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Eritrograma, estresse oxidativo e interacio mineral em

cordeiros naturalmente infectados por parasitas gastrintestinais

suplementados com diferentes formas de ferro oral

Erythrogram, oxidative stress and mineral interaction in naturally
infected lambs supplemented with different forms of oral iron

Ricardo Xavier Rocha!'"; Emmanuel Veiga Camargo?; Diego Zeni?; Paula Rocha

Sampaio Nicolodi®*; Marta Lizandra Régo Leal*; Marcelo Silva Cecim*

Resumo

O presente estudo teve por objetivo avaliar o perfil oxidativo, eritrograma e interagao mineral em cordeiros
com anemia verminotica suplementados com diferentes formas de ferro oral. Foram utilizados 27
cordeiros com idade entre 6 ¢ 8 meses naturalmente infectados por Haemonchus contortus, apresentando
volume globular entre 16 ¢ 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*?), equivalente a 200 miligramas de ferro, os animais do G3
receberam 1 grama de sulfato férrico (Fe*’) via oral, diariamente, equivalente a 200 miligramas de ferro,
os animais do GC ndo receberam tratamento. As coletas foram realizadas nos dias 0, 7, 14, 21 e 28 do
experimento, ¢ durante quatro dias dois animais de cada grupo foram mantidos em gaiolas metabodlicas
para mensuracdo da excrecdo fecal de minerais. Nao houve diferenga entre os grupos nos valores de ferro
sérico e parametros de eritrocitos 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 excre¢do fecal de cobre, ferro e zinco foram
superiores nesses mesmos grupos. Os teores da superoxido desmutase (SOD) foram inferiores nos G2
e G3 no dia 28 enquanto que os teores dos grupos tidis protéicos (NPTH) foram menores nos G2 ¢ G3
nos dias 21 e 28. Os valores de espécies reativas ao acido tio-barbiturico (TBARS) foram maiores no
dia 28 nos G2 ¢ G3. A suplementagdo de 200mg de ferro, independente da sua forma, ferrosa ou férrica,
ndo aumenta a resposta eritrocitaria em cordeiros com anemia verminética. Esses compostos possuem
acao antagonista sobre cobre e zinco, diminuindo as concentragdes séricas desses minerais e aumentando
excrecdo fecal dos mesmos. Em decorréncia da diminuig¢ao das concentragdes séricas de cobre e zinco
houve uma diminuigao da atividade da superdxido dismutase causando estresse oxidativo.
Palavras-chave: Ovinos, suplementacio, minerais, estresse oxidativo

Abstract

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, 6 to 8 month old, naturally infected by Haemonchus contortus, which showed packed cell
volume 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
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of ferrous sulphate (Fe*?) orally daily, equivalent to 200 milligram of iron, the animals of G3 received 1
g of ferric sulphate (Fe™) orally daily, or equivalent to 200 milligram of iron, whereas the GC received
no treatment. The samples were taked 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 faccal minerals excretion.
There was no 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 superoxide
dismutase (SOD) levels were lower in the G2 and G3 on day 28 whereas the levels of non-protein thiol
groups (NPTH) showed a decrease on days 21 and 28. In relation to reactive species thio-barbituric acid
(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: Sheep, supplements, minerals, oxidative stress

Introduciao

A ovinocultura ¢ uma atividade de importancia
socioeconomica, sendo a produgdo de carne de
cordeiro cada vez mais procurada, principalmente,
pela crescente demanda de consumo, e lucratividade
proporcionada (VIANA; SOUZA, 2007). Sendo
assim, o uso de praticas de manejo como a
suplementacdo mineral, se faz necessario para
acarretar em aumento de produtividade no rebanho
ovino (HENRY; MILES, 2000). Entretanto, o
metabolismo dos minerais ndo pode ser considerado
de maneira isolada, sendo a biodisponibilidade
destes elementos influenciada pelas interagdes entre
os mesmos (NOCEK; SOCHA; TOMLINSON,
2006). Estas intera¢des podem ser de forma direta,
quando ocorrem fendmenos competitivos durante a
absor¢ao intestinal ou utilizagao tecidual e, indiretas
quando um mineral est4d envolvido no metabolismo
do outro, de modo que a deficiéncia ou excesso
de um acarreta no prejuizo da fungdo do outro
(BREMNER; BEATTIE, 1995).

