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Peroxidacao lipidica em cabras com anemia e doenga
respiratodria tratadas com ferro por via parenteral®

Renata L. dos Santos?, Rita de Cassia C.M. Botteon?*, Paulo de Tarso L. Botteon?
e Natalia L. Lopes?

ABSTRACT.- Santos R.L., Botteon R.C.C.M., Botteon P.T.L. & Lopes N.L. 2014. [Lipid peroxi-
dation in goats with anemia and respiratory illness treated with parenteral iron.] Pe-
roxidacgdo lipidica em cabras com anemia e doenca respiratdria tratadas com ferro por via
parenteral. Pesquisa Veterindria Brasileira 34(11):1081-1084. Departamento de Medicina e
Cirurgia Veterinadria, Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, R] 23890-000, Brazil. E-mail: rbotteon@uftrj.br

Aimed to evaluate the progression of the disease and oxidative damage in goats with
anemia and respiratory disease by application of parenteral iron. Six goats, adults, with
anemia and respiratory disease (coughing, sneezing and nasal discharge) were studied.
The control group was composed of six adults goats, healthy. The goats of both groups
after undergoing clinical evaluation received similar dose (0.5g) of ferric hydroxide in
complex dextran intramuscularly. Blood samples collected in EDTA before the applica-
tion of iron and 48 hours were taken for determination of concentration of thiobarbituric
acid reactive substances (TBARS). In patients goats before the application of iron TBARS
values were equivalent to the measured values in the control group before and after ap-
plying the iron (p>0.05). The values measured in patients goats were significantly higher
(p<0.001) in the group of animals even after the application of iron and controls before
and after application. The application of iron worsened the clinical condition of the ani-
mals with respiratory disease, evidencing a condition of toxicity reflected by oxidative
stress. Therefore, one should not recommend to supplementation in goats with respira-
tory diseases.

INDEX TERMS: Oxidative stress, TBARS, pneumonia, disease, lipid peroxidation, anemia, iron, goats.

RESUMO.- Objetivou-se avaliar a progressao da doenca e o
dano oxidativo em cabras com anemia e doenca respirato-
ria mediante aplicacdo de ferro parenteral. Foram estuda-
das seis cabras, adultas, com parametros eritrocitarios in-
dicativos e anemia e manifestacoes de doenca respiratoria
(tosse, espirros e secrecdo nasal). O grupo controle foi com-
posto por seis cabras adultas, sadias. As cabras de ambos os
grupos ap6s serem submetidos a avalia¢do clinica recebe-
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ram dose similar (0,5g) de hidréxido férrico em complexo
dextranico, por via intramuscular. Amostras de sangue co-
lhidas com EDTA, antes da aplica¢ao do ferro e 48 horas de-
pois foram utilizadas para determinacdo da concentragdo
de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS).
Nas cabras doentes antes da aplicacdo do ferro os valores
de TBARS foram equivalentes aos valores mensurados nos
controles antes e apds a aplicagdo do ferro (p>0,05). Os
valores mensurados nas cabras doentes foram muito mais
elevados (p<0,001) no mesmo grupo de animais depois da
aplicacdo do ferro e nos controles antes e ap6s a aplicacao.
A aplicacdo do ferro agravou a condic¢ao clinica dos animais
com doenca respiratdria, sendo evidenciada uma condi¢do
de toxidade refletida pelo estresse oxidativo. Assim sendo,
ndo se deve recomendar tal suplementagdo nos caprinos
acometidos de doencas do aparelho respiratorio.

TERMOS DE INDEXACAO: Estresse oxidativo, TBARS, pneumonia,
doenca, peroxidagio lipidica, anemia, ferro, caprinos.
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INTRODUCAO

Todos os organismos aerdbicos necessitam de oxigénio
molecular como aceptor final de elétrons para producgido
eficiente de energia. Contudo, o oxigénio é um forte agente
oxidante e o processo de respiracdo pode gerar interme-
diarios reativos resultantes da oxidacdo de componentes
celulares (Barbosa et al. 2010).

