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RESUMO

Monografia de Especializagdo
Programa de Residéncia em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

PARAMETROS HEMATOLOGICOS E DESEMPENHO DE CORDEIROS
PARASITADOS TRATADOS COM COBALAMINA E FERRO
AUTOR: JERONIMO BARBOSA MARIN
ORIENTADORA: MARTA LIZANDRA DO REGO LEAL
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 1° de junho de 2009.
O presente trabalho objetivou avaliar a influéncia do tratamento hidroxocobalamina (Vitamina
B12) e de ferro injetdveis sobre os valores de hematdcrito (Ht), reticulécitos, hemoglobina (Hb),
proteinas plasmaticas totais (PPT), albumina e peso de cordeiros da raca Corriedale naturalmente
infectados por nematédeos gastro-intestinais. Foram utilizados quarenta cordeiros (20 machos e
20 fémeas) com trés a cinco meses de idade. Os Animais selecionados possuiam escore corporal
2-3 (1-5), grau Famacha 3-4 (5-1) e foram divididos em quatro grupos experimentais, cada um
com 10 animais: grupo um (controle), grupo dois: animais tratados com 56.250ug de cloridrato
de hidroxocobalamina (7.500pg/ml) por via intramuscular, grupo trés: animais tratados, por via
intramuscular, com 500mg de hidréxido férrico (100mg/ml) e grupo quatro: animais submetidos
aos tratamentos preconizados para os grupos dois e trés. Amostras de sangue destinadas a
avaliacdo do hematdcrito, da hemoglobina, das proteinas plasmaticas totais e da albumina foram
colhidas nos dia zero, 14 e 35. A contagem de reticuldcitos foi realizada nos dias zero e 14. O
peso dos animais foi mensurado nos dias zero e 35. Nao houve diferencga significativa entre os
grupos em relagdo aos parametros analisados. Conclui-se que hidroxocobalamina na dose de
56.250ug e hidroxido de ferro na dose de 500mg por animal, isolados ou associados, nao
influenciam o grau de hematdcrito, contagem de reticuldcitos, niveis sanguineos de hemoglobina,

proteinas plasmadticas totais, albumina e peso.

Palavras-chave: Haemonchus contortus; ovinos; vitamina B1,; hematdcrito; hemoglobina; perfil protéico



ABSTRACT

Especialization’s Monography
Veterinary Medicine Residence Program
Federal University of Santa Maria

AUTHOR: JERONIMO BARBOSA MARIN

ADVISOR: MARTA LIZANDRA DO REGO LEAL

Date and place of defense: Santa Maria, June, 1*, 2009.
The objective of the present work was to evaluate the of the treatment with injectable
hydroxocobalamin and ferric hydroxide upon packed cell volume (PCV), reticulocite count,
hemoglobin (HB), plasma albumin(ALB) and total protein (TP) and weight gain on naturally
parasitized lambs. Forty 3 to 5 month old male and female Corriedale lambs were used. Animals
were selected based on the following parameters: body condition score 2 to 3, Famacha 3 to 4,
fecal egg count between 2000 and 12000 epg. Animals were allocated into four groups: Group 1
(control) with no treatment; Group 2 treated with 56.250ug hydroxocobalamin; Group 3: 500mg
dextran iron; and Group 4: the combination of groups 2 and 3. Blood samples were collected at
days zero, 14 and 35 and assayed for ALB, PT, PCV and HB. Reticulocyte count was performed
at days zero and 14. Body weight was recorded on days zero and 35. No differences were
detected among groups in each experimental time. We conclude that treatment with
hyroxocobalamin and/or ferric hydroxide at the used dosages does not affect protein or red blood

cell profile.

Key words: Haemonchus contortus; ovine; By, vitamin; hematocrit; hemoglobin; protein profile
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1 INTRODUCAO

A ovinocultura teve papel importante no progresso da pecudria no Rio Grande do Sul.
Depois de ter sofrido uma grave crise que iniciou nos anos 70, esta atividade retorna focada na
producdo de carne (VIANA; SOUZA, 2007). Neste contexto, enfrenta-se o problema das
parasitoses, que sdo responsdveis por grandes perdas zootécnicas como baixo peso e pouca
qualidade de velo, redu¢dao no ganho de peso e morte de animais (ECHEVARRIA, 1988).
Segundo Borba (1996), Haemonchus sp. é o parasita que mais infecta rebanhos ovinos no
Brasil. A infeccdo pode causar anemia e hipoproteinemia, bem como redu¢do no ganho de
peso (ANDERSON, 1982). Em geral, exames clinicos e laboratoriais possuem baixa precisao
e uso limitado no diagnéstico das hemoncoses (MOLENTO, 2004). No entanto, Malan e Van
Wick (1992) observaram correlacdo entre coloragcdo da conjuntiva ocular, valor de hematdcrito
e a incidéncia de hemoncose, desenvolvendo o método Famacha, que pode ser utilizado como
diagndstico no animal/rebanho.

No tratamento e controle das verminoses, utilizam-se rotineiramente antiparasitarios
(ECHEVARRIA et al., 1996). Geralmente, estes produtos sdo empregados sem orientacdo
técnica e rapidamente desenvolvem-se cepas resistentes aos diferentes grupos quimicos
(MOLENTO; PRICHARD, 1999). Na atual conjuntura, pesquisas buscam alternativas para
melhorar a resiliéncia dos animais frente as parasitoses. Minerais e vitaminas possuem grande
importancia no desenvolvimento de uma Otima resposta imune (McCLURE, 2008) e
hematopoiética (ROCHA et al., 2007).

