individuos da raca Dorper possuem baixa
resisténcia.

Essas diferencas entre as racas podem ser resultado da selecdo genética com
énfase em diferentes caracteristicas, ou mesmo da selecdo natural de racas
originarias em localizacdes geograficas diversas (Amarante et al., 2009), permitindo o
estudo de genes especificos (Stear e Murray, 1994). Segundo Amarante (2014), a
resisténcia aos NGI € hereditaria, com isso, € possivel incluir essa variavel em
programas de selecdo. Um dos principais beneficios de aumentar a resisténcia aos
NGI através de ferramentas genéticas é o efeito epidemiolégico do OPG reduzido
(Bishop e Stear, 1999), ja que ovinos resistentes liberam menos ovos no ambiente,
reduzindo a contaminacgao do pasto, beneficiando ndo apenas os geneticamente mais
resistentes, mas também todos os outros que compartilham do mesmo pasto (Bishop,

2021). Entretanto, a sele¢éo de animais resistentes em um rebanho deve ser praticada
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com cautela para que outras caracteristicas produtivas desejaveis ndo sejam
comprometidas, tais como o ganho de peso (Naeem et al., 2021).

Além disso, € possivel também realizar a sele¢éo de individuos resistentes ou
resilientes a H. contortus em ovinos da mesma raca (Aguerre et al., 2018), ja que até
em racas consideradas suscetiveis, podem existir ovinos com maior capacidade de
desenvolver imunidade contra NGI (Lins et al.,, 2022). Diversos estudos com
marcadores genéticos, como loci de caracteristicas quantitativas, algoritmos
baseados em parametros hematolégicos, indicadores imunolégicos e marcadores
moleculares associados a resisténcia aos NGl em ovinos tém sido realizados e até
mesmo um teste genbmico que avalia a variacdo individual da resisténcia entre
ovinos, ja € comercializado (Bishop e Morris, 2007; Ali et al., 2019; Von Haehling et
al.; 2020, Rawat et al., 2021.; Arsenopoulos et al., 2021). Uma vez que Varios genes
de um dnico individuo podem contribuir com o fendétipo final de resisténcia do
hospedeiro, estudos que correlacionem os fenétipos de resisténcia aos NGI com cada
polimorfismo de nucleotideo Unico, sédo de extrema relevancia (Kalaldeh et al., 2019).
Assim, Niciura et al. (2022) realizaram um estudo com marcadores moleculares
detectados por GWAS para resisténcia a H. contortus em ovinos da raca Morada Nova
e encontraram 37 marcadores significativos.

Por fim, durante a infeccéo, a resisténcia do hospedeiro aos parasitas pode
levar a troca de alocacdo de recursos, na qual nutrientes que seriam armazenados
nos tecidos sao destinados para o sistema imune (Coop e Kyriazakis, 1999). Nesse
contexto, no periodo reprodutivo de fémeas, sobretudo préximo ao parto, ocorre o
relaxamento periparturiente da imunidade, em que ha alocacado insuficiente de
proteina metabolizavel, limitando a expressdo do sistema imune contra os NGI
(Douhard et al., 2022).

Dada a alta prevaléncia de infeccBes por NGI e a ineficacia dos AH, a selecéo
genética de animais resistentes ou resilientes, mesmo em individuos da mesma raca,
tem se mostrado uma medida de controle eficaz em estudos realizados no Brasil e na
Africa do Sul (Amarante et al., 2014; Snyman e Fisher, 2019). Dessa forma, o
tratamento de animais com AH ainda sera necessario, porém, restrito a categorias de
maior risco, como ovelhas periparturientes e cordeiros em crescimento (Amarante,

2014). Apesar dos poucos relatos sobre a 3-globina ovina e sua correlacdo com a
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resisténcia a infeccado por H. contortus, acredita-se que ela tenha uso potencial na

selecéo genética.

2.5 Relaxamento da imunidade periparturiente

Os ovinos tornam-se mais suscetiveis as infec¢cdes por NGI durante o periodo
periparturiente das fémeas (Rocha et al., 2011), que consiste no periodo de
3 semanas pré-parto a 3 semanas pos-parto, sendo marcado por diversas mudancas
nos sistemas endacrino e imunolégico, em funcdo da preparacdo do organismo para
a colostrogénese, parto e lactogénese (Aleri et al., 2016). O periodo periparturiente é
caracterizado pela depresséo fisioldgica da imunidade e aumento dos valores de OPG
(Pereira et al., 2020), em que o0s niveis de eosindfilos circulantes e anticorpos
plasmaticos caem no final da gestacéo e durante a lactacdo de ovelhas (Garduno et
al., 2021) . Aintensidade desse relaxamento da imunidade periparturiente pode variar
de acordo com a raca ovina (Rocha et al., 2011) e até mesmo entre individuos da
mesma raca e do mesmo rebanho (Pereira et al., 2020), sendo que 0S ovinos
considerados resistentes aos NGI possuem esse fenbmeno menos pronunciado
(Rocha et al., 2004). A susceptibilidade aos NGI nesses periodos ocorre ja que o
hospedeiro tende a priorizar a transmisséo de seus genes, a sobrevivéncia da prole e
a producao de leite sobre sua prépria imunidade (Hoste et al., 2016), alocando uma
consideravel percentagem de nutrientes para as func¢des reprodutivas (Saccareau et
al., 2016) e assim, reduzindo a disponibilidade de nutrientes a serem utilizados pelo
sistema imunolégico no combate aos parasitas (Almeida et al., 2012). Além disso, 0
altimo terco gestacional é marcado pelo rapido crescimento do feto, levando ao
aumento das necessidades energéticas das ovelhas (Kagar et al., 2021).
Concomitantemente, nesse periodo a ingestdo de matéria seca reduz de 10 a 30%
(Hayirli et al., 2002), ja que o feto aumenta seu peso em até 70%, ocupando um grande
espaco abdominal (Issakowicz et al., 2016). Esse balanco energético negativo,
aumenta o risco de toxemia gestacional (Pacheco et al., 2019).

