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Perfil proteico e metabolismo oxidativo de cordeiros experimentalmente infectados pelo
Haemonchus contortus e suplementados com selénio e vitamina E

Protein profile and oxidative metabolism of lambs experimentally infected with Haemonchus
contortus and supplemented with selenium and vitamin E
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RESUMO

Para avaliar a influéncia da suplementagédo com
selénio e vitamina E sobre o perfil proteico e metabolismo
oxidativo de cordeiros infectados experimentalmente pelo
Haemonchus contortus, trinta cordeiros fémeas foram
distribuidos em quatro grupos: G1 (n=10): animais infectados;
G2 (n=10): infectados e suplementados; G3 (n=5): controle;
e G4 (n=5): ndo infectados e suplementados. Os grupos 1 e 2
receberam 500 larvas de H. contortus (L3), via oral, por um
periodo de 20 dias, com intervalo de dois dias entre as doses.
A suplementacao nos grupos 2 e 4 foi realizada no dia zero,
com 0,1mg kg* de Selenito de sédio (1,67%) e com 2.000UI
de vitamina E por via intramuscular (IM). Somente a vitamina
E foi reaplicada no dia 30. As coletas de sangue para
determinacdo do perfil proteico (proteina total, albumina, alfa,
beta e gamaglobulina) e metabolismo oxidativo (espécies
reativas ao cido tiobarbitirico-TBARS e a enzima glutationa
peroxidase (GSPX) foram realizadas nos dias zero, 20, 30, 45,
60 e 80. OPG foi quantificado nos dias 0, 20 ,45 e 80. Em
relagdo aos valores de proteinas totais, albumina, betaglobulina
e gamaglobulina, as principais diferencas foram observadas
quando o0s grupos parasitados foram comparados com o grupo
somente suplementado; e este manteve valores mais elevados.
Conclui-se que ndo ha influéncia da suplementagdo com selénio
e vitamina E no perfil proteico e metabolismo oxidativo quando
0s cordeiros se encontram severamente parasitados por
H.contortus.

Palavras-chave: ovinos, Haemonchus contortus, perfil
proteico, metabolismo oxidativo.

ABSTRACT

The objective of the present study was to describe
the influence of supplementation with selenium and vitamin
E on the protein and oxidative profiles of lambs experimentally
infected with Haemonchus contortus. Thirty female lambs
were divided into four groups as follows: G1 (n=10): infected
animals; G2 (n=10): infected and supplemented; G3 (n=5):
control; G4 (n=5): non-infected and supplemented. Groups
1 and 2 received 500 H. contortus larvae (L3) orally for a
period of 20 days, with 2-day intervals between doses.
Supplementation in groups 2 and 4 was performed on day
zero by injecting 0.1mg kg* of sodium selenite solution
(1.67%) and 2,0001U vitamin E through the intramuscular
(IM) route. Vitamin E alone was injected once again on day
thirty. The blood samples to determine the protein profile
(total protein, albumin, alpha, beta and gamma) and
oxidative metabolism (species reactive to thiobarbituric acid
and glutathione peroxidase (GSPX) were performed on days
zero, 20, 30, 45, 60 and 80. The OPG was quantified on days
0, 20, 45 and 80. Regarding the values of total proteins,
albumin, beta and gamma globulins, the main differences
were observed when the parasitized groups were compared to
the supplemented, non-infected group, the latter exhibiting
higher values. It is concluded that there is no influence of
supplementation with vitamin E and selenium in the protein
profile and oxidative metabolism when the lambs are severely
parasitized with H. contortus.

Key words: sheep, Haemonchus contortus, protein profile,
metabolism oxidative.
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INTRODUCAO

Os parasitas gastrintestinais sdo um grande
obstaculo a ovinocultura (ROWE et al., 2008). O
principal parasita gastrintestinal dos ovinos é o
Haemonchus contortus (H. contortus), que acarreta
sérios prejuizos econdmicos na ovinocultura mundial
(BAKER, 1996).

Grande parte da patogenicidade desse
parasita é proveniente de sua hematofagia. Ovinos com
intensa parasitose, principalmente jovens, podem
apresentar diminuicdo dos valores hematoldgicos e
perdas proteicas, caracterizadas por hipoproteinemia
com hipogamaglobulinemia (ADAMS, 1993).