O ferro tem fun¢des importantes no organismo como componente da hemoglobina e de
outras proteinas. Privacdo prolongada de ferro € clinicamente caracterizada por perda de
apetite, crescimento retardado e alta mortalidade (KANEKO et al., 1997). Mais da metade do
ferro encontrado no organismo estd contido na hemoglobina, ela por sua vez, estd contida nas
células vermelhas sanguineas, que sdo produzidas continuamente na medula déssea e estdao
sendo continuamente recicladas (FISHER, 2008). Em animais domésticos, anemia por
deficiéncia de ferro é a mais comum. Nesses casos, a sintese de hemoglobina esta reduzida e o
achado laboratorial cldssico € anemia microcitica hipocromica (KANEKO et al.,, 1997).
Segundo Rocha et al. (2007), a suplementacdo de ferro acelera a recuperacdo do perfil

hematolégico em cordeiros anémicos.
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A vitamina Bj;, ou cianocobalamina, faz parte de uma familia de compostos
denominada genericamente de cobalaminas. A B, é uma vitamina hidrossolivel, sintetizada
exclusivamente por microorganismos, encontrada em praticamente todos os tecidos animais e
estocada primariamente no figado (PANIZ et al., 2005). Esta vitamina é um importante
catalisador enzimatico de mamiferos (KENNEDY, 1992) e sua deficiéncia, em ovelhas, causa
aparecimento de refugos, perda de peso, secrecdo ocular serosa e fotossensibilizacdo aguda
(ULVUND; PESTALOZZI, 1990). Deficiéncia de vitamina B, gera alteracdo na sintese de
acido desoxirribonucléico (DNA), dificultando a divis@o celular na medula, enquanto que a
sintese de acido ribonucléico (RNA) e a sintese de componentes celulares permanecem
inalteradas, produzindo macrocitose (PANIZ et al., 2005). Kadim et al. (2006) observaram que
cabritos, deficientes em cobalto, tratados com inje¢des de 2000 microgramas (pug) de vitamina
B, apresentaram aumento na taxa de crescimento e nas dimensdes corporais.

Por ser limitada a literatura nacional referendando o uso de vitamina B12 e ferro por
via parenteral em cordeiros parasitados, o presente estudo teve por finalidade avaliar o efeito
da administracdo do cloridrato de hidroxocobalamina e hidréxido de ferro injetdveis,
isoladamente ou em associacdo, sobre desempenho, hematdcrito (Ht), hemoglobina (Hb),
contagem de reticuldcitos, proteinas plasmdticas totais (PPT), albumina em cordeiros

naturalmente infectados por nematddeos gastrointestinais.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

No Rio Grande do Sul, a ovinocultura teve papel importantissimo no progresso da
pecudria (VIANA; SOUZA, 2007). Esta atividade teve inicio nas primeiras décadas do século
XX e foi alavancada na 1° guerra mundial (NOCCHI, 2001). Durante as décadas de 50 e 60,
alcancou seu auge e consolidou-se como a maior riqueza existente nos campos gatchos, com a
producdo de 1a sustentando todas as necessidades das propriedades de criacdo de ovinos
(VIANA; SOUZA, 2007). Segundo Nocchi (2001), nos anos 80 e 90, o setor enfrentou sua
maior crise devido a falta de incentivo governamental, ao aparecimento das fibras sintéticas e
aos grandes estoques australianos de 1a. Muitos produtores deixaram a atividade, passando a
investir em outras dreas, o que levou ao decréscimo dos rebanhos ovinos, principalmente de
aptiddo laneira, e crescimento de rebanhos especializados na produgdo de carne (VIANA;
SOUZA, 2007).

Em regides tropicais e subtropicais, de clima quente e imido, os problemas sanitarios
tém sido considerados fatores limitantes para a criagdo de ovinos. Historicamente, o Conesul,
regido de clima subtropical, sofre com a ocorréncia de parasitoses gastrointestinais (RIBEIRO,
1989). Os parasitos sdo responsdveis por grandes perdas econdmicas na ovinocultura devido a
reduc@o no ganho de peso (20 a 60 %) e mortalidade de animais acometidos, a qual pode
variar de 20 a 40% (ECHEVARRIA, 1988). Cordeiros desmamados constituem a categoria

etdria mais susceptivel a verminose (PINHEIRO, 1979).

2.1 Parasitas gastrointestinais na ovinocultura

Os nematddeos gastrointestinais custam a industria ovelheira da Austrdlia 370 milhdes
de ddlares, sendo que Haemonchus sp. sdo alguns dos principais agentes causadores de perdas
econdmicas (SACKETT et al., 2006). Este nematodeo abomasal hematéfago tem distribui¢do
mundial e estd presente principalmente em regides tropicais. A espécie que afeta ovinos é o
Haemonchus contortus; os adultos sdo facilmente identificados por sua localizacdo especifica

no abomaso e seu grande tamanho (dois a trés cm). O macho tem um lobo dorsal assimétrico e
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espiculos com ganchos; a fémea geralmente tem um apéndice vulvar. Em ambos os sexos, ha
papilas cervicais e uma lanceta mindscula no interior da cdpsula bucal. O ciclo evolutivo €
direto, a eclosdo dos ovos em L1 ocorre no pasto podendo chegar a .3 em até cinco dias, mas
o desenvolvimento pode ser retardado por semanas ou meses em condi¢Oes desfavoraveis,
como o frio. Apés a ingestdo e o desencapsulamento no riimen, as larvas sofrem duas mudas e
desenvolvem lanceta perfurante, que lhes permite obter sangue dos vasos da mucosa
(URQUHART et al., 1999). A L4 e os adultos causam desgaste na mucosa do abomaso por
exercerem acdo de raspagem através de seu denticulo, levando a gastrite, além de sugarem
sangue e inocularem uma substancia anticoagulante, provocando hemorragias responsaveis
por anemia (FORTES, 1987).