O relaxamento da imunidade periparturiente leva ao aumento da liberacdo de
ovos no ambiente, culminando na contaminacdo das pastagens em que estao os

cordeiros e iniciando o ciclo das infec¢des, além de aumentar o risco de gastroenterite



17

parasitaria clinica (Hamer et al., 2019). Esse aumento da carga parasitaria tambéem
esta atrelado as alteracbes hormonais que ocorrem durante o periparto, levando
a imunossupressao de origem enddécrina (Issakowicz et al., 2016).

A colostrogénese é um processo fisiolégico essencial que ocorre durante o
periodo periparturiente e implica na transferéncia de imunoglobulinas (lg) da
circulacdo materna para as secre¢c6es mamarias, formando o colostro (Aleri et al.,
2016). A principal Ig transferida para a secre¢cdo mamaria € a IgG1 (Kacskovics, 2004)
e a capacidade reduzida de repor essa lg na circulagdo materna pode levar a
imunossupressao durante o periodo periparturiente (Aleri et al., 2016)

A prolactina € o hormdnio peptidico responsavel pelo inicio e manutencéo da
lactacdo e sua concentracdo na corrente sanguinea eleva a partir do 115° ao 135° dia
de gestacdo das ovelhas (Banchero et al., 2006). Esse aumento dos niveis de
prolactina coincide com a reducéo de eosinofilos circulantes e titulos de anticorpos
totais e IgG (Fthenakis et al., 2015), favorecendo o crescimento dos NGI e a fertilidade
das fémeas (Garduno et al., 2021). J& a leptina esta associada a hematopoiese e a
inducédo de inflamacao através da ativagéo de linfocitos T, producéo de citocinas Thl
e supressdo da producdo de citocinas Th2, tendo os seus niveis aumentados na
gestacao e reduzidos gradualmente proximo ao parto e inicio da lactacéo (Ingvartsen
e Boisclair, 2001), coincidindo com maiores valores de OPG (Rocha et al., 2011). O
cortisol € um glicocorticéide liberado em situacdes de estresse, como no parto
(Caropresse et al., 2010). O aumento nos niveis circulantes de cortisol em torno do
parto desempenha um papel critico na imunossupressao da fémea gestante, ja que
esse horménio inibe diretamente a proliferacdo e desenvolvimento de células T,
modificando a acdo das moléculas do complemento e interferindo na funcéo
da imunoglobulina, além estimular a producéo de citocinas anti-inflamatdérias e inibir a
producdo de citocinas proé-inflamatérias como interferon gama (IFN-y), fator de
necrose tumoral (TNF-a) e interleucina-12 (IL-12) (Aleri et al., 2016). Os
glicocorticoides também reduzem a atividade de neutrofilos e linfocitos no periodo
periparturiente (Preisler et al., 2000), sendo que os neutrofilos sdo responsaveis,
principalmente, por fagocitar e destruir patbgenos e os linfécitos desempenham um
importante papel na resposta imune adaptativa mediada por células e anticorpos (Aleri

et al., 2016). Alem disso, ovelhas que nédo sdo suplementadas a partir de duas
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semanas antes do parto e durante a lactacdo com dietas ricas em proteinas, tém as
concentracfes de albumina e ureia reduzidas, favorecendo a proliferacdo dos NGI
(Garduno et al., 2021).

Com isso, como uma estratégia de longo prazo destinada a melhorar a saude,
bem-estar e produtividade de ovinos de diferentes racas, a selecdo de animais

resistentes aos NGI, mesmo no periodo periparturiente, € de extrema importancia.

2.6 B-globina ovina e resisténcia a infeccdo por Haemonchus contortus

A espécie ovina apresenta dois tipos de p-globina adulta: a A (Hb-A) e a B (Hb-
B), determinadas por variagdes no locus génico da B-globina. O locus da B-globina
compreende um complexo génico localizado no cromossomo OAR 15 e é composta
por um conjunto basico de quatro genes (e-¢-wB-B). Em animais com haplétipo Hb-A,
esse conjunto é triplicado, formado por trés diferentes B-globinas: a BF (fetal), pC
(juvenil) e BA (adulta), diferencialmente expressos ao longo da vida do animal, e é
composto por 12 genes (5’-el-ellyBX-BC-elll-elV-wRZ-BA-eV-eVI-wRY-BF-3’) (Huisman
e Kitchens, 1968; Jiang et al., 2015). Em situacfes de anemia ou hipdxia, ovinos desse
haplétipo voltam a expressar a B-globina juvenil, que possui maior afinidade por
oxigénio. Por outro lado, o haploétipo B € composto por dois conjuntos de quatro genes
(5-¢l-ell-wp1-BB-clll-elV-wp2- BF-3’), sendo que essa diferenga no numero de gene é
devida a uma delecdo génica, a qual engloba o gene codificador da BC-globina
(Garner e Lingrel, 1989). Sua auséncia tem potencial efeito deletério, como uma
menor resisténcia desses animais a estados anémicos em comparacao aos haplétipos
Hb-AA ou Hb-AB (Huisman e Kitchens, 1968). Nosso grupo de pesquisa desenvolveu
dois ensaios moleculares para identificagdo dos haplétipos da B-globina ovina a partir
de amostras de sangue, e, tendo em vista a inexisténcia prévia de ensaios rapidos
para essa finalidade, ambos se provaram altamente especificos (Okino et al., 2021a,
2021b).