Em ovinos jovens, os indices de morbidade e
mortalidade sdo significativamente elevados em
conseqiiéncia de anemia desenvolvida durante os
quadros de verminose gastrintestinais (KAWANO;
YAMAMURA; RIBEIRO, 2001; MELLOR;
STAFFORD, 2004). Nesse sentido, Rocha et al.
(2007) afirmam que a suplementagdo de ferro

em doses altas na forma injetavel aumenta a
resposta reticulocitdria em cordeiros anémicos, e
de acordo com Ashmead (2001) a suplementag@o
oral deste mineral em doses diarias ou doses altas
intermitentes tém demonstrado um aumento na sua
biodisponibilidade e consequentemente melhora na
resposta eritropoiética em monogastricos. Segundo
resultados de Hurtado, Claussen e Scott (1999), a
suplementagdo 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 superoxido dismutase,
responsavel esta, pelo processo de detoxificagdo de
radicais livres transformando dois anions radicais
superdxido em um perdxido de hidrogénio menos
reativo que o anterior (AMES; SHINNENAGA;
HAGEN, 1993). Além disto, também pode causar
danos aos tecidos, se atuar como catalisador na
conversdo de peroxido de hidrogénio em radicais
livres que atacam a membrana celular, proteinas e
DNA (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 tiobarbitirico
(TBARS) em cordeiros suplementados com doses
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altas de ferro injetavel. Resultados similares foram
obtidos por Knutson, Walter e Ames (2000) através
da aplicagdo de ferro oral em ratos. Nesse sentido,
o presente estudo teve por objetivo avaliar o perfil
oxidativo, eritrograma e interacdo mineral em
cordeiros resilientes suplementados com diferentes
formas de ferro oral.

Material e Métodos

Foram utilizados 27 cordeiros com idade entre
6 e 8 meses naturalmente infectados por parasitas
gastrintestinais. Os animais no dia zero do
experimento apresentaram volume globular 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?), 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 nao receberam tratamento. Os animais foram
mantidos em baias no sistema de cama sobreposta
com agua a vontade e a alimentagdo composta de
feno de alfafa (Medicago sativa). A suplementagao
de ferro mais a concentragdo deste mineral na alfafa
totalizaram um fornecimento de 800ppm/dia por
cordeiro. Durante quatro dias, dois animais de cada
grupo foram mantidos em gaiolas metabolicas para
coleta de fezes com o objetivo de mensuracdo da
excregdo fecal de ferro, cobre e zinco. A contagem
de ovos por grama de fezes, OPG, foi obtida
individualmente pela técnica de Gordon ¢ Whitlock
(1939) nos dias 0, 7, 14, 21 e 28 do experimento. No
dia zero também foi realizada cultura de fezes para a
identificacdo de larvas (ROBERTS; O’SULLIVAN,
1950).

As coletas de sangue foram realizadas nos
dias 0, 7, 14, 21 e 28 do experimento. As coletas
foram feitas por meio da venopun¢do da jugular
apos anti-sepsia no local de pungdo. Avaliaram-se

os niveis séricos de ferro através de kit comercial
(Labtest, Belo Horizonte, MG, Brasil), enquanto
que a avaliagdo de cobre e zinco plasmaticos foi
realizada conforme a técnica descrita por Fick et
al. (1980) e a mensuragdo de cobre, zinco e ferro
fecal foi de acordo com a descricdo de Tedesco
et al. (1995). A lipoperoxidagdo da membrana do
eritrécito foi avaliada pela mensuragdo das espécies
reativas ao acido tio-barbitirico (TBARS), usando
malondialdeido (MDA) para constru¢do da curva
padrio, de acordo com a técnica de Ohkawa, Ohishi
e Yagi (1979).

