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AUTOR: RICARDO XAVIER DA ROCHA
ORIENTADOR: MARCELO DA SILVA CECIM
Santa Maria, julho de 2010

O objetivo deste estudo foi avaliar a resposta hematolégica, lipoperoxidacdo da membrana do
eritrécito, status antioxidante e a interacdo mineral em cordeiros suplementados com ferro.
No primeiro estudo avaliaram-se o perfil oxidativo, eritrograma e interacdo mineral em
cordeiros com anemia verminotica. Para isto, utilizou-se 27 cordeiros com anemia
vermindética divididos em trés grupos; Grupo controle (GC) n= 9, Grupo Sulfato ferroso (G2)
n= 9 e Grupo Sulfato férrico (G3) n= 9. Os animais do G2 receberam via oral diariamente
200mg de ferro na forma ferrosa (Fe+2), os animais do G3 receberam via oral diariamente
200mg de ferro na forma férrica (Fe*®), enquanto que o GC ndo recebeu tratamento. Nio
houve diferenca estatistica nos valores de ferro sérico e eritrograma. Valores de cobre e zinco
sérico foram inferiores nos G2 e G3 nos dias 21 e 28 do experimento, enquanto que a
excrecdo fecal de cobre, ferro e zinco foram superiores nesses mesmos grupos. Os niveis de
SOD foram inferiores nos G2 e G3 no dia 28 enquanto que a mensuracio dos NPTH
demonstrou diminui¢do nos dias 21 e 28. Em relacdo ao TBARS, houve um aumento no dia
28 nos G2 e G3. Conclui-se que a suplementacdo oral de 200mg de ferro, independente da sua
forma, ndo aumenta a resposta eritrocitaria em cordeiros. Bem como, tem acdo antagonista
sobre cobre e zinco, diminuindo suas concentragdes séricas e aumentando a excrecdo fecal
destes minerais. Além disso, pela diminui¢c@o das concentragdes séricas de cobre e zinco causa
uma diminui¢do da atividade da superéxido dismutase, ocasionando uma situacao de estresse
oxidativo. Por sua vez, o segundo trabalho avaliou os parametros hematoldgicos, ganho de
peso e funcdo hepdtica em cordeiros anémicos. Foram utilizados 27 cordeiros com anemia
vermindtica alocados em trés grupos experimentais; Grupo controle (GC) n= 9, Grupo Sulfato
ferroso (G2) n=9 e Grupo Ferro Dextrano (G3) n= 9. Os animais do G2 receberam via oral
diariamente 200mg de ferro na forma ferrosa (Fe+2), os animais do G3 receberam duas
aplicacodes de 25mg/kg/p.v. de ferro dextrano IM com intervalo de sete dias, a primeira no dia
zero do experimento, enquanto que o GC ndo recebeu tratamento. Os niveis de ferro sérico no
G3 foram superiores quando comparado aos GC e G2 nos dias 7 e 14 (P<0,05). Em relagdo ao
eritrograma, o G3 apresentou uma melhora significativa (P<0,05) em comparacio aos GC e
G2 nos dias 7, 14 e 21. Os niveis de ferro hepatico no G3 foram superiores em relacdo aos GC
e G2, sem alterar a mensuracdo de parametros de funcdo hepdtica. Os niveis de OPG e
leucécitos ndo apresentaram diferenga estatistica entre os grupos. Conclui-se que a
administracao de duas doses de ferro dextrano eleva as concentragdes séricas e hepéticas deste
mineral, entretanto sem causar danos a este 6rgao e, aumenta a eritropoiese, enquanto que a
administracio oral didria de 200mg ndo tem influéncia sobre a série vermelha do sangue bem
como sobre niveis séricos e hepdticos deste mineral. Ambos ndo exercem influéncia sobre
leucdcitos.

Palavras-chave: anemia, ovinos, radicais livres, microminerais.
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OXIDATIVE PROFILE, HEMATOLOGY AND MINERAL INTERACTION IN LAMBS
SUPPLEMENTED WITH HIGH DOSES OF IRON
AUTOR: RICARDO XAVIER DA ROCHA
ORIENTADOR: MARCELO DA SILVA CECIM
Santa Maria, julho de 2010

The aims of this study were to assess the hematological response, erythrocyte membrane
lipoperoxidation, antioxidant status and the mineral interaction in lambs supplemented with
iron. In the first study, the oxidative profile, erythrogram, and the mineral interaction were
assessed in lambs with anemia due to worm infection. For doing it, 27 lambs with anemia due
to worm infection were used and they were divided in three groups: Control Group (GC) n=9,
Ferrous Sulphate Group (G2) n=9 and Ferric Sulphate Group (G3) n=9. The animals of G2
received 200 mg of iron in the ferrous form (Fe*) orally daily, the animals of G3 received
200 mg of iron in the ferric form (Fe*’) orally daily, whereas the GC received no treatment.
There was no statistic difference in the serum iron values and erythrogram?7. Serum copper
and zinc values were lower in the G2 and G3 on days 21 and 28 of the experiments, whereas
faecal copper, iron and zinc excretion were higher in the same groups. The SOD levels were
lower in the G2 and G3 on day 28 whereas the NPTH measurement showed a decrease on
days 21 and 28. In relation to TBARS, there was an increase. It was concluded that oral
supplementation with 200 mg of iron, irrespective of its form does not increase the
erythrocyte response in lambs. As well as, it has antagonist action on copper and zinc,
reducing its serum concentrations and increasing the faecal excretion of these minerals.
Moreover, the decrease of the serum copper and zinc concentrations causes a decrease in
activity of superoxide dismutase, causing an oxidative stress situation. In turn, the second
experiment assessed the hematological parameters, weight gain and hepatic function in
anemic lambs. It was used 27 lambs with anemia due to worm infection divided in three
experimental groups: Control Group (GC) n=9, Ferrous Sulphate Group (G2) n=9 and Iron
Dextran Group (G3) n=9. The animals of G2 received 200 mg of iron in the ferrous form
(Fe*?) orally daily, the animals of G3 received two intramuscular injections of 25 mg/kg/body
weight of iron dextran at 7-day interval, the first one on day zero of the experiment, whereas
the GC received no treatment. The serum iron levels in the G3 were higher than GC and G2
on days 7 and 14 (P>0,05). In relation to erythrogram, the G3 showed a significant
improvement (P>0,05) compared to GC and G2 on days 7, 14 and 21. The hepatic iron levels
in the G3 were higher than GC and G2, without changing the measurement of hepatic
function. OPG and leucocytes levels showed no statistic difference among the groups. It was
concluded that the administration of two doses of iron dextran increases serum and hepatic
concentration of this mineral, however without damage to this organ and increases
erythropoiesis whereas daily oral administration of 200 mg has no influence over red blood
cell serie, neither serum and hepatic levels of this mineral. Both of them do not influence
leucocytes.

Key Words: anemia, sheep, free radicals, microminerals.
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1. INTRODUCAO

A producdo de ovinos ainda € incipiente quando comparada a outras cadeias
produtivas, por exemplo, suinocultura, avicultura e bovinocultura de leite e de corte,
entretanto, ndo se pode desconsiderar a sua importancia econdomica e principalmente social.

Segundos dados da FAO (2009), o consumo per capita de carne ovina no Brasil foi
0,65kg/ano em 2008. Isto demonstra que ndo existe um hébito de consumo deste produto,
tendo como principais fatores causadores deste fato, a questdo cultural, mas principalmente, a
ndo organizacao da cadeia produtiva ndo havendo, desta forma, oferta regular de produtos de
origem ovina.

Além do citado acima, a questdo sanitdria também € responsdvel pela baixa
produtividade dos rebanhos ovinos. Neste caso, se destacam as parasitoses causadas por
Haemonchus contortus, em funcdo da sua patogenicidade, onde os animais apresentam
quadros de anemia, baixo desempenho e diminui¢do das reservas de ferro corpérea. A anemia
€ caracterizada clinicamente por decréscimos do nimero de eritrécitos, da concentracdo de
hemoglobina e do volume globular.

Entre as estratégias de prevencdo e combate de algumas deficiéncias nutricionais
incluem o uso da suplementagao com minerais em populagdes de risco. Porém, o metabolismo
mineral nao pode ser considerado de forma isolada devido a possibilidade de reacdes de
antagonismo entre eles. Nesse sentido, o ferro € utilizado no tratamento da anemia, porém, o
seu excesso pode comprometer a absor¢do e utilizacdo de zinco e cobre, especialmente
quando em formulagdes anti-anémicas, que utilizam doses altas deste mineral.

Dessa forma, os dois estudos realizados tiveram o objetivo de avaliar a resposta
hematoldgica, o perfil oxidativo, a interagao mineral, a func@o hepatica e a acdo do ferro em
cordeiros naturalmente infectados por helmintos gastrintestinais. Nesse sentido, o primeiro

estudo comparou o eritrograma, perfil oxidativo e interagdo mineral em cordeiros anémicos
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suplementados com duas formas de ferro. J4 o segundo, comparou o depdsito hepatico de
ferro, hemograma e o desempenho de cordeiros anémicos suplementados com ferro de forma

oral e parenteral.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os microminerais, ou também chamados elementos tracos ou oligoelementos, estdo
presentes em quantidades pequenas no organismo e sdo expressos em mg/kg ou ppm (partes
por milhdo) de peso vivo (ORTOLANI, 2002). De acordo com Monteiro (2006), estes
microminerais exercem grande importancia para a nutricdo animal, ja que sdo constituintes de
células e tecidos, possuindo ainda fung¢do de regulacdo de diversos processos bioldgicos
vitais. Entre estes elementos, o ferro (Fe) desempenha papel importante em diversos
processos metabodlicos vitais aos seres vivos, participando no transporte de oxigénio, sintese
de DNA e reacdes redox na cadeia mitocondrial transportadora de elétrons (LEVENSON e
TASSABEHIJI, 2004). Além disso, devido a sua capacidade de se interconverter entre a forma
férrica (Fe+3) e a forma ferrosa (Fe+2) torna-se um componente muito util na estrutura
molecular de diversas proteinas e enzimas (CRICHTON et al., 2002).

Existem varia¢des sobre a distribui¢do do ferro no organismo, entretanto sabe-se que
as proporcdes mais importantes da totalidade de ferro corporal encontram-se na hemoglobina
(60%) (UNDERWOOQOD e SUTTLE, 1999). Segundo o que relata Florez (1997), até 80% do
ferro orgénico € destinado para a funcdo eritrocitica, ou seja, estd presente no eritrécito como
hemoglobina. O restante deste mineral no organismo esta distribuido na mioglobina (3%), nos
locais de estoque como ferritina e hemossiderina (20%) e em vdrias enzimas (catalases,

citocromos, peroxidases) numa pequena quantidade (1%) (HAYS e SWENSON, 1996).