Em se tratando especificamente das infeccbes por NGI, pesquisas foram
realizadas a partir da década de 1960, relatando maior resisténcia a H. contortus em
animais portadores do alelo BA, compreendendo os haplétipos Hb-AA e Hb-AB, com
destaque para o primeiro (Evans et al., 1963; Jilek e Bradley, 1969; Allonby e Urquhart,
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1976; Preston e Allonby, 1979). Recentemente, foi demonstrada associacéo entre o
haplétipo AA da 3-globina ovina e a resisténcia aumentada a infec¢éo por H. contortus
em ovinos da raca Morada Nova submetidos a desafios parasitarios experimentais,
verificada por menores valores de OPG, maiores valores de VG, além de maior peso
ao nascimento (Okino et al., 2021a). Vale salientar que essa raga € conhecida por
maior resisténcia/resiliéncia a infec¢cdo por esse parasita e por isso tem sido alvo de
varios estudos que buscam esclarecer essa caracteristica de grande interesse para
0s sistemas de producédo (Toscano et al., 2020; Von Haehling et al., 2020; Okino et
al., 2021a; Von Haehling et al., 2021: estudos de nosso grupo de pesquisa na
Embrapa obtidos por meio dos projetos regulares FAPESP 2017/01626-1 e
2019/02929-3). Além disso, um estudo conduzido por Okino et al. (2023) demonstrou
que ovinos da raca Morada Nova de hapl6tipo Hb-AA, infectados naturalmente por
H.contortus, apresentaram maior resposta imune no abomaso, local primario da
infeccdo, caracterizada por eosinofilia aumentada, perfil Th2 mais pronunciado e
maiores niveis de mucina e lectina, enquanto que animais Hb-BB expressaram
resposta inflamatéria mais intensa.

Estudos realizados no Brasil indicaram baixa frequéncia genotipica para ovinos
de alelo A da B-globina, com frequéncias de Hb-AA, Hb-AB e Hb-BB respectivamente
de 15,03% (n = 43), 33,22% (n = 95) e 51,75% (n total = 148), em ovinos da raca
Morada Nova (Okino et al., 2021a), e de 2,84% (n = 4), 17,02% (n = 24) e 80,14% (n
total = 141), em ovinos mesti¢os da raca Suffolk (Sotomaior e Soccol, 1998). Evans et
al. (1958) relataram que a Hb-A tem vantagem seletiva em ovinos provenientes de
altitudes mais elevadas, constituindo o alelo mais comum em racas que habitam em
paises como Inglaterra e Escécia. Embora ovinos de haplétipo Hb-BB estejam em
desvantagem em situacdes de anemia ou hipdxia, esses animais podem ser mais bem
sucedidos reprodutivamente do que aqueles com os haplétipos Hb-AA e Hb-AB (Dally
et al., 1980), sugerindo que ambos os alelos podem ser, ou foram, de importancia
adaptativa, seja atraves da selecdo natural, seja através da preferéncia dos criadores
por um tipo particular de ovino considerado bem adaptado ao ambiente local (Jiang et
al., 2015).

Considerando a escassez de estudos correlacionando os haplétipos da -

globina aos fendtipos de resisténcia/resiliéncia a infecgédo natural por H. contortus em
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ovinos de diferentes racas (Okino et al., 2023), o presente projeto objetivou realizar a
caracterizacdo da frequéncia alélica desse gene nessas racas e Vverificar sua
associacdo com a resisténcia/resiliéncia a infeccdo por esse parasita, que podera
constituir em uma pioneira ferramenta de melhoramento genético para a sele¢éo de
animais mais resistentes a hemoncose. Tal ferramenta podera levar a reducédo da
utilizacdo de AH, a diminuicdo dos impactos ambientais provocados por AH, ao
aumento da seguranca alimentar e da longevidade dos AH, propiciando
sustentabilidade e potencial de crescimento para a cadeia produtiva de pequenos
ruminantes. Vale ressaltar que é de extrema importancia que 0S mecanismos
genéticos sejam compreendidos, uma vez que estdo intrinsecamente associados a

resisténcia e resiliéncia do hospedeiro a esse parasita.
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CAPITULO 2- Association of B-globin polymorphisms and tolerance to

haemonchosis in ewes and lambs of different sheep breeds?

! Este capitulo corresponde ao artigo cientifico publicado na revista cientifica
Veterinary Parasitology https://doi.org/10.1016/j.vetpar.2024.110163

ABSTRACT- Gastrointestinal nematodes (GIN), especially Haemonchus contortus,
represent a significant challenge for sheep production. Given the global concern about
GIN anthelmintic resistance, alternative control methods able to reduce the
dependence on these drugs are highly advisable. Since previous studies have shown
that sheep carrying the Hb-A allele of 3-globin are more resistant to H. contortus, this
study aimed to investigate the relationship between the different haplotypes (Hb-AA,
Hb-AB and Hb-BB) and phenotypes in Santa Inés (Sl), Texel (TX) and White Dorper
(DO) breeds infected with H. contortus. Blood samples were collected from 180 ewes
and 123 lambs of the three breeds for DNA extraction followed by gPCR using a
hydrolysis probe to identify the B-globin haplotypes. Phenotypic data, including fecal
egg count (FEC), packed cell volume (PCV), FAMACHA score and body condition
score for ewes and lambs, as well as weight gain for lambs, were collected. The
genotypic frequencies of -globin for ewes and lambs were, respectively: 21.7% and
21.4% Hb-AA, 50% and 50% Hb-AB and 28.3% and 28.6% Hb-BB in SI; 0% and 0%
Hb-AA, 18.6% and 9.4% Hb-AB and 81.4% and 90.6% Hb-BB in TX; and 0% and 0%
Hb-AA, 13.1% and 0% Hb-AB and 86.9% and 100% Hb-BB in DO. In ewes, mean PCV
differed (p<0.05) between the three haplotypes, with higher PCV in Hb-AA animals,
followed by Hb-AB and Hb-BB. When considering each breed separately, SI Hb-AA
ewes presented higher PCV (p<0.05), highlighting that even in a breed already
considered resistant, animals with Hb-AA haplotype showed superior performance.
Lambs with the Hb-AA haplotype exhibited a higher (p<0.05) mean PCV compared to
those with Hb-AB and Hb-BB. The same pattern was found in SI when analyzing each
breed separately. No significant association was found between B-globin haplotypes
and FEC, FAMACHA score, body condition score, or weight gain. Nevertheless, given
that anemia is the major clinical sign of haemonchosis, our findings on PCV reinforce

that sheep carrying the Hb-A allele of B-globin are more tolerant to haemonchosis. This
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study may support the development of a valuable tool, targeting genetic selection for
GIN control, reducing the dependence on anthelmintics and boosting sheep production

worldwide.

