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RESUMO
Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pos-graduacdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

ERITROGRAMA E ESTRESSE OXIDATIVO EM CORDEIROSANEMICOS
TRATADOS COM FERRO DEXTRANO
AUTOR: RICARDO XAVIER DA ROCHA
ORIENTADOR: MARCELO DA SILVA CECIM
Santa Maria, dezembro de 2005

A potencialidade do mercado de carne ovina € uma realidade, devido a isto a
ovinocultura brasileira tem se desenvolvido de maneira bastante acentuada. Entre os
fatores limitantes para a producéo de ovinos a anemia verminotica € a principal causa
de prejuizos para os produtores. O objetivo deste trabalho foi avaliar o status oxidativo
e a recuperacdo do quadro hematolégico de cordeiros com anemia induzida por
sangramento e suplementados ou ndo com ferro. Foram utilizados 10 cordeiros machos
entre 5 e 7 meses de idade. O dia zero do experimento foi considerado quando cada
animal atingiu o hematocrito 15% apds a inducdo da anemia e foi alocado em um dos
grupos experimentais. O grupo tratado recebeu uma injecéo de 25 mg/kg de peso vivo
de ferro dextrano intramuscular em dose Unica e o grupo controle ndo foi tratado. As
coletas de sangue foram feitas nos dias zero, 7, 14 e 21. Nos dias 7 e 21 ap0s ao
tratamento houve aumento nos valores de espécies reativas ao &cido tiobarbitirico
(TBARS) e diminuicao nos valores dos grupamentos tidis ndo protéicos (NPTH) nos
dias 7, 14 e 21 no grupo tratado. No dia 7, o teste de fragilidade osmética eritrocitaria
indicou um aumento na resisténcia da membrana dos eritrécitos dos animais do grupo
tratado quando comparado aos animais do grupo controle. A recuperacdo da série
vermelha do sangue (eritrocitos, hematdcrito e hemoglobina) foi mais répida no grupo
tratado. A suplementagéo de ferro apesar de aumentar 0 estresse oxidativo acelerou a
recuperacdo do quadro hematol 6gico, ndo aumentando a porcentagem de hemdlise pela
acdo das espécies redtivas de oxigénio sobre a membrana eritrocitaria. Pode-se sugerir
também apartir destes resultados a utilizacdo de ferro como tratamento auxiliar para
verminose junto com anti-helminticos.

Palavras-chave: NPTH, fragilidade osmética, TBARS, reticul ocitos



ABSTRACT
Master “s Dissertation
Programa de Pos-Graduacdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

RED BLOOD CELL PROFILE AND OXIDATIVE STRESSIN ANEMIC LAMBS
TREATED WITH DEXTRAN IRON
AUTHOR: RICARDO XAVIER DA ROCHA
ADVISER: MARCELO DA SLVA CECIM

Santa Maria, september, 2005

With the sharp increase on the demand for lamb meat, Brazilian sheep industry
has experienced an unprecedented growth on the national flock. Among the limiting
factors in sheep production anemia due to worm infection is a major cause of |osses.
The objective of the present work was to evaluate the oxidative status and the red
blood cell profile in lambs with bleeding induced anemia, supplemented or not with
dextran iron. Ten 5 to 7 month-old ram lambs were used. Day zero was defined when
each experimental animal attained 15% packed cell volume after successive bleedings.
Animals were then allocated into 2 experimental groups. Treated group which
received a single injection of dextran iron (25 mg/kg i.m.) and Control animals that
received no treatment. Blood samples were collected on days zero, 7, 14 and 21. At
days 7 and 21 there was an increase in the tiobarbituric acid reactive species (TBARS)
in treated animals. The same group presented reduced levels of non-protein Thiol
groups (NPTH) at days 7, 14 and 21. At day 7 osmotic fragility of red blood cells was
increased in control animals as compared to the treated group. Red blood cell profile
recovered faster in treated than control animals. In conclusion, iron supplementation
eventhough inducing oxidative stress accelerated the recovery of hematological
profile. The results can suggest the use of iron injections in conjunction with wormers
in the treatment of haemonchus infections.

Key Words. NPTH, fragility osmotic, TBARS, reticulocytes



INTRODUCAO

A criagdo de ovinos no Rio Grande do Sul é uma atividade que,
tradicionamente, possui uma forte influéncia no contexto da pecuaria da
regido, tanto no que concerne ao seu lado comercia, como o que envolve
Seus indimeros aspectos culturais. O interesse do mercado consumidor pela
carne ovina fez do cordeiro um produto bastante apreciado. A
potencialidade do mercado da carne ovina € uma realidade, verificando-se
gue a demanda supera a of erta atual mente disponivel.

Entre os fatores limitantes para a criacdo de ovinos, 0 que mais se
destaca é a infeccdo por parasitas gastrintestinais, devido a diminuicdo da
produtividade pela queda na producéo e qualidade da l&, reducdo no ganho
de peso e mortes no rebanho. Dentre as categorias do rebanho, 0s
cordeiros sG0 0s mais afetados, por ainda ndo ter adquirido imunidade
contra os parasitas. O controle da verminose tem se baseado na utilizac&o
de anti-helminticos. Entretanto, 0 seu uso indiscriminado teve como
consequéncia a selecdo de populagcdes de helmintos com resisténcia aos
diferentes grupos quimicos utilizados no tratamento dos animais. E
comum, em varias propriedades de criagdo de ovinos a ocorréncia de
resisténcia anti-helmintica a praticamente todas as drogas disponiveis no
mercado, ocasionando diminui¢do da producdo. A utilizacdo do método
Famacha como controle de verminose, onde se correlaciona o0 grau de
anemia em uma escaa de 1 a 5 com a condi¢do parasitaria do animal,
possibilita a realizacdo de tratamento seletivo, ndo selecionando assim,
popul acbes de parasitas resi stentes.

