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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pds-Graduagdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

INFLUENCIA DA INFECCAO POR Trypanosoma evansi NO
METABOLISMO DE FERRO EM RATOS EXPERIMENTALMENTE
INFECTADOS

AUTORA: CASSIA BAGOLIN DA SILVA
ORIENTADORA: SONIA TEREZINHA DOS ANJOS LOPES
Santa Maria, 29 de setembro de 2011

O Trypanosoma evansi é 0 agente etiologico da doenca conhecida como Mal das Cadeiras ou
Surra em equinos. Apresenta ampla distribuicdo geografica e € comumente observado
parasitando diversas espécies de animais domésticos e silvestres. A anemia € uma
caracteristica comum e talvez a mais importante nas infecgdes por T. evansi, porém, 0s
mecanismos pelos quais ela se origina ainda ndo foram completamente elucidados.
Considerando-se que deficiéncia de ferro pode desempenhar um papel crucial na anemia
causada pela tripanossomose, devido ao seu envolvimento nos processos hematopoiéticos, o
objetivo deste estudo foi avaliar os possiveis efeitos da infeccdo experimental por
Trypanosoma evansi em ratos Wistar sobre o status do ferro e de suas formas de
armazenagem e carreamento e, ainda, estocagem em nivel de medula 6ssea, estabelecendo
uma correlacdo com os achados hematologicos. Para isso foram utilizados 32 ratos machos da
linhagem Wistar, distribuidos em quatro grupos, sendo dois grupos controle (C5 e C30)
compostos de seis animais ndo inoculados em cada grupo e dois grupos teste (T5 e T30),
inoculados com T. evansi, com 10 animais em cada grupo. Amostras de sangue foram
coletadas no dia 5 pos-inoculacéo (C5 e T5) e dia 30 pds-inoculacdo (C30 e T30). O status do
ferro foi determinado em soro, utilizando-se kits comerciais de ferro cromazurol e ferrozine,
ferritina, transferrina e capacidade de ligacdo do ferro. Os indices de saturacao da transferrina
foram calculados a partir dos resultados obtidos. A medula 6ssea também foi avaliada, quanto
a presenca de ferro, através da reacdo de Pearls. Foi observado que os niveis de ferro, ferro
cromazurol e capacidade total e latente de fixacdo do ferro diminuiram significativamente
(P<0,05) aos 5 e 30 dias pi nos animais infectados em relacdo ao grupo controle. J& os niveis
de transferrina e ferritina aumentaram (P<0,05). O indice de saturacdo da transferrina
aumentou aos 5 dias pi, observando-se declinio do indice aos 30 dias pi. Os animais
infectados apresentaram tendéncia a um maior acimulo de ferro na medula 0ssea. A infecgéo
por T. evansi em ratos causou anemia e alteragdes no metabolismo do ferro, estando estas
relacionadas aos picos de parasitemia. Estes resultados sugerem que as alteracbes no
metabolismo do ferro podem estar relacionadas a resposta imune do organismo a infecgdo e
a0 estado anémico dos animais parasitados.

Palavras-chave: Ferro. Anemia. Ratos. Tripanossomose.
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Trypanosoma evansi is the causative agent of the disease known as Mal das cadeiras or Surra
in horses. Has a wide geographical distribution and is commonly found parasitizing several
species of domestic and wild animals. Anemia is a common feature and perhaps the most
important in infections with T. evansi, however, the mechanisms by which it originates has
not been fully elucidated. Considering that iron deficiency may play a crucial role in anemia
caused by trypanosomiasis, due to their involvement in hematopoietic, the aim of this study
was to evaluate the possible effects of experimental infection with Trypanosoma evansi in
Wistar rats on the iron status and of its forms of storage and carting, and also storage in the
bone marrow level, establishing a correlation with hematologic findings. To that end, 32 male
Wistar rats were divided into four groups, two control groups (C5 and C30) composed by six
non-inoculated animals and two test groups (T5 and T30) inoculated with T. evansi, with 10
animals in each group. Blood samples were collected at 5 days post-inoculation (C5 and T5)
and 30 days post-inoculation (C30 and T30). Iron status was determined in serum using
commercial kits of ferrozine and cromazurol iron, ferritin, transferrin and iron binding
capacity. The transferrin saturation index was calculated from the results obtained. The bone
marrow was also evaluated for the presence of iron, by the reaction of Pearls. It was observed
that the levels of iron, cromazurol iron and total and latent iron binding capacity decreased
significantly (P <0.05) at 5 and 30 days pi in animals in the infected group when compared to
the control group. Since the levels of transferrin and ferritin increased (P <0.05). The
transferrin saturation index increased to 5 days pi, observing the decline of the index at 30
days pi. Infected animals showed a greater tendency to accumulate iron in bone marrow.
Infection with T. evansi in rats caused anemia and changes in iron metabolism, as those
related to the peaks of parasitemia. These results suggest that changes in iron metabolism may
be related to body's immune response to infection and anemic status of infected animals.