2.1. FERRO E A FORMACAO DO SANGUE:

O ferro como componente sanguineo tornou-se evidente durante o século dezessete,

quando foi demonstrado que mulheres que apresentavam anemia ferropriva respondiam

positivamente ao tratamento com sais de ferro. UNDERWOQOD (1977) apud UNDERWOOD
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e SUTTLE (1999) comentam que em 1866, foi descoberto que os cristais de hemoglobina em
eqiiinos continham 0,335% de ferro.

Nesse sentido, varios trabalhos demonstram que a suplementagdo de ferro leva a um
aumento na eritropoiese. Os resultados obtidos por Ashmead (2001), mostram que a
suplementagao oral deste mineral em doses didrias ou doses altas intermitentes aumentam a
sua biodisponibilidade com conseqiiente aumento na resposta eritropoiética em
monogdstricos. Hurtado et al. (1999), concluiram que a suplementacido semanal de ferro oral
em individuos an€micos levou a um aumento nos niveis de hemoglobina e volume
corpuscular médio (VCM), indicando um aumento na resposta medular. Da mesma forma, a
utiliza¢do de ferro dextrano, forma injetavel, melhora a resposta reticulocitaria em cordeiros
anémicos (ROCHA et al., 2007). Este aumento na resposta medular ocorre devido a
quantidade de ferro liberado para o eritrocito imaturo € diretamente dependente da
concentracdo do ferro sérico, o que é ocasionado pela suplementacdo com este mineral
(SCHOLL et al., 2000).

Em torno de 60-70% do ferro encontra-se na hemoglobina, tendo como principal
func¢do o transporte de oxigénio e gis carbdnico. O ferro € indispensédvel para a formagdo da
hemoglobina, formando o ndcleo heme, onde um 4dtomo de ferro divalente (Fe+2) encontra-se
no centro do nucleo tetrapirrdlico (protoporfirina IX) (BAKER e MORGAN, 1994). Além do
ferro, outros elementos também sdo essenciais para a eritropoiese como a vitamina B12, 4dcido
folico (GEOR e WEISS, 1993), cobre, cobalto (CARLSON, 1996) e vitamina B6 (HARVEY,
1989). Rocha et al. (2008), concluiram que a suplementagcdo de ferro dextrano associado a
vitamina B12 em cordeiros aumenta a resposta medular.

O ferro necessario para a sintese da por¢dao heme da hemoglobina vem principalmente
dos compartimentos de reserva. O ferro pode ser estocado em duas formas: ferritina e

hemossiderina. A ferritina € a mais importante proteina de reserva de ferro presente em todas
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as células, especialmente naquelas envolvidas na sintese de compostos que contem ferro
(precursores eritrdides) e no metabolismo e reserva de ferro (hepatdcitos e macréfagos)
(COOK, 1999).

Sabe-se que a transferrina (proteina responsavel pelo transporte de ferro no sangue),
ndo participa somente no transporte deste mineral para os tecidos alvos (medula dssea,
figado), mas também participa diretamente na entrada do ferro para o interior da célula por
meio da internalizagdo. A interacdo entre as células eritréides e a transferrina ocorre por meio
de um grande nimero de receptores de membrana, presentes nos eritroblastos (milhdes) e nos
reticuldcitos (milhares) (MALIKIDES et al., 2000). Este nimero menor de receptores para
transferrina nos reticuldcitos, justifica a menor concentracdo de hemoglobina nestas células
(HOFFBRAND et al., 2004), onde sabe-se que a sintese de hemoglobina processa-se
concomitantemente a maturacdo das hemdcias na medula, tendo 65% da hemoglobina
sintetizada na fase de eritroblasto e o restante (35%), na fase reticulocitaria (COOK, 1999).

A entrada de ferro na célula (eritroblasto ou reticuldécito) comega com a unido do
receptor de membrana ao complexo Fe-transferrina em sitios especializados da membrana
denominados de “Coated Pits” (CP). Esta unido é mediadora da endocitose do complexo Fe-
transferrina formando uma vesicula internalizada constituida na superficie interna pela
membrana plasmadtica externa € o proprio complexo Fe-transferrina (DIMITRIOU et al.,
2000). Estas vesiculas originam estruturas denominadas CDRL (Compartimento de
Desacoplamento do Receptor-Ligante), responsaveis pela reducdo do pH interno. No pH
baixo a afinidade da transferrina pelo ferro diminui liberando-o para sintese de hemoglobina.
A transferrina livre do ferro (apotransferrina) é transportada de volta a superficie celular, onde
em contato com o pH sanguineo (7,4), € liberada do receptor, ficando este disponivel para

ligar-se a outros complexos Fe-transferrina (FEELDERS et al., 1999).
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Entretanto, para que ocorra a producdo de células vermelhas € necessario um estimulo
hormonal. A eritropoietina, hormdnio protéico sintetizado pelas células adjacentes ao tibulo
renal proximal em resposta a uma hipdxia renal, € responsavel pela regulacdo da eritropoiese.
No adulto, o rim é o local de maior sintese deste hormonio, embora o figado possa ser
responsavel por 10-15% da eritropoietina plasmatica (CAR, 2000). Apds a sua liberacdo no
sangue, a eritropoietina vai até a medula 6ssea, onde se liga aos receptores eritréides das
células progenitoras, levando a sua proliferacdo e maturagdo (PIERCY et al., 1998). Em torno
de cinco a sete dias transcorrem do estimulo da célula tronco eritropoiética pela eritropoietina
até a saida de eritrécitos da medula dssea para a circulacdo sanguinea, e o que determina o

grau de resposta é a quantidade de ferro disponivel (SCHOLL et al., 2000).

22 ABSORCAO DE FERRO E SUA INTERACAO COM OUTROS

MICROMINERALIS (ZINCO E COBRE)

O ferro da dieta pode apresentar-se de duas formas: heme e ndo-heme ou inorgénica.
Embora a forma hémica (Fe*?) seja mais biodisponivel, a forma inorgéanica (Fe*™) estd
presente em maior concentracdo na dieta (VAN DER A et al., 2005). De acordo com o
descrito por Hillman (1998), o ferro € absorvido no duodeno e na por¢do proximal do jejuno,
principalmente na forma ferrosa, de acordo com a necessidade do organismo, concentragdo de
ferro nas células da membrana apical do enterdcito e quantidade na dieta.

No caso do ferro na sua forma férrica (Fe*), para ele ser absorvido pela membrana
apical do enterdcito, € necessario que ocorra a sua oxidacao a forma ferrosa. Este processo €
regulado pela agdo de uma proteina de membrana chamada de citocromo b duodenal
ferroredutase (Dcytb). Apds a conversdo do Fe** em Fe*?, este é transportado pela membrana

apical através de um transportador de metal divalente (DMT-1) (ANDERSON et al., 2007). J&
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o transporte intracelular do ferro € feito por uma proteina denominada mobiliferrina
(CHASTON et al., 2008). Para que ocorra a transferéncia de ferro do epitélio intestinal para a
transferrina € necessdria a presenga de ceruloplasmina, uma metaloproteina cobre-dependente
sintetizada no figado, e de ferroportina, uma proteina que constitui um canal na membrana
celular do enterécito que regula a passagem de ferro para o exterior da célula. A
ceruloplasmina também € responsavel pela mobilizagao do ferro dos seus locais de estoque
(COOK, 1999).

Os niveis de ferro devem ser controlados, pois tanto a sua deficiéncia como seus
efeitos toxicos podem causar morte celular (HENTZE et al., 2004). Para tanto, existe um
mecanismo de regulacdo, onde a absorcdo duodenal e a excre¢do fecal sdo reguladas pela
necessidade do organismo (OATS, 2007). Este processo de homeostasia do ferro se dé pela
expressdo das proteinas envolvidas na absorcdo deste mineral, onde em situacdes de
deficiéncia de ferro ou aumento da necessidade (gestacdo, estro, perdas sanguineas) ha uma
maior absorcdo de ferro pela presenca em maior quantidade das proteinas transportadoras de
metal divalente (DMT-1) e ferroportina (DONOVAN et al., 2006).

No entanto, a hepcidina € considerada a principal substancia responsdvel pela
regulacdo do metabolismo do ferro. Esta € um hormdnio protéico sintetizada no figado que
tem como mecanismos de acdo a regulacdo da absorcdo intestinal de ferro e a reciclagem
deste mineral do sistema reticuloendotelial (GANZ, 2005). A regulacido da absorcdo € feita a
partir do controle da expressdo de ferroportina (SCHIMANSKI et al., 2005). Desta forma, em
situagdes de excesso de ferro na dieta a concentracao de hepcidina aumenta diminuindo assim
a absorc¢do intestinal de ferro (NEMETH et al., 2003), em contrapartida, quando a necessidade
de ferro aumenta, diminui os niveis de hepcidina, consequentemente a quantidade de
ferroportina € maior na tentativa de manter os niveis corpdreos de ferro (NICOLEAS et al.,

2002).
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A suplementacdo mineral é uma tecnologia que busca o aumento de produtividade em
rebanho (HENRY e MILES, 2000). O incremento de ferro oral na dieta tem beneficios em
relacdo aos parametros sanguineos Ashmead (2001), no entanto, o metabolismo dos minerais
ndo pode ser considerado de maneira isolada, sendo a biodisponibilidade destes elementos
influenciada pelas interagdes entre os mesmos (NOCEK et al., 2006). Estas intera¢cdes podem
ser de forma direta, quando ocorrem fendomenos competitivos durante a absorcao intestinal ou
utilizagdo tecidual e, indiretas quando um mineral estd envolvido no metabolismo do outro, de
modo que a deficiéncia ou excesso de um acarreta no prejuizo da funcdo do outro
(BREMNER e BEATTIE, 1995).

A interacdo entre minerais tracos € influenciada por diversos fatores, entre eles,
propriedades fisico-quimicas, estrutura eletronica, potencial redox, configuragdo geométrica,
entre outros (COOK e LYNCH, 1986). Minerais que apresentam similaridade em uma dessas
propriedades apresentam afinidade entre si, e t€ém a possibilidade de desenvolver uma relagdo
de antagonismo (SHILS e YOUNG, 1998).

No caso do ferro, ele diminui a biodisponibilidade de cobre e zinco (ORTOLANI,
2002). Segundo Dunn et al. (2006), o antagonismo entre ferro e zinco se da por dois
mecanismos: através da proteina transportadora de metal divalente (DMT-1), proteina
responsavel pelo transporte de ferro pela membrana apical e de outros prétons como o zinco,
cobre € manganés; e também no caso do zinco existe o antagonismo pela mobiliferrina,
proteina responsavel pelo transporte intracelular de ferro, zinco, cobalto e chumbo, causando
competicdo pela absor¢do entre eles (CHASTON et al., 2008).

Em relacdo ao cobre, além do citado acima sobre a proteina transportadora de metal
divalente (DMT-1), acredita-se também, que o sulfato presente no rimen também tenha papel
de antagonista ao se ligar ao ferro formando um complexo insolivel de sulfato de ferro (FeS).

Este complexo no pH 4cido do abomaso € dissociado onde o sulfato se liga ao cobre
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formando um complexo insolivel de sulfato de cobre (CuS), tornando o cobre indisponivel

para absorcdo (SUTTLE, 1991).