A suplementacdo de ferro é indicada em quadros de anemia devido

a sua funcdo eritrocitica. Haemonchus contortus € a espécie de parasita
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gue mais prejuizos causa a ovinocultura, cursando com anemia por ser um
nematdédeo hematdfago. A suplementacéo de ferro neste caso pode ser
uma opc¢do de terapia auxiliar a0 tratamento anti-helmintico ou como
terapia Unica em animais com Famacha grau 3 (hematocrito 18 a 22) e
Famacha grau 4 (hematocrito 13 a 17). Esta medida pode aumentar o
intervalo entre dosificagbes e consequentemente aumentar a refugia,
mantendo assim, a populacdo de larvas susceptiveis ao anti-helmintico na
pastagem, prolongando o tempo de eficacia do mesmo.

O presente estudo teve por objetivo avaliar a suplementacéo de ferro
dextrano em cordeiros com anemia induzida por sangramento sobre a

producdo de lipoperdxidos e a recuperacdo da série vermelha do sangue.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

O rebanho ovino mundial é de aproximadamente 1,02 bilhdo de
cabecas (FAO, 2003), explorados em regides com as mais diversas
condic¢des de relevo, clima e fertilidade do solo. O efetivo ovino no Brasil
€ de aproximadamente 15 milhdes de cabecas com maior concentracéo nas
regides sul e nordeste. No Rio Grande do Sul, as principais regides onde
esta distribuido o rebanho sdo a Fronteira Oeste (39,8%), Sul (19,3%) e
Campanha (13,2%), e normamente estéo associados a criacao de bovinos
(ANUALPEC, 2003).

A crescente demanda de proteina na aimentagdo humana é
altamente significativa e sabe-se que a carne é a fonte protéica preferida,
universalmente, pela humanidade. A carne ovina, com certeza, € uma das
aternativas dentre as variedades de oferta na mesa do consumidor. No
entanto, no Brasil, ainda € incipiente o setor de producdo de carne ovina e
0 mercado consumidor ainda € bastante reduzido, pois além da culinéria
ser redtrita, a oferta é inconstante (MULLER, 1993). Segundo SIQUEIRA
(1996), a producdo de ovinos tem aumentado ultimamente, sendo
estimulada, pelo elevado potencial do mercado consumidor dos grandes
centros urbanos brasileiros. Observa-se, também, gque agora além das
tradicionais regibes produtoras, a ovinocultura expande-se em outros
Estados, por exemplo, Santa Catarina, Parand, Mato Grosso do Sul, S&o
Paulo e mais recentemente Minas Gerais.

No Brasil, assim como em outros paises de clima tropical e sub-
tropical, os problemas sanitarios, tém sido considerados fatores limitantes

para a criacdo de ovinos (RIBEIRO, 1988). Os parasitas sdo responsaveis
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por grandes perdas econdmicas ao ovinocultor, devido a queda na
producdo e qualidade de 18, reducdo no ganho de peso e mortalidade. Os
cordeiros desmamados constituem a categoria etéria mais acometida pela
verminose (ECHEVARRIA, 1988). Entre as helmintoses gastrintestinais
dos ovinos, a que ocorre com mais freqiéncia € a infeccdo por
Haemonchus sp. (BORBA, 1996). Os ultimos estadios larvais e os adultos
de Haemonchus sp. sugam sangue da mucosa abomasal. Considerando que
cada verme adulto consome 0,05 mL de sangue/dia, uma ovelha com
infeccd moderada de 2000 vermes pode perder de 5 a 7% do volume
sanguineo por dia. Essas perdas facilmente acarretam em anemia,
hipoproteinemia e reduzido ganho de peso associado com a infecgéo
(ANDERSON, 1982).

Anemia:

Segundo JAIN (1993), um quadro de anemia é configurado quando
um ou mais dos parametros das células vermelhas do sangue (hematdcrito,
hemoglobina, contagem de eritrocitos) estdo abaixo dos niveis normais
para aidade, sexo e espécie. Raramente € uma causa primaria de doenca e
sim resultado de um processo sistémico. Os sinais clinicos de anemia
(taguipnéia, taquicardia, reducdo na tolerancia ao exercicio, e depressao)
refletem gjustes fisioldgicos ao inadequado transporte de oxigénio aos
tecidos do organismo. Anemia é acompanhada por palidez da mucosa,
exceto quando € causado por destruicdo dos eritrécitos, caso em que
ocorre hiperbilirrubinemiaeictericia(DUNCAN e PRASSE, 1982).

As anemias podem ser classificadas de acordo com o tamanho dos
eritrocitos (VCM) e a concentracdo de hemoglobina (CHCM, HCM). A
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anemia pode ser normocitica, macrocitica ou microcitica. Pode ser
normocromica ou hipocrémica. Esta classificagdo € til principalmente na
deteccdo da deficiéncia de ferro e anemias megaloblasticas (DUNCAN e
PRASSE, 1982).