Devido a sua rapida prolificidade, este parasita rapidamente contamina as pastagens,
levando a altas taxas de infeccdo, o que podem resultar em mortes de animais (ROBERTS;
SWAN, 1982). Segundo Borba (1996), Haemonchus contortus é o parasita que mais afeta
rebanhos ovinos, um nematédeo hematéfago que, além da anemia, pode causar
hipoproteinemia, reducdo no ganho de peso (ANDERSON, 1982), edema submandibular,
ascite, letargia, fezes de coloracdo escura e queda de 12 (URQUHART et al., 1999).

A anemia torna-se evidente cerca de duas semanas apds a infeccdo (URQUHART et
al., 1999) e caracteriza-se por diminui¢do do nimero de eritrécitos, redugdo da hemoglobina e
hematdcrito, tendo variacao nos seus niveis de acordo com sexo, idade e espécie (JAIN, 1993).
Durante as semanas subseqiientes, em geral, o hematdcrito estabiliza-se em um nivel baixo, a
custa de um aumento compensatorio da eritropoiese. Contudo, a continua perda de ferro e de
proteina no trato gastrointestinal, juntamente com a hiporexia crescente, provocam
esgotamento da medula Ossea € o hematdcrito cai ainda mais, culminando com a morte do
animal (URQUHART et al., 1999).

Parasitismo gastrointestinal subclinico em ovelhas em crescimento estd associado a
prejuizos no metabolismo protéico. Parasitas adultos e larvas causam dano a mucosa
gastrointestinal, o que resulta em saida de plasma e conseqiiente perda de proteina endégena
para o lumen. Nos estadios avangados de infeccdo parasitdria, as proteinas sdo direcionadas
para reparo e reposicdo da mucosa lesada e para ativacdo do sistema imune (POPPI et al.,
1990). As proteinas plasmadticas sdo produzidas principalmente no figado, seguido pelo

sistema imunolégico. Em geral, o plasma contém em torno de 5-7 g/dL de proteinas. Suas
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fungdes no organismo sdo inumerdveis: formam a base da estrutura das células, 6rgdos e
tecidos; mantém a pressdo coloido-osmética; sdo enzimas catalisadoras em reacdes
bioquimicas; tem func¢des regulatérias (hormonios); atuam na coagulagdo e resposta imune;
sdo nutritivas, entre outras fungdes. Como componente majoritario das proteinas plasmdticas
tem-se a albumina, que constitui 35-50% da proteina sérica total em animais e € a mais
proeminente na eletroforese de soroproteinas. Sua estrutura tercidria € globoide ou elipsoéide, é
sintetizada no figado e tem como principais fungdes a regulacdo da pressdo osmotica e
transporte no organismo. Seu aumento no plasma pode indicar desidratacdo e seu decréscimo
pode indicar doenga hepdtica, renal, gastrointestinal, md nutricdo ou perda de sangue ou
plasma (KANEKO et al., 1997).

Em seu estudo, Molento et al. (2004) comenta que exames clinicos e laboratoriais
normalmente possuem baixa precis@o e uso limitado no diagndstico das hemoncoses. No
entanto, Malan e Van Wick (1992) observaram a correlagdo entre a coloracdo da conjuntiva
ocular, o valor do hematdcrito e a incidéncia de hemoncose, criando o método Famacha, que
pode ser utilizado na verificacdo individual do animal ou de rebanho. O diagnéstico da
infec¢do por parasitas da familia Trichostrongyloidea, incluindo os géneros Trichostronyilus e
Haemonchus, pode ser realizado pela positividade na contagem de ovos por gramas de fezes -
opg (URQUHART et al., 1999).

O uso de antihelminticos € 0 método mais comum no controle de verminoses. Eles sao
derivados de um ndmero limitado de grupos quimicos, incluindo benzimidazdis, levamisdis e
lactonas macrociclicas (BESIER; LOVE, 2003). Desde sua introdug@o, novas classes de
antihelminticos mais efetivos maximizaram a saide dos rebanhos, produtividade e
lucratividade. Porém, declinio na sua eficacia se desenvolve devido a resisténcia dos
microorganismos a esses produtos (BESIER, 2007). Dentro desta problematica e em
decorréncia do insuficiente repasse de tecnologia ou mesmo de informacdes inadequadas
referentes a freqiiéncia de tratamento e a utilizacdo correta de drogas antiparasitirias em
ruminantes, foi observado uma grande diminui¢cdo da eficicia destes produtos nas principais
regides produtoras brasileiras, com o aparecimento de cepas resistentes a varios grupos

quimicos, originando a resisténcia antihelmintica miltipla (ECHEVARRIA, 1996).
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2.2 Minerais e vitaminas

A emergéncia de parasitas/helmintos com maultipla resisténcia a drogas tornam
prioritario o aparecimento de alternativas aos antihelminticos (WARUIRU et al., 1998). Neste
contexto, ©0s minerais e as vitaminas teriam grande importancia auxiliando no
desenvolvimento de uma 6tima resposta imune (McCLURE, 2008) e hematopoiética (ROCHA
et al., 2007). Dos 56 metais encontrados nos tecidos dos mamiferos, 16 sdo considerados
essenciais para as funcgdes de células e tecidos. Os minerais sdo classificados como macro ou
micro minerais, dependendo da concentracdo encontrada nos tecidos animais. Os macro
minerais sdo: sodio, magnésio, fosforo, enxofre, potdssio e cdlcio; os micro minerais
conhecidos sdo: ferro, iodo, zinco, selénio, manganés, cobre, cobalto, cromo e molibdénio
(McDOWELL, 2003).