Keywords: Iron. Anemia. Rats. Trypanosomiasis.
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1 INTRODUCAO

O Trypanosoma evansi € um protozoario hemoflagelado de ampla distribuicdo
mundial, relatado na Africa, Asia, Europa, América Central e do Sul. Diferentes espécies de
animais podem se infectar por este parasito, como: camelos, cavalos, burros, zebuinos,
bovinos, caprinos, suinos, cées, elefantes, capivaras, quatis, antas, veados, coelhos e 0 homem
(SILVA et al., 2002; JOSHI et al., 2005; SILVA et al., 2007).

Os humanos eram considerados refratarios a infeccdo por T. evansi (KUBIAK &
MOLFI, 1954), entretanto Joshi et al. (2005) relataram o primeiro caso de infeccdo pelo
parasito em um fazendeiro na India e posteriormente uma investigacdo soroldgica e
parasitoldgica identificou 410 pessoas positivas para T. evansi em populacGes de vilarejos na
india (SHEGOKAR et al., 2006). Em camelos, cées e roedores a infec¢do por T. evansi leva a
alteracdes, como anemia, declinio acentuado do hematdcrito e do teor de hemoglobina,
leucopenia, neutropenia e hiperproteinemia, além de reducdo no numero de linfdcitos e
baséfilos (HOLWIL, 1965; JATKAR & PUROHIT, 1971; AQUINO et al., 2002).

A anemia é uma caracteristica comum e talvez a mais importante nas infeccdes por T.
evansi (LOSOS, 1972), porém, os mecanismos pelos quais ela se origina sdo ainda discutidos
e multifatoriais (ANOSA & KANEKO 1983; JENKINS & FACER 1985; RUE et al., 2000;
AQUINO et al., 2002). Entretanto, a hemdlise, como resultado da eritrofagocitose imune
mediada, e a depressdo da eritropoiese por captura de ferro nos macréfagos podem estar
envolvidas (SEED & HALL 1985; SILVA et al., 1995b, CONNOR & VAN DEN BOSSCHE
2004).

O ferro € um mineral vital para a sintese da hemoglobina (Hb) nos eritroblastos, da
mioglobina nos musculos e dos citocromos no figado. E essencial para a homeostase celular,
0 transporte de oxigénio, para a sintese de DNA e metabolismo energético. Também atua
como um cofator importante para enzimas da cadeia respiratoria mitocondrial e na fixagdo do
nitrogénio (WIJAYANTI & KATZ, 2004).

A deficiéncia de ferro é definida como a reducéo do ferro corporeo total, com exaustao
dos estoques e algum grau de deficiéncia tissular (WIJAYANTI & KATZ, 2004). Como a
distribuicdo do ferro tem uma dindmica propria, esse mineral pode ocupar diferentes
compartimentos (estoque, transporte e funcional), que séo interligados, mas que podem,
didaticamente, ser avaliados separadamente. Estes compartimentos sdo afetados

sequencialmente a medida que o déficit de ferro corpdreo progride. Inicialmente ha uma
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queda do ferro em estoque, seguida pela deficiéncia no transporte e, finalmente, redugéo no
compartimento eritroide ou funcional (KRISHNAMURTHY, 2007; OATES, 2007). Portanto,
quando se quer avaliar corretamente o status corporal de ferro, recorre-se a exames como:
mensuracdo de ferro sérico, ferritina sérica, saturacdo da transferrina, transferrina e
capacidade total de ligacdo do ferro a transferrina, protoporfirina eritrocitaria, receptor soltvel
da transferrina, indice receptor soltvel da transferrina/ferritina, dosagem do complexo ferro-
ferritina e saturacdo da ferritina (FRAZER & ANDERSON, 2003; KNUTSON, 2003).

Na avaliacdo do metabolismo do ferro também se deve considerar que a presenca de
processo inflamatério pode induzir sequestro de ferro, condicdo na qual se observa
hipoferremia, apesar do seu estoque estar adequado (SMITH et al., 1986a; BORGES et al.,
2007). Esse fendmeno € denominado de pseudodeficiéncia de ferro e, nesses casos, a ferritina
sérica apresenta-se normal (SMITH et al., 1986a).