Quando as concentragbes de hemoglobina decrescem, os tecidos
recebem uma menor oxigenagdo, elevando as concentracdes de
eritropoieting, a qual estimula a proliferacdo da medula 0ssea, que junto
com um aporte suficiente de ferro aumenta a formagcdo de hemacias
(SCHOLL et d., 2000). Em torno de cinco dias transcorrem do estimulo
da célula tronco eritropoiética pela eritropoietina até a saida de
reticuldcitos da medula Ossea para a circulagdo sanguinea, e 0 que
determina 0 grau de reticulocitose € a quantidade de ferro disponivel
(FLOREZ, 1997).

M etabolismo do ferro:

O ferro é um cétion indispensavel para a sintese de hemoglobina e
formacdo de outros componentes (mioglobina) e enzimas que atuam em
outros processos metabdlicos principalmente de éxido-reducdo. Em torno
de 80% do ferro organico destina-se a funcéo eritrocitica (FLOREZ,
1997). Na hemoglobina, um aomo de ferro divalente encontra-se no
centro do ndcleo tetrapirrdlico, formando-se o nicleo heme (DE
ANGELIS e CTENAS, 1993). O ferro € absorvido no duodeno e na
porcdo proximal do jejuno, principalmente na forma Fe™? (forma ferrosa),
de acordo com a necessidade do organismo, influenciada pela
concentracdo de ferro nas células da membrana, idade do animal, sexo e

guantidade na dieta (HILLMAN, 1998). Para que ocorra a transferéncia de
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ferro do epitdlio intestind e de céulas reticuloendoteliais para a
transferrina € necessario a presenca de ceruloplasming, uma
metal oproteina sintetizada no figado que contém aproximadamente 90%
do cobre plasmatico. A transferrina € uma glicoproteina de transporte que
carreia o ferro no plasma e no liquido extracelular para suprir as
necessidades teciduais. Normamente, 1/3 da transferrina € saturada com
ferro (COOK, 1999).

O ferro necessario para a sintese do heme vem principa mente dos
compartimentos de reserva. O ferro pode ser estocado em duas formas:
ferritina e hemosiderina. A ferritina é a mais importante proteina de
reserva de ferro presente em todas as células, especidmente naguelas
envolvidas na sintese de compostos que contem ferro (precursores
eritrdides) e no metabolismo e reserva de ferro (hepatocitos e macrofagos)
(COOK, 1999).

A manifestacBo mais facilmente detectavel em um desequilibrio
entre a ingesta e a perda de ferro pelo organismo € um quadro de anemia.
Em situacdes normais, as perdas diarias de ferro séo minimas, porém em
casos de hemorragias ou perdas de sangue que impegam a reutilizacéo de
certos componentes do sangue (ferro, proteinas do plasma), estas perdas
podem incrementar-se (FLOREZ, 1997).

De acordo com TOKARNIA (2000), o solo e as pastagens do Rio
Grande do Sul (RS) so muito ricos em ferro. Por este motivo bovinos e
oVinos que tem acesso a estas pastagens nao apresentam quadros de
deficiéncia de ferro, ndo sendo usado este mineral no tratamento da

Verminose em ovinos.
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Ferro e Producdo de RadicaisLivres:

Radical livre representa qualquer espécie quimica de existéncia
independente que possui um ou mais elétrons ndo pareados girando em
seus orbitais externos. Esta configuracéo, eletroquimicamente, muito
instavel, confere a propriedade de ser uma espécie quimica altamente
agressiva e de vida curta. Tem-se observado que o grau desta reatividade
se correlaciona inversamente com sua meia vida e com sua capacidade de
difusdo em meio celular. Do ponto de vista quimico, um radical livre pode
originar-se por distintos mecanismos, porém o mais fregliente nos
organismos vivos € mediante a adicdo de elétron a uma molécula estavel
(HALLIWELL, 1987). Uma vez formados, os radicais livres buscam
estabilizar-se, cedendo ou captando um elétron de espécies vizinhas
(SCHANAIDER, 2000). Estas, por sua vez, viram radicais livres e se
estabilizam, tomando ou cedendo elétrons de outras substancias. Cria-se
uma reagdo em cadeia que termina por alterar a conformagao, a estrutura
ou as funcgdes de proteinas, fosfolipidios de membrana, &cidos nucléicos e
outros componentes celulares (RIEGEL, 2002). Esta deteriorizacéo
oxidativa dos lipidios polinsaturados € chamada de lipoperoxidacéo
(NORDBERGER e ARNER, 2001).

As espécies reativas do oxigénio (ROS) incluem um grande nimero
de moléculas quimicamente reativas oriundas do oxigénio, entre elas. 0
radical superdxido (Oy), radical hidroxil (OH") e o peréxido de hidrogénio
(H,O,). Algumas dessas moléculas, como o radica hidroxil, sdo
extremamente reativas, enguanto outras, sdé0 menos reativas. O radical
superoxido gerado apartir do oxigénio molecular pela adicdo de um

elétron é um radical livre, pouco reativo, porque ele tem pouca habilidade
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para penetrar nas membranas celulares e, portanto fica preso no
compartimento onde foi produzido (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
1999). O radical hidroxil é formado apartir do peréxido de hidrogénio em
uma reacdo catalisada por ions metdlicos. O radical hidroxil reage
rapidamente com biomoléculas e pode desencadear a lipoperoxidacdo nas
membranas celulares pela separacdo de um aomo de hidrogénio dos
&cidos graxos insaturados na mesma. Esse processo leva a geracdo de
radicais lipidicos, que entdo se combinam com o0 oxigénio molecular
propagando assim, a cadeia de reacfes da peroxidacdo dos lipidios. A
maioria dos fosfolipidios componentes da membrana sdo ricos em acidos
graxos polinsaturados, portanto, sdo susceptiveis ao atague do radical
hidroxil (NORDBERGER e ARNER, 2001).