Keywords: Haemonchus contortus, parasite tolerance, anemia, haplotypes,

genotyping, ovine, resilience.
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1 INTRODUCTION

Gastrointestinal nematodes (GIN) represent the primary bottleneck in sheep
production (Mcrae et al., 2015; Chagas et al., 2022), with Haemonchus contortus being
the most significant species affecting the productivity of sheep flocks in Brazil and
worldwide (Waller, 2006; Chagas et al., 2008; Penago et al., 2021). Responsible for
the disease haemonchosis, this parasite leads to a significant reduction in production
in infected animals, including decreased growth in lambs, reduced milk production in
lactating dams, decreased wool production and deaths, resulting in substantial
economic losses (Fthenakis and Papadopoulos, 2018; Chagas et al., 2022). During
more vulnerable periods, such as the peripartum period, ewes become even more
susceptible to helminth infections (Basseto et al., 2018), with an increase in fecal egg
counts (FEC) being common during this period (Pereira et al., 2020).

The most common practice for controlling GIN is the use of anthelmintics (AH).
Unfortunately, their frequent and indiscriminate administration has led to the
emergence of AH resistance in parasites to all drug classes, making them multidrug-
resistant (Kotze and Prichard, 2016; Arsenopoulos et al., 2021). As a consequence,
the annual cost of AH treatments is estimated at tens of billions of dollars worldwide
(Alietal., 2021), highlighting the need to seek support methods for H. contortus control.

The selection of sheep breeds naturally resistant to GIN is a tool to control H.
contortus infections, based on phenotypic and genotypic characteristics (Cruz-Tamayo
et al., 2021). The ability to resist GIN is strictly related to the existence of genetic
variation among animals, making it possible, from the identification, to select the most
resistant and resilient animals (Bishop, 2012). FEC is the most common method for
the identification of resistant animals; however, there are other methods, such as the
GIN worm count, the degree of anemia, the frequency of treatments and the immune
response to parasitism (Salgado et al., 2022).

Studies have progressively focused on investigating molecular polymorphisms
that can be used in strategies for selecting resistant animals. In this context, two
different chromosomal arrangements of (-globin have given rise to two distinct
haplotypes in domestic sheep: Hb-A and Hb-B (Garner and Lingrel, 1989). In Hb-A,
the B-globin locus consists of 12 genes, organized as a set of four genes that are

triplicated and expressed during development (fetal BF, juvenile B and adult #), while
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in Hb-B, this arrangement of four genes is duplicated (fetal BF and adult BE)
(Pieragostini et al., 2010). Sheep with Hb-A synthesize B¢ (juvenile), which has a
higher oxygen affinity not only at birth but also in adulthood under anemic conditions.
In contrast, sheep with Hb-B, as they do not synthesize B°, continue to produce BB
(adult) even in anemic circumstances (Pieragostini et al., 2010). Since H. contortus is
a hematophagous GIN, consuming blood directly from the hosts’ abomasum and
leading to anemia (Andrews, 1942), studies have shown that animals with the p allele,
including the Hb-AA and Hb-AB haplotypes, especially the former, are more resistant
to infection by this GIN (Evans et al., 1963; Jilek and Bradley, 1969; Allonby and
Urquhart, 1976; Preston and Allonby, 1979; Okino et al., 2021a; Okino et al., 2021b;
Okino et al., 2023).

Therefore, the main purpose of this study was to investigate the relationship
between different B-globin haplotypes (Hb-AA, Hb-AB and Hb-BB) and phenotypes
related to resistance to haemonchosis in ewes and lambs of the Santa Inés (SI), Texel
(TX) and White Dorper (DO) breeds. We aimed to provide an alternative approach for
the control of H. contortus through genetic selection, using this polymorphism with the

intention of reducing dependency on the frequent use of AH agents.
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2 MATERIAL AND METHODS

2.1 Experimental design

The study was performed at the experimental farm of Embrapa Pecuaria
Sudeste (CPPSE), located in Sao Carlos, SP, Brazil (21°57’ S, 47°50° W, 860 m) from
February 2022 to March 2023). The climate is classified as Cwa (Kdppen) with two
well defined seasons: dry season (April to September) and rainy season (October to
March). The average temperatures, humidity, and rainfall were 19.6°C, 66.5%, and
44.4 mm, respectively, during the dry season and 22.2°C, 81.1%, and 249.3 mm during
the rainy season. These data were collected at the CPPSE meteorological station.

A total of 180 ewes, with an average age of 5 years, were utilized. Among them,
60 belonged to the Santa Inés (SI) breed, with an average weight of 62.7 kg, 59 were
Texel (TX), with an average weight of 66.7 kg, and 61 were White Dorper (DO), with
an average weight of 71.2 kg.

The natural mating season took place between March 23 and May 6, 2022. In
brief, there were three rams for each breed. Thus, the ratio was one ram mating with
approximately 20 ewes of the same breed, in separate and controlled paddocks, until
all 60 SlI, 59 TX, and 61 DO were covered. On ultrasound examinations, 133 (40 SI,
54 TX and 39 DO) out of 180 ewes were identified as pregnant. The lambing season
occurred between August 21 and October 13, 2022, resulting in a total of 144 live-born
lambs, comprising 50 SI, 57 TX and 37 DO. Of these, 126 lambs (42 Sl, 54 TX and 30
DO) were followed in the current experiment.

The ewes were kept throughout the experimental period on pasture (Panicum
maximum cv. Tanzania, ad libtum), and during the dry period, they received
supplementation with corn silage (4 kg/ewe/day) and concentrated feed (0.4
kg/ewe/day) in the morning. All animals received mineral salt and water ad libitum.
During the pre-partum (30 days) and early lactation (45 days) periods, the ewes were
supplemented similarly. The lambs were kept with their mothers on pasture and
supplemented with concentrated feed (up to 0.3 kg/animal/day) in the morning. The
weaning began in November 2022, when the lambs were about 84 days old. Some

conditions, such as mastitis, insufficient milk production, rejection by the dam or weak
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lambs, impaired natural suckling. Thus, 16 lambs (2 SI AA, 4 SI AB, 3 SI BB, 3 TX BB,
and 4 DO BB) were transferred to stalls and subjected to artificial feeding, including
sheep colostrum administration at birth, followed by cow milk and concentrated feed
(from the 10th day of life) until weaning, when they were moved to pasture (average
age of 42 days).