2.3 FERRO: DEFICIENCIA E TOXICIDADE

2.3.1 Deficiéncia:

A manifestacdo mais facilmente detectivel em um desequilibrio entre a ingesta e a
perda de ferro pelo organismo € um quadro de anemia (WEISS, 2002). Pela definicao da
Organizacdo Mundial da Sadde (1975) apud Jacob et al. (1980), a anemia € caracterizada pela
diminui¢@o na concentracao de hemoglobina ou dos demais parametros das células vermelhas
do sangue (hematdcrito, contagem de eritrocitos) abaixo dos niveis fisioldgicos em
conseqiiéncia da caréncia de um ou mais nutrientes essenciais. Raramente a anemia é uma
causa primdria de doenga e sim resultado de um processo sist€émico. A anemia por deficiéncia
de ferro resulta de longos periodos de balanco negativo entre a quantidade de ferro
biologicamente disponivel e a necessidade organica desse oligoelemento (MILMAN, 1996).
Segundo JACOB et al., (1980), a deficiéncia de ferro no organismo geralmente desenvolve-se
de maneira lenta e progressiva. Inicialmente, observa-se a diminui¢cdo gradual dos estoques de
ferro, seguida da reducdo da oferta de ferro a eritropoiese, acompanhada da diminui¢do da
concentracdo da hemoglobina circulante até a instalacao da anemia propriamente dita.

O diagnéstico de anemia ferropriva € complexo, sendo necessarios varios parametros
laboratoriais para caracterizar seus diferentes estddios. A mensuracdo de hemoglobina e
hematdcrito permitem, na maioria das vezes, o diagndstico da anemia, entretanto, na

confirmacdo da deficiéncia de ferro € importante avaliar as reservas deste mineral no
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organismo, sendo a medida de ferritina uma ferramenta de uso comum (DUNCAN e
PRASSE, 1982).

A classificacdo morfoldgica das anemias baseia-se no tamanho e na concentragio de
hemoglobina dos eritrocitos. Em relacdo ao tamanho avalia-se o volume corpuscular médio
(VCM), podendo ser normocitica, onde o tamanho das células estd normal; macrocitica,
indicando a presenca de c€lulas jovens, ou entdo, nas anemias megalobldsticas e microcitica,
células pequenas caracteristico das deficiéncias de ferro (BEARD et al., 1997). Quanto a
coloragcdo, o que se afere € a concentracdo de hemoglobina (CHCM, HCM), podendo ser
normocromica ou hipocromica (JAIN, 2006). Esta classificagdo € util principalmente na
detec¢do da deficiéncia de ferro e anemias megalobldsticas (DUNCAN e PRASSE, 1982). Os
sinais clinicos de anemia (taquipnéia, taquicardia, reducdo na tolerancia ao exercicio, e
depressao) refletem ajustes fisioldgicos ao inadequado transporte de oxigénio aos tecidos do
organismo. Anemia é acompanhada por palidez da mucosa, exceto quando é causado por
destruicao dos eritrdcitos, caso em que ocorre hiperbilirrubinemia e ictericia (FISCHER,

2008).

2.3.1.1 Anemia em ovinos

A helmintose € o principal problema sanitdrio em rebanhos de pequenos ruminantes
(HOSTE et al., 2005). Entre os vermes que parasitam estas espécies, se destaca o
Haemonchus contortus por apresentar a caracteristica de ser hemat6fago (SILVA et al., 2002).
Desta forma, animais com alto parasitismo podem apresentar um quadro de anemia grave em
um curto periodo de tempo (VIEIRA et al., 1997). Segundo Soulsby (1987), nos casos

hiperagudos de haemoncose pode ocorrer morte sibita como conseqiiéncia de uma gastrite
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hemorrdgica. Além disso, apresentam também redug¢do na concentracdo de proteina sérica
total (hipoproteinemia) e reduzido ganho de peso (ANDERSON, 1982).

Este baixo desempenho pode estar associado a diminui¢do nos niveis de ferro em
animais parasitados devido a participagdo deste mineral no metabolismo energético. De
acordo com McDowell et al. (1991), as enzimas que fazem parte da oxidacdo da glicose
através do ciclo do acido tricarboxilico (Ciclo de Krebs) contém ferro nos seus centros de
atividades ou o possui como co-fator essencial. Outro papel deste mineral estd relacionado
com a atividade da cadeia respiratéria, onde o processo de fosforilacdo oxidativa e
conseqiiente geracdo de adenosina tri-fosfato (ATP), dgua metabdlica e oxigénio molecular
depende da agdo da citocromo-oxidase, que tem como co-fator o ferro (FERREIRA et al.,
2008).

Entretanto, a exposicdo continua a uma quantidade baixissima de larvas infectantes
permite que os animais se adaptem a infeccdo, tornando os sinais clinicos mais brandos
(COOP e ANGUS, 1981), e assim, as respostas imunoldgicas se desenvolvem de maneira
lenta e incompleta, possibilitando a reincidéncia das formas clinicas (PADILHA et al., 2000).
Associado a este fator, o controle da verminose € feito basicamente através da administragdao
de farmacos de forma indiscriminada. Isto possibilita o desenvolvimento da perda da
susceptibilidade dos parasitas frente aos anti-helminticos (MILLER; HOROBOV, 2006).
Sendo assim, Larsen (2006) comenta que € necessario o desenvolvimento de alternativas que
diminuam a utilizacdo de vermifugos sem reduzir produtividade. Qualquer medida que se
tome pra reduzir a utilizacdo de farmacos no controle da verminose, possibilita o aumento no
rebanho de animais resilientes. Segundo Amarante et al. (2004), estes animais sdo parasitados,
porém ndo apresentam reducdo no desempenho produtivo, sendo assim, responsdveis pela

manutenc¢do da refugia, ou seja, a populac@o de parasitas sensiveis na pastagem.
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De acordo com Rocha et al. (2008), a suplementacdo de ferro surge com uma
alternativa na manutencdo do eritrograma em ovinos parasitados por Haemonchus contortus
em funcdo do papel deste mineral na producdo de células vermelhas, j4 que a reducdo na

concentracao dos eritrdcitos € a principal alteragdo patoldgica causada por esta parasitose.

2.3.2 Toxicidade

2.3.2.1. O ferro e a geracao de radicais livres

As moléculas organicas e inorganicas e 0s dtomos que contém um ou mais elétrons
ndo pareados, com existéncia independente, podem ser classificados como radicais livres
(HALLIWELL, 1994). Esta configuragdo eletroquimica muito instdvel confere a estas
estruturas alta reatividade e vida curta. Uma vez formados, os radicais livres interagem com
outras moléculas através de reacOes de oxireducdo com o propdsito de estabilizar sua
configuracdo eletronica (NORDBERGER e ARNER, 2001). A classificagdo dos radicais
livres se da pelo grupo funcional presente em sua molécula, porém os processos aerébicos que
envolvem o oxigénio sdo os mais comuns € seus produtos sdo denominados de espécies
reativas do oxigénio (EROs) (CHIHUAILAF et al., 2002).

Exemplos de radicais livres sdo: oxigénio molecular (O,), radical hidroxil (OH"), anion
superdxido (Oy"), peréxido de hidrogénio (H,0,), radical peroxil (ROQO), radical alcoxil (RO")
e 6xido nitrico (NO) (YU, 1994; DROGE, 2002). Destes radicais livres, o radical hidroxil, o
peréxido de hidrogénio e o anion superdxido sdo os que t€ém maior importincia bioldgica
porque sdo formados durante o processo normal de reducdo do O, a &4gua na cadeia

mitocondrial transportadora de elétrons (BENZI, 1993; MOLINA, 2003).
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Radicais livres podem ser formados pela perda de um tnico elétron ou pelo ganho
de um elétron de uma substancia ndo radical. Isto ocorre quando uma ligacdo covalente €
quebrada e um elétron de cada um dos pares permanece em cada dtomo (FABRIS, 1991). A
grande maioria dos radicais livres possui como caracteristica uma meia-vida muito curta, indo
de minutos a nanossegundos, sendo capazes de reagir rapidamente com varios compostos ou
atingir alvos celulares, como as membranas (HALLIWELL, 1994).

A formacdo de radicais livres in vivo ocorre via acao catalitica de enzimas, durante
os processos de transferéncia de elétrons que ocorrem no metabolismo celular e pela
exposicdo a fatores exdgenos. Contudo, na condi¢do de pro-oxidante a concentracdo desses
radicais pode aumentar devido a maior geracdo intracelular ou pela deficiéncia dos
mecanismos antioxidantes (CERUTTI, 1994). O desequilibrio entre moléculas oxidantes e
antioxidantes que resulta na indug¢do de danos celulares pelos radicais livres tem sido
chamado de estresse oxidativo (SIES, 1993).

A lipoperoxidacdo das membranas celulares causada pelo estresse oxidativo, ocorre
como uma reacdo em cadeia dividida em etapas. A etapa de iniciacdo corresponde ao
seqiiestro do hidrogénio do 4cido graxo poliinsaturado da membrana celular pelo radical
hidroxil ou alcoxil formando o radical lipidico. Na etapa de propagacdo, o radical lipidico
reage rapidamente com o oxigénio, resultando em um radical peroxil que por sua vez
seqiiestra um hidrogénio de um novo &4cido graxo poliinsaturado, formando novamente o
radical lipidico. A etapa de termina¢@o ocorre quando os radicais lipidico e peroxil produzidos
anulam-se (GATE et al., 1999; DOTAN et al., 2004). Os hidroper6xidos formados podem se
decompor em numerosos produtos aldeidos de diferentes comprimentos de cadeia, reativos ao
acido tiobarbitirico (TBA) (HALLIWEL, 1994).

O perdxido lipidico formado pode acumular-se até certo grau dentro do 6rgdo ou

tecido produzindo reducdo irreversivel da fluidez da membrana, aumentando sua
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permeabilidade e resultando em perda da integridade da membrana e ruptura da célula
(WICKENS, 2001). Com a destrui¢ao celular, o peréxido lipidico € liberado para a circulagio
sangiiinea elevando sua concentracao sérica ou plasmadtica, indicando a ocorréncia de lesao de
membrana celular. O excesso de perdxidos lipidicos ndo pode ser excretado na urina e circula
no sangue podendo causar lesdes em outras células, 6rgaos e tecidos intactos, possibilitando o
desenvolvimento de doencgas secundérias (YAGI, 1987).

A peroxidacao dos lipidios das membranas celulares é apenas um exemplo de lesdo
bioldgica que pode ser promovida pelos radicais livres, uma vez que praticamente todas as
biomoléculas sao suscetiveis a oxidagao (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989).

Os eritrocitos sao constantemente expostos as TBARS devido a sua funcdo de
transportar oxigénio via hemoglobina. Esta oxidacdo dos eritrdcitos tem sido extensivamente
estudada como um modelo de dano oxidativo das biomembranas, e isto tem demonstrado que
as TBARS atacam as membranas dos eritrécitos para induzir a oxidacdo de lipidios e
proteinas, eventualmente causando hemolise (TIANO, et al., 2000). De acordo com Bondan et
al. (2005), a diminui¢do na sintese de enzimas antioxidantes leva a um aumento na fragilidade
da membrana eritrocitaria e consequentemente hemolise.