Entre varios agentes quimicos produzidos
pelo hospedeiro contra os parasitas, citam-se a
producéo de radicais livres (KAZURA & MESNICK,
1984). Radicais livres sdo qualquer espécie quimica que
possuem um ou mais elétrons ndo pareados. Essa
configuracdo eletroquimica muito instavel confere a
essas estruturas alta reatividade e vida curta
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007). Uma vez
formados, os radicais livres interagem com outras
moléculas por meio de reagdes de oxiredugdo com o
propdsito de estabilizar sua configuracdo eletronica. A
classificacdo dos radicais livres se da pelo grupo
funcional presente em sua molécula; porém, os
processos aerdbicos que envolvem o oxigénio sao 0s
mais comuns e seus produtos sdo denominados de
espécies reativas do oxigénio (EROS) (CHIHUAILAF
etal., 2002; VALKO et al., 2007). Uma vez formados, 0s
radicais livres buscam estabilizar-se, cedendo ou
captando um elétron de espécies vizinhas
(SCHANAIDER, 2000). Estas, por sua vez, tornam-se
radicais livres e se estabilizam, tomando ou cedendo
elétrons de outras substancias. Cria-se uma reagdo em
cadeia que termina por alterar a conformacéo, a estrutura
ou as fungdes de proteinas, fosfolipidios de membrana,
acidos nucleicos e outros componentes celulares
(RIEGEL, 2000). Essa deteriorizacdo oxidativa dos
lipidios polinsaturados é chamada de lipoperoxidagéo
(NORDBERGER & ARNER, 2001).

O desequilibrio entre a producéo de EROS e
a remocdo pelos sistemas de defesa antioxidante é
denominado de estresse oxidativo. O estresse oxidativo
é uma condicao celular ou fisioldgica de elevada
concentracdo de EROS que causa danos moleculares
as estruturas celulares, com consequente alteracao
funcional e prejuizo das funces vitais (DROGE, 2002;
HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).

Em sistemas aerdbicos, é essencial o
equilibrio entre agente dxido-redutores (como as EROS)
e o sistema de defesa antioxidante. Para proteger-se, a

célula possui um sistema detoxificador do agente antes
que cause lesdo, constituido pela glutationa reduzida
(GSH), pelo superdxido-dismutase (SOD), pela catalase,
pela glutationa-peroxidase (GSH-Px) e pela vitamina E
ou pelo reparador onde ha a acdo do acido ascorbico,
da glutationa-redutase (GSH-Rd) e da glutationa
peroxidase (GSHPx), entre outros. Com exce¢do da
vitamina E (a-tocoferol), que € um antioxidante
estrutural da membrana, a maior parte dos agentes
antioxidantes estd no meio intracelular (ALONSO et
al., 1997; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).

A presenca de selénio (SE) na estrutura da
GSH-Px permite que exista uma alta relacdo entre a
concentracdo sanguinea e tissular de Se com a
atividade dessa enzima. A deficiéncia de Se induz a
baixa atividade da GSH-Px, deixando a célula expostaa
acdo nociva das EROS, o que produz alteragcdes na
estrutura de lipidios, proteinas, polissacarideos, DNA
e outras macromoléculas celulares (ARTHUR et al.,
2003; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).

A vitamina E é capaz de quelar formas
reativas de oxigénio, diminuindo a formacéo de
perdxidos, ja que muitas dessas moléculas sdo
autotdxicas e podem destruir neutréfilos e macrdfagos.
Dessa forma, essa vitamina protege a membrana lipidica,
0Ss receptores e outros componentes celulares
envolvidos na modulacdo da resposta imunoldgica
(MEYDANI, 1995; HALLIWELL & GUTTERRIDGE,
2007).