A deficiéncia de ferro desempenha um papel crucial na anemia causada pela
tripanossomose  (SARROR, 1976), devido ao seu envolvimento nos processos
hematopoiéticos (WOLKMER et al., 2007). Em estudos recente foi observado que a infec¢éo
por com T. evansi em ratos e gatos diminui os niveis séricos de ferro (DA SILVA et al.,
2009), contudo, ndo se estabeleceu o mecanismo que leva a reducéo deste mineral. Uma das
possiveis causas seria 0 sequestro de ferro por macr6fagos como resposta a infeccdo na
tentativa de controla-la (DARGIE et al., 1979). O esgotamento de ferro no organismo do
hospedeiro também pode ser atribuido ao parasita, que utiliza este mineral para o seu préprio
crescimento e multiplicacdo (WEINBERG, 1999). Considerando que a anemia ocasionada
pelo T. evansi no hospedeiro seja um agravante importante nesta infeccéo e que a deficiéncia
de ferro possa estar envolvida tanto na resposta imune do organismo frente a infec¢do, quanto
no desenvolvimento da anemia, tornou-se relevante o estudo deste mineral através da
avaliacdo de sua disponibilidade sanguinea e de suas formas de armazenagem, carreamento e
estocagem na de medula 0ssea, estabelecendo uma relagdo dos achados hematoldgicos e da

avaliacdo do metabolismo do ferro com a patogénese da tripanossomose.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Trypanosoma evansi

As tripanossomoses sdo causadas por espécies do género Trypanosoma sp., que
pertencem ao filo Euglenozoa, da classe Mastigophora, ordem Kinetoplastida, subordem
Trypanosomatina. A caracteristica principal destes protozoérios é a presenca de um
cinetoplasto localizado na base do flagelo, que contém o DNA mitocondrial (VICKERMAN,
1976). A subordem Trypanosomatina contém uma unica familia, Trypanosomatidae que, por
sua vez, contém oito géneros (Trypanosoma, Leishmania, Endotrypanum, Crithidia,
Blastocrithidia, Leptomonas, Herpetomonas e Phytomonas). As principais espécies
patogénicas de Trypanosoma em animais domésticos sdo T. evansi, T. equiperdum e T.
brucei, sendo a primeira mais amplamente distribuida geograficamente, ocorrendo na Africa,
Asia, Europa, América Central e do Sul (SILVA et al., 2002).

O primeiro tripanossoma patogénico para mamiferos a ser descoberto foi o
Trypanosoma evansi, tendo sido descrito pela primeira vez, em 1880, por Griffit Evans que o
observou em sangue de cavalos e camelos na regifo de Punjab, na india (HOARE, 1972). A
partir de entdo, doencas semelhantes, causadas por tripanossomos indistinguiveis de T. evansi,
foram relatadas em varias partes do mundo e em varios hospedeiros mamiferos. Este
protozodrio teve sua origem no continente africano e foi introduzido nas Américas pelos
primeiros colonizadores europeus. Desde entdo tem causado numerosos surtos em equinos,
resultando em morte e elevados prejuizos aos pecuaristas (SILVA et al., 2002). Surtos ou
casos isolados de tripanossomose tém sido relatados h& varios anos em diversas regifes
brasileiras (FRANKE et al., 1994; SILVA et al., 1995a; HERRERA et al., 2004).

O T. evansi € um protozoario digenético, agente etioldgico da doenca conhecida como
Mal das Cadeiras ou Surra em equinos devido a paralisia de membros pélvicos e
incoordenacdo motora desenvolvida pelos animais infectados (SILVA et al., 2002;
HERRERA et al., 2004). Comumente é observado parasitando diversas espécies de animais
domésticos e silvestres (SILVA et al., 2002), principalmente no Pantanal Sul Mato-grossense,
onde sua incidéncia assume um carater endémico e acomete principalmente os cavalos
(SILVA et al., 1995a). Isso ocorre devido a grande concentragdo de animais em areas de terra
seca, presenca de reservatorios silvestres (principalmente capivaras e quatis) e abundéncia de

vetores. J& no Rio Grande do Sul, recentemente, foi identificado um surto de tripanossomose
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em equinos (CONRADO et al., 2005; RODRIGUES et al., 2005; DA SILVA et al., 2010) e
infeccdo natural em cées (COLPO et al., 2005; FRANCISCATO et al., 2007). O surgimento
de casos no sul da América do Sul sugere que maiores estudos sobre o agente e a doenca, bem
como diagnostico devem ser aprofundados em areas ndo endémicas desta enfermidade.
Embora a capivara seja reportada como o principal reservatério de T. evansi, bovinos
(SANTOS et al., 2009) e cées - respectivamente pela alta densidade e pelo amplo contato com
equinos - devem ser também cuidadosamente considerados como potenciais hospedeiros em
areas enzodticas (FRANKE et al., 1994).

Este protozoario ja foi relatado parasitando cavalos, camelos, burros, bovinos, gatos,
caprinos, suinos, cdes, bufalos, elefantes, capivaras, quatis, antas, tatus, marsupiais, zebuinos,
veados e pequenos roedores silvestres (LEVINE, 1973; SILVA et al., 2002; HERRERA et al.,
2002; ATARHOUCH et al. 2003; FRANCISCATO et al., 2007) e em 2005 foi relatado o
primeiro caso de infeccdo humana em um fazendeiro na india (JOSHI et al., 2005). Além
disso, diferentes espécies de animais de laboratério, como coelhos, ratos e camundongos séo
suscetiveis a infeccdo por T. evansi, sendo frequentemente empregados como modelos
experimentais.