Micro minerais sdo componentes e cofatores para enzimas e, por isso, t€ém um papel
essencial em reagdes bioquimicas, que podem ter repercussio difundida em todo metabolismo
e fisiologia do animal (UNDERWOOD; SUTTLE, 1999). Esses elementos t€m importantes
fungdes como ativadores ou cataliticos de sistemas enzimaticos, além de serem componentes
integrais de metalo-enzimas. Eles estdo envolvidos na atividade de uma grande gama de
enzimas, com funcdo no metabolismo e transporte de oxigénio, sintese de hormodnios, fun¢do
nervosa € muscular, sintese e catabolismo protéico e metabolismo energético, absorcdo de
actucares e aminodcidos do trato digestorio e sintese de vitaminas essenciais no rimen. Metalo-
enzimas, ou enzimas dependentes de minerais para sua ativacdo, podem ser susceptiveis a
desbalango e deficiéncia simples ou induzida de minerais (McCLURE, 2007). Devido as
variadas situacdes encontradas em diferentes rebanhos, € possivel que ocorra deficiéncia de
micro minerais, podendo levar ao aparecimento de sinais clinicos ou subclinicos. Mais
comumente, observa-se deficiéncia subclinica, na qual os sinais ndo sdo 6bvios, mas a

producdo animal € afetada (FISHER, 2008).
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2.2.1 Ferro

O ferro (Fe) tem funcdes importantes no corpo como componente da hemoglobina e de
muitas outras proteinas (KANEKO et al., 1997), tal como a transferrina, que estd envolvida no
transporte do ferro para diferentes areas do organismo, e a ferritina, proteina presente no baco,
figado, rim e medula déssea, que proporciona uma forma de estoque de ferro (FISHER, 2008),
além de mioglobina e ferredoxina (GONZALEZ; SILVA, 2006). Este elemento também é um
componente de muitas enzimas, incluindo citocromos e flavoproteinas. As pastagens
geralmente contém quantidades adequadas de ferro (50-300ppm) para as necessidades do
animal (por volta de 30ppm), sendo rara a deficiéncia desse mineral em animais. A principal
fonte vegetal de ferro na natureza s@o as folhas de leguminosas; sementes de cereais e o leite
sdo pobres neste elemento. A homeostase do ferro ocorre primariamente por ajuste da
absorc¢ao intestinal, de forma que a taxa de absor¢do estd limitada as necessidades e ¢ afetada
pela idade, pela condicio do trato gastrointestinal e pela disponibilidade do ferro. A
disponibilidade deste mineral, que é absorvido no intestino na forma reduzida (Fe2+), ¢ maior
como carbonato de ferro e sulfato ferroso e menor na forma de 6xido férrico. O ferro
absorvido € transportado pela ferritina até o figado e é armazanado em maior quantidade no
figado e rins, principalmente ligado as proteinas ferritina e hemossiderina. A ferritina contém
23% de ferro, enquanto a hemossiderina contém 37%. A principal proteina transportadora de
Fe no sangue € a transferrina, a qual leva o mineral na forma oxidada (Fe’). Nos tecidos, 0
Fe* ¢ reduzido a Fe** para fazer parte das metalo-proteinas (hemoglobina, ferritina)
(GONZALEZ; SILVA, 2006).

Mais da metade do ferro encontrado no organismo estd contido na hemoglobina, ela
por sua vez estd contida nas células vermelhas sanguineas, os eritrécitos, que estdo
continuamente sendo produzidos na medula dssea e sendo reciclados (FISHER, 2008). Os
eritrécitos de mamiferos sdo anucleados e circulam por varios meses no sangue em condicoes
normais. A hemoglobina contida em seu interior € uma proteina na qual podem ligar-se quatro
moléculas de oxigénio em cada tetramero, quando completamente saturada, sendo
responsavel, portanto, por funcdes como transporte de oxigénio e didoxido de carbono
(KANEKO et al., 1997).

Conseqiientemente, anemia pode ser observada em decorréncia de deficiéncia de ferro.

Anemias ferroprivas podem ser ocasionadas por baixa ingestdo de ferro, perda excessiva de
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sangue, espoliacdo parasitdria ou por incremento na necessidade desse mineral (YILMAZ et
al., 1992). Anemias por deficiéncia de ferro s@o caracterizadas por producdo deficiente de
hemoglobina, ou seja, presenca de eritrocitos hipocromicos (JAIN, 1993). Privagao
prolongada de ferro é clinicamente caracterizada por perda de apetite, crescimento pobre,
palidez das mucosas visiveis, taquipnéia, e alta mortalidade em casos severos (KANEKO et
al.,1997). Bovinos e ovinos infectados pela familia Trichostrongyloidea, incluindo os géneros
Trichostronyilus e Haemonchus, podem demonstrar anemia normocitica severa e sinais de
depressdo na eritrogénese (JAIN, 1993), perda pronunciada de células vermelhas e albumina
plasmatica (BURNS, et al.,, 1992). Segundo Rocha et al. (2007), o ferro injetivel ¢é
recomendado no tratamento de anemias ferroprivas, sendo que 80 % desse metal de transi¢ao

¢ capturado pela medula éssea para a produgdo de hemoglobina.

2.2.2 Vitamina B,

A vitamina B, faz parte de uma familia de compostos denominados genericamente de
cobaliminas. Pode apresentar diferentes ligantes como metil (metilcobalamina), hidroxil
(hidrocobalamina), dgua (aquacobalamina), cianeto (cianocobalamina) e S-deoxiadenosina
(deoxiadenosilcobalamina). Quimicamente, o termo vitamina B, refere-se a
hidroxocobalamina ou cianocobalamina, ainda que genericamente seja aplicado a todas as
formas de cobalaminas. A forma predominante no soro é a metilcobalamina e no citosol, a
adenosilcobalamina. Esta € uma vitamina hidrossoluvel, sintetizada exclusivamente por
microorganismos, encontrada em praticamente todos os tecidos animais e estocada
primariamente no figado, na forma de adenosilcobalamina. A vitamina Bj, € liberada pela
digestdo de proteinas de origem animal, sendo entdo capturada pela haptocorrina, uma
proteina produzida na saliva e no estdmago. Esse complexo € posteriormente degradado pelas
proteases pancredticas com conseqiiente transferéncia da molécula de vitamina B, para um
fator intrinseco gastrico (FI), uma glicoproteina produzida pelas células parietais do estdmago,
para posterior absor¢do no ileo terminal (PANIZ et al., 2005).