Toda e qualquer biomolécula € susceptivel a acdo oxidante dos radicais livres (YU,
1994), porém, para se protegerem contra oxidacdes os organismos dispdem de mecanismos
quimicos e enzimaticos (DROGE, 2002). A principal funcio do sistema de defesa
antioxidante do organismo € inibir ou reduzir os danos causados as células pelas espécies
reativas ao 4cido tiobarbitdrico. Existe uma grande variedade de substancias antioxidantes, as
quais podem ser classificadas em funcdo da origem e/ou localizacdo (JACOB, 1985). No
primeiro caso, varias moléculas com propriedades antioxidantes consumidas na dieta como o
alfa-tocoferol (vitamina E), beta-caroteno, selénio, 4cido ascérbico (vitamina C) diminuem a

acdo toxica das TBARS, assim também chamados os radicais livres, produzidas intra e
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extracelular (CERUTTI, 1994). No segundo caso, quando expostos as TBARS, os organismos
sintetizam proteinas (enzimas) antioxidantes como as superéxido dismutases, catalase e
glutationa peroxidase (GATE at al., 1999).

A superdxido dismutase € uma enzima que participa no processo de detoxificagcao de
radicais livres transformando dois anions radical superéxido em um peréxido de hidrogénio
menos reativo que o anterior, em uma rea¢do denominada de dismutagdo (AMES et al., 1993).
Esta enzima € encontrada em abundancia no organismo e estd presente no citoplasma das
células e é dependente do cobre ou zinco como co-fatores e na mitocondria onde utiliza como
co-fator o manganes (RIEGEL, 2002). Seyemen et al. (1997) encontraram valores superiores
de superoxido dismutase e glutationa em ratos suplementados com ferro oral em relagdao ao
grupo controle, isto pelo aumento na producdo de TBARS resultante da suplementacdo do
ferro levando a um aumento na resposta antioxidante.

O tripeptideo glutationa (GSH), principalmente na sua forma reduzida, estd presente
na maioria das células e € o tiol (-SH) mais abundante no meio intracelular. Sua capacidade
redutora estd associada ao grupamento —SH presente na cisteina. A glutationa tem sido
reconhecida como substrato para GSH-transferase e GSH-peroxidase, enzimas que catalisam
as reacOes de detoxificacdo de compostos xenobidticos e da antioxidacao de espécies reativas
do oxigénio e radicais livres. A principal funcdo da glutationa ¢ decompor o peréxido de
hidrogénio em duas moléculas de dgua, utilizando o NADPH oriundo do ciclo das pentoses
como fonte de elétrons (GALLEANO e PUNTARULO, 1995). A concentracdo tissular de
GSH pode ser regulada pela dieta e pelo estado nutricional por ser dependente de selénio
como co-fator (VANNUCCHI et al., 1997). E a catalase, uma heme proteina dependente de
ferro tem a fun¢do de converter o per6xido de hidrogénio em uma molécula de dgua e uma de
oxigénio (HOER et al., 2000). O desequilibrio entre a produciio de espécies reativas do

oxigénio (EROs) e a remogdo pelos sistemas de defesa antioxidante € denominado de estresse



28

oxidativo. O estresse oxidativo é uma condig¢ao celular ou fisiolégica de elevada concentracio
de EROs ou diminuicdo do status antioxidante que causa danos moleculares as estruturas
celulares, com conseqiiente alteracdo funcional e prejuizo das funcdes vitais (DROGE, 2002).

O ferro tem a capacidade de aceitar e doar elétrons, prontamente, interconvertendo-
se entre a forma férrica (Fe+3) e a forma ferrosa (Fe+2). Esta propriedade o torna um
componente muito Util 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, se atuar
como catalisador na conversdo do peréxido de hidrogénio em radicais livres que atacam a
membrana celular, proteinas e DNA (DOTAN et al, 2004). A producao do radical hidroxil, a
espécie mais citotoxica, € facilitada pelo ferro, que catalisa a interagdo do anion superéxido e
do peréxido de hidrogénio através das reacdes de Fenton e Haber-Weiss (SCHIMMEL e
BAUER, 2002). O sistema Fenton pode gerar o radical hidroxil através da ativacdo do
peréxido de hidrogénio pela acdo de ion de transicdo. A seqiiéncia das reagdes de reducao do
peréxido de hidrogénio pelo Fe** e a redugdo do Fe** pelo anion superéxido constitui o ciclo
de Haber-Weiss. Nele o anion superdxido, tendo o fon ferroso como catalisador, garante a
continua formacao da radical hidroxil (RIEGEL, 2002).

Os resultados encontrados por Rocha et al. (2007), demonstram um aumento na
peroxidacdo dos lipidios de membrana do eritrocito pela acdo de espécies reativas ao acido
tiobarbitdrico (TBARS) em cordeiros suplementados com doses altas de ferro injetdvel.
Resultados similares foram obtidos por KNUTSON et al. (2000) através da aplicacdo de ferro
oral em ratos. Além de catalisar a conversao do per6xido de hidrogénio em radical hidroxil, o
ferro atua diretamente sobre a membrana celular atuando como um agente pré-oxidante pela
sua capacidade de interconverter-se entre forma ferrosa e forma férrica seqiiestrando ou

cedendo clétrons e assim, desestabilizando a membrana da célula (WICKENS, 2001). A
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suplementagcao de ferro venoso para humanos em tratamento para hemodidlise leva a um
aumento de espécies reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), assim também chamado os

radicais livres, e uma diminui¢do nos valores de enzimas antioxidantes (ROOB et al., 2000).

2.3.2.2 Lesao nos locais de estoque:

O ferro é estocado nos locais de depdsito ligados a ferritina ou hemossiderina.
Segundo Papanikolaou e Pantopoulos (2005), este mineral é estocado na medula 6ssea, bago e
principalmente no figado. O seu estoque somente vai ocorrer em situagdes em que a
quantidade existente € superior as exigéncias do organismo.

Quando em excesso, o ferro pode ser téxico aos seus locais de depdsito (DUNN et al.,
2006), podendo danificar as membranas celulares, e no caso do figado, levar a insuficiéncia
hepatica (MONTEIRO, 2006). Este excesso de ferro hepatico pode ser de origem patoldgica
ou entdo relacionado ao uso exacerbado deste mineral na forma parenteral. Para se observar
lesdes nos orgdos de depdsito, a concentragdo precisa ser vinte vezes acima do fisioldgico
(PAPANIKOLAOU e PANTOPOULOS, 2005).

Para avaliar os niveis corpdreos de ferro e outros minerais, o figado é o que apresenta
a maior fidedignidade (McDOWELL et al., 1991). Além disso, quando existe a suspeita de
sobrecarga hepdtica por este mineral (hemocromatose) deve-se realizar testes bioquimicos
especificos para determinar fun¢do hepatica (BEARD et al., 1997). Estes testes podem ser
divididos em quatro grupos: os testes indicativos de lesdo hepatocelular, representados pela
aspartato amino transferase (AST) e alanina amino transferase (ALT); aqueles que indicam
colestase, representados pela gama glutamil transferase (GGT) e fosfatase alcalina (FA); os

que avaliam a sintese hepdtica, que sdo a albumina, uréia sérica e fatores de coagulacio e
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também os que avaliam o armazenamento hepético através da dosagem de bilirrubina e acidos
biliares (DIAL, 1995).

A alanina amino transferase (ALT) e a aspartato amino transferase (AST) estdo
presentes em vdrios tecidos, portanto, ndo sdo Orgdo-especificas (SILVA et al., 2006).
Entretanto, no caso da AST, presente em maior quantidade em ruminantes, estard aumentado
em situacdes de envolvimento do hepatécito (MOIRAND et al., 1997). Sua funcdo € a de
conversdao do aminodcido aspartato em seu o-cetodcido, o oxaloacetato, indispensavel para o
funcionamento tanto do ciclo do acido tricarboxilico como do ciclo da uréia, envolvida desta
forma, no metabolismo energético e na excre¢ao de amodnia (RIEGEL, 2002). Como é uma
enzima intracelular, o seu aumento indica dano celular (PRATT e KAPLAN, 1999).

A gama glutamil transferase (GGT) é uma enzima que, embora tenha maior
concentracdo no tecido renal, tem sua importancia clinica ligada as doengas do figado e vias
biliares (colestase e lesdes hepdticas inflamatérias e toxicas, principalmente). O
extravazamento desta enzima em tecido renal é excretado via urindria. No caso do tecido
hepdtico, esta enzima € encontrada no interior dos hepatdcitos e nas células epiteliais biliares,
sendo considerada marcadora de lesdo hepatobiliar de alta sensibilidade, porém de pouca
especificidade, uma vez que pode estar alterada por uso de medica¢des ou doengas sistémicas
(DUFOUR et al., 2000).

No caso da albumina, ela € a proteina mais abundante no soro sanguineo. Sua sintese é
exclusiva de tecido hepdtico e representa em trono de 20% da capacidade de sintese didria
deste 6rgdo (PETERS, 1977). Sendo assim, a sua mensuragdo tem um papel importante na
avaliacdo da capacidade da sintese hepatica (DUNN, 1992). De acordo com Hughes e King
(1995), outro papel importante na interpretacio clinica dos resultados de albumina sérica, é

determinar se a lesdo hepética é de curso cronico ou agudo.
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2.3.2.3 Ferro e leucocitos

De acordo com Hershko (1993), o ferro também € essencial para o crescimento da
maioria das bactérias patogé€nicas para o organismo. Estes germes patogénicos produzem
compostos proprios para captagdo e ligacdo do ferro em suas membranas, os sider6foros,
competindo assim com a proteina de transporte deste mineral no organismo, a transferrina.
Aceita-se que, in vivo, a fonte de ferro para os sider6foros € a transferrina, portanto um
aumento na concentragdo desta proteina possibilitaria multiplicacdo bacteriana e
consequentemente instalacio de um processo infeccioso (BROCK, 1986). Segundo o que
descreve SHAU et al. (1992), na hemocromatose e na sobrecarga de ferro aumentam-se os
niveis sanguineos de transferrina, tornando o ferro mais acessivel as bactérias, favorecendo

sua multiplicagao.