O T. evansi é geralmente monomorfico, tendo um pequeno cinetoplasto subterminal.
Entretanto, existem formas acinetoplésticas em que o DNA cinetoplastico circular é ausente.
Estes exemplares sdo encontrados em cepas silvestres como resultado de mutacdo ou apds
tratamento com tripanocidas (aceturato de diminazeno). Formas acinetoplasticas também sdo
reportadas apds longo tempo em cultura in vitro e criopreservacdo (ZWEYGARTH et al.,
1990). Analises de cepas brasileiras de T. evansi isoladas em quatis, capivaras, ratos
silvestres, cdes e equinos, utilizando corantes para acidos nucléicos, microscopia eletrénica de
transmissdo e métodos moleculares, constaram que todas eram desprovidas de cinetoplasto.
(MASIGA & GIBSON, 1990; VENTURA et al., 2000). As formas encontradas na corrente
sanguinea sdo basicamente lancetadas e o corpo é alongado e achatado. Um flagelo livre esta
sempre presente. Ha4 uma membrana ondulante bem desenvolvida e a extremidade posterior
pode ser arredondada ou afilada. Seu tamanho varia de 15 a 33 pum, com média de 24 pum
(HOARE, 1972).

Tripomastigota é a forma dos tripanossomas presentes nos vasos sanguineos de
vertebrados (Figura 1), que sdo disseminados por insetos hematdfagos durante o repasto
sanguineo (SILVA et al., 2002), a transmissdo ocorre de maneira mecanica pela inoculagdo
dos tripanossomas através da saliva dos vetores e a sua divisdo ocorre por fissdo binaria.

Como a transmissdo é mecanica, ndo ha o desenvolvimento do hematozoario em nenhum
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6rgdo do vetor, e quanto menor a diferenca de tempo entre 0s repastos sanguineos maiores sao
as possibilidades de passagem do parasita para um novo hospedeiro. A transmissao € atribuida
principalmente aos tabanideos (Tabanus sp., Chrysops sp. e Hematopota sp.) (HOARE,
1972). Insetos dos géneros Stomoxys sp. e Lyperosia sp. também podem transmitir a doenca
(SILVA et al. 2002).

FIGURA 1 — Formas tripomastigotas de T. evansi em esfregaco sanguineo de ratos experimentalmente
infectados.

Além disso, a infeccdo pode ocorrer iatrogenicamente por agulhas contaminadas com
sangue infectado. Na América do Sul, o T. evansi também pode ser transmitido por morcegos
hemato6fagos (Desmodus rotundus), em que os parasitas podem se multiplicar e sobreviver por
um longo periodo. Dessa maneira, morcegos hemat6fagos atuam tanto como vetores quanto
como reservatorios (HOARE, 1972; URQUHART et al., 1996). Ainda, existe a possibilidade
de transmissdo oral em carnivoros que se alimentam da carcaga de animais infectados
(RAMIREZ et al., 1979). Experimentalmente foi demonstrado que ap6s a ingestdo de sangue
e de tecidos infectados os animais tornaram-se agentes transmissores (BAZOLLI et al., 2002;
SILVA et al., 2007). A via oral pode ser importante na dispersdo de infec¢do de T. evansi em
cachorros, quatis e capivaras, que podem ser infectados em consequéncia das brigas
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frequentes entre animais infectados e ndo infectados. Espécies gregarias como quatis (Nasua
nasua) e capivaras (Hydrochaeris hydrochaeris) ttm um comportamento agressivo facilitando
a transmissdo do protozoario entre eles por via oral, mantendo a infec¢do no grupo social, ja
que a forma crénica da doenca foi identificada nestas espécies (HERRERA et al.,2004).

O T. evansi pode ser observado intercelularmente em tecidos, no plasma sanguineo e
em fluidos das cavidades corporais dos animais infectados (SHARMA et al., 2000). A
enfermidade ocasionada por este parasito € multifatorial e manifestada por elevacdo na
temperatura corporal, a qual esta diretamente associada com a parasitemia e 0 progressivo
desenvolvimento da anemia, perda da condicdo fisica e fraqueza. Em infecgdes naturais e
experimentais foi observado que a tripanossomose por T. evansi pode apresentar-se com um
quadro clinico agudo e cronico. A infeccdo aguda se caracteriza por febre, edema de membros
pélvicos, anemia e alteracdes hemostaticas. Na fase cronica ocorre perda da condi¢éo fisica do
animal e agravamento dos sinais clinicos. No estagio final da doenca sdo descritos sinais
clinicos de distarbio neuroldgico caracterizado por paresia gradual dos membros pélvicos,
resultando em andar cambaleante, incoordenacédo, dismetria, andar em circulo, opistétono e
convulsdes (TUNTASUVAN et al., 1997; CADIOLI, 2001; RODRIGUES et al., 2006)