O ferro tem a capacidade de aceitar e doar elétrons, prontamente,
interconvertendo-se entre a forma férrica (Fe™®) e a forma ferrosa (Fe*).
Esta propriedade o torna um componente muito Gtil em citocromos, em
moléculas que ligam e transportam oxigénio (hemoglobina e mioglobina),
e em muitas enzimas gue realizam processo redox, funcionando como
transportadoras de elétrons. Entretanto, também pode causar danos aos
tecidos, se atuar como catalisador na conversdo do peroxido de hidrogénio
em radicais livres que atacam a membrana celular, proteinas e DNA
(ANDREWS, 1986). A producdo do radical hidroxil, a espécie mais
citotoxica, é facilitada pelo ferro, que catdlisa a interagdo do anion
superdxido e do peréxido de hidrogénio através das reacfes de Fenton e
Haber-Weiss (SCHIMMEL e BAUER, 2002). O sistema Fenton pode
gerar o radical hidroxil através da ativacdo do perdxido de hidrogénio pela
acdo de ion de transicio (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). A
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seqliéncia das reacdes de reducéo do peréxido de hidrogénio pelo Fe? ea
reducdo do Fe*® pelo anion superdxido constitui o ciclo de Haber-Weiss.
Nele o anion superdxido, tendo o ion ferroso como catalisador, garante a
continua formagdo daradical hidroxil (RIEGEL, 2002).

Sistema Antioxidante:

A principal funcéo do sistema de defesa antioxidante do organismo
€ inibir ou reduzir os danos causados as células pelas espécies reativas do
oxigénio (ROS). Existe uma grande variedade de substancias
antioxidantes, as quais podem ser classificadas em funcéo da origem e/ou
localizacéo (JACOB, 1985).

A glutationa, um antioxidante sintetizada principamente no figado,
€ um tripeptideo (y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina), que existe no
organismo em duas formas: reduzida (GSH) e oxidada (GSSG), atua direta
ou indiretamente em muitos processos biol 6gicos importantes, incluindo a
sintese de proteinas, metabolismo e protecdo celular (HOER et al., 2000).
A atividade enzimatica da glutationa peroxidase (GSHpx) € um dos meios
de controle dos niveis de perdxido de hidrogénio e hidroperdxidos
lipidios, oriundos do ataque de radicais livres (HOER et a., 2000).

A superdxido dismutase € outra enzima que participa no processo de
detoxificacdo de radicais livres transformando dois anions radical
superoxido em um peroxido de hidrogénio menos reativo que o anterior
(AMES et al., 1993). Esta enzima é abundantemente encontrada no
organismo. Ocorre no citoplasma das células e é dependente do cobre ou
zinco como cofatores e na mitocondria onde utiliza como cofator o
manganés (RIEGEL, 2002).
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Estresse Oxidativo:

O desequilibrio entre a producdo de ROS e a remocéo pelos
sistemas de defesa antioxidante € denominado de estresse oxidativo. O
estresse oxidativo € uma condicdo celular ou fisiolégica de elevada
concentragdo de ROS que causa danos moleculares as estruturas celulares,
com conseqUente ateracdo funcional e prejuizo das fungbes vitais
(DROGE, 2002).

A membrana do globulo vermelho contém grande nimero de grupos
—SH, e os agentes oxidantes podem converter estes grupostiois (R-SH) em
componentes dissulfeto (R-SSG), levando a desnaturacdo das proteinas de
membrana. Nesse processo, pode ocorrer lesdo intracelular, com oxidacéo
da hemoglobina (Hb) a Meta-Hb, que precipita e forma os corpuscul os de
Heinz (WINTERBOURN, 1990).

A oxidagdo do eritrocito tem sido estudada como modelo para
avaiar o dano oxidativo sobre as biomembranas. Quando ha atague dos
radicais livres sobre as membranas dos eritrocitos ocorre oxidacdo dos
lipidios e proteinas causando hemdlise (SIES, 1993). O eritrocito é
responsavel pelo transporte do oxigénio via hemoglobina, isto faz com que
esta célula esteja constantemente exposta a espécies reativas do oxigénio
(radicaislivres) (YAMAGUSHI et al., 1998).
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CAPITULO 1