The ewes and lambs were monitored daily by a veterinarian, who also assessed
the clinical results of the tests. In necessary cases, the animals received medication or

vitamin supplementation to accomplish their needs.

2.2 Genotyping for identification of B-globin haplotypes in ewes and lambs

The blood was collected through jugular venipuncture into an EDTA vacutainer
tube and stored at -20°C until processing. DNA extraction was performed with the Easy
DNA kit (Invitrogen, Cat. K180001), following the manufacturer's recommendations.
The concentration and purity of the isolated DNA were estimated by absorbance at
260 nm and the 260/280 nm ratio in spectrophotometer (Nanodrop | 2000, Thermo
Scientific). DNA was stored at -20°C until processing and individually adjusted to a final
concentration of 2.5 ng/uL.

gPCR assays for the identification of the ovine B-globin haplotype were
performed as described by Okino et al. (2021a). The reactions contained 5 ng DNA,
1x Mastermix Solution (Solis Biodyne, Tartu, Estonia), 5 pmol forward and reverse
primers and 2 pmol of each probe, in a final volume of 10 L.

Amplification was performed in a CFX 96 (BioRad) thermocycler including a pre-
incubation step at 95°C for 5 minutes, followed by 40 cycles of 95°C for 15 seconds
and 60°C for 30 seconds. In each run, a negative control and three positive controls
(samples of Hb-AA, Hb-BB and Hb-AB of B-globin haplotypes; confirmed by DNA
seqguencing) were included.

Hardy-Weinberg equilibrium of allele frequencies was investigated on
https://gene-calc.pl/hardy-weinberg-page at a significance level of 0.05.
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2.3 Phenotypic data

In ewes, fecal samples were collected directly from the rectal ampoule in the
months preceding parturition (February, March, April, May and July) and during the
peripartum period (August, September and October). Individual fecal egg count (FEC)
x 50 (adapted from Gordon and Whitlock, 1939) and fecal culture in an incubator (+
27°C, RH >80%) for 7 days, followed by infective larvae (L3) identification (Van Wyk et
al., 2004), were performed. In February (the beginning of the experiment), March (the
rainy season) and July (after mating), the packed cell volume (PCV) was determined
by micro-hematocrit; in February, March, September, October and November, the
score of ocular conjunctiva FAMACHA was measured (Van Wyk and Bath, 2002), while
in February body score was estimated (Russell, 1984).

The phenotypic data of the lambs were collected every 21 days, from DO (birth)
to D189. To minimize age differences, the lambs were evaluated in two lots (Lot 1 -
lambs born from 18 Aug to 7 Sep and Lot 2 — lambs born from 8 Sep and to 10 Oct)
and the collection dates were adjusted according to the average age. On DO and D42,
only weight was measured, while on D63, weighing, FEC and PCV were performed.
From D84 (average weaning age) to D189, complete phenotyping was performed,
including body and FAMACHA scores. Weight gain was calculated and adjusted for
the interval of 21 days between collections.

The animals were individually evaluated, and selective treatment with AH was
administered according to the assessment of the responsible veterinarian indicating

the need.

2.6 Statistical analysis

Prior to the analysis, data from one Texel lamb (deceased before D189) and
two Dorper lambs (the only DO with the AB 3-globin haplotype and the only offspring
of a sire) were removed. Thus, a database containing 180 ewes and 123 lambs was

used.
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Analyses were performed in R (version 4.2.3). For normalization, FEC data were
transformed by cubic root (tFEC). The quantitative phenotypic data (tFEC, PCV and
weight gain) were analyzed in a mixed linear model with the Imer() function of the Ime4
package (Bates et al., 2015) and maximum likelihood optimization. Pearson’s
correlation among quantitative variables was estimated using the chart. Correlation
function of the Performance Analytics package (Peterson and Carl, 2020). Categorical
data (FAMACHA score and body condition score) were analyzed in a mixed
multinomial regression model with the mclogit package (EIff, 2023).

Mixed models considered repeated measures (collection dates) and nested
variables (sire within dam) as random effects. Breed and B-globin haplotype were
tested as a fixed effect for both ewes and lambs. Additionally for the lambs, group (from
another ongoing study on parasitic replacement; manuscript under development),
average environmental temperature, humidity and precipitation, AH treatment 21 days
before collection, sex (male or female), type of birth (single or twin), birth weight,
maternal age (in years), weaning’s age (in days), artificial feeding (yes = orphan lambs
and no = lambs that stayed with their mothers) and lot (1 and 2) were investigated as
covariates. For ewes, condition (O = not pregnant, 1 = pregnant and raised the lamb
and 2 = pregnant, but the lamb was subjected to artificial feeding) and prolificacy
(single or twin pregnancy) were tested as fixed effects. The analysis was performed
initially for the entire dataset comprised of all three sheep breeds and subsequently,
due to the lack of all B-globin haplotypes in all breeds, data was analyzed separately
by breed.

After inclusion, one by one, of random and fixed effects and test of all relevant
first order interactions between fixed effects, the best fitted model was selected based
on the Akaike Information Criterion (AIC) and non-significant (P>0.05) terms were
removed. The LMERConvenienceFunctions package (Tremblay et al., 2020) was
employed for model assumption assessment, outlier removal, analysis of variance and

post-hoc tests. The Mumin package (Barton, 2023) extracted the R? of the models.



43

3 RESULTS

Descriptive statistics of all phenotypes are presented for ewes (Table 1) and
lambs (Table 2) grouped by breed and 3-globin haplotype.