Espécies reativas do oxigénio (ERO) e do nitrogénio
(ERN), conhecidas genericamente como radicais livres
(RL), podem reagir com acidos graxos poli-insaturados
(AGPI) presentes nas membranas celulares e nas lipopro-
teinas iniciando uma reacdo em cadeia conhecida como
peroxidacdo lipidica ou lipoperoxidacido (LPO), que pode
ser utilizada como indicador de dano oxidativo celular
(Halliwell 2007).

O equilibrio entre a producdo e o combate de radicais
livres é fundamental para manter a integridade das es-
truturas moleculares (proteinas, lipidios, carboidratos,
nucleotideos), necessaria para sustentar a homeostase
metabdlica. O estresse oxidativo € uma condi¢do dindmica
caracterizada por desbalango entre agentes pré-oxidantes
e antioxidantes, com potenciais efeitos deletérios (Barrei-
ros & David 2006).

O ferro além de exercer importantes fun¢des de trans-
porte de oxigénio no sangue e no musculo é componente
de diversas enzimas relacionadas aos processos oxidativos
e a proliferacao celular (Hentze, Muckenthaler & Andrews
2004). 0 acumulo de ferro nos tecidos, células e organelas
pode gerar RL e produzir danos ao DNA e ao RNA, prejudi-
cando a sintese de proteinas, lipideos de membrana e car-
boidratos; ativacdo de proteases e alteracdes na prolifera-
¢do celular (Puntarulo 2005). Adicionalmente, o ferro livre
pode reagir com acidos graxos insaturados e induzir a LPO
(Jurado 1997).

No Brasil, a suplementagdo com ferro é uma pratica co-
mum em animais com anemia e, de acordo com Malafaia
et al. (2014), ela é desnecessaria aos ruminantes tratados
corretamente para as hemoparasitoses. Nestas condigdes,
tal suplementacgao, pode exacerbar o dano oxidativo celular
e agravar o processo infeccioso visto que a maior parte dos
agentes patogénicos requer ferro livre para se multiplicar
(Prentice et al. 2007). Assim, objetivou-se, neste estudo,
avaliar o estresse oxidativo pela suplementacdo de ferro
parenteral em cabras com doenca respiratéria, bem como a
progressao deste quadro.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA/Instituto de Veterinaria, Protocolo n? 005/2014).

De uma propriedade (no Recreio dos Bandeirantes, zona oeste
da cidade do Rio de Janeiro), com histdrico de alta mortalidade e
diagnoéstico positivo para Mycoplasma spp., foram estudadas seis
cabras, adultas, com parametros eritrocitarios indicativos de ane-
mia (JAIN 1993) e manifestacdes de doencga respiratdria (tosse,
espirros e secrecdo nasal). O grupo controle foi composto por seis
cabras adultas, ndo gestantes e sem sinais de enfermidades, que
apresentaram parametros eritrocitarios e leucocitarios normais.

As cabras doentes foram alojadas no Hospital Veterinario da
UFRR] (BR-465 Km 7, Seropédica, Rio de Janeiro), em baias de
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alvenaria, com piso cimentado e grade de madeira sobreposta,
contendo bebedouro, comedouro e solario. A dieta foi constituida
de uma mistura de concentrados a base de milho triturado, farelo
de soja, feno de “coast-cross”, capim elefante (Pennisetum purpu-
reum) picado no cocho e capim inteiro (P. purpureum) amarrado
em uma grade. O concentrado foi fornecido duas vezes ao dia, na
base de 400g/cabeca/dia. O feno e os capins foram oferecidos
também duas vezes por dia, permitindo sobras as quais eram
removidas diariamente. Os cochos, o estrado e o piso eram var-
ridos e lavados pela manha. Os animais foram mantidos nestas
condi¢des, sem nenhuma medicagdo por cinco dias. As cabras do
grupo controle foram mantidas em uma propriedade localizada
em Queimados, regido metropolitana do Rio de Janeiro, em galpdo
de alvenaria com piso de madeira e com acesso ao pasto durante
o dia. A alimentacdo era constituida de concentrado e capim (P
purpureum) oferecidos pela manha e a noite.

No quinto dia, as cabras de ambos os grupos apds serem sub-
metidas ao exame clinico receberam uma dose similar (0,5g) de
hidréxido férrico em complexo dextranico, por via intramuscular.