A patogenicidade dos tripanossomas no hospedeiro varia de acordo com a espécie
animal e cepa do tripanossoma, fatores inespecificos afetando o animal, como outras
infeccbes e estresse, e condi¢Bes epizootioldgicas locais (HOARE, 1972). Queiroz et al.
(2000; 2001) concluiram que, a despeito da homogeneidade das cepas isoladas, existe
diferenca no padrdo de viruléncia dos isolados. Os tripanossomas multiplicam-se no local da
picada, na pele, invadem a corrente sanguinea e o sistema linfatico, causando febre recorrente
e induzindo uma resposta inflamatéria (CONNOR & VAN DEN BOSSCHE, 2004). A
parasitemia aumenta e é acompanhada por respostas febris, que sdo seguidas por periodos
aparasitémicos e afebris. Os picos de parasitemia ocorrem devido a variacdes antigénicas na
superficie do parasita. Estes parasitas possuem uma camada glicoprotéica que é antigénica e
provoca a formacdo de anticorpos, 0s quais causam opsonizacdo e lise dos tripanossomos.
Conforme os anticorpos sdo produzidos, ha eliminagdo do clone corrente, mas sucessivos
novos padrdes de antigenos de superficie sdo gerados para evadir a resposta do hospedeiro. Os
tripanossomos com esta nova variante antigénica multiplicam-se e produzem uma segunda
onda de parasitemia. Este processo de variacdo antigénica associada a ondas e remissdes de
parasitemia, frequentemente em intervalos semanais, pode prolongar-se por meses, em geral
com resultado fatal (LUCAS, 1992).
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A principal alteragdo hematoldgica identificada em animais com tripanossomose é
anemia acentuada (CONNOR & VAN DEN BOSSCHE, 2004). A doenga é marcada pela
diminuicdo no hematocrito, na concentracdo de hemoglobina e no nimero de eritrocitos
totais. As alteracdes eritrocitarias podem incluir a presenca de microesferocitos, acantdcitos,
dacridcitos, microcitos, vacuolizacdo eritrocitaria, policromasia, poiquilocitose, adesao
eritrocitaria dos tripanossomas aos eritrocitos circulantes e eritrofagocitose (ANOSA &
KANEKO, 1983; SILVA et al., 1995b; CONRADO et al. 2005). Varios mecanismos tém sido
propostos para explicar a origem, ainda ndo completamente elucidada, das anemias na
enfermidade causada pelo protozoario (AQUINO, 2007). Um dos principais mecanismos
envolvidos na produgdo de anemia € a hemolise extravascular, que é resultado da destruicéo
eritrocitaria mediada por anticorpos (GAUNT, 2000). Outro mecanismo importante na
producdo de anemia € atribuido a atividade dos tripanossomas circulantes, por meio da
producdo de neuraminidase, que resulta na clivagem do é&cido sialico da superficie do
eritrécito, tornando-os mais propensos a fagocitose pelo sistema reticulo endotelial (SHEHU
et al., 2006). A producdo de radicais livres também estd estreitamente envolvida na
patogénese do T. evansi. Em estudo realizado por Wolkmer et al. (2009), em que ratos foram
experimentalmente infectados pelo flagelado, concluiu-se que os danos oxidativos causados
na membrana das hemécias podem ser uma das causas da producdo de anemia na fase aguda
da doenga.

O diagndstico da tripanossomose é realizado com base nos dados epidemioldgicos,
clinicos, hematoldgicos, parasitologicos, patologicos, sorolégicos e moleculares. A presenca
do parasito em esfregaco sanguineo é o achado mais importante para confirmar a doenca
(BRANDAO et al., 2002; SILVA et al., 2002; RODRIGUES et al., 2005).

O aceturato de diminazeno é o produto mais comumente usado no controle da
tripanossomose dos animais domésticos, pois apresenta maior indice terapéutico que as outras
drogas na maioria das espécies domésticas. Tem atividade contra tripanossomas que Sao
resistentes a outros medicamentos e apresenta baixa incidéncia de resisténcia (PEREGRINE
& MAMMAM, 1993).

2.2 Metabolismo do ferro
O ferro caracteriza-se por ser um metal de transicdo e a extensdo de sua utilizagdo

bioldgica estd na capacidade de existir em diferentes estados de oxidacdo, formar muitos

complexos, aléem de agir como um centro catalitico para diversas fungdes metabolicas.
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Presente na hemoglobina, este mineral é de fundamental importancia para o transporte de
oxigénio e didxido de carbono, essenciais a respiracao celular aerdbica, além de participar de
componentes de numerosas enzimas celulares, importantes para o funcionamento do sistema
imunoldgico, assim como dos citocromos que sdo indispensaveis para a producao de energia,
de enzimas no ciclo do &cido citrico, ribonucleotideo redutase e NADPH redutase e, ainda, na
sintese de dopamina, serotonina, catecolaminas e, possivelmente, do 4cido gamaaminobutirico
e na formacéo de mielina (CARPENTER & MAHONEY, 1992; WORWOOD, 1996).