A atividade da superoxido dismutase nos
eritrocitos baseou-se na capacidade da enzima em
inibir a auto-oxidagdo da epinefrina em pH alcalino,
conforme Sun e Zigman (1978). A concentragdo dos
grupos tidis ndo protéicos (NPTH) foi calculada
usando uma curva padrdo de glutationa reduzida,
de acordo com Ellman (1959). As avaliagdes dos
parametros das células vermelhas do sangue (volume
globular, contagem de eritrdcitos e concentragdo
de hemoglobina) foram feitas através do método
descrito por Jain (1986).

A estatistica constou de uma andlise de variancia
(ANOVA), sendo a comparacdo entre as médias feita
pelo teste de Tukey. Os calculos foram processados
no programa “Graphpad Instat”.

Resultados e Discussao

Nao houve diferenca entre os grupos na
mensuragdo de ferro sérico em nenhum momento
experimental (Tabela 1) (P>0,05), apesar dos niveis
de suplementacdo neste experimento ser mais
altos que a recomendagdo diaria para a espécie
(NRC, 2001). Isto pode ser explicado devido ao
mecanismo de homeostasia deste mineral, onde a
absorcao duodenal e a excrecao fecal sao reguladas
pela necessidade do organismo em relagdo ao
ferro (OATS, 2007). Também nédo houve diferenca
nos valores de volume globular, contagem de
eritrocitos e de
(P>0,05), independente da forma de administracao

concentracao hemoglobina
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de ferro, ferrosa ou férrica, demonstrando que nao
ocorreu um efeito suprafisioldgico no eritrograma.
A avalia¢do dos valores de OPG nos trés grupos
durante o periodo experimental demonstrou a
presenca de parasitismo (Tabela 1), entretanto, a
suplementagdo de ferro em nenhuma das formas,

G2 e G3, melhorou a resposta eritropoiética frente
ao desafio da verminose (Tabela 2). O resultado da
cultura de fezes ¢ identifica¢do de larvas demonstrou
a presenca de parasitas do género Haemonchus sp
(85%), Trichostrongylus sp. (7%), Cooperia sp.
(5%) e Ostertagia sp. (3%).

Tabela 1. 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.

Dia 14 Dia 21 Dia 28

Dia 0 Dia 7
GC 3350 + 1380° 3990 + 1225*
G2 4260 £ 1187* 3650 £ 1070*
G3 4150 = 1100° 3850 + 1375°

4230 £ 1255*
7150 £ 13307
4450 £ 1045*

4050 £ 1260°
4150 + 1300°
3790 £ 1255*

3850 £ 1310°
4350 + 1460°
3900 + 1395*

* P>0,05 = ndo houve diferenga entre grupos nos valores de OPG em nenhum momento experimental.

Fonte: Elaboragdo dos autores.

Segundo Van Der A et al. (2005), o ferro dietético
apresenta-se em duas formas, heme e nao-heme ou
inorgénica. Embora a forma hémica (Fe*) seja mais
biodisponivel, a formainorganica (Fe™)esta presente
em maior concentracdo na dieta. Para que o ferro na
forma férrica seja absorvido pela membrana apical
do enterodcito, ele precisa ser oxidado a forma ferrosa
pela citocromo b duodenal ferroredutase (Dcytb)
(ANDERSON et al., 2007). Apds este processo, 0
ferro ¢ transportado pela membrana apical através
de um transportador de metal divalente 1 (DMT-
1), que além deste mineral também transporta
outros prdtons como cobre, zinco e manganés
(DUNN; RAHMANTO; RICHARDSON, 2006),
sendo esta uma das causas do antagonismo entre
estes minerais. Além deste fator, no caso do zinco
existe o antagonismo pela mobiliferrina, proteina
responsavel pelo transporte intracelular de ferro,
zinco, cobalto e chumbo, causando competicdo pela
absor¢ao entre eles (CHASTON et al., 2008). Em
relagdo ao cobre, acredita-se que o sulfato presente
no ramen também tenha papel de antagonista ao se