A vitamina Bj, atua catalisando a atividade de duas enzimas de mamiferos, a
metilmalonil-Coa mutase e a metionina sintetase. A metionina sintetase promove a metilagao
da homocisteina (Hcy) a metionina, tendo o 5-metiltetraidrofolato (5-MTHF) como doador de

grupamento metil e a metilcobalamina como co-fator. Em conseqiiéncia a interrup¢do da
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conversao de Hcy em metionina é que o 5-MTHF, doador de grupamento metil na reagdo, nao
pode ser convertido em tetraidrofolato eficientemente, ocasionando um seqiiestro de folatos na
forma 5-MTHF. Dessa forma, ocorre deficiéncia de outros metabdlitos do folato, como o 5,10-
metilenotetraidrofolato, co-fator fundamental na sintese do acido desoxirribonucléico (DNA),
gerando, assim, um defeito na sintese de DNA e dificultando a divisdo celular na medula
Ossea, enquanto que o 4cido ribonucléico (RNA) e a sintese de componentes celulares
permanecem inalterados, produzindo macrocitose. Em humanos, as alteracdes hematologicas
tipicas da deficiéncia de vitamina Bj, sdo caracterizadas por diminui¢do de hemoglobina
caracterizando anemia, que tem como um dos principais aspectos a presenca de
macroovaldcitos, neutréfilos hipersegmentados e hipercelularidade na medula dssea com
maturag¢do anormal, representando anemia megaloblética (PANIZ et al., 2005).

J4 em ruminantes, a deficiéncia de vitamina Bj, (que € sintetizada no rdmen) é
induzida pela deficiéncia de cobalto. A deficiéncia de cobalto resulta na depressdao da enzima
5-metil-hidrofolato homocisteina metiltranferase, que contém a vitamina B,. Uma deficiéncia
primdria de cobalto em ruminantes leva a metabolismo ineficaz do propionato, no ponto da via
metabdlica em que a metilmalonil-Coa mutase, que necessita da vitamina Bj,, catalisa a
conversido do metilmalonil-Coa até succinil-Coa. A medida que a deficiéncia de cobalto se
torna grave, diminui a velocidade de depuracdo do propionato do sangue, ocorrendo o
acimulo do metabdlito intermedidrio, metilmalonil-Coa. Diante de deficiéncia grave de
cobalto, a quantidade de 4cido metilmalOnico excretado na urina aumenta. Com o aumento da
meia vida de depuracdo, diminui a ingestdo voluntdria de alimentos, levando a anorexia. A
anemia associada a deficiéncia de cobalto ocorre tardiamente no desenvolvimento da
sindrome, caracterizando-se como normocitica normocromica. Acredita-se que a exigéncia de
cobalto para cordeiros jovens seja de 0,2mg/kg (MAAS, 1993). Segundo Wang (2007), a dose
indicada para cordeiros em crescimento seria de 0,336-0,586mg/kg, sendo que dietas contendo
0,086mg/kg de cobalto na matéria seca ndo foram adequadas para os animais usados em seu
experimento.

Em nenhuma espécie animal, a deficiéncia de vitamina B, causa anemia macrocitica
(KANEKO et al., 1997). A deficiéncia de Bj, em ovelhas causa aparecimento de refugos,
perda de peso, secrecdo ocular serosa e fotossensibilizagao aguda (ULVUND; PESTALOZZI,

1990), aumento da suscetibilidade a infecgdes e elevada contagem de ovos por grama de fezes
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em cordeiros, sugerindo prejuizo da funcdo imune em ruminantes (VELLEMA et al., 1996). O
tratamento € realizado de modo mais eficaz, em curto prazo, por meio de inje¢des de vitamina
B, pois tal vitamina administrada por via oral é deficientemente absorvida pelos ruminantes.
Cordeiros que receberam 100pug de vitamina Bj, por semana ou 1500ug de Bj, em semanas
alternadas exibiram remissdao dos sinais clinicos (MAAS, 1993). Kadim et al. (2006)
observaram que cabritos deficientes em cobalto apresentaram 89% do peso corporal e
diferenca nas dimensdes corporais em relacdo aos animais tratados com vdrias injecdes
subcutaneas de 2000ug de vitamina Bj,. Cerca de 100% da vitamina Bj, administrada por
injecdo intramuscular aparece no plasma na primeira hora, mas 85% € removida da circulacdo
em 16 horas. A maxima concentracdo hepdtica conseguida foi de 1.200ug no tecido fresco
(GRUNER et al., 2009). Em humanos a meia vida hepatica da hidroxocobalamina varia de 30
a 52 semanas apos injecdo intamuscular (GLASS; LEE, 1966).

Além disso, a suplementagdo de ferro e/ou vitamina B, poderia melhorar a condi¢dao
para a ocorréncia de eritrogénese, estimulando a regenera¢do da medula 6ssea. Um sinal de
regeneracao € a liberacdo de eritrdcitos imaturos para a circulagdo, aumentando a contagem de

reticuldcitos no sangue periféricos (JAIN, 1993).
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3 MATERIAL E METODOS

Local e animais: o experimento foi realizado durante os meses de janeiro e fevereiro no
Departamento de Artigas, norte do Uruguai, regido de solo denominado basalto superficial,
clima subtropical e de relevo semelhante a Campanha Gaucha. De um grupo de
aproximadamente 150 cordeiros Corriedale de ambos os sexos foram triados 58 animais que
apresentavam condic¢io corporal de 2 a 3 (escala de 1-5) e grau Famacha 3 a 4 (escala 5-1)
(MALAN; VAN WYK, 1992).. Nestes foram realizados contagem de ovos por grama de fezes
(opg) (GORDON; WHITLOCK, 1939) onde animais apresentando contagens entre 2000 e
12000 ovos da familia Trichostrongyloidea foram selecionados para o experimento. Estes ndo
foram dosificados durante o processo de selecdo e a tltima vermifugacdo havia sido realizada
35 dias atrés.