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito
da suplementacdo com selénio e vitamina E sobre o
perfil proteico e metabolismo oxidativo de cordeiros
parasitados experimentalmente pelo H. contortus.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 30 cordeiros fémeas, cruza
texel, com idade entre quatro e cinco meses. Os animais
foram distribuidos em quatro grupos experimentais.
Grupo 1 (n=10): animais infectados com larvas de H.
contortus; Grupo 2 (n=10): animais infectados com as
larvas de H. contortus e suplementados com 0,1mg kg*de
Selenito de sodio* (1,67%) (ROOKE et al., 2004) e
2.000UI de vitamina E® (acetato DL-a-tocoferol) (LOPES
etal., 2003) por via IM; Grupo 3 (n=5): controle; e Grupo
4 (n=5): animais nao infectados e suplementados com
vitamina E e selénio.

Antes do periodo experimental, os animais
permaneceram por 40 dias alocados em baias coletivas
(1 baia para cada grupo) localizadas no Hospital
\eterinario da Universidade Federal de Santa Maria
(HVU), para adaptacdo ao alimento e ao ambiente
experimental. Cada animal recebeu agua e sal comum a
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vontade e foi alimentado com 1.0kg de feno de azevém
(Proteina bruta (PB)=8%) e 150 gramas de racédo
(PB=21%) por dia, 0 que totalizou uma dieta com 9,6%
de PB. Trés dias ap6s a chegada dos animais ao HVU,
foram realizados 0 OPG e aplicacéo Unica de associagdo
de anti-helminticos: levamisole® e closantel +
albendazole®. Durante o periodo de adaptacéo, os
animais foram monitorados pela OPG, com resultados
negativos em todas as avaliacOes.

Cada animal dos grupos 1 e 2 recebeu 500
larvas (L3) de H. contortus por via oral, por um periodo
de 20 dias (ROWE et al., 2008), com intervalo de dois
dias entre as doses, iniciando a contaminacdo no dia
zero. As larvas foram obtidas por meio da técnica de
coprocultura realizada no laboratério de microbiologia
e parasitologia do Centro de Ciéncia da Salde da
Universidade Federal de Santa Maria (ROBERTS &
O’SULLIVAN, 1950), sendo obtidas apenas larvas de
Haemonchus contortus. A suplementagdo nos grupos
2 e 4 com selénio foi realizada no dia zero, e a vitamina
E (G2 e G4) foi aplicada nos dias zero e 30 do
experimento.

Foram realizadas coletas de amostras
sanguineas por puncdo da jugular, pelo sistema
vacutainer®, com o uso de EDTA como anticoagulante.
As amostras de sangue foram obtidas nos dias zero
(T0),20(T1),30(T2),45(T3), 60 (T4) e 80 (T5). Apds
coleta, as amostras foram centrifugadas, sendo o soro
desprezado e as hemdcias acondicionadas em
eppendorfs e armazenadas a -20°C, para posterior
analise. A peroxidagdo lipidica foi determinada nos
eritrocitos de acordo com o método de formacéo de
espécies reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) (o
TBARS quantifica, nos eritrdcitos, a concentracao de
malondialdeido, que é o metabolito final da
lipoperoxidagcdo) (OHKAWA et al., 1979). A
quantificacdo da GSH-Px nos eritrdcitos baseou-se na
reducgdo do ditionitrobenzeno. O perfil eletroforético
das proteinas (proteina total, albumina, alfa, beta e
gamaglobulinas) foi realizado em cuba de eletroforese,
sendo utilizadas fitas de acetato de celulose® (LEAL et
al.,2003).

Os dados foram submetidos & andlise de
variancia (ANOVA) e ao teste de Duncan, para
comparagdo entre pares de médias. O nivel de
significancia utilizado foi de 5%. Para o estudo da
relacdo entre duas variaveis, foram utilizadas as
analises de regressao linear e o coeficiente de
correlacdo. A significancia obtida na regressao
linear foi avaliada por meio do teste F. Foram
consideradas diferencas significativas quando o P
foi inferior a 0,05. A relacdo foi considerada alta
quando r>0,60; média quando os valores de r

estavam entre 0,30 e 0,60; e baixa quando r<0,30
(SAMPAIO, 1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos na avaliacéo do perfil
proteico e do metabolismo oxidativo de cordeiros
infectados experimentalmente pelo Haemonchus
contortus e suplementados com selénio e vitamina E
podem ser visualizados natabela 1.