ERITROGRAMA E ESTRESSE OXIDATIVO EM CORDEIROSANEMICOS

TRATADOS COM FERRO DEXTRANO*

Red Blood Cell Profile and Oxidative Stressin Anemic Lambs Treated with

Dextran Iron

Ricardo Xavier da Rocha’ Carlos Bondan® Marcelo Cecim®

RESUMO

A anemia verminética traz sérios prejuizos na producdo de ovinos, tanto pela
perda de animais como na queda no ganho de peso e, principalmente, pela demora na
recuperacao pos everminacdo. O objetivo deste trabalho foi avaliar o status oxidativo e
a recuperacd do quadro hematolégico de cordeiros com anemia induzida,
suplementados ou ndo com ferro dextrano. Foram utilizados 10 cordeiros machos entre
5 e 7 meses de idade. O dia zero do experimento foi considerado quando cada animal
atingiu o hematocrito 15% apds a anemia induzida atraveés da retirada de sangue e foi
alocado em um dos grupos experimentais. O grupo tratado recebeu uma injecdo de 25

mg/kg de peso vivo de ferro dextrano intramuscular em dose Unica. As coletas de

! Parte da dissertacgio desenvolvida pelo primeiro autor para obtencgo do grau de Mestre em Clinica
Médica, Universidade Federa de Santa Maria (UFSM).

2 Médico Veterinario, mestrando em Medicina Veterindria, UFSM.

3 Médico Veterinario, PhD, Prof. Adjunto, Departamento de Clinica de Grandes Animais, UFSM. Santa
Maria, RS, Brasil. 97105-900. E-mail: mcecim@smail.ufsm.br. Autor para correspondéncia.
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sangue foram feitas nos dias zero, 7, 14, e 21. Nos dias 7 e 21 nos animais tratados
houve aumento nos valores de espécies reativas ao &cido tiobarbitirico (TBARS) e
diminuicdo na concentragcdo dos grupamentos tidis ndo protéicos (NPTH) nos dias 7,
14 e 21. No dia 7, o teste de fragilidade osmética eritrocitaria indicou um aumento na
resisténcia da membrana dos eritrocitos nesses animais. A recuperagdo da série
vermelha do sangue (eritrocitos, hematécrito e hemoglobina) foi mais répida no grupo
tratado. A suplementacdo de ferro mesmo aumentando a produgdo de lipoperoxidos
acelerou a recuperacdo do quadro hematol 6gico, pois ndo aumentou a porcentagem de
hemolise pela agéo das espécies reativas do oxigénio sobre as biomembranas.

Palavras-chave: NPTH, fragilidade osmética, TBARS, reticul 6citos

ABSTRACT

Anemia due to worm infection is a major cause of loss in the sheep industry,
due to deaths, drop in average daily gains and long recovery time after treatment. The
objective of the present experiment was to evaluate the oxidative status and the
recovery of red blood cell (RBC) profile in lambs with induced anemia, treated or not
with dextran iron. Ten ram lambs 5 to 7 months old were used. Animals were bled
every other day, and when presented PCV of 15% were randomly allocated (day zero)
to one of the experimental groups. Treated group received a single dose of 25 mg/kg
BW of a comercial formulation of dextran iron IM, the control group received no
treatment. Blood samples were taken on days zero, 7, 14 and 21. On days 7 and 21
treated animals presented higher TBARS values, reduced non protein thiol groups

(NPTH) levels were found in the treated group on days 7, 14 and 21. Erythrocyte
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membrane resistance to osmotic challenge was improved on day 7 in treated animals.
Recovery to normal values for the RBC profile was faster in the treated group with
significant differences starting on day 7. We conclude that iron treatment even tough
increasing oxidative stress, accelerated recovery of the hematological profile.
Moreover, it did not increase hemolysis in anemic blood by the action of oxygen
reactive species upon biologica membranes.

Key Words: NPTH, fragility osmotic, TBARS, reticulocytes.

INTRODUCAO

No Brasil, assim como em outros paises de clima tropical e sub-tropical, os
problemas sanitérios, tém sido considerados fatores limitantes para a criagdo de ovinos
(RIBEIRO, 1989). Os parasitas sdo responsaveis por grandes perdas econdémicas ao
ovinocultor, devido a queda na producéo e qualidade da |4, reducéo no ganho de peso e
mortalidade (ECHEVARRIA, 1988). Os cordeiros desmamados constituem a categoria
etériamais acometidas pelaverminose (ECHEVARRIA et a., 1989).

Entre as helmintoses gastrintestinais, a que ocorre com maior freqiéncia é a
infeccdo por Haemochus sp. (BORBA, 1996), um nematédeo hematofago que causa
anemia, hipoproteinemia e diminuicdo no ganho de peso (ANDERSON, 1982). VAN
WYK et a. (1997) associaram os valores de hematocrito com diferentes coloragtes da
conjuntiva ocular. Estas coloragbes representam cinco graus de anemia, com
confiabilidade superior a 95% para infecgbes por Haemonchus sp. Apartir destes
resultados, os autores apresentaram o método Famacha de controle de verminose, que

segue umaescalade 1 a5, no qua 1 e 2 ndo recebem tratamento e 3, 4 e 5 sdo tratados,
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onde Famacha 1 apresenta hematdcrito acima de 27%, Famacha 2 de 23 a 27%,
Famacha 3 de 18 a 22%, Famacha 4 de 13 a 17% e Famacha 5 abaixo de 12%.

Um quadro de anemia é indicado quando um ou mais dos parémetros das
células vermelhas do sangue (hematdcrito, hemoglobina, contagem de eritrécitos) estdo
abaixo dos niveis normais para a idade, sexo e espécie. Raramente é uma causa
priméaria de doenca e sim um resultado de um processo sistémico (JAIN, 1993).