32

CAPITULO 1

TRABALHO A SER ENVIADO PARA PUBLICACAO

ERITROGRAMA, PERFIL OXIDATIVO E INTERACAO
MINERAL EM CORDEIROS RESILIENTES SUPLEMENTADOS COM

DIFERENTES FORMAS DE FERRO ORAL

Ricardo Xavier da Rocha, Marcelo Cecim

CIENCIA RURAL, 2010



33

Eritrograma, perfil oxidativo e interacao mineral em cordeiros resilientes

suplementados com diferentes formas de ferro oral

Erythrogram, oxidative profile and mineral interaction in resilients lambs supplemented
with different forms of oral iron

Ricardo Xavier da Rocha, Marcelo Cecim

RESUMO

A anemia em ovinos causada por verminoses gastrintestinais € a principal causa de baixo
desempenho e mortalidade nesta espécie. Nesse sentido, o ferro € utilizado no tratamento da
anemia, porém, o seu excesso pode comprometer a absor¢cdo e utilizacdo de zinco e cobre,
especialmente quando em formulacdes anti-anémicas, que utilizam doses altas deste mineral.
Sendo assim, o presente estudo teve por objetivo avaliar o perfil oxidativo, eritrograma e
interagdo mineral em cordeiros com anemia vermindtica suplementados com diferentes
formas de ferro oral. Foram utilizados 27 cordeiros com idade entre 6 e 8§ meses naturalmente
infectados por Haemonchus contortus, apresentando hematécrito entre 16 e 18%. Os animais
foram divididos em trés grupos; Grupo controle (GC) n=9, Grupo Sulfato ferroso (G2) n=9 e
Grupo Sulfato férrico (G3) n= 9. Os animais do G2 receberam via oral diariamente 1 grama
de sulfato ferroso (Fe+2), equivalente a 200 miligramas de ferro, os animais do G3 receberam
1 grama de sulfato férrico (Fe*®) via oral diariamente, também equivalente a 200 miligramas
de ferro, enquanto que os animais do GC ndo receberam tratamento. As coletas foram
realizadas nos dias 0, 7, 14, 21 e 28 do experimento, e durante quatro dias dois animais de

cada grupo foram mantidos em gaiolas metabdlicas para mensuracdo da excrecdo fecal de
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minerais. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos nos valores de ferro sérico e
parametros de células vermelhas do sangue. Os valores de cobre e zinco sérico foram
inferiores nos G2 e G3 nos dias 21 e 28 do experimento, enquanto que a excrecdo fecal de
cobre, ferro e zinco foram superiores nesses mesmos grupos. Os niveis de SOD foram
inferiores nos G2 e G3 no dia 28 enquanto que a mensuragdo dos NPTH demonstrou
diminui¢ao nos dias 21 e 28. Em relacdo ao TBARS, houve um aumento no dia 28 nos G2 e
G3. De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que a suplementacao de 200mg de ferro,
independente da sua forma, ferrosa ou férrica, ndo aumenta a resposta eritrocitiria em
cordeiros. Bem como, tem agdo antagonista sobre cobre e zinco, diminuindo suas
concentracdes séricas e aumentando a excrecdo fecal destes minerais. Além disso, pela
diminui¢do das concentragdes séricas de cobre e zinco causa uma diminui¢do da atividade da
superdxido dismutase, ocasionando uma situacao de estresse oxidativo.

Palavras-chave: TBARS, verminose, ovinos.

ABSTRACT

The anemia in sheep caused by gastrointestinal verminosis is the main cause of poor
performance and mortality in this species. So, iron is used in the anemia treatment, however,
its excess can compromise the zinc and copper absorption and use, especially in anti-anemic
formulations which use high doses of this mineral. So, the present study aimed to assess the
oxidative profile, erythrogram and mineral interaction in lambs with anemia due to worm
infection supplemented with different forms of oral iron. It was used 27 lambs level 6 to 8
month old naturally infecteds by Haemonchus contortus, which showed hematocrit between
16 and 18%. The animals were divided in three groups: Control Group (GC) n=9, Ferrous
Sulphate Group (G2) n=9 and Ferric Sulphate Group (G3) n=9. The animals of G2 received 1
g of ferrous sulphate (Fe*?) orally daily, equivalent to 200 milligrams of iron, the animals of

G3 received 1 g of ferric sulphate (Fe*) orally daily, or equivalent to 200 milligrams of iron,
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whereas the GC received no treatment. The information collection was done on day 0, 7, 14,
21 and 28 of the experiment, and during four days two animals of each group were kept in
metabolic cages to measure the faecal minerals excretion. There was no statist difference
among the groups about serum iron values and parameters of red blood cells. The serum
copper and zinc values were lower in the G2 and G3 on days 21 and 28 of the experiment,
whereas the faecal copper, iron and zinc excretion was higher in the same groups. The SOD
levels were lower in the G2 and G3 on day 28 whereas the NPTH measurement showed a
decrease on days 21 and 28. In relation to TBARS, there was an increase on day 28 in the G2
and G3. Based on these results, it was concluded that the oral supplementation with 200 mg of
iron, irrespective of its form, ferrous or ferric, does not increase the erythrocyte response in
lambs. As well as, it has antagonist action on copper and zinc, reducing its serum
concentrations and increasing the faecal excretion of these minerals. Moreover, the decrease
of the serum copper and zinc concentrations causes a decrease in activity of superoxide
dismutase, causing an oxidative stress situation.

Key-words: TBARS, verminosis, sheep.

INTRODUCAO

A ovinocultura é uma atividade de importancia socioecondmica, sendo a produgao
de carne de cordeiro cada vez mais procurada, principalmente, pela crescente demanda de
consumo, e lucratividade proporcionada (VIANA e SOUZA, 2007). Além disso, as tendéncias
para o mercado ovino sdo promissoras, conforme FAO (2005), a demanda de carne nos paises
em desenvolvimento vem sendo impulsionada pelo crescimento demogréfico, pela
urbanizacdo e pelas variacoes das preferéncias e dos hédbitos alimentares dos consumidores.
Dessa forma, estima-se um crescimento anual de 2,1 % na produg¢ado de carne ovina durante o
periodo de 2005 a 2014, registrando-se essa elevacdo principalmente em paises em

desenvolvimento.
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Sendo assim, o uso de tecnologias como a suplementagdo mineral, se faz necessario
para acarretar em aumento de produtividade no rebanho ovino (HENRY e MILES, 2000).
Entretanto, o metabolismo dos minerais ndo pode ser considerado de maneira isolada, sendo a
biodisponibilidade destes elementos influenciada pelas interacdes entre os mesmos (NOCEK
et al., 2006). Estas interacdes podem ser de forma direta, quando ocorrem fendmenos
competitivos durante a absorc@o intestinal ou utilizagdo tecidual e, indiretas quando um
mineral estd envolvido no metabolismo do outro, de modo que a deficiéncia ou excesso de um
acarreta no prejuizo da fun¢ao do outro (BREMNER e BEATTIE, 1995).

Em ovinos jovens, os indices de morbidade e mortalidade sdo significativamente
elevados em conseqiiéncia de sindromes anémicas, principalmente durante o desenvolvimento
de verminoses gastrintestinais (KAWANO et al., 2001; MELLOR e STAFFORD, 2004).
Nesse sentido, Rocha et al (2007) afirmam que a suplementag¢do de ferro em doses altas na
forma injetdvel aumenta a resposta reticulocitaria em cordeiros anémicos, e de acordo com
Ashmead (2001) a suplementacdo oral deste mineral em doses didrias ou doses altas
intermitentes t€ém demonstrado um aumento na sua biodisponibilidade e consequentemente
melhora na resposta eritropoiética em monogdastricos. Segundo resultados de Hurtado et al.
(1999), a suplementacdo semanal de ferro oral em individuos anémicos leva a um aumento
nos niveis de hemoglobina e volume corpuscular médio (VCM), indicando um aumento na
resposta medular.

Porém, o ferro diminui a biodisponibilidade de cobre e zinco (ORTOLANI, 2002),
que sdo componentes da enzima superéxido dismutase, responsavel esta, pelo processo de
detoxificagdo de radicais livres transformando dois anions radicais superoxido em um
peréxido de hidrogénio menos reativo que o anterior (AMES et al., 1993). Além disto,
também pode causar danos aos tecidos, se atuar como catalisador na conversao de peréxido de

hidrogénio em radicais livres que atacam a membrana celular, proteinas e DNA (RIEGEL,
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2002). Os resultados encontrados por Rocha et al. (2007), demonstram um aumento na
peroxidacao dos lipidios de membrana do eritrécito pela acdo de espécies reativas ao acido
tiobarbitdrico (TBARS) em cordeiros suplementados com doses altas de ferro injetavel.
Resultados similares foram obtidos por Knutson et al. (2000) através da aplicacdo de ferro
oral em ratos. Nesse sentido, o presente estudo teve por objetivo avaliar o perfil oxidativo,
eritrograma e interagdo mineral em cordeiros resilientes suplementados com diferentes formas

de ferro oral.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 27 cordeiros com idade entre 6 e 8 meses. Os animais no dia zero
do experimento apresentaram hematdcrito entre 16 e 18%. Foram formados trés grupos;
Grupo controle (GC) n=9, Grupo Sulfato ferroso (G2) n=9 e Grupo Sulfato férrico (G3) n=9.
Os animais do G2 receberam via oral diariamente durante 28 dias 1 grama de sulfato ferroso
(Fe*d), equivalente a 200 miligramas de ferro, os animais do G3 receberam 1 grama de sulfato
férrico (Fe*) via oral diariamente durante 28 dias, também equivalente a 200 miligramas de
ferro, enquanto que os animais do GC ndo receberam tratamento. Os animais foram mantidos
em baias no sistema de cama sobreposta com dgua a vontade e a alimentacdo composta de
feno de alfafa (Medicago sativa). A suplementacdo de ferro mais a concentracdo deste
mineral na alfafa totalizaram um fornecimento de 800ppm/dia por cordeiro. Durante quatro
dias, dois animais de cada grupo foram mantidos em gaiolas metabdlicas para coleta de fezes
com o objetivo de mensuracdo da excre¢do fecal de ferro, cobre e zinco. A contagem de ovos
por grama de fezes, OPG, foi obtido individualmente pela técnica de Gordon e Whitlock
(1939) nos dias 0, 7, 14, 21 e 28 do experimento. No dia zero também foi realizado cultura de

fezes e identificacdo de larvas (ROBERTS e O’SULLIVAN, 1950).
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As coletas de sangue foram realizadas nos dias 0, 7, 14, 21 e 28 do experimento. As
coletas foram feitas a partir de venopung¢ao da jugular apds anti-sepsia no local de pungao.
Avaliou-se os niveis séricos de ferro através de kit comercial (Labtes, Belo Horizonte, MG,
Brasil), enquanto que a avaliac@o de cobre e zinco plasmatico foi realizada conforme a técnica
descrita por Fick et al. (1980) e a mensurac@o de cobre, zinco e ferro fecal foi de acordo com
a descricdo de Chapman e Pratt (1961). A lipoperoxidacdo da membrana do eritrécito foi
realizada pela mensuracdo das espécies reativas ao acido tio-barbitirico (TBARS), usando
malondialdeido (MDA) para constru¢ao da curva padrao, de acordo com a técnica de Ohkawa
et al. (1979).