In fecal cultures, Haemonchus, Trichostrongylus spp. and Oesophagostomum
spp. were identified, but Haemonchus was the predominant genus in all collection
dates from ewes (92% to 96%) and lambs (92% to 99%).

Blood samples from all ewes (60 SI, 59 TX and 61 DO) and lambs (42 SI, 54
TX and 30 DO) were genotyped for B-globin, and allelic and genotypic frequencies
were calculated (Table 3). Only Sl presented the Hb-AA haplotype, and the Hb-AB
haplotype was the most frequent in SI, while Hb-BB was the most common in TX and
DO. All B-globin haplotype frequencies were under Hardy-Weinberg equilibrium,
indicating that the B-globin alleles were not under selective pressure in the
experimental animals.

Regardless of the breed, the genotypic frequencies for the 3-globin were: 7.2%
Hb-AA (13/180), 27.2% Hb-AB (49/180) and 65.6% Hb-BB (118/180) in ewes; and 7%
Hb-AA (9/123), 21% Hb-AB (26/123) and 72% Hb-BB (88/123) in lambs.

In lambs, tFEC was negatively correlated (p<0.05) to both PCV (-0.50) and
weight gain (-0.16), and PCV was positively correlated (p<0.05) to weight gain (0.38).

An association (p<0.05) of B-globin haplotypes to mean PCV was detected in
both ewes and lambs. In ewes, considering the three breeds altogether, the best fitted
model (AIC=2080.1 and R?=0.27) was significant (p<0.05) for collection date as a
random effect and breed and B-globin haplotypes as fixed effects. Higher (p<0.05)
PCV was detected in Sl and in the Hb-AA B-globin haplotype, which was followed by
Hb-AB and Hb-BB (Figure 1).

When considering ewes of each breed separately, collection date as a random
effect and B-globin haplotypes and condition as fixed effects improved the model
adjustment for SI (AIC=600.8 and R?=0.38), with higher (p<0.05) PCV in animals Hb-
AA and in conditions 0 and 2 (Figure 2). No significant effects were observed for PCV
in TX, and B-globin haplotypes were not associated (p>0.05) with PCV in DO.

In lambs, random effects of sire/dam and collection date and fixed effects of [3-
globin haplotype, breed, sex, maternal age, mean precipitation, AH treatment, artificial
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feeding and lot, and interactions between group and AH treatment and between
maternal age and artificial feeding improved the model adjustment (AIC=4823.0 and
R?=0.57). For B-globin, lambs with the Hb-AA haplotype showed higher (p<0.05) PCV
than Hb-AB and Hb-BB, and for breed, Sl presented higher (p<0.05) PCV than DO and
TX (Figure 3).

For lambs, when considering each breed individually, significant effect of the -
globin haplotype on PCV was detected only in Sl, where Hb-AA animals and lambs
that stayed with their mothers showed higher (p>0.05) PCV (Figure 4). For S, random
effects of dam and collection date, and fixed effects of B-globin haplotype, artificial
feeding and mean precipitation and interaction between mean precipitation and mean
humidity contributed to the model fitting (AIC=1510.1 and R?=0.60).

There was no significant association (p>0.05) of 3-globin haplotypes to the other
parasite resistance phenotypes (FEC, weight gain, FAMACHA score and body

composition score) evaluated in ewes and lambs from all three sheep breeds.
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4 DISCUSSION

Sl was the only breed with Hb-AA individuals, whereas the TX and DO breeds
presented a higher frequency of Hb-BB individuals and no Hb-AA. Jiang et al. (2015)
also characterized the different 3-globin alleles in 70 domestic sheep of 42 breeds and
the Hb-B haplotype also presented the highest allele frequency (71.4%). In addition,
as in the present study, Jiang et al. (2015) did not find Hb-AA in TX and DO breeds,
but it was detected in SI. Based on the sample size used in the present research, we
hypothesized that the allelic frequency of B-globin in sheep is dependent on the breed
and, consequently, on its origin and evolutionary processes through natural selection.
S| possibly descends from a sheep breed submitted to natural selection for a long
period, until they become tolerant to H. contortus infections (Amarante et al., 1997).
Evans et al. (1958) reported that Hb-A has a selective advantage in sheep at higher
altitudes, constituting the most common allele in land breeds with high altitudes, as in
England and Scotland. Thus, the population sampled in this study has a higher
frequency for Hb-BB, suggesting its adjustment to lower altitudes, as is the case for
the geographic location of Brazil, where the samples were derived. Additionally, for this
study, it was challenging to find Hb-AA breeding stock available for purchase.

In the present study, H. contortus infection impaired the performance of the
lambs. The stronger negative correlation showed that increased tFEC resulted in a
reduction in PCV, while the weaker correlation suggested a decrease in weight gain
with increased tFEC. On the other hand, the positive correlation between PCV and
weight gain indicated that the increase in PCV also led to higher weight gain. Sheep
highly infected with GIN have lower PCV compared to less infected animals (Coop et
al., 1977). In addition, dewormed animals can have weight gain approximately twice
as high as untreated ones (Keegan et al., 2018).

The ewes and lambs of the Hb-AA haplotype presented significantly better PCV
in relation to the Hb-AB and Hb-BB haplotypes. Even when comparing within the same
breed, as was the case with Sl, a breed considered resistant (Chagas et al., 2013) and
the only one that had animals of all three haplotypes, it was observed that Hb-AA ewes
and lambs had a higher PCV than Hb-AB and HB-BB. This highlights the hypothesis
that animals carrying the A allele (especially Hb-AA) are more tolerant to
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haemonchosis, as the main clinical sign of this disease is anemia (Bertagnon et al.,
2019). This is due to the fact that Hb-A allele animals have the coding gene for B¢-
globin, which has a greater affinity for oxygen, being expressed in situations of anemia
or hypoxia as a compensatory mechanism (Hammerberg et al., 1974), while there is a
deletion in the gene encoding B¢ globin in Hb-BB (Garner and Lingrel, 1988), causing
a lower resistance of these animals to anemia (Huisman and Kitchens, 1968). We
believe that this mechanism has the potential to mitigate disease severity, as sheep
infected with H. contortus can lose up to 30 uL of blood per day per adult worm (Emery
et al., 2016). Since FEC levels were elevated and similar in the three breeds and
haplotypes, we can infer that individuals of Hb-AA haplotype of the ovine B-globin
demonstrate tolerance to haemonchosis. This is due to the fact that the tolerance of
an animal is intrinsically related to its ability to maintain performance and remain
asymptomatic, even when they harbor a substantial quantity of L3 (Bishop, 2012; Hine
et al., 2022). On the other hand, animals carrying the Hb-BB haplotype may be more
susceptible to haemonchosis, since, according to Freitas et al. (2023), susceptible
sheep are those that house GIN and manifest severe clinical signs, such as anemia,
and whose production is affected.