Segundo DALLMAN (1991), o ferro é recomendado no tratamento de anemia,
pois cerca de 80% deste metal de transicdo é captado pela medula Ossea para ser
utilizado na producdo de hemoglobina. De acordo com TOKARNIA (2000), o solo e as
pastagens do Rio Grande do Sul (RS) s& muito ricos em ferro. Por este motivo
bovinos e ovinos que tem acesso a estas pastagens ndo apresentam quadros de
deficiéncia de ferro, e o ferro ndo é utilizado no tratamento da verminose em ovinos. O
ferro tem a capacidade de aceitar e doar elétrons, prontamente, interconvertendo-se
entre a forma férrica (Fe™) e ferrosa (Fe*?). Esta propriedade o torna um componente
muito Gtil em citocromos, em moléculas que ligam e transportam oxigénio
(hemoglobina e mioglobina), e em muitas enzimas que realizam processo redox,
funcionando como transportadoras de elétrons. Entretanto, também pode causar danos
aos tecidos, atuando como catalisador na conversdo de peréxido de hidrogénio em
radicais livres que atacam a membrana celular, proteinas e DNA. (TROOST et a.,
2003) Quando ha ataque dos radicais livres sobre as membranas dos eritrocitos ocorre
oxidacao dos lipidios e proteinas causando hemalise (SIES, 1993)

Para evitar danos causado pela lipoperoxidacdo, a célula possui um sistema de

defesa antioxidante que pode atuar em duas linhas. Uma delas atua como
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detoxificadora do agente antes que ele cause lesdo. Esta linha é constituida por
glutationa reduzida (GSH), superdxido-dismutase (SOD), catdase, glutationa
peroxidase (GSHpx) e vitamina E (ROSS e MOLDEUS, 1991; MEISTER e
ANDERSON, 1983). A glutationa (GSH, L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina) est4
presente na maioria das células e é o tiol (-SH) mais abundante no meio intracelular
(GALLEANO e PUNTARULO, 1995). A principal funcéo da glutationa é decompor o
peréxido de hidrogénio em duas moléculas de agua, utilizando o NADPH oriundo do
ciclo das pentoses como fonte de elétrons (RIEGEL, 2002). A outra linha de defesa
tem a funcdo de reparar a lesdo ocorrida, sendo constituida pelo acido ascérbico, pela
glutationa-redutase (GSH-Rd) e pela GSHpx, entre outros. Com exce¢do da vitamina E
(a-tocoferal), que € um antioxidante estrutural da membrana, a maior parte dos agentes
antioxidantes esta no meio intracelular (GALLEANO e PUNTARULO, 1995).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a suplementacdo de ferro em cordeiros

anémicos sobre o status oxidativo e a recuperacéo da série vermelha do sangue.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 10 cordeiros com idade entre 5 e 7 meses, da raca Texel, com
peso médio de 33 kg. Os animais foram mantidos em baias agrupados 2 a 2 e no
periodo do experimento todos foram alimentados com capim-elefante (Pennisetum
pur pureum).

A anemia foi induzida através da retirada de sangue da veia jugular. O célculo

davolemiafoi feito em funcdo do peso vivo onde se considerou um volume sangiiineo
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total de 8% do peso vivo do cordeiro. Apartir deste caculo retirou-se de 8-10% da
volemia até atingir o hematdcrito (Ht) de 15%.

Quando os animais atingiam o hematdcrito 15% eram alocados, aleatoriamente,
em dois grupos (tratado e controle) contendo 5 animais. No dia zero do experimento,
0s animais do grupo tratado receberam 25 mg/kg de peso vivo de ferro dextrano IM,
dose Unica. As coletas de sangue foram feitas por venipuncdo da veia jugular apds
tricotomia e anti-sepsia, utilizando tubos de ensaio com heparina nos dias zero, 7, 14 e
21 pos-tratamento. As avaliagdes dos paréametros das células vermelhas do sangue
(contagem de eritrécitos, hemoglobina, reticulécitos, VCM) foram feitas através do
método descrito por JAIN (1986).

Espécies reativas a0 écido tiobarbitirico (TBARS) foram determinadas de
acordo com OHKAWA et al. (1979). As amostras sanguineas foram centrifugadas por
10 min a 1000 x g e os eritrécitos foram lavados trés vezes com NaCl 0,9%. Em
seguida, os eritrécitos foram diluidos em NaCl 0,9% obtendo-se um hematécrito de
50% (1:1). Esta solucéo foi precipitada com écido tricloroacético (TCA) 40% e o
sobrenadante removido e mantido em gelo por 30 min apos a centrifugacdo. TBARS
foram quantificadas pela adicdo de 1 mL do sobrenadante em 0,5 mL de &cido
tiobarbiturico (TBA) a 0,8%. A quantidade de TBARS produzida foi mensurada em
absorbancia de 532 nm, usando maondialdeido (MDA) para construgdo da curva
padréo.

Grupamentos tidis ndo-proteicos (NPTH), nos eritrécitos foram determinados
usando reagente de Ellman, 5,5-ditiobis 2-nitrobenzoato (DTNB). O sangue foi

precipitado com um volume TCA a 40%. Ap0s, as amostras foram centrifugadas a
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2000 x g por 10 min, os NPTH foram quantificados pela adicdo de 200 pL do
sobrenadante em 1 mmol/L de tampdo fosfato de potéssio, pH 7,0 e 0.5 mmol de
DTNB pH 7,0. A concentracdo dos grupos tidis foi calculada usando uma curva padréo
de glutationa reduzida, de acordo com ELLMAN (1959).