ligar ao ferro formando um complexo insoluvel de
sulfato de ferro (FeS). Este complexo no pH acido
do abomaso ¢ dissociado e o sulfato se liga ao cobre
formando um complexo insoltvel de sulfato de
cobre (CuS), tornando o cobre indisponivel para
absor¢ao (SUTTLE, 1991). O excesso de ferro na
dieta aumentou a excrecdo fecal do proprio ferro,
do cobre e do zinco nos grupos G2 (ferrosa) e G3
(férrica) em relagdo ao GC (controle) (P<0,05)
(Figuras 1 A/B). O antagonismo entre estes minerais
explica a diminui¢do dos valores de cobre e zinco
plasmatico nos dias 21 (P<0,05) e 28 (P<0,05) do
experimento nos grupos G2 e G3 em relagdo ao
GC (Tabela 2). Esta reducao nos teores séricos de
cobre e zinco pode ser responsavel pelo habito de
tricofagia e despigmentagdo da 1a no G2 e G3. Tanto
0 cobre como o zinco sdo co-fatores da superoxido
dismutase. Esta enzima participa no processo de
detoxificagdo de radicais livres transformando dois
anions radicais superoxidos em um peroxido de
hidrogénio menos reativo que o anterior (AMES;
SHINNENAGA; HAGEN, 1993).
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Tabela 2. Média + desvio padrdo de Eritrocitos, Volume globular (VG), Hemoglobina (Hb), Ferro Sérico (Fe), Cobre
plasmatico (Cu), Zinco plasmatico (Zn) em cordeiros suplementados com ferro oral na forma ferrosa (G2), forma
férrica (G3) e grupo controle (GC) em cada momento experimental.

VG Eritrocitos Hemoglobina Fe*? Cu™! Zn
(%) (n°x 10°uL) (g/dl) (ng/dl) (umol/L) (ng/dl)
GC 16,0 £ 1,2¢ 42 +0,7° 5,0+£0,2¢ 171,1 £12,0° 8,3+0,8° 32,1 £1,7°
Dia 0 G2 15,6 £0,8° 39+ 1,10 52108 183,8 + 8,0° 83+1,6° 27,4 +0,9°
G3 16,1 £1,1° 4,0 +0,4° 55+1,12 176,3 £ 11,22 8,9+0,8 29,9+ 1,1°
GC 16,2 +0,9° 4,3+0,5 5,8+0,7¢ 217,6 £ 7,6 9,7+ 1,5 34,4 +0,6°
Dia 7 G2 15,8 £ 0,6° 4,1+1,2° 5,9+1,32 195+ 12,37 8,3 £0,6° 27,2+ 0,4°
G3 17,0 £ 1,0 44+14° 5,7+0,8° 198,1 + 8,0° 9,1 +£1,4° 29,4 +1,3°
GC 16,2 £0,8° 4,1+1,3 5,7+1,2¢ 203,2 +11,9° 9,6 £0,9° 32,0+ 1,5°
Dia14 G2 16,4 +1,3¢ 4,7+0,9° 5,6 £0,8 207,6 £ 7,5 8,6+ 1,3 26,8 +£0,7°
G3 17,2 +£0,7¢ 4,5+1,2 6,0 £0,4° 201 + 11,12 8,5+0,7* 27,6 £1,3°
GC 18,1+ 1,1° 4,7+ 1,6° 6,0 £1,12 206,7 £9,0° 9,8+ 1,42 32,8 +0,8°
Dia2l G2 19,0 £0,9° 4,6 £0,7° 6,3 +£0,6° 209 +13,4° 7,6 £ 0,6° 239+1,2°
G3 19,3 £1,4° 5,0+ 1,37 6,4+0,3° 203,6 £ 11,7° 7,4+1,3° 22,3+ 1,4°
GC 21,0£0,7° 51+1,1° 7,5+0,5° 210,1 £8,9° 9,4+0,8 32,6 £0,9°
Dia28 G2 22,3 +1,5° 4,9 +0,8° 7,0 £1,3¢ 199,8 £ 13,7¢ 72+ 1,6 21,4+0,8
G3 20,0 £ 0,5° 53+ 1,4° 6,8 +0,2¢ 205,4 £ 8,4° 6,9+0,9° 20,0 +1,5°

® Letras coincidentes indicam diferenca estatistica entre os grupos.