A atividade da superdxido dismutase nos eritrécitos baseou-se na capacidade da
enzima em inibir a auto-oxidacdo da epinefrina em pH alcalino, conforme Sun e Zigman
(1978). A concentracdo dos grupos tidis (NPTH) foi calculada usando uma curva padrdo de
glutationa reduzida, de acordo com Ellman (1959). As avalia¢cdes dos pardmetros das células
vermelhas do sangue (hematdcrito, contagem de eritrécitos, hemoglobina) foram feitas
através do método descrito por Jain et al. (2006).

A estatistica constou de uma analise de varidncia ANOVA, sendo a comparacao entre
as médias feita pelo teste “t” de Student. Os calculos foram processados no programa

“Graphpad Instat”.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao houve diferenca estatistica entre os grupos na mensuracdo de ferro sérico em
nenhum momento experimental (Tabela 1) (P>0,05), apesar dos niveis de suplementagdo
neste experimento ser mais altos que a recomendacao didria para a espécie (NRC, 2001). Isto
pode ser explicado devido ao mecanismo de homeostasia deste mineral, onde a absorcdo

duodenal e a excregdo fecal sdo reguladas pela necessidade do organismo em relagdo ao ferro
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(OATS, 2007). Também nado houve diferenca nos valores de hematdcrito, contagem de
eritrécitos e hemoglobina (P>0,05), independente da forma de administra¢do de ferro, ferrosa
ou férrica, demonstrando que nao ocorreu um efeito supra fisiolégico no eritrograma. A
avaliacdo dos valores de OPG nos trés grupos durante o periodo experimental demonstrou a
presenca de parasitismo (Tabela 3), entretanto, a suplementagao de ferro em nenhuma das
formas, G2 e G3, melhorou a resposta eritropoiética frente ao desafio da verminose. O
resultado da cultura de fezes e identificacdo de larvas demonstrou a presenca de parasitas do
género Haemonchus sp (85%), Trichostrongylus sp. (7%), Cooperia sp. (5%) e Ostertagia sp.
(3%), concordando com KATIKI et al. (2006), que citam H. contortus como o nematdide
mais prevalente e patogénico dos ovinos no Brasil.

Segundo VAN DER A et al. (2005), o ferro dietético apresenta-se em duas formas,
heme e ndo-heme ou inorganica. Embora a forma hémica (Fe*?) seja mais biodisponivel, a
forma inorgénica (Fe*) estd presente em maior concentracdo na dieta. Para que o ferro na
forma férrica seja absorvido pela membrana apical do enterdcito, ele precisa ser oxidado a
forma ferrosa pela citocromo b duodenal ferroredutase (Dcytb) (ANDERSON et al., 2007).
ApOs este processo, o ferro é transportado pela membrana apical através de um transportador
de metal divalente 1 (DMT-1), que além deste mineral também transporta outros prétons
como cobre, zinco e manganés (DUNN et al.,, 2006), sendo esta uma das causas do
antagonismo entre estes minerais. Além deste fator, no caso do zinco existe 0 antagonismo
pela mobiliferrina, proteina responsavel pelo transporte intracelular de ferro, zinco, cobalto e
chumbo, causando competi¢do pela absorcao entre eles (CHASTON et al., 2008). Em relagdo
ao cobre, acredita-se que o sulfato presente no rimen também tenha papel de antagonista ao
se ligar ao ferro formando um complexo insolivel de sulfato de ferro (FeS). Este complexo no
pH écido do abomaso € dissociado onde o sulfato se liga ao cobre formando um complexo

insoluvel de sulfato de cobre (CuS), tornando o cobre indisponivel para absorcao (SUTTLE,
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1991). O excesso de ferro na dieta aumentou a excrecao fecal do proprio ferro, do cobre e do
zinco nos grupos G2 (ferrosa) e G3 (férrica) em relacdo ao GC (controle) (P<0,05) (Gréfico
1). O antagonismo entre estes minerais explica a diminui¢dao dos valores de cobre e zinco
plasmético nos dias 21 (P<0,05) e 28 (P<0,05) do experimento nos grupos G2 e G3 em
relacdo ao GC (Tabela 1). Esta reducao nos niveis séricos de cobre e zinco ficou comprovada
clinicamente durante o periodo experimental pelo fato dos animais dos grupos G2 e G3
apresentaram o hébito de tricofagia e despigmentacdo da 1a.

Tanto o cobre como o zinco sdo co-fatores da superéxido dismutase. Esta enzima
participa no processo de detoxificacdo de radicais livres transformando dois anions radicais
superéxido em um perdxido de hidrogénio menos reativo que o anterior (AMES et al., 1993).
Devido a diminui¢do dos valores de cobre e zinco plasmatico nos dias 21 e 28, houve também
no dia 28 do experimento uma redu¢do na mensuragdo na atividade da superéxido dismutase
(Tabela 2) (P<0,05), com conseqiiente aumento na mensuracdo das espécies reativas ao acido
tiobarbitdrico (TBARS) nos grupos G2 e G3, no dia 28 do experimento (Tabela 2) (P<0,05)
em relacdo ao grupo GC, que indica uma situacio de estresse oxidativo (DROGE, 2002)
devido a diminuicao de enzimas antioxidantes, neste caso, da superéxido dismutase.

Os valores dos grupamentos tidis (NPTH) diminuiram significativamente nos G2 e
G3 nos dias 21 e 28 do experimento (P<0,05) (Tabela 2), em relagdo ao GC, provavelmente,
ocasionado pela reducdo da superdxido dismutase, indicando um aumento na utilizacdo da
enzima glutationa peroxidase com o objetivo de neutralizar as espécies reativas ao acido
tiobarbitirico (HOER et al., 2000). Os resultados obtidos por Imai et al. (1991), demonstram
que geralmente ocorre aumento nos valores de TBARS e diminui¢do nos valores de NPTH

em situacoes de estresse oxidativo.

CONCLUSAO
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De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que a suplementacao de 200mg de
ferro, independente da sua forma, ferrosa ou férrica, ndo aumenta a resposta eritrocitaria em
cordeiros. Bem como, tem agdo antagonista sobre cobre e zinco, diminuindo suas
concentracdes séricas e aumentando a excrecdo fecal destes minerais. Além disso, pela
diminui¢do das concentragdes séricas de cobre e zinco causa uma diminui¢do da atividade da

superdxido dismutase, ocasionando uma situacao de estresse oxidativo.
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BGC O0G2 3G3 EGC O0G2 0G3
1500+ bop 30- b
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Ferro Cobre Zinco

BGC 320,8 BGC 6,8 15,8
0G2 1240,3 0G2 12,3 23,6
HG3 1180,8 1A BG3 13,1 25,5 1B

Griéfico 1 — Excrecdo fecal de ferro (1A), zinco e cobre (1B) em cordeiros suplementados com ferro oral na
forma ferrosa (G2), forma férrica (G3) e grupo controle (GC) mantidos em gaiola metabdlica,

Santa Maria, 2010.

[ etras diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos.
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Tabela 1. Média = desvio padrdo de Eritrécitos, Hematéerito (Ht), Hemoglobina (Hb), Ferro Sérico (Fe), Cobre
plasmdtico (Cu), Zinco plasmético (Zn) em cordeiros suplementados com ferro oral na forma ferrosa
(G2), forma férrica (G3) e grupo controle (GC) em cada momento experimental, Santa Maria, 2010:

Hematécrito Eritrécitos Hemoglobina Fe" Cu*' Zn
(%) (n°x 10°uL) (g/d1) (ng/dl) (umol/L) (ug/dl)
GC 16,0+12" 42+07" 50+02° 171,1+12,0° 83408 32,1+1,7°
Dia0 G2 15,6+08" 39+1,1* 52+0,8 1838+80"° 83+1,6% 274+09°
G3 16,1+1,1* 40+04" 55+1,1* 1763+112° 89+08 299+1.1°
GC  16,2+09" 43+05 58+0,7° 217.6+7,6 97+15 344+06°
Dia7 G2 158+0,6° 4,112 59+13* 195+123* 83+0,6° 272+04
G3  17,0+1,0° 44+14 57+08 198,1+8,0° 91+14* 294+13"
GC 162+08" 41+13" 57+12° 2032+11.9° 9,6+09* 320+15°
Diald G2 164+13" 47+09" 56+0,8 207.6+75 86+13* 268+07°
G3 172+ 0,7 45+12" 60+04° 201+11,1* 85+07° 27,6+13"
GC 18,111 47416 60+1,1* 2067+9,0° 98+14* 328+08"
Dia2l G2 19,0+09" 4,6+07" 63+0,6° 209+134* 7.6+0,6° 239+12°
G3  193+14" 5013 64+03" 203,6+11,7° 74+13> 223+14°
GC  21,0+0,7° 51«11 75405 210,1+89"° 94408 32,6+09°
Dia28 G2 223+15" 4908 70+1,3 199,8+13,7° 72+1,6° 214+08°
G3  200+05" 53+14" 68+02° 2054+84* 69+0,9° 200+1,5°

ab . ST . 2ogr .
* Letras diferentes indicam diferenga estatistica em cada momento experimental entre os grupos.



Tabela 2 - Média £ desvio padrdo de Grupamentos Tidis ndo protéicos
(NPTH), Superéxido Dismutase (SOD) e Espécies Reativas ao
Acido Tiobarbitdrico (TBARS) em cordeiros suplementados com
ferro oral na forma ferrosa (G2), forma férrica (G3) e grupo
controle (GC) em cada momento experimental, Santa Maria, 2010:

TBARS SOD NPTH
(nmol MDA/g Hb) (Ul/g Hb) (nmol/L sg total)
GC 2.4+03% 0,38 +0,03* 1,64 +0,02°
Dia0 G2 2,6 +0,4° 0,35+0,06° 1,75+ 0,04
G3 2.4+0,6° 0,40 + 0,02  1,45+0,03
GC 2,1 +0,4° 0,34 +0,03* 1,74 + 0,04
Dia7 G2 22+03% 0,36 +0,04* 1,68 +0,03
G3 24+03% 0,36 + 0,05 1,46+ 0,05
GC 2,0+05° 0,35+0,06° 1,67 +0,03
Dia 14 G2 23+03% 0,34 +0,03* 1,56+ 0,06
G3 2,1 +0,6° 0,31 +0,02* 1,58+ 0,05
GC 1,9 +0.4° 0,34 +0,03* 1,63+0,03
Dia2l G2 2,1 +02° 0,31 +0,02*  1,1+0,02°
G3 2.2+0,4° 0,32+0,04*  0,9+0,07°
GC 2,1 +03% 0,34 +0,06° 1,66+ 0,03
Dia28 G2 3,6 +0,4° 0,21 +0,04°  1,0+0,05°
G3 3,4+0,3° 0,19+0,06° 0,9+0,04°

™ Letras diferentes indicam diferenca estatistica em cada momento
experimental entre os grupos.
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Tabela 3 — Valores de OPG (ovos por grama de fezes) em cordeiros suplementados com ferro oral na forma
ferrosa (G2), forma férrica (G3) e grupo controle (GC) em cada momento experimental, Santa