O metabolismo do ferro depende da sua disponibilidade na dieta, da digestdo e
absorcdo intestinal, do transporte plasmatico, da captacdo pelas células-alvo e dos
mecanismos de estoque, reciclagem e excrecdo (ALENCAR et al., 2002; ATANASIU et al.,
2006; DUNN et al., 2007). Este metal existe em duas formas quimicas: Fe3+ ou forma férrica
e o Fe 2+ ou forma ferrosa. Para ser absorvido, o Fe3+ precisa ser reduzido a Fe2+. Isto
ocorre na superficie apical dos enterdcitos e € facilitada pela agdo da enzima citocromo-b
duodeno ferro redutase ou Dcytb (DUNN et al., 2007). O contetdo de ferro corporal também
influencia a sua absor¢do intestinal, a absorcdo aumenta quando ocorre perda de ferro e
diminui quando ha grandes estoques no organismo (ALENCAR et al., 2002).

O processo de absorgdo do ferro ocorre em varias etapas. Primeiro ha a captacéo pela
superficie apical dos enterdcitos, o transporte para os enterdcitos é feito pela proteina DMT1
(transportador de metais divalentes) seguida do seu transporte transcelular. A proteina de
transporte do heme (HCP1) incorpora a fragdo heme no enterdcito apds digestdo enzimatica
da hemoglobina e mioglobina. No enterdcito, o heme é degradado pela heme oxigenase e
libera Fe2+. No final do processo o ferro pode ser armazenado na forma de ferritina ou
liberado do enterdcito para o sangue pela ferroportina 1 (FPT1). Como a transferrina sérica
tem grande afinidade pelo ferro na forma férrica, o Fe2+ externalizado pela FPT1 deve ser
oxidado para Fe3+. A hefaestina, oxidase semelhante a ceruloplasmina sérica, é responsavel
por essa conversao (Figura 2) (ATANASIU et al., 2006).

O ferro € um mineral vital para a homeostase celular. E essencial para o transporte de
oxigénio, para a sintese de DNA e metabolismo energético. E um cofator importante para
enzimas da cadeia respiratoria mitocondrial e na fixacdo do nitrogénio. Nos mamiferos é
utilizado principalmente na sintese da hemoglobina (Hb) nos eritroblastos, da mioglobina nos
musculos e dos citocromos no figado (WIJAYANTI & KATZ, 2004).

Os precursores eritroides sao as células que possuem maior exigéncia de ferro, para a

sintese da hemoglobina. Em condi¢fes normais, 0 organismo consegue suprir a maior parte



17

dessa demanda por meio da reciclagem do ferro, proveniente da fagocitose de eritrocitos
senescentes pelos macrofagos (SMITH, 1997; DUNN et al., 2007).
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FIGURA 2 - O enterdcito e as proteinas envolvidas na absorcéo do ferro. Dcytb: ferroredutase; DMT-1:
transportador de metal divalente- 1; Heme transporter: proteina transportadora do heme-1; Citocromo b
duodenal: Dcytb ou ferroredutase.

Macro6fagos do bago e da medula 6ssea e, em menor extensdo, células de Kupffer no
figado reconhecem modificacdes bioguimicas na membrana da heméacia senescente. Essas
alteracdes sinalizam para que o macrofago elimine essas células. Ap6s a interacdo de
receptores especificos nos macréfagos com as hemacias, inicia-se 0 processo de fagocitose,
seguido da degradagdo dos componentes da hemécia. A parte protéica da molécula de Hb, a
cadeia globinica, tera seus aminoacidos também reciclados e aproveitados na sintese de novas
proteinas. O Fe2+, proveniente da degradacdo da hemacia, pode ser estocado no préprio
macrofago na forma de ferritina ou ser exportado pela ferroportina (FPT). Ap0s a exportacao
pela FPT, o Fe2+ sera oxidado pela ceruloplasmina, sintetizada no figado (Figura 3). O Fe3+
sera transportado pela transferrina até os locais onde sera reutilizado, predominantemente
medula Ossea, onde participara da hemoglobinizacdo de novos eritrocitos (CHUNG &
WESSLING-RESNICK, 2003; KNUTSON & WESSLING-RESNICK, 2003).

O transporte de O, nos eritrocitos é realizado pela hemoglobina e depende da presenca

do ferro nesta molécula. O ferro esta presente em varias proteinas e enzimas, sendo essencial
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para a sintese do &cido desoxirribonucleico, transporte de elétrons na respiracdo celular e
varias outras reaces metabdlicas (ALENCAR et al., 2002; ALMEIDA et al., 2007; DUNN et
al., 2007).
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FIGURA 3 — Papel das proteinas e macrofagos associados a reutilizagdo do ferro. DMT1: transportador
de metal divalente; FPT: ferroportina.