A andlise da fragilidade osmoatica eritrocitéria foi realizada de acordo com o
método descrito por JAIN (1986), que mensura a estabilidade dos eritrocitos em
solugdo de cloreto de sddio em concentragbes variando de 0% a 0,85%. A
concentracdo sérica de ferro foi determinada usando kit comercia (Labtest, Minas
Gerais, Brasil). A determinacdo do cobre plasmético foi feita através de
espectrofotometria de absor¢éo atdmica (Espectrofotdbmetro GBC 932AA, modo de
absorcdo com chama de ar+acetileno), conforme técnica descrita por FICK et a.
(1980) . A estatistica constou de uma andlise de variancia ANOVA, sendo a
comparacdo entre as médias feita pelo teste “t” de Student. Os cédculos foram

processados no programa “Graphpad I nstat”.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Os baixos valores de ferro no dia zero associados a recuperagdo mesmo no
grupo controle demonstra uma perda de ferro por hemorragia externa e ndo uma
deficiéncia aimentar (Tabela 1). Segundo FLOREZ (1997), normamente as perdas
didrias de ferro sdo minimas, porém em casos de hemorragia externa esta quantia pode
aumentar e levar aum quadro de anemia por deficiénciade ferro. Isto ocorre porque na
hemorragia externa ndo ocorre a reabsor¢do e consequente reutilizacdo de certos

componentes do sangue (ferro, proteinas plasmaticas) (DUNCAN e PRASSE, 1982).
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N&o houve aumento nos valores de avaliacdo do status oxidativo no dia zero do
experimento. Isto pode ser explicado devido ao quadro de anemia ser causado por
hemorragia externa e ndo por hemodlise que liberariam hemoglobina e ferro,
favorecendo reacgbes oxirredutoras (HALLIWEL e GUTTERIDGE, 1990), ou pela
diminuicdo na concentracdo sérica de ferro indisponibilizando este metal de transicéo
paraareacdo de Fenton.

De acordo com SCHOLL et a. (2000), quando as concentracbes de
hemogl obina decrescem, os tecidos recebem um menor aporte de oxigénio, elevando as
concentragdes de eritropoieting, a qual estimula a proliferacdo da medula 6ssea que,
junto com um aporte suficiente de ferro aumenta a formacéo de hemécias. Os valores
de ferro no grupo tratado tiveram um aumento significativo nos dias sete, 14 e 21
(Tabela 1), devido a suplementacdo dos animais com ferro dextrano no dia zero do
experimento.

Nosdias 7, 14 e 21 (Tabela 1) pos-tratamento, houve aumento significativo nos
valores do hematécrito, eritrocitos e hemoglobina nos animais do grupo tratado em
relacdo aos animais do grupo controle. Sinais de aumento da producdo de eritrocitos
ficam evidentes em 48 a 72 horas e atingem 0 maximo cerca de sete dias apds o inicio
da hemorragia e quem determina o grau de reticulocitose é a quantidade de ferro
disponivel (DUNCAN & PRASSE, 1982). Normalmente, cerca de 70% a 90% do ferro
€ captado pela medula Ossea, para ser utilizado na producdo de hemoglobina
(DALLMAN, 1991).

Os valores de TBARS aumentaram nos dias sete e 21 (Tabelal) e os de NPTH

diminuiram significativamente no dia sete, 14 e 21 (Tabela 1) do experimento. De
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acordo com IMALI et a. (1991), geralmente ocorre aumento nos valores de TBARS e
diminuicdo nos valores de NPTH em situagdes de estresse oxidativo. A suplementagdo
de ferro causa aumento nos valores de TBARS e diminui¢do nos valores de NPTH
(SEYMEN et a., 2004). Segundo TROOST et al. (2003), em humanos uma Unica dose
clinica de sulfato de ferro leva a um dano oxidativo em pacientes saudaveis com
aumento nos valores de TBARS. A produc&o do radical hidroxil, a espécie reativamais
citotoxica, é facilitada pelo ferro, que catalisa a interacdo do anion superoxido e do
perdxido de hidrogénio através das reagdes de Fenton e Haber-Weiss (SCHIMMEL &
BAUER, 2002).

Fe(ll) + H202 = *OH + Fe (I1l) + OH  (eq.1) reacdo de fenton

Fe(lll)+ O, = O, + Fe(ll) (eg.2) reacdo de Haber-Weiss

A oxidacdo do eritrocito tem sido estudada como modelo para avaliar o dano oxidativo
sobre biomembranas. Quando h& ataque dos radicais livres sobre as membranas dos
eritrocitos ocorre oxidagéo dos lipidios e proteinas causando hemdlise. (SIES, 1993) A
fragilidade osmética é influenciada por fatores como a forma, o volume e o tamanho
do eritrocito, quantidade de hemoglobina, as diferengas na viscoelasticidade das
membranas e na composi¢ao quimica e estrutural das mesmas. A parentemente, células
menores apresentam capacidade limitada de expansdo e atingem o volume critico mais
precocemente (PERK et al, 1964). Isto explica a diminui¢do no grau de hemdlise no
teste de fragilidade osmética eritrocitéria do grupo de animais tratado em relacéo aos
animais do grupo controle no dia sete pos-tratamento (P < 0.05) (Grafico 1) ja que
houve um aumento na contagem de reticul0citos no mesmo periodo no grupo tratado

(Tabela 1). Os vaores de cobre estéo dentro das referéncias para espécie (FLOREZ,
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1997) indicando que a anemia ndo foi causada por uma deficiéncia de cobre e que este
metal de transicdo ndo foi responsével pela catalisagdo do perdxido de hidrogénio em

radical hidroxil.