Maria, 2010:
Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28
GC 3350+ 1380" 3990 + 1225 4230+ 1255" 4050 £ 1260" 3850 + 1310°
G2 4260 £ 1187* 3650+ 1070" 7150+ 1330" 4150+ 1300" 4350 £ 1460"
G3 4150 £ 1100* 3850 £ 1375" 4450 £ 1045" 3790 + 1255 3900 £ 1395*

* Letras iguais indicam que ndo houve diferenca estatistica entre grupos em cada momento experimental.
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Desempenho, funciao hepatica e hemograma de cordeiros naturalmente

infectados por helmintos gastrintestinais suplementados com ferro oral ou parenteral

Performance, hepatic function and hemogram of lambs naturally infected by
gastrointestinal helminths supplemented with oral and parenteral iron

Ricardo Xavier da Rocha, Marcelo Cecim

RESUMO

Entre os microminerais, o ferro exerce um papel importante na eritropoiese e metabolismo
energético. Entretanto, o acimulo pode causar danos principalmente nos locais de depdsito.
Desta forma, tanto deficiéncia como excesso podem causar morte celular. Sendo assim, o
objetivo deste trabalho foi avaliar os parametros hematoldgicos, ganho de peso e funcdo
hepatica em cordeiros anémicos naturalmente infectados por helmintos gastrintestinais
suplementados com ferro oral ou parenteral. Foram utilizados 27 cordeiros com idade entre 8
e 10 meses com anemia vermindtica alocados em trés grupos experimentais; Grupo controle
(GC) n=9, Grupo Sulfato ferroso (G2) n= 9 e Grupo Ferro Dextrano (G3) n= 9. Os animais
do G2 receberam via oral diariamente 1 grama de sulfato ferroso (Fe*?), equivalente a 200
miligramas de ferro, os animais do G3 receberam duas aplicagdes de 25mg/kg/p.v. de ferro
dextrano IM com intervalo de sete dias, a primeira no dia zero e a segunda no dia sete do
experimento, enquanto que os animais do GC nao receberam tratamento. As coletas de dados
foram realizadas nos dias 0, 7, 14 e 21 do experimento. Os niveis de ferro sérico no G3 foram
superiores quando comparado aos GC e G2 nos dias 7 e 14 (P<0,05). Em relacdao aos

parametros de células vermelhas, o G3 apresentou uma melhora significativa (P<0,05) em

! Programa de Pds-graduacdo em Medicina Veterindria, Universidade federal de Santa Maria (UFSM),
97105-900, Santa Maria, RS, Brasil.aluno do

I Departamento de Clinica de Grandes Animais, Hospital Veterindrio, Santa Maria, RS, Brasil. E-mail:
mcecim@smail.ufsm.br. Autor para correspondéncia
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comparacdo aos GC e G2 nos dias 7, 14 e 21. Os niveis de ferro hepatico no G3 foram
superiores em relacdo aos GC e G2, apesar de ndo alterar a mensuracdo de parametros de
funcdo hepatica entre os grupos. Os niveis de OPG e leucdcitos nao apresentaram diferenca
estatistica entre os grupos. Baseado nos resultados obtidos, conclui-se que a administragao de
duas doses de ferro dextrano parenteral eleva as concentragdes séricas e hepdticas deste
mineral, entretanto sem causar danos a este 6rgdo e, aumenta a eritropoiese, enquanto que a
administracao oral didria de 200mg nao tem influéncia sobre a série vermelha do sangue bem
como sobre niveis séricos e hepdticos deste mineral. Ambos ndo exercem influéncia sobre
série branca do sangue.

Palavras-chave: anemia, ovinos, microminerais.

ABSTRACT

Among the microminerals, iron has an important role in erythropoiesis and energetic
metabolism. So, the overload can cause damage in the deposition places. Thus, both,
deficiency and excess can cause cell death. The aim of this study was to assess the
hematological parameters, weight gain and hepatic function in anemic lambs naturally
infected with gastrointestinal helmints supplemented with oral and parenteral iron. It was used
27 lambs 8 to 10 months old with anemia due to worm infection divided in three experimental
groups; Control Group (GC) n=9, Ferrous Sulphate Group (G2) n=9 and Iron Dextran Group
(G3) n=9. The animals of G2 received 1 gram of Ferrous Sulphate (Fe*®) orally daily,
equivalent to 200 milligrams of iron, the animals of G3 received two intramuscular injections
of 25 mg/kg/body weight of iron dextran at 7-day interval, the first one on day zero and the
second one on day 7 of the experiment, whereas the GC received no treatment. The colleted
was done on day 0, 7, 14 and 21 of the experiment. The serum iron levels in the G3 was
higher than GC and G2 on days 7 and 14 (P<0,05). In relation to red cells parameters, the G3

showed a significant improvement (P<0,05) compared to GC and G2 on days 7, 14 and 21.
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The hepatic iron levels in the G3 were higher than GC and G2, although the measurement of
hepatic function among the groups did not change. OPG and leucocytes levels showed no
statistic difference among the groups. Based on these results, it was concluded that the
administration of two doses of iron dextran increases serum and hepatic concentrations of this
mineral, however without damage to this organ and increases the erythropoiesis, whereas
daily oral administration of 200 mg has no influence over red blood cell serie, neither serum
and hepatic levels of this mineral. Both of them do not influence white blood cell serie.

Key-words: anemia, sheep, microminerals.

INTRODUCAO

Os microminerais exercem grande importancia para a nutricdo animal, jd que sdo
constituintes de células e tecidos, possuindo ainda fun¢ao de regulacdo de diversos processos
bioldgicos vitais (MONTEIRO, 2006). Entre estes, o ferro exerce fungdo como constituinte
obrigatério da hemoglobina e no transporte de oxigénio (OATS, 2007). Desta forma, a
suplementacdo deste mineral acarreta em aumento na eritropoiese em Ovinos anémicos
(FISHER, 2008). Além disso, o mineral ferro estd presente como centro de atividade ou como
co-fator essencial das enzimas do ciclo do 4cido tricarboxilico (Ciclo de Krebs), e tem papel
importante na geracdo de ATP (Adenosina Tri-Fosfato) na cadeia respiratdria por fazer parte
das reacdes redox (DUNN et al.,, 2006), tornando assim, a regulacdo do metabolismo
energético ferro-dependente (CONRAD et al., 1980).

De acordo com o citado por Hentze et al. (2004), tanto o excesso como as
deficiéncias de ferro podem causar morte celular. Assim, os niveis deste mineral devem ser
controlados. Este duplo desafio para evitar a deficiéncia e o excesso requer distintos

mecanismos homeostésticos celular e tecidual para a regulacdo deste mineral.
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O principal problema relacionado a deficiéncia de ferro, segundo descrito por Beard
et al. (1997), € a anemia caracterizada pelos baixos niveis de hemoglobina circulante
associado ao baixo desempenho produtivo em func¢do do reduzido ganho de peso. Em
contrapartida, o excesso de ferro no organismo pode apresentar efeitos toxicos através da
geragdo de radicais intermedidrios ricos em oxigénio, causando danos irrepardveis a
membrana lipidica celular em um evento chamado de estresse oxidativo. De acordo com
Puntarulo (2005), este fato pode ocorrer no caso de aplicacdes injetaveis de ferro dextrano em
leitdes, demonstrado também por Rocha et al. (2007) suplementando altas doses de ferro
dextrano em cordeiros anémicos.

Outro fator ligado a toxicidade do ferro € a lesdo causada nos seus locais de depdsito
(DUNN et al., 2006). Segundo Papanikolaou e Pantopoulos (2005), esse mineral € estocado
nos locais de depdsito ligados a ferritina ou hemossiderina. De acordo com estes autores, 0o
ferro € estocado na medula 6ssea, baco e principalmente no figado. Desta forma, o excesso de
ferro causa danos as membranas celulares podendo levar a insuficiéncia hepdtica
(MONTEIRO, 2006).

Os testes bioquimicos especificos para determinar fun¢do hepatica dividem-se em
quatro grupos: os testes indicativos de lesdo hepatocelular, representados pela aspartato amino
transferase (AST) e alanina amino transferase (ALT); aqueles que indicam colestase,
representados pela gama glutamil transferase (GGT) e fosfatase alcalina (FA); os que avaliam
a sintese hepdtica, que s@o a albumina, uréia sérica e fatores de coagulacdo e também os que
avaliam o armazenamento hepatico através da dosagem de bilirrubina e 4cidos biliares (DIAL,
1995).

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar os parametros hematoldgicos, ganho de
peso e funcdo hepdtica em cordeiros naturalmente infectados por helmintos gastrintestinais

suplementados com ferro oral ou parenteral.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 27 cordeiros com idade entre 8 e 10 meses. Os animais no dia zero
do experimento apresentaram hematdcrito entre 20 e 22%. Foram formados trés grupos;
Grupo controle (GC) n= 9, Grupo Sulfato ferroso (G2) n=9 e Grupo Ferro Dextrano (G3) n=
9. Os animais do G2 receberam via oral diariamente 1 grama de sulfato ferroso (Fe+2),
equivalente a 200 miligramas de ferro, os animais do G3 receberam duas aplicacdes de
25mg/kg/p.v. de ferro dextrano IM com intervalo de sete dias, a primeira no dia zero e a
segunda no dia sete do experimento, enquanto que os animais do GC ndo receberam
tratamento. Os animais foram mantidos em baias no sistema de cama sobreposta com dgua ad
libitum e a alimentacdo baseada em feno de alfafa (Medicago sativa).

As coletas de sangue, fezes e pesagem dos animais foram realizadas nos dias 0, 7, 14 e
21 do experimento. As coletas foram feitas a partir de venopuncao da jugular apds anti-sepsia
no local de puncao. Avaliaram-se os niveis séricos de ferro através de kit comercial (Labtes,
Belo Horizonte, MG, Brasil) A mensuracdo de GGT e AST foi realizada pelo método cinético
enzimatico, enquanto que os resultados de albumina foram obtidos através da técnica do verde
de bromocresol (HILL, 1985).

A concentracao de ferro hepético foi conseguida pela técnica descrita por Chapman e
Pratt (1961) através de espectrofotometria de absor¢do atOmica, utilizando 1g de tecido
hepatico precipitado em 4cido nitrico. As avaliagdes dos parametros sanguineos (hematdcrito,
contagem de eritrdcitos, hemoglobina e total de leucdcitos) foram feitas através do método
descrito por Jain et al. (2006). Enquanto que a contagem de ovos por grama de fezes, OPG,
foi obtido individualmente pela técnica de Gordon e Whitlock (1939) nos quatro momentos
experimentais. No dia zero também foi realizado cultura de fezes e identificacdo de larvas

(ROBERTS e O’SULLIVAN, 1950).
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A estatistica constou de uma anélise de varidancia ANOVA, sendo a comparagao entre
as médias feita pelo teste “t” de Student. Os célculos foram processados no programa

“Graphpad Instat”.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A quantidade de ferro sérico foi superior estatisticamente no G3 (P<0,05) quando
comparado aos GC e G2 nos dias 7 e 14 do experimento e nao apresentando diferencga entre os
grupos nos dia zero e 21. Este aumento sanguineo deste mineral no G3 refere-se a aplicacdo
de duas doses de ferro dextrano neste grupo. Segundo Gonzéles (2000), o pico de absorcao do
ferro em dextrose, em torno de 60%, ocorre nas primeiras 72 horas apds a aplicagao. Rocha et
al. (2007), mostraram uma elevacdo deste mineral no sangue de cordeiros na primeira semana
apo6s aplicacdo de ferro dextrano, com redugdo a partir da segunda semana. Desta forma, a
segunda dose deste mineral neste trabalho manteve um periodo maior de concentragdes
elevadas de ferro sérico. Em relacdo ao G2, ndao houve elevagdo dos valores de ferro sérico
devido ao sistema de homeostasia deste mineral, onde a absor¢do duodenal e a excrecdo fecal
sdo reguladas pela necessidade do organismo em relacdo ao ferro (OATS, 2007) e estes nao
apresentavam anemia ferropriva (Tabela 1).