Grupos: o delineamento experimental foi composto por blocos ao acaso. Quatro grupos
com cinco machos e cinco fémeas foram formados. O grupo um (GC) foi o controle e nao
recebeu tratamento, os animais do grupo dois (G2) receberam 7,5ml de cloridrato de
hidroxocobalamina (RUBRANOVA® 7.500pg/ml, Bristol-Myers Squibb — Santo Amaro — SP
— Brasil) ; os animais do grupo trés (G3) receberam 5Sml de hidréxido férrico (FERRODEX®
100mg/ml, Tortuga Companhia Zootécnica Agraria — Sao Amaro — SP — Brasil) e os animais
do grupo quatro (G4) receberam 7,5ml de cloridrato de hidroxocobalamina e Sml de hidréxido
férrico. Todos os tratamentos constaram de dose Uinica com aplicag@o intramuscular.

Colheita de amostras: as amostras de sangue (10ml) foram colhidas por venopuncio
jugular nos dias 0, 14 e 35 em seringas heparinizadas (HEPARIN® 5000UI/mL, Cristalia
Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda. — Itapira — SP — Brasil) , utilizando-se agulhas
hipodérmicas de calibre 25x8. Peso e escore corporal também foram avaliados nos dias zero
e 35.

Andlises laboratoriais: logo apos a colheita foram realizados esfregacos, verificacdo de
hematdcrito, centrifugacdo do restante da amostra. O plasma foi armazenado em duas
aliquotas e congelado. Um ml da papa de hemdcias foi pipeta em tubo Eppendorf e congelado.
Os parametros hematolégicos avaliados foram o hematdcrito, a contagem de reticuldcitos,
concentracdo de hemoglobina a partir da papa de hemdcias, niveis de proteinas plasmdticas

totais e albumina. A determinacido do hematdcrito e a contagem de reticuldcitos (realizada no
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dia zero e 14) foram efetuadas de acordo com técnica descrita por Feldman et al. (2000).
Protefnas plasmadticas totais e albumina foram quantificadas utilizando-se kits comerciais
(Katal® Biotecnoldgica Ind. Com. Ltda. — Belo Horizonte — MG - Brazil), por método
colorimétrico e absorbancia avaliada por espectrofotometria em 545 e 630nm,
respectivamente. Para a quantificagcdo de hemoglobina a papa de hemdcias foi previamente
diluida com 4agua destilada a um hematdcrito fixo de 33% (0,5ml papa + 1ml sol. fisioldgica).
As dosagens de hemoglobina foram realizadas com kit comercial (Labtest® Diagnéstica S.A. —
Lagoa Santa — MG — Brazil) a partir de reacdo colorimétrica de ponto final e absorbancia
avaliada em espectrofotdmetro calibrado a 540nm.

Andlise estatistica: as médias de cada tratamento foram avaliadas por andlise de variancia
de um fator utilizando-se o PROC GLM (General Linear Models Procedure). A anilise
estatistica incluiu teste F, seguido pelo teste de Tukey. Todas as varidveis dependentes foram
testadas para normalidade utilizando-se o teste Shapiro-Wilk. Apenas os valores para
reticuléeitos sofreram transformagdo por raiz quadrada e foram analizados por um teste nao
paramétrico (Kruskal-Wallis). Todas as andlises foram realizadas utilizando-se o pacote
estatistico SAS (SAS Institute, Cary, NC, USA), versdo 8.02, com nivel de significancia 5%
(P<0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

No decorrer do experimento nenhum animal desenvolveu quadro clinico de verminose
que indicasse tratamento e exclusdo do estudo. Os resultados obtidos nos diferentes tempos
experimentais para os quatro grupos referentes ao grau de hematdcrito, contagem de
reticuldcitos, concentracdo de hemoglobina, nivel de proteinas plasmaticas totais, albumina e
peso de cordeiros tratados com ferro e/ou vitamina B, injetdveis podem ser visualizados na

Tabela 1.

Tabela 1 — Parametros hematolégicos e peso de cordeiros naturalmente infectados por nematédeos gastro-
intestinais, tratados ou nao (GC) com vitamina B, (G2), ferro (G3) injetaveis e¢/ou sua combinacao (G4)

Os resultados estdo representados em média + erro padrdo, n=10.

G3 G4

Dia  Med. + EP Méd. + EP Méd. + EP Méd. + EP

PESO 0 21.28+1,12 23.14+0.81 22.65+1.28 22.02+1.15

(kg) 35 24.03+1,18 26.27+1.03 2525+1.45 24.77+0.80

) 0 28,20 £+1.36 27.60+0.87 27.90+1.16 27.70 +0.91
HEMATOCRITO 14 33.80+0.89 3260+1.26 35.30+1.39 33.40+1.14
(%) 35  30.00+1.20 31.30+1.12 29.60+1.34 29.90 +1.66