No momento zero, ndo houve diferenga na
OPG entre os grupos experimentais (Tabela 1). Os
grupos (1 e 2) infectados experimentalmente pelo H
Contortus exibiram maiores valores de OPG em relacéo
aos grupos que ndo receberam Larvas de H. contortus
(3 e 4), nos tempos 1,3 e 5 (Tabela 1) (P<0,05). No
entanto, houve uma infeccdo branda nos grupos 3 e 4
durante o periodo de estudo, provavelmente em
decorréncia da proximidade das baias onde os animais
foram alocados.

As proteinas totais e a fragdo
albumina exibiram comportamento similar durante o
periodo experimental. Os animais do grupo 4 obtiveram
maiores valores desses constituintes bioquimicos no
T4 e T5, em comparagdo com 0s animais dos grupos 1,
2e3(P<0,008). No tempo 2, menores valores de proteina
total e albumina foram observados no grupo de animais
infectados pelo H. contortus e ndo suplementados, em
relacdo aos demais grupos estudados (Tabela 1).

Dentre os efeitos deletérios gerados pela
infecco pelo H. contortus em pequenos ruminantes,
destacam-se diminuigdes nas concentracdes séricas
de proteinas totais, notadamente a albumina
(BLACKBURN et al., 1992). Os cordeiros apenas
suplementados com selénio e vitamina E (G4), apesar
de terem recebido, durante todo o periodo experimental,
uma dieta com baixo teor proteico, exibiram um
incremento na producdo de proteinas totais e de
albumina aos 60 e 80 dias (Tabela 1). De acordo com
RAMIREZ-BRIBIESCA etal. (2005), 0 pico de acdo do
selénio pode ocorrer em até 60 dias apds sua aplicacéo,
sendo, provavelmente, a suplementagéo desse mineral
o responsavel pelo melhor desempenho proteico nos
cordeiros desse grupo. Quanto a fragdo betaglobulina,
valores mais elevados foram detectados no T3, T4e T5
do G4, em relacdo ao grupo 1. No T3 e T5, 0s animais
do grupo 4 exibiram maiores valores dessa fragédo
proteica quando comparados aos animais do G2 (Tabela
1). Os resultados podem estar associados ao fato de o
selénio e a vitamina E serem metabolizados pelo figado
e de que 0 aumento das betaglobulinas ocorra associado
ao aumento no metabolismo hepatico (ROOKE et al.,
2004; GIERUS, 2007; PAULAe SILVAetal., 2008).

Ciéncia Rural, v.40, n.3, mar, 2010.
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Tabela 1 - VValores médios e desvio padrdo do perfil proteico e metabolismo oxidativo de cordeiros infectados com Haemonchus contortus e

suplementados com vitamina E e selénio. Grupo 1: animais somente infectado com as larvas do parasita; grupo 2: animais
infectados com as larvas e suplementados com Selenito de sédio (1,67%) e vitamina E; grupo 3: controle; e grupo 4: animais
suplementados com Selenito de sédio (1,67%) e vitamina E.