O controle do equilibrio do ferro requer uma comunicacao entre os locais de absorc¢éo,
utilizacdo e estoque. Essa comunicacdo é feita pela hepcidina, um horménio peptideo
circulante composto por 25 aminoacidos, sintetizado no figado, (GANZ, 2007; KEMNA et
al., 2008) que tem papel regulatério fundamental na homeostase do ferro, coordenando o uso
e o0 estoque do ferro com a sua aquisicdo. Além disso, age como um peptideo antimicrobiano
mediador da imunidade inata, principalmente nos vertebrados inferiores. A atividade
antimicrobiana é conferida pela propriedade da hepcidina em romper as membranas
microbiais e na restricdo da disponibilidade de ferro ao desenvolvimento microbiano. Nos
vertebrados superiores, a sua atividade estda muito mais relacionada a homeostase do ferro
(PARK et al., 2001; KRAUSE et al., 2000).

A hepcidina atua na inibicdo da absorcdo intestinal e na liberacdo do ferro por
macrofagos e enterdcitos (OHGAMI et al., 2005) sendo o mediador no ciclo da absor¢éo do
ferro entre o figado e o intestino (DUNN et al., 2007). Este peptideo possui a funcdo de se
ligar a ferroportina, regulando a exportacdo do ferro para o plasma. Quando as concentragdes
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de hepcidina estdo baixas, as moléculas de ferroportina sdo expostas ha membrana plasmatica
e exportam ferro. Quando as concentragdes de hepcidina aumentam, esta se liga as moléculas
de ferroportina induzindo sua internalizacdo e degradagdo, e o ferro liberado diminui
progressivamente (GANZ, 2007; NEMETH, 2008). Regulam a expressao da hepcidina o
estado do ferro (a sobrecarga de ferro aumenta sua expressao, enquanto a anemia e hipoxemia
reduzem-na) e o estado inflamatdrio, em que a IL-6 tem um papel fundamental (NEMETH et
al., 2004).

O ferro € transportado no plasma pela transferrina (Tf), uma glicoproteina de 80 KDa
sintetizada e secretada pelo figado, que possui dois sitios homologos com alta afinidade pelo
Fe3+. Além de solubilizar o ferro, a Tf atenua sua reatividade e facilita a sua liberacdo para as
células. O ferro livre possui atividade oxido-redutora, podendo promover a formacdo de
radicais livres pelas reacdes de Fenton e de Harber-Weiss, com grande potencial lesivo para
os tecidos. A transferrina mantém o ferro em uma forma sollvel e ndo tdxica, evitando a
formagé&o de radicais livres (PEELING et al., 2008).

A entrada do ferro nas células também depende da transferrina, principalmente nos
precursores eritroides da medula dssea, hepatdcitos e monaocitos (SMITH, 1997; PEELING et
al., 2008). Nestes locais ele € estocado na forma de ferritina ou hemossiderina. A ferritina
garante uma reserva sollvel, difusa e prontamente disponivel, enquanto a hemossiderina
possui maior teor de ferro, porém na forma de agregados insoltveis de baixa disponibilidade
(SMITH, 1997).

As alteracdes do metabolismo do ferro podem ser avaliadas por varias provas
laboratoriais, o hemograma, a determinacdo sérica do ferro ferrozine e cromazurol, a
capacidade total da ligacdo do ferro (CTLF), o indice de saturacdo da transferrina (IST), a
concentracdo de ferritina e a avaliacdo do conteudo de ferro medular sdo as mais utilizadas
(ALENCAR et al., 2002).

A mensuracdo de varidveis eritrocitarias, como o hematdcrito e a concentragdo de
hemoglobina sdo comumente utilizadas para avaliar o status de ferro. As alteracGes no
tamanho e na cor das células vermelhas proporcionam uma informacéo Gtil em relacdo ao
estado nutricional de ferro, e 0 uso de contadores eletrénicos tem melhorado a confiabilidade
do diagnostico. Apesar de serem comumente utilizados para avaliar a deficiéncia de ferro, 0s
indices de células vermelhas (hematimétricos) sdo mais Uteis em diagnosticar a caréncia de
ferro apds a manifestacdo da anemia, uma vez que celulas hipocrémicas e microciticas
aparecem em maior quantidade no sangue ap6s um decréscimo na concentracdo de
hemoglobina (COOK, 1990; HASTKA et al., 1992). Anemia ndo é sindnimo de deficiéncia
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de ferro e a diminui¢cdo da sintese de hemoglobina ocorre apenas nas deficiéncias severas
(SMITH et al., 1986). Os parametros eritrocitarios estdo geralmente normais durante os
estagios iniciais da deficiéncia de ferro, enquanto a deficiéncia cronica é caracterizada por
anemia microcitica hipocréomica (HARVEY, 2000).