0 5.42 + 0.44 5.84+0.43  8.81+035 8.17 +0.65

HEMOGLOBINA 14 9.40 + 0.34 7.99 +0.27 9.00+1.83  9.23 +0.36
(g/dL) 35 044+030 9704012 10.19+0.46  9.85+0.20

0 2.74+0.12 2.74+013  241+0.14 2.82+0.12

ALBUMINA 14 2.58 +0.11 2.57 +0.19 2.33+0.18 2.24+0.13
(g/dL) 35 3.03+0.13 2524031 285+0.13  3.27+0.13
PROTEINAS 0 5.29 +0.09 483+0.14 558+019 5.42+0.18
PLASMATICAS 14 5.30+0.13 479 +0.19 437+0.38 4.26+0.28
TOTAIS (g/dL) 35 450+0.16  4.60+0.18  445+0026  4.58 +0.22
RETICULOCITOS 0 1.28 + 0.46 114+040 0.85+023  0.85+0.29
(%) 14 0.28 +0.16 1.28 + 0.41 0.42 +0.26 0.71 £0.16

O processo de selec@o visou identificar animais de baixo desempenho, para tal, buscou-

N

se selecionar cordeiros pertencentes a metade inferior do rebanho em termos de condi¢do
corporal e grau Famacha. O hematdcrito no tempo zero teve como média 28,2%, valor minimo
de 24% (minimo fisiolégico 26%) e méaximo de 37% (média fisioldgica 36%; JAIN, 1993),

também posicionando estes animais abaixo da média fisiolégica, mas ndo necessariamente
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anémicos. Demonstrando desta forma uma relacdo entre hematdcrito e desempenho. A anélise
estatistica nao revelou efeito dos diferentes tratamentos nem dos tempos experimentais sobre o
hematdcerito. A contagem de reticuldcitos também nao revelou diferencas na comparacao de
cada grupo nos dias zero e 14 nem entre grupos dentro de cada tempo experimental. As
concentracOes de hemoglobina em hematdcrito corrigido para 33% também ndo sofreram
alteracdes dentro de cada grupo, comparando-se os diferentes tempos.

Anemias ferroprivas podem ser ocasionadas por espoliagdo parasitdria (YILMAZ et al.,
1992). O ferro tem func¢des importantes no organismo como componente da hemoglobina, que
estd contida nas células vermelhas sanguineas, sendo que, na deficiéncia de ferro, a sintese de
hemoglobina estd reduzida e o achado laboratorial cldssico é anemia microcitica hipocrdmica
(KANEKO et al.,, 1997). Ovinos cronicamente parasitados podem demonstrar anemia
normocitica severa e sinais de depressao na eritrogénese (JAIN, 1993), perda pronunciada de
células vermelhas e albumina plasmética (BURNS et al., 1992). Privacdo prolongada de ferro
¢ clinicamente caracterizada por perda de apetite, crescimento pobre, palidez das mucosas
visiveis, taquipnéia e alta mortalidade em casos severos (KANEKO et al., 1997). Segundo
Rocha et al. (2007), o ferro injetdvel € recomendado no tratamento de anemias ferroprivas,
sendo que 80 % desse metal de transi¢do € capturado pela medula dssea para a producio de
hemoglobina.

No entanto, o principal estimulo para a eritropoiese € a ocorréncia de hipdxia nos
tecidos, induzindo a producdo de eritropoietina nos rim. Este hormonio, por sua vez, estimula
a medula 6ssea a produzir novas hemécias. Estas células eritréides em desenvolvimento
extraem 70-95% do ferro circulante no plasma, o qual estd ligado a transferrina. Portanto,
levando em consideracdo que o ferro por si sé ndo tem capacidade de estimulo sobre a
eritropoiese € que este micro mineral apenas deve estar disponivel em niveis adequados no
plasma para a producdo de células eritréides na medula 6ssea (KANEKO et al., 1997), a
suplementacao de ferro e o aumento suprafisioldgico nos seus niveis ndo garante aumento na
eritropoiese e regeneracdo medular, com conseqiiente melhora nos indices hematoldgicos,
como ocorrido neste estudo. Em atletas humanos, ndo ha evidéncia de que a suplementacio de
ferro leva a um aumento no desempenho, a menos que haja uma deficiéncia estabelecida

(ZOLER; VOGEL, 2004).
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Cordeiros Texel tratados com 25mg/kg de ferro dextrano injetavel, com hematdcrito de
15%, apresentaram melhor recuperacdo dos pardmetros hematolégicos quando comparados a
animais ndo suplementados (ROCHA et al., 2007), ao contrario do que ocorreu neste trabalho,
0 que sugere que quando os animais sofrem severa espoliacdo parasitdria (evidenciado pelo
hematdcrito baixo) e/ou os niveis dietéticos de ferro ndo sdo adequados, a suplementacdo
injetavel deste mineral seria de grande relevancia. Da mesma forma, ovelhas prenhes, com
hematdcrito médio de 23% e infectadas por parasitas gastrointestinais tiveram um decréscimo
nos parametros hematolégicos e no nivel de ferro plasmatico, sendo a suplementagdo de ferro
importante na recuperacao dos sinais causados por parasitismo gastrointestinal (KOZAT et al.,
2005). Em estudo realizado com cordeiros anémicos confinados e suplementados com 300mg
de ferro dextrano injetdvel, Green et al.(1997) observou melhora nos pardmetros
hematolégicos comparado aos animais ndo suplementados. No presente estudo, apesar de
haver infec¢do por parasitas hemat6fagos, conforme comprovado pela contagem de opg, a
produgdo de hemdcias foi superior a espoliagdo parasitdria, fato explicado pelo hematdcrito
adequado a espécie (média entre 27 e 35 %), ndo havendo necessidade do tratamento com
ferro.