PT Alb Beta Gama TBARS GSH-Px OPG
G T
g/dl g/dl g/dl g/dl mda/g hb mmol SH/I g
TO 6,440,332 3,640,272 1,030,112 1,4+0,12 2,740,372 8,8+3,8 0,0£00°
T1 5,840,462 2,9+0,12 1,04+0,16% 1,6+0,15° 2,9+0,38° 9,6+4,08 6186 (2.000)
T2 5,3+0,61° 2,5+0,3° 1,02+0,192 1,340,292 2,5+1,09 8,3+5,32 -
G1 T3 5,541,408 3,0+0,2° 0,99+0,05° 1,30,24° 2,6+0,89° 8.4+9,22 8.360+2.601°
T4 5,5+1,0° 3,0£0,4° 0,96+0,11° 1,2+0,30° 2,3+0,60° 7,6+1,0°
T5 5,5+0,4° 2,60,7° 0,92+0,03° 1,240,502 2,3+0,922 7,5+3,22 10.522+3.643°
TO 6,540,332 3,740,272 0,990,142 1,440,102 2,840,372 9,0+3,8 0,0£0,0°
T1 6,140,462 2,8+0,12 1,13+0,16% 1,6+0,15° 3,1+0,38° 10,1+4,0° 6450+1.920°
T2 6,6+0,62° 3,3+0,3° 1,22+0,19? 1,740,282 3,3+1,092 10,7+5,32 -
G2 T3 5,741,422 3,0+0,2° 0,95+0,05° 1,440,242 2,8 0,892 9,049,22 9.220+3.349°
T4 5,9+1,0° 3,0£0,4° 1,06+0,11%® 1,3+0,60° 2,6%0,60° 8,4+1,0°
T5 5,9+0,4° 2,2+0,7° 1,06+0,08° 1,8+0,50° 3,4+0,91° 11,1+3,22 10.222+4.952°
TO 6,240,332 3,340,272 1,090,112 1,440,102 2,740,372 8,8+3,8° 0,0+0,0°
T1 5,840,462 2,9+0,12 0,990,162 1,5+0,15° 2,9+0,38° 9,4+4,0° 770+560°
T2 6,2+0,61%® 3,2+0,3° 1,100,192 1,540,292 2,8+1,09° 9,245 32 -
G3 T3 6,541,412 3,2+0,2° 1,240,052 1,640,242 3,140,892 10,0+9,22 667+517°
T4 6,2+1,0° 3,2+0,4° 1,07+0,11% 1,5+0,70® 3,0£0,60® 9,7+1,0®
T5 6,6+0,19° 2,5+0,7° 1,13+0,15® 2,040,502 4,040,832 12,9+3,22 680+756°
TO 6,0£0,332 3,340,272 1,210,172 1,240,12 2,240,372 7,2+3,8 0,0£0,0°
T1 6,440,462 2,9+0,12 1,06+0,16° 1,840,152 3,540,382 11,3+4,08 686+551°
T2 5,9+0,61% 2,5+0,3° 1,010,242 1,740,292 3,241,098 10,6+5,32 -
G4 T3 6,3+1,45 280,22 1,30+0,05? 1,840,242 3,440,892 11,1+9,22 817+444°
T4 7,7+1,0° 4,00,42 1,200,112 2,00,4? 3,9+0,60° 12,6+1,08
T5 7,6%0,4° 3,2+0,72 1,260,112 1,740,5° 3,3+0,942 10,8+3,22 580+657°

Os tempos (T) se referem aos dias de coleta: dia zero (T0), dia 20 (T1), dia 30 (T2), dia 45 (T3), dia 60 (T4) e dia 80 (T5). Letras nédo
coincidentes denotam diferenca estatistica entre os valores e devem ser analisadas a partir da comparagdo com 0s mesmos momentos entre
diferentes grupos. G — Grupos; PT — Proteina total; Alb — Albumina; Alfa — Alfaglobulina; Beta — betaglobulina; Gama — Gamaglobulina;
TBARS - Espécies reativas ao acido tiobarbitdrico; GSH-Px — Glutationa peroxidase

Nas gamaglobulinas, estdo presentes os
diferentes tipos de imunoglobulinas, sendo entdo a
dosagem dessa proteina uma forma indireta de avaliar
o estado imune de animais (LEAL etal., 2003; KANEKO
et al., 2008).0s valores médios obtidos para a
concentracdo de gamaglobulinas diferiram
estatisticamente somente no T4 (P<0,01), quando o
grupo 4 exibiu maiores valores dessa fragdo proteica
em relacdo ao grupos infectados (1 e 2) (Tabela 1).
Estudos demonstraram que 0 uso concomitante da
vitamina E e do selénio resultou em melhora da resposta
imune de pequenos ruminantes quando comparados a
suplementacdo de apenas um dos elementos (FINCH
& TURNER, 1996; MILAD etal., 2001; LIESEGANG et
al., 2008). Entretanto, MORGANTE et al. (1999) ndo

observaram reducdo na incidéncia de mastite clinica
em ovelhas suplementadas com selénio associado a
vitamina E. A disparidade desses resultados sugere
que o efeito desses elementos estdo estritamente
relacionados a dose de administracdo e situacdo
organicaanimal. Como os animais do grupo 4 ndo foram
desafiados experimentalmente pelo e H. contortus, e
receberam suplementacdo com selénio e vitamina E,
houve um incremento dos valores das gamaglobulinas,
demonstrando um estimulo do sistema imunolégico dos
cordeiros desse grupo em decorréncia da administracdo
desses elementos Os resultados obtidos para a proteina
total, albumina e gamaglobulinas demonstram que
possivelmente a dose de selénio e vitamina E
administrada nos cordeiros severamente infectados
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pelo H. contortus ndo foi suficiente para estimular a
produgdo dessas proteinas.