Os indices hematimétricos também auxiliam na investigacdo das anemias. Na anemia
por deficiéncia de ferro é comum a microcitose (diminui¢do do volume corpuscular médio -
VCM), bem como a hipocromia (reducédo da hemoglobina corpuscular média - HCM). Como
a avaliacdo do tamanho das hemacias € uma chave para o diagnéstico de anemia, o VCM € o
mais importante dos indices hematimétricos. VCM baixo parece ser um indicador confiavel
da reducéo de sintese de hemoglobina. Outro indice obtido é a concentra¢do de hemoglobina
corpuscular média (CHCM) que mais tardiamente se torna anormal na deficiéncia de ferro
(COOK etal., 1992).

O ferro é transportado no plasma pela transferrina. Para determinar a concentragdo do
ferro circulante, este deve ser dissociado da proteina transportadora pela adi¢cdo de um acido
que vai precipitar a proteina. O ferro liberado sera entdo quantificado pela adicdo de um
cromageno, resultando numa reacdo de cor (DALE et al., 2002).

O compartimento de transporte pode ser avaliado pela concentracdo sérica de ferro e
por indices que avaliam indiretamente a transferrina. Quando a transferrina é saturada com
uma concentracdo conhecida de ferro, a quantidade total deste mineral ligado a ela representa
a CTLF. Como a transferrina sérica normalmente ndo se encontra saturada, a CTLF é maior
do que a concentracdo de ferro sérica, sendo a diferenca entre eles denominada capacidade
latente de ligacdo do ferro (CLLF). O indice de saturacdo da transferrina (IST) é obtido pela
divisdo da concentracéo de ferro pela CTLF (SMITH, 1997; ALENCAR et al., 2002).

A capacidade total de ligacdo do ferro (CTLF), que também ¢ utilizada para avaliar o
ferro circulante, aumenta na deficiéncia de ferro, mas diminui na inflamacéo, fornecendo
assim evidéncia para diferenciacdo das duas situagbes. Porém, deve ser avaliada
criteriosamente, uma vez que pode se encontrar dentro da faixa de normalidade quando
ambas, inflamacdo e deficiéncia, coexistem. A CTLF pode aumentar antes mesmo das
reservas de ferro estarem completamente exauridas, refletindo deplecéo das reservas (COOK
etal., 1992).

A concentragéo sérica de ferro néo reflete os estoques do organismo (HARVEY et al.,
1987). O ferro fica estocado nas células reticuloendoteliais do figado, baco e medula 6ssea,
nas formas de ferritina e hemossiderina, podendo também ser estocado nessas formas nos

macrofagos. Um bom parametro para a avaliacdo do ferro estocado € a dosagem da ferritina
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sérica, que possui forte correlacdo com o contetido de ferro hepético e esplénico (SMITH et
al., 1984; HYYPPA et al., 2002). A diminuicdo da ferritina € um indicativo confidvel de
deficiéncia de ferro, porém resultados normais e elevados devem ser avaliados com cautela. A
ferritina € uma proteina de fase aguda, aumentando em resposta a inflamacéo, infeccdes,
hepatopatias, neoplasias e exercicio fisico (SCHUMACHER et al., 2002).

A hemossiderina corresponde & forma degradada da ferritina, em que a concha
protéica foi parcialmente desintegrada, permitindo que o ferro forme agregados. Pode ser
visualizada a microscopia Optica apds a coloracdo com azul da Prussia ou reacdo de Pearls,
em que a hemossiderina cora com ferrocianeto de potéssio na presenca de acido cloridrico
(FAIRBANKS & BEUTLER, 2001).

O ferro tecidual pode ser avaliado por bidpsia ou puncdo aspirativa de figado ou
medula 0ssea. A avaliacdo do ferro medular, por método histoquimico com corante azul-da-
Prussia, tem bom valor diagndstico para a deficiéncia e para a diferenciacéo entre deficiéncia
e pseudodeficiéncia de ferro. Na deficiéncia ocorre deplecdo dos estoques medulares,
enquanto que na pseudodeficiéncia o ferro medular apresenta-se de normal a aumentado. E
considerado o teste mais preciso para o diagnostico da deficiéncia de ferro, mas, devido ao
seu carater invasivo e por ser desconfortavel ao paciente, na préatica s6 é realizado em casos
mais complexos e ndo diagnosticados pelos métodos usuais (SMITH, 1997; ALENCAR et al.,
2002).
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4 CONCLUSAO

Na infeccdo por T. evansi em ratos ocorrem alteragdes no metabolismo do ferro, com
diminuicdo dos niveis séricos de ferro, da capacidade de fixacdo do ferro e aumento da
ferritina e transferrina. Estas alteracGes estdo correlacionadas com a parasitemia e com
desenvolvimento da anemia no pico da parasitemia, assim como com a resposta imune do
organismo a infeccdo. Estes resultados sugerem que o metabolismo do ferro se altera para
diminuir a disponibilidade deste mineral ao parasito regulando a resposta imune, 0 que
contribui para o desenvolvimento da anemia uma vez que 0S processos hematopoiéticos sdo
dependentes de ferro. Portanto, a anemia pode estar associada a resposta imune na
tripanossomose, em um mecanismo patogénico varidvel dependente do hospedeiro e do

parasito.
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