Previous studies conducted by our research group, involving Morada Nova
lambs, corroborated the current results regarding PCV (Okino et al., 2021; Okino et al.,
2023). In the first study, 286 lambs were artificially infected with 4,000 third-stage
larvae of H. contortus, where, in addition to the Hb-AA animals showing significantly
higher PCV values (p<0.05), they also exhibited lower FEC and higher birth weight
(Okino et al., 2021). In the second study, which shared a similar sample size with the
current study and involved natural infection, no significant differences were observed
(p>0.07) for FEC, which is in line with the results of this study. Okino et al. (2023),
explained that the reduced sample size, the high variability of FEC and its susceptibility
to climatic and nutritional influences may contribute to the less pronounced differences
between the haplotypes. Furthermore, in natural infection, the parasite loads ingested
by each animal vary and there is no control over the amount ingested by each one,
unlike artificial infection, where standardized parasite loads are administered to each
individual. Okino et al. (2023) observed an improved abomasum local response in Hb-

AA lambs, with an increase in the Th2 response, mucin and lectin, demonstrating that
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animals of this haplotype are able to develop an improved response in the primary site
of H. contortus infection.

In the current study, orphan lambs subjected to artificial feeding exhibited lower
PCV compared to those under natural suckling. Further investigations are needed,;
however, it is suspected that this may be due to nutritional deficiency, rather
than infection by H. contortus, since FEC and weight gain were lower (data not shown).
Cow’s milk may not adequately meet the nutritional needs of lambs (Kanwal et al.,
2004) and artificial feeding, even with fresh sheep’s milk, may impair the growth, health
and emotional wellbeing of lambs (Mialon et al., 2021). Male lambs also exhibited lower
PCV compared to females. This disparity can be attributed to greater parasitic
susceptibility associated with androgen hormones in males, while females show the
stimulatory effects of estrogen on immune responses (Urquhart et al., 1996).
Additionally, in males, compared to females, there is increased competition for dietary
protein to meet both growth and immune function requirements (Houdjik et al., 2001).
Furthermore, lambs treated with AH showed higher PCV, as AH treatment tends to
decrease FEC, consequently increasing PCV.

The body condition score of 3 emerged as the most prevalent category, both
among ewes and lambs, revealing remarkable uniformity, with the absence of
statistically significant differences between different haplotypes. This homogeneity can
be attributed to the practice of dietary supplementation with concentrated feed, which
was equally provided to all animals. As noted by Nechifor et al. (2022), dietary
supplementation, particularly in reproductive ewes, represents an effective means to
enhance the body condition score of animals.

The results of FAMACHA with the prevalence of degree 1 (indicating the
absence of anemia), did not corroborate with those of PCV, showing no significant
differences between the haplotypes. Given that this diagnostic method is categorical
(with only five degrees, ranging from 1 to 5) and was performed by different evaluators
in the context of this study, the observations became more susceptible to subjectivity.
Dahorou et al. (2021) investigated the accuracy of the FAMACHA test and also
identified a low agreement between the FAMACHA scores and PCV. A study
conducted by Cintra et al. (2018) found that the FAMACHA method has low sensitivity
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in young lambs, indicating that it should not be employed alone for the control of
haemonchosis in these animals.

Genetic strategies aiming to promote tolerance/resistance in sheep of different
breeds and ages have the potential not only to increase the profitability of producers
by reducing the need for AH treatment and animal mortality, but also to contribute to
the mitigation of environmental impacts resulting from contamination caused by the
use of these agents. In this sense, increasing the population of individuals of haplotype
Hb-AA in a flock, through genetic selection, may become an effective support tool for
the control of H. contortus and haemonchosis in the future, since strong evidence
suggests that H. contortus does not adapt to long-term exposure to sheep that are

genetically resistant to GIN infections (Amarante et al., 2009).
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5 CONCLUSION

Since the reduction of PCV is the main consequence of haemonchosis, our
results suggest that ewes and lambs of Hb-AA haplotype may be more tolerant to
haemonchosis, presenting milder clinical signs of anemia despite a predominant
infection with H. contortus. Further studies are still required, but the selection of -
globin A animals could be applied for genetic improvement, to select animals that are

naturally more resilient to H. contortus.
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Figure 1. Effect of B-globin haplotypes (Hb-AA, Hb-AB, and Hb-BB) and sheep breeds
(Dorper (DO), Santa Inés (SI), and Texel (TX)) on packed cell volume (PCV) in ewes.
abc Different letters indicate significant differences (p<05). Box plots showing median
(central line), first and third quartiles (box), minimum and maximum values (whiskers),
and outliers (circles) of PCV data collected on February, March and July.