Avaliando o perfil oxidativo dos animais,
pode-se observar que os valores de TBARS e GSH-
Px curiosamente se comportaram de forma semelhante,
ou seja, quanto maior foi a producdo de TBARS, maior
foi os valores de GSH-Px (correlagdo positiva alta:
r=1). No T4 (P<0,01), o grupo néo infectado e
suplementado com selénio e vitamina E (G4)
demonstrou valores mais elevados de TBARS e GSH-
Px em relacdo aos grupos infectados pelo H. contortus
(1 e 2). AGSH-Px aumenta na circulagdo sanguinea
em decorréncia da maior disponibilidade de selénio
sanguineo, visto que é uma enzima dependente desse
mineral (ROOKE et al., 2004; HALLIWELL &
GUTTERRIDGE, 2007). KATAMOTO et al. (1998)
observaram uma tendéncia de maior atividade da GSH-
Px com a suplementacdo injetavel de selénio e vitamina
E, nas doses de: 0,1mg kgt e 2,72Ul kg,
respectivamente, em cabras sob estresse térmico. No
entanto, TAULER et al. (2002) avaliaram a
suplementacdo via oral de vitamina E, na dose de
500mg/dia, associada a outros agentes antioxidantes
(vitamina C e beta- caroteno) na dieta de atletas,
verificando um aumento de 47% da atividade da GSH-
Px no grupo tratado.

Maiores valores de GSH-Px e TBARS foram
observados no T4 (P<0,01) do grupo somente
suplementado quando comparado aos dois grupos
parasitados (Tabela 1). O selénio exerce varias fungdes
bioldgicas no organismo quando incorporado em
proteinas. Dado o grande nimero de seleno-proteinas,
ha mecanismos que regulam a prioridade de utilizagao
de selénio de acordo com a necessidade orgénica
(ROOKE et al., 2004). Essa hierarquia ndo se refere
apenas a utilizagdo de selénio dentro do mesmo tecido,
mas também a retencdo de selénio entre os tecidos
(ROOKE et al., 2004). Animais infectados pelo H.
contortus apresentam deficiéncias minerais, sendo a
suplementacdo uma forma de repor nutrientes
necessarios ao organismo animal.

Os cordeiros do grupo 4 ndo foram
desafiados pela haemoncose e foram suplementados
com selénio e vitamina E. Possivelmente, ndo foi
necessaria a utilizacdo desses elementos pelos tecidos
desses animais. Além disso, em situagdo em que nao
haja processo inflamatério ou necessidade de utilizagao
da vitamina E, esta pode atuar como pré-oxidante,
aumentando os valores de TBARS (COMHAIR &
ERZURUM, 2002; PAES et al., 2003). No entanto, a
maior disponibilidade de selénio aumenta os valores
de glutationa peroxidase na circulagdo. No presente
estudo, pdde-se constatar um efeito compensatdrio

entre os valores de GSH-PX e TBARS nos animais do
grupo 4. Nos animais dos grupos parasitados, a dose
de selénio e vitamina E provavelmente deve ter sido
utilizada pelo organismo animal para suprir a caréncia
de selénio e atuar no processo inflamatorio gerado pela
alta infeccdo parasitaria, ndo havendo aumento
significativo nos valores de TBARS e GSH-Px.

CONCLUSAO

A suplementacdo com selénio e vitamina E
(IM), na dose de 0,1mg kg™ e 2000UI (duas aplica¢Ges
com intervalo de 30 dias), respectivamente, ndo foi
capaz de promover incremento proteico e imune
quando cordeiros encontravam-se severamente
infectados pelo Haemonchus contortus; jaem cordeiros
sadios, a suplementagdo com selénio e vitamina E
promoveu aumento nos teores de proteinas séricas e
melhorou a resposta imune animal.
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