Fonte: Elaboragdo dos autores.

Devido a diminui¢do dos valores de cobre e
zinco plasmatico nos dias 21 e 28, houve também
no dia 28 do experimento uma reducao na atividade
da superéxido dismutase (Tabela 3) (P<0,05), com
conseqiiente aumento na concentragdo das espécies
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) nos grupos
G2 e G3, (Tabela 3) (P<0,05) em relagdo ao grupo
GC, o que indica uma situagdo de estresse oxidativo
(DROGE, 2002) devido & diminuigdo da atividade
de enzimas antioxidantes, neste caso, da superoxido
dismutase. Os valores dos grupamentos tidis
(NPTH) diminuiram significativamente nos grupos
G2 e G3 nos dias 21 e 28 do experimento (P<0,05)
(Tabela 3), em relacdo ao GC, provavelmente,
ocasionado pela redugdo da atividade da superoxido
dismutase, indicando um aumento na oxidagao
da enzima glutationa peroxidase com o objetivo

de neutralizar as espécies reativas ao acido
tiobarbiturico (JUNIOR et al., 2001). Os resultados
obtidos por Imai et al. (1991), demonstram que
geralmente ocorre aumento nos valores de TBARS
e diminuicao nos valores de NPTH em situagdes de
estresse oxidativo.

De acordo com os resultados obtidos, conclui-
se que a suplementagdo 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 concentragcdes séricas e
aumentando a excrecdo fecal destes minerais. Além
disso, pela diminui¢do das concentragdes séricas de
cobre e zinco causa uma diminuigdo da atividade da
superoxido dismutase, ocasionando uma situacao
de estresse oxidativo.
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Tabela 3. Média + desvio padrdo de Grupamentos Tidis ndo protéicos (NPTH), Superoxido Dismutase (SOD) e
Espécies Reativas ao Acido Tiobarbitirico (TBARS) em cordeiros suplementados com ferro oral na forma ferrosa
(G2), forma férrica (G3) e grupo controle (GC) em cada momento experimental.

TBARS SOD NPTH
(nmol MDA/g Hb) (Ul/g Hb) (nmol/L sg total)
GC 2,4+0,3 0,38 £ 0,03° 1,64 +0,02°
Dia 0 G2 2,6+04° 0,35+ 0,06 1,75 +£ 0,04
G3 2,4+0,6° 0,40 £ 0,02° 1,45 +0,03¢
GC 2,1+04° 0,34 +£0,03° 1,74 + 0,04
Dia 7 G2 22403 0,36 £ 0,04 1,68 +0,03¢
G3 2,4£0,3° 0,36 £ 0,05 1,46 + 0,05°
GC 2,0+0,5 0,35+ 0,06 1,67 £ 0,03
Dial4 G2 2,3+0,3° 0,34 £ 0,03 1,56 + 0,06*
G3 2,1+0,6 0,31 +0,02° 1,58 +0,05°
GC 1,9+ 04° 0,34 £0,03® 1,63 +0,03¢
Dia 21 G2 2,1+£0,2° 0,31 £0,02° 1,1 +£0,02°
G3 22+£04° 0,32 £ 0,04 0,9 +0,07°
GC 2,1+0,3° 0,34 + 0,06 1,66 +0,03®
Dia28 G2 3,6 £04° 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 entre os grupos.

Fonte: Elaboragdo dos autores.

Figuras 1 A/B. Excrecdo fecal de ferro em cordeiros suplementados com ferro oral na forma ferrosa (G2), forma
férrica (G3) e grupo controle (GC) mantidos em gaiola metabdlica. 1B) Excre¢do fecal de zinco e cobre em cordeiros
suplementados com ferro oral na forma ferrosa (G2), forma férrica (G3) e grupo controle (GC) mantidos em gaiola

metabdlica.
Figura 1A .
¢ B GCOG2DG3 Figura 1B
|ch 0G2 DG3 |
1500+
30,
1000
ppm 20/
500+ ppm
104
0 o
mGC 320,8 -
0 G2 1240,3 DGz
G3 1180,8 .

® T etras diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos.
Fonte: Elaboragao dos autores.
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