51

PCV by HB in Santa Inés ewes PCV by condition in Santa Inés ewes
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Figure 2. Effect of B-globin haplotypes (Hb-AA, Hb-AB, and Hb-BB) and condition (0
= not pregnant, 1 = pregnant and raised the lamb and 2 = pregnant, but the lamb was
subjected to artificial feeding) on packed cell volume (PCV) in Santa Inés ewes.

abc Different letters indicate significant differences (p<05). Box plots showing median
(central line), first and third quartiles (box), minimum and maximum values (whiskers),
and outliers (circles) of PCV data collected on February, March and July.
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Figure 3. Effects of B-globin haplotypes (Hb-AA, Hb-AB, and Hb-BB) and sheep
breeds (Dorper (DO), Santa Inés (SI), and Texel (TX)) on packed cell volume (PCV) in
lambs.

abc Different letters indicate significant differences (p<0.05). Box plots showing median
(central line), first and third quartiles (box), minimum and maximum values (whiskers),
and outliers (circles) of PCV data collected on D63, D84, D105, D126, D147, D168,
and D189.
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PCV by HB in Santa Inés lambs PCYV by artificial feeding in Santa Inés lambs
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Figure 4. Effect of 3-globin haplotypes (Hb-AA, Hb-AB, and Hb-BB) and artificial
feeding (yes = orphan lambs and no = lambs that stayed with their mothers) on packed
cell volume (PCV) in Santa Inés lambs.

abc Different letters indicate significant differences (p<05). Box plots showing median
(central line), first and third quartiles (box), minimum and maximum values (whiskers),
and outliers (circles) of PCV data collected on D63, D84, D105, D126, D147, D168,
and D189.
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Table 1. Overall mean (x standard deviation) of fecal egg count (FEC) (February,
March, April, May, July, August, September and October) and packed cell volume
(PCV) (February, March and July), and frequency of FAMACHA scores (February,
March, September, October and November) and body condition scores (February,
March and August) in ewes, according to the combination of sheep breeds (Dorper
(DO), Santa Inés (SI) and Texel (TX)) and B-globin haplotypes (Hb-AA, Hb-AB and Hb-

BB).
n FEC PCV Famacha Body condition
%) 1 2 3 4 1 2 3 4
DO _AB 8 fgff 355'%i 91% 9% 0% 0% 0% 0% 80% 20%
DO BB 53 1122%  330% Sa0l 5006 3% 206 0% 9% 76% 15%
1715 4.6
SLAA 13 1293% 392 oo0l o806 0% 0% 0% 11% 67% 22%
2300 3.9
SI_AB 30 11157211 32'31' 82% 15% 3% 0% 0% 11% 89% 0%
SI.BB 17 i%%; 353%1' 77% 23% 0% 0% 0% 11% 78% 11%
TX_AB 11 1322%8801 3%'561' 76% 24% 0% 0% 0% 0% 100% 0%
TX_BB 48 12;‘4?81 31'711' 69% 27% 4% 0% 0% 12% 81% 7%
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Table 2. Overall mean (£ standard deviation) of fecal egg count (FEC) and packed cell
volume (PCV) (collections on D63, D84, D105, D126, D147, D168, and D189) and
weight gain (collections on DO, D21, D42, D63, D84, D105, D126, D147, D168, and
D189), and frequency of FAMACHA and body condition score (collections on D84,
D105, D126, D147, D168, and D189) in lambs, according to the combination of sheep
breeds (Dorper (DO), Santa Inés (Sl), and Texel (TX)) and B-globin haplotypes (Hb-
AA, Hb-AB, and Hb-BB).

n FEC PCV Vg‘;%ﬂt Famacha Body condition

(%) (kg) 1 2 3 1 2 3 4
29.1+ 2.90 +

DO_BB 28 5901 + 7494 5 92 591 66% 23% 11% 1% 30% 68% 1%
348+ 337z

SI_AA 9 4030 £ 5139 419 196 74% 24% 2% 2% 57% 39% 2%
32.7 2.75

SI_AB 21 3153 +4119 5 66 189 67% 29% 4% 7% 68% 25% 0%
329+ 2.79 +

SI_BB 12 1854 + 2130 481 187 67% 25% 8% 7% 58% 33% 2%
316+ 332z

TX_AB 5 3221 + 3686 307 543 70% 23% 7% 1% 36% 61% 2%
296+ 310+

TX_BB 48 5272 + 9126 5 60 530 64% 25% 11% 0% 33% 67% 0%

Table 3. Frequency of 3-globin haplotypes (AA, AB, and BB) and alleles (BA and 3B)
according to sheep breed and animal category.

Santa Inés Texel White Dorper

Category(n) Hb-AA Hb-AB Hb-BB BA BB Hb-AB Hb-BB BA BB Hb-AB Hb-BB BA BB
Ewes (n=180) 21.67% 50% 28.33% 0.38 0.62 18.64% 81.36% 0.09 0.91 13.11% 86.89% 0.07 0.93
Lambs

21.43% 50% 2857% 0,38 0,62 9.26% 90.74% 0,05 0,95 3,33% 96,67% 0,02 0,98
(n=126)
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CAPITULO 3- Consideracdes finais

A investigacao realizada neste estudo buscou explorar a relagdo entre os
haplétipos da B-globina ovina e a resisténcia/resiliéncia a infec¢cdo por Haemonchus
contortus em diferentes racas ovinas, uma vez que os estudos sobre esse tema séo
escassos. A selecdo de ovinos resilientes como ferramenta de controle da hemoncose
€ de suma importancia, considerando os desafios enfrentados pela ovinocultura e a
problematica da resisténcia anti-helmintica.

Os resultados obtidos oferecem informacdes valiosos sobre a associagao entre
os haplétipos da B-globina e o volume globular de ovelhas e cordeiros infectados por
H. contortus, visto que a reducéo do volume globular é a principal consequéncia da
hemoncose. A identificacdo de individuos portadores do haplétipo Hb-AA pode ser
fundamental para programas de melhoramento genético voltados a
resisténcia/resiliéncia a H. contortus, contribuindo assim para a sustentabilidade e
produtividade da ovinocultura.

A crescente preocupacao com a resisténcia anti-helmintica requer abordagens
inovadoras e esse estudo desempenha um papel crucial ao representar uma possivel
ferramenta de suporte ao controle da hemoncose, reduzindo a dependéncia do uso
de anti-helminticos.

Mais estudos sao necessarios, porém, espera-se que este trabalho contribua
para a promocao da saude e bem-estar dos rebanhos ovinos e para o avanco do

conhecimento cientifico na area da parasitologia veterinaria.