A suplementagdo de ferro também poderia influenciar na melhora de ganho de peso,
como observado com a suplementados com 300mg de ferro dextrano injetdvel em cordeiros
anémicos confinados (GREEN et al., 1997). J4 suinos em terminacdo suplementados com
diferentes doses de ferro organico por via oral, ndo apresentaram melhor desempenho, carcaca
ou caracteristicas de lombo quando comparados a animais que receberam racdo com niveis
adequados de ferro (APPLE et al., 2006). Quando analisado o ganho de peso vivo dentro de
cada grupo entre os dias zero e trinta e cinco, obtém-se um ganho médio diario (GMD) de
exatos 32 gramas em cada um dos grupos. Isto demonstra ndo sé auséncia completa de efeito
dos tratamentos (considerados anabdlicos e orexigenos), mas também caracteriza o grupo
como tendo desempenho zootécnico inferior.

Os niveis de proteinas plasmaticas totais (PPT) e de albumina e o peso dos cordeiros
ndo variaram significativamente (tabela 1). Em ruminantes, a deficiéncia de vitamina B, (que
¢ sintetizada no rdmen) € induzida pela deficiéncia de cobalto, que leva ao metabolismo
ineficaz do propionato. A medida que a deficiéncia de cobalto se torna grave, diminui a

velocidade de depuracdo do propionato do sangue, o que reduz a ingestdo voluntdria de
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alimentos, levando a anorexia (MAAS, 1993) e conseqiiente hipoproteinemia (KANEKO et
al., 1997) e perda de peso (ULVUND; PESTALOZZI, 1990). Hipoproteinemia pode ocorrer
devido a diminui¢do da ingestdo protéica ou devido ao prejuizo no metabolismo do
proprionato, o que pode levar a diminui¢do nos niveis séricos de glicose, principal fonte
energética do metabolismo hepatico, responsdvel pela producdo de proteinas (KANEKO et al.,
1997). A anemia associada a deficiéncia de cobalto ocorre tardiamente no desenvolvimento da
sindrome, caracterizando-se como normocitica normocromica (MAAS, 1993).

Em contrapartida, a suplementa¢do de vitamina B, poderia aumentar os niveis de
proteinas plasmadticas totais, albumina e peso, assim como relatado por Kadim et al. (2006), ao
observarem que cabritos deficientes em cobalto apresentaram aumento do peso corporal e
diferenca nas dimensdes corporais quando tratados com vdrias injecOes subcutineas de
2000pg de vitamina B, em relacdo aos animais ndo tratados. Em cordeiros, cerca de 100% da
vitamina B, administrada por injec@o intramuscular aparece no plasma na primeira hora, mas
85% ¢ removida da circulacdo em 16 horas. A mixima concentracdo hepética conseguida foi
de 1.200 pg no tecido fresco (GRUNER et al., 2009). Em humanos a meia vida hepdtica da
hidroxocobalamina variou de 30 a 52 semanas apds injecdo intramuscular (GLASS; LEE,
1966).

No entanto, em estudo sobre disponibilidade de minerais no solo brasileiro, foi
diagnosticada deficiéncia de cobalto em diversos Estados, porém, o Rio Grande do Sul ndo
estava incluido (MORALIS et al., 1999), ndo havendo evidéncia de deficiéncia de cobalto na
Campanha Gatcha e no solo do local onde foi realizado este experimento. Esta informacao é
reforcada pelos dados obtidos neste trabalho, em que todos os grupos de tratamento ganharam
peso normalmente com a idade, sugerindo a presenca de niveis normais de vitamina Bj,.
Segundo Maas (1993), niveis fisiologicos de vitamina Bj, circulante sdo suficientes para
manutencdo do metabolismo energético. Portanto, ndo ocorreu melhora no perfil protéico e
peso dos cordeiros neste estudo, pois para que o tratamento com B, produzisse esses efeitos
seria necessdario que houvesse deficiéncia desta vitamina. Resultados semelhantes foram
obtidos no estudo realizado por Marca et al. (1996), no qual cordeiros que apresentavam niveis
normais de vitamina B, sérica, suplementados com uma mg de cianocobalamina, nao
apresentaram maior ganho de peso, tampouco diferenca nos parametros hematologicos em

comparag¢io com o grupo nao tratado.
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A associacgdo entre ferro e vitamina B, também pode ser benéfica, como relatado por
Jahan et al.(2007) em estudo realizado com ratos suplementados com sulfato de ferro oral e
vitamina B, injetdvel, onde foi observado aumento no peso corporal, no nimero de eritrocitos
e nivel de hemoglobina em comparagdo ao grupo controle. Porém, ndo foi verificado se os
animais eram deficientes ou ndo. No entanto, ndo foi observado melhora nos indices
hematoldgicos, regeneracao medular e peso com a associacdo neste trabalho. Frente a caréncia
de estudos sobre essa combinagdo em ovinos, pois os efeitos deste mineral e vitamina
geralmente sdo pesquisados isoladamente, é de grande importancia verificar a existéncia de
uma interacao entre ferro e By,.

Finalmente, quando analisados em conjunto, os dados sugerem que a classificagdo dos
animais de acordo com escore corporal e grau Famacha, quando realizada por pessoal treinado
¢ eficiente em reconhecer animais de baixo desempenho no rebanho. Também que o uso de
orexigenos e hematinicos como promotores de crescimento € ineficiente, e que tais animais

devem sempre compor o grupo de descarte em um programa de melhoramento de rebanho.
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5 CONCLUSAO

O tratamento intramuscular de hidroxocobalamina (56250ug), hidréxido férrico (500mg)
ou sua combinacdo ndo tem efeito sobre Ht, Hb, reticuldcitos, PPT, albumina e ganho de peso em
cordeiros Corriedale naturalmente parasitados por nematddeos gastrointestinais.

Em ovinos em crescimento, com valores normais de hematdcrito € sem deficiéncia de
ferro e da vitamina B,, o uso destes, nas doses utilizadas, ndo tem efeito estimulante ndo sendo

eficaz na melhora dos parametros hematol6gicos ou desempenho.
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