CONCLUSOES

Os resultados indicam que a suplementacéo de ferro acelera a recuperacéo do
guadro hematol6gico de cordeiros anémicos, apesar de aumentar 0 estresse oxidativo
pelo aumento na producdo de lipoperoxidos.

Pode-se sugerir 0 uso da injegdo de ferro dextrano como tratamento de apoio

junto com anti-helminticos.
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Tabela 1. Média+ desvio padréo de Eritrocitos, Ferro Sérico (Fe), Hematocrito (Ht), Hemoglobina (Hb), Volume Corpuscular Médio (VCM), Cobre plasmatico (Cu),
Reticul 6citos, Grupamentos Tidis ndo protéicos (NPTH) e Espécies Reativas ao Acido Tiobarbitlrico (TBARS) em cada momento experimental

Diazero Dia7 Dial4 Dia21

Parametros GC GT GC GT GC GT GC GT
Ht 15+0,81 158+0/48 18+0,9 214+10 225+0,8 268+0,8" 265+1,1 4+13"
(%)
Eritrécitos 367+0,11 3,70+0,09 4,03+ 0,17 4,80+ 0,17 4,92 +0,16 573+021° 578+042 851+051 "
(n°x10° L)
Hb 50+028 52+0,17 6,0+ 0,3 71+03 75+0,22 89+0,2" 8,8+ 0,4 11,3+04"
(g/di)
VCM 430+ 046 42,9+0,76 44,6+0,9 445+ 15 456+ 0,2 46,7+ 0,6 462+14 396+04 "
(fl)
Reticul 6citos 01+007 02+0,16 0,37+ 0,16 16+02"" 0,25+0,1 0,76 +0,2 031+014 057+0,17
(%)
Fe' 715+144 78+131 111+186 4102 + 27 166+20,8"" 355,8 + 29 22050+ 25 266,60+ 15,8
(ug/dl)
Cu’ 134+10 11,06+05 14+15 153+ 1,3 143+ 1,6 139+1,0 151+0,7 127+03"
(umol/L)
TBA-RS 1,74+0,07 1,76+0,08 1,66+0,11 257+0,16 " 1,60+ 0,16 1,99 + 0,09 163+0,08 216+0,11""
(nmol MDA/g Hb)
NPTH 1,62+0,08 1,56+ 0,05 1,3+ 0,07 0,60+ 0,06 1,4+ 0,05 092+005  14+006 1,02+005
(nmol/L sg total)
As médias com sobrescrito diferem entre grupos dentro de cada momento experimental.
"P=0.05
“P<0.05
" P<0.01

P<0.001

*****
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Grafico 1. Médias dos valores do teste de Fragilidade Osmética Eritrocitéria (FOE) dos cordeiros do grupo controle (GC) e grupo
tratado (GT) em cada momento experimental.
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CONSIDERAGCOESFINAIS:

O solo e as pastagens do Rio Grande do Sul sdo muito ricos em ferro,
portanto, ndo existe deficiéncia alimentar deste elemento em animais mantidos em
sistema de pastgo. Entretanto, a suplementacdo de ferro pode ser utilizada como
uma droga de performance, acelerando a recuperagdo dos parémetros hematol 6gicos
de ovinos com anemia vermindtica. O tempo de recuperacdo dos animais,
principamente cordeiros, parasitados por este nematddeo hematéfago pode ser
acelerado com a utilizagdo de ferro como terapia auxiliar ao tratamento anti-
helmintico.

Outra possibilidade da suplementacdo de ferro em ovinos, baseiase na
utilizacdo deste metal de transi¢éo juntamente com o método famacha de controle de
verminose na diminui¢do do desenvolvimento de resisténcia parasitaria. Resultados
preliminares de novos estudos com a suplementacéo de ferro em animais parasitados
por Haemonchus sp. indicam que animais com hematdcrito entre 18 e 22% (famacha
grau 3), ndo necessitam da utilizaco de anti-helminticos para retornar a contagem
normal de eritrocitos (27%). Isto aumenta o intervalo entre tratamentos, dificultando
0 desenvolvimento da resisténcia parasitaria pelo aumento da refugia, que é a
populacdo de larvas sensiveis na pastagem. A suplementacdo de ferro em animais
famacha grau 3 pode ser feita para selecionar para resiliéncia, que sdo animais que
estdo parasitados mas ndo perdem sua capacidade produtiva.

A producado ecoldgica de ovinos pode ser outra opcao para a suplementagdo
de ferro nesta espécie. O ciclo de criagdo da ovinocultura € muito curto, portanto, 0s
cordeiros podem chegar ao abate sem a utilizagdo de nenhum produto quimico como
anti-helmintico, utilizando somente ferro em alguns animais que apresentem um
quadro de anemia vermindtica no periodo de terminagéo, podendo assim, atingir uma

fatia de mercado importante do publico consumidor.
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