Imediatamente antes da aplicagdo do ferro (A) e 48 horas de-
pois (D), foram colhidas, pela manha, nas cabras doentes e contro-
les, amostras de 5,0mL de sangue. Essas amostras foram coloca-
das em tubos a vacuo com EDTA e foram mantidas em recipientes
com agua e gelo, até o processamento laboratorial, em no maximo
1 hora.

No laboratério, o sangue foi dividido em aliquotas de 1,5mL,
sendo uma encaminhada para o hemograma completo (analisa-
dor hematoldgico por impedancia*) e duas acondicionadas em
frascos tipo Eppendorf e centrifugadas a 1000g por 10 minutos
a 4°C. O sobrenadante contendo o plasma e os leucécitos foi re-
movido e no sedimento, foi adicionada uma solu¢do de PBS num
volume correspondente ao dobro do volume de hemacias. O con-
teudo foi ressuspendido por inversio cuidadosa dos frascos para
evitar hemolise, novamente centrifugado a 1000g por 3 minutos a
4°C. Esse procedimento foi repetido duas vezes consecutivas. Em
seguida, 100pL do lavado de hemacias foi adicionado a 1900 pL
de 4gua ultrapura (Milli-Q) para lise dos eritrécitos e armazenado
em tubos criogénicos de 2,0mL a -80°C para posterior determi-
nacdo da concentragido de hemoglobina e substancias reativas ao
acido tiobarbiturico (TBARS).

A concentragdo de hemoglobina (em g/dL) utilizada como fa-
tor de referéncia para estimar as atividades enzimaticas de antio-
xidantes eritrocitarios, foi determinada por espectrofotometria®,
utilizando-se kit comercial®, segundo a recomendacdo do fabri-
cante. As amostras foram analisadas em triplicata, utilizando-se
as médias desses valores para estabelecer o teor de hemoglobina
na amostra.

Para a determinac¢do das TBARS utilizou-se o lisado de hema-
cias na proporgdo de 1:20. Desta solu¢do, 1 mL foi pipetado em
tubos plasticos de fundo conico estéreis com capacidade de 15mL
acrescido de 1,0mL de 4cido sulfossalicilico a 3%. A mistura foi
agitada em vortex por 10 segundos, centrifugada a 1000g por 3
minutos e deixada em repouso por 15 minutos. Transcorrido o
tempo, 500pL do sobrenadante foram pipetados para tubos de
ensaio previamente identificados e acrescidos 500uL de solugdo
de TBA 0,67%. Em seguida os tubos de ensaio foram agitados por
10 segundos em vortex e incubados em banho-maria a 802C por
30 minutos. Para a leitura utilizou-se como padrdo 500uL agua
bidestilada deionizada, acrescida de 500uL de solugcdo de TBA a
0,67% e a amostra representada pelo sobrenadante.

Para mensurar a concentragdo de TBARS utilizou-se a seguin-

* PocH-1001V Diff, Sysmex.
® BioSystems A15.
611743 - Biosystems.
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te equacdo: TBARS = ((D/0,149)x4)/Hb)x1000 (miliMol/g Hb),
onde D corresponde ao valor da absorbancia da amostra, 0,149 ao
coeficiente de extingdo do TBA (uMol) em 535nm, 4 a diluigdo do
hemolisado (1:20), Hb a concentragido de hemoglobina no hemo-
lisado (g/dL) e 1000 ao fator de conversdo de microMol (prove-
niente do coeficiente de extin¢do) para miliMol.

Os resultados foram submetidos ao teste de T-Student a 5% de
significancia em relacdo aos momentos (antes e depois) e catego-
rias (doentes e controles).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Clinicamente observou-se apds aplicacdo do ferro uma
exacerbacdo dos sinais de doenca respiratoéria (tosse, se-
crecao nasal catarral e estertores pulmonares), sem va-
riacdo do estado geral e ocorréncia de febre. Os animais
controles ndo apresentaram nenhuma alteragdo clinica
evidente, mantendo-se aparentemente normais. A respos-
ta clinica ao aporte de ferro no grupo doente justifica-se
pela disponibilidade maior de ferro para as atividades
metabolicas microbianas, como indicado por Messenger &
Barclay (1983).