Na avaliagdo dos parametros de células vermelhas do sangue niao houve diferenca
significativa entre os GC e G2, enquanto que o G3 apresentou uma melhora significativa
(P<0,05) nos valores de hematdcrito, hemoglobina e contagem de eritrécitos nos dias 7, 14 e
21 do experimento (Tabela 1). Segundo o que relata School et al. (2000), a elevacdo dos
niveis de eritropoietina ocorre quando a concentracio de hemoglobina decresce. A
eritropoietina estimula a proliferacdo da medula dssea que junto com um aporte suficiente de

ferro aumenta a formacdo de células vermelhas. Este aumento na resposta medular ocorre
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devido a quantidade de ferro liberado para o eritrocito imaturo € diretamente dependente da
concentracao do ferro sérico, o que € ocasionado pela suplementagdo com este mineral.

O resultado da cultura de fezes e identificacdo de larvas demonstrou a presenga de
parasitas do género Haemonchus sp (90%), Trichostrongylus sp. (5%), Cooperia sp. (3%) e
Ostertagia sp. (2%), concordando com Katiki et al. (2006), que citam H. contortus como o
nematdide mais prevalente e patogénico dos ovinos no Brasil. Os valores de OPG nao
diferiram estatisticamente entre os trés grupos nos quatro momentos experimentais (Tabela 3).
Esta suplementagdo de ferro apresentando melhora na resposta eritropoiética pode aumentar o
nimero de animais resilientes no rebanho. Segundo Amarante e Amarante (2003), estes
animais sdo parasitados, porém nao apresentam reducdo no desempenho produtivo, sendo
assim, responsaveis pela manutencao da refugia, ou seja, a populacdo de parasitas sensiveis na
pastagem.

De acordo com Hershko (1993), o ferro também € essencial para o crescimento da
maioria das bactérias patogénicas para o organismo. Estes germes patogénicos produzem
compostos proprios para captacdo e ligacdo do ferro em suas membranas, os sider6foros,
competindo assim com a proteina de transporte deste mineral no organismo, a transferrina.
Aceita-se que, in vivo, a fonte de ferro para os sideréforos é a transferrina, portanto um
aumento na concentragdo desta proteina possibilitaria multiplicacdo bacteriana e
consequentemente instalacdo de um processo infeccioso (BROCK, 1986). Segundo o que
descreve Shau et al. (1992), na hemocromatose e na sobrecarga de ferro aumentam-se os
niveis sanguineos de transferrina, tornando o ferro mais acessivel a bactéria, favorecendo sua
multiplicacdo. Entretanto, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos na avaliacdo da
contagem total de leucdcitos em nenhum momento experimental (Tabela 1) (P>0,05),

indicando que ndo houve a instalacdo de um processo infeccioso.
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Em relacdo aos estoques de ferro, os niveis hepdticos deste mineral no G3 foram
superiores estatisticamente (P<0,05) aos do GC e G2. De acordo com Tokarnia et al. (1999),
os niveis de ferro hepdtico para ovinos devem ficar entre 131-180ppm. Os niveis mensurados
para os GC, G2 e G3 foram 173,4 + 5,3; 156,8 = 7,8 e 803,4 + 9,3ppm, respectivamente
(Gréfico 1). No entanto, esta elevacdo nos niveis de ferro hepdtico no G3 ndo resultou em
alteracdes funcionais neste 6rgdo. De acordo com Puntarulo (2005), doses macicas de ferro
em dextrose podem ocasionar danos irrepardveis na membrana lipidica e resultar em lesdes
graves no coracdo e principalmente figado (HOFFBRAND et al., 2004). Porém, de acordo
com Papanikolaou e Pantopoulos (2005), para se observar lesdes nestes Orgdos, a
concentracdo precisa ser vinte vezes acima do fisiolégico. A comprovacdo do ndo
comprometimento do figado nesta dose se dé pela avaliacdo dos testes bioquimicos de sintese
e de funcdo deste 6rgdo, onde nao houve diferenca entre os grupos para os valores de
albumina, AST e GGT (Tabela 2).

McDowell (1992) cita que animais com defici€ncia moderada de ferro apresentam
velocidade de ganho de peso reduzida. Isto ocorre pela reducdo da atividade de enzimas ferro
dependentes presentes no ciclo do dcido tricarboxilico e com isso aumenta-se a glicdlise
anaerdbica e a reciclagem do lactato, consequentemente levando a uma utilizacdo ineficaz da
glicose (UNDERWOOD e SUTTLE, 1999). Mesmo assim, nao houve efeito supra fisiol6gico
sobre o ganho de peso (P>0,05) nos animais do G3 que apresentaram niveis séricos e

hepaticos de ferro mais elevados quando comparado aos demais grupos (Tabela 1).

CONCLUSAO
De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que a administra¢do de duas doses
de ferro dextrano via parenteral eleva as concentracdes séricas e hepaticas deste mineral,

entretanto sem causar danos a este Orgdo e, aumenta a eritropoiese, enquanto que a
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administracao oral didria de 200mg ndo tem influéncia sobre os eritrécitos bem como sobre
niveis séricos e hepaticos deste mineral. Ambos ndo exercem influéncia sobre a contagem de
leucécitos. A suplementacdao de ferro nas doses deste trabalho no periodo de 21 dias nao

influencia no ganho de peso.
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Gréfico 1 — Niveis hepdticos de ferro em cordeiros suplementados com ferro oral
(G2) ou injetavel (G3) e no grupo controle (GC) em cada grupo
experimental, Santa Maria, 2010.

1 etras diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos.
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Tabela 1. Média £ desvio padrdo de Eritrécitos, Hematécerito (Ht), Hemoglobina (Hb), Ferro Sérico (Fe*), Leucécitos
Totais e peso vivo em cordeiros suplementados com ferro oral (G2) ou injetdvel (G3) e no grupo controle

(GC) em cada momento experimental, Santa Maria, 2010:

Hematdcrito Eritrécitos Hemoglobina Fe* Leucdcitos Totais Peso vivo
(%) (n°x 10°uL) (g/dl) (ug/dl) (/uL) (kg)
GC 214+07° 48+02° 68+0,3 2024+74" 7345+1230° 274+41°
Dia0 G2 20,3+04° 52+04" 65+04* 196,5+93*  6830+980" 26,7 +4.1°
G3  208+08" 50+07° 69+0,3 206,2+86" 7120+ 1430 28,9 +32°
GC 220+05" 52+0,6° 7,0+0,3 203,1+8,1* 6980+ 1540 28,3 +4,7°
Dia7 G2 20,9+0,3" 55+03* 69+06° 201,4+98" 7010+1055° 29,4+28"
G3 266+06° 68=+1,1° 82+13" 380,6+9,6° 7225+1280° 29,8 +1,8"
GC 227+03" 56+1,0° 73+0,8 210,7+82" 7380+1670*° 30,7 +2,0°
Diald G2 221+04* 58+0,8 7,7+04* 214,6+9,7°  7145+960° 31,0 +3,6"
G3 289+02° 7,7+09° 89+1,1° 396,1+74° 7175+1130*° 31,3 +2,3"
GC 234+03" 6,1+0,7° 74+0,5 2203+72° 7260+1145* 314+34°
Dia2l G2 230+04* 64+0,6° 7,9+02° 2174+93" 7030+915* 32,6 +29
G3  303+06° 87+14°> 94+12° 256,6+8,3" 7210+1220° 334+1,7°

1 etras diferentes indicam diferenca estatistica em cada momento experimental entre os grupos.



Tabela 2. Média *+ desvio padrdo de Aspartato amino transferase
(AST), Gama glutamil transferase (GGT) e albumina em
cordeiros suplementados com ferro oral (G2) ou injetdvel
(G3) e no grupo controle (GC) em cada momento

experimental, Santa Maria, 2010:

AST GGT Albumina
(UDh (UDh (g/L)
GC 60,3+2,1" 308+29" 263+0,3"
Dia 0 G2 58,7+2,6" 257+32" 257+08"
G3 62,1 +1,8" 332+19" 268+04"
GC 61,719 373+£34" 263+09"
Dia 7 G2 57321 30,6+27" 252+0,6"
G3  63,6+1,6° 268+3,1" 262+0,3"
GC 592+0,7* 342+27" 27,1%1,1"
Diald G2 62,1+1,3" 27,8+3,6" 27,7+0,9"
G3 61,8+1,4" 293+1,8" 268+04"
GC 634+1,1" 32,5+23" 266+0,7"
Dia2l G2 609+0,9" 36,1 +4,1° 282+1,3"
G3  66,7+1,6° 284+24" 274+1,1°

* Letras diferentes indicam diferenca estatistica em cada momento

experimental entre os grupos.
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Tabela 3 — Valores de OPG (ovos por grama de fezes) em cordeiros suplementados com ferro oral (G2) ou
injetdvel (G3) e no grupo controle (GC) em cada momento experimental, Santa Maria, 2010:

Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21
GC 4216 + 830" 6160 + 1335° 5720 £ 1315° 5500 + 1220°
G2 3835+ 1147° 4750 = 1100° 4500 £ 1310° 5300 £ 980°
G3 4420 + 970° 4350 £ 990° 5250 £ 1105* 4900 £ 1015*

* Letras iguais indicam que ndo houve diferenga estatistica entre grupos em cada momento experimental.
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CONCLUSOES

- a suplementacdo de ferro parenteral apresenta melhor resposta sobre os parametros das
células vermelhas sem comprometer funcdo hepética, indicando assim, o uso deste mineral
em doses maiores que o requerimento didrio de forma sist€émica e nao oral;

- a suplementacdo didria durante 21 dias de 200mg de ferro oral na forma ferrosa e duas
aplicacdes intramusculares de ferro dextrano na dose de 25mg/kg/p.v. com intervalo de 7 dias
nao apresentam nao apresenta efeito supra-fisioldgico no desempenho de cordeiros, medidos
pelo peso vivo;

- a suplementacdo didria de 200mg de ferro oral, tanto na forma ferrosa como férrica,
comprometem a absorcdo de zinco e cobre comprometendo as funcdes destes minerais.
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