Como demonstrado no Quadro 1, nas cabras doentes
antes da aplicacdo do ferro os valores de TBARS foram
equivalentes aos valores mensurados nos controles antes e
ap6s a aplicagao do ferro (p>0,05). Por outro lado, os valo-
res mensurados nas cabras doentes foram muito mais ele-
vados (p<0,001) quando comparados ao mesmo grupo de
animais no momento anterior a aplicacdo e controles antes
e apos a aplicacdo (Quadro 1). Destaca-se que nos contro-
les os niveis de TBARS apds aplicacdo do ferro elevaram-
-se apenas ligeiramente mantendo-se estaveis. Valores de
TBARS equivalentes indicam um efeito menos expressivo
do ferro sobre o metabolismo oxidativo nos animais sem
sinais de enfermidades, comparativamente aqueles com
doenga clinicamente aparente.

Ndo existem valores de referéncia deste metabdlito
para os caprinos; porém, ja foi demonstrado que a suple-
mentacdo com selénio e vitamina E reduz a atividade oxi-
dativa resultando em menores concentracoes de TBARS no
sangue desses animais (Sonmez et al. 2009, Guimaries et
al. 2011). Nicolodi et al. (2010) relataram que nao ha influ-
éncia da suplementagio com selénio e vitamina E no perfil
proteico e metabolismo oxidativo quando os cordeiros se
encontram severamente parasitados por Haemonchus con-
tortus.

Quadro 1. Média, desvio padrio, valores maximos e minimos
de espécies reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) no
soro de cabras anémicas com doenca respiratéria (doentes)
e sem sinais de enfermidades (controles) antes e 48 horas
depois da aplicacio de hidréxido férrico em complexo
dextranico (0,5g), por via intramuscular

Doentes Doentes Controles Controles
Antes Depois Antes Depois
Média 8907 4180° 7322 803
Desvio padrio 538 2754 139 410
Minimo 298 1926 556 524
Maximo 1826 8593 915 1594

Na linha de médias, nimeros seguidos de letras diferentes indicam dife-
renga significativa a 99% (p<0,01).

Pelos resultados pode-se sugerir que o excesso de ferro
livre atuou sobre o processo infeccioso promovendo clini-
camente uma exacerbacdo da doeng¢a com aumento da pe-
roxidacao lipidica justificada pela acdo oxidante do ferro
na presenca de oxigénio necessario aos organismos aerg-
bios para producdo de energia como sugerido por Boelaert
(1996), Prentice et al. (2007) e Barbosa etal. (2010).

De acordo com Beconi et al. (1991), os niveis de TBARS
podem ser influenciados pela quantidade de células sus-
ceptiveis a peroxidacao lipidica, e neste caso o ferro aplica-
do por via intramuscular nos animais com doenca respira-
toria refletiu no perfil de estresse oxidativo sistémico com
altos niveis de TBARS apds a suplementacao.

Segundo Carvalho et al. (2006), é provavel que a anemia
em quadros de infec¢do/inflamagio possa ser considerada
como um mecanismo de defesa, ndo especifico, em respos-
ta do hospedeiro a invasdo microbiana.

Rochaetal. (2007) demonstraram que a suplementagao
oral de ferro foi efetiva em aumentar a resposta eritropoié-
tica em cordeiros anémicos. No entanto houve um aumento
na peroxidagdo dos lipidios de membrana do eritrécito em
cordeiros suplementados com doses altas de ferro inje-
tavel, similares aos resultados obtidos por Knutson et al.
(2000) ap6s aplicacdo de ferro oral em ratos e corroboram
os dados obtidos no presente estudo.

Rocha et al. (2012) concluiram que a suplementagio
com diferentes formas de ferro oral resulta em estresse
oxidativo sem diferenca entre os grupos na mensuracao de
ferro sérico apesar dos niveis de suplementagdo mais al-
tos que a recomendacdo didria para a espécie. Isto pode ser
explicado de acordo com Oats (2007) pelo mecanismo de
homeostasia do ferro, onde a absor¢do duodenal e a excre-
cdo fecal sdo reguladas pela necessidade do organismo, de
modo a evitar o acimulo téxico.

Sobre o papel do ferro na patogenicidade de bactérias,
Messenger & Barclay (1983) relataram que a adicao de fer-
ro, a um animal infectado parece aumentar a extensio da
infeccdo por uma variedade de bactérias, sendo importante
amaneira pela qual o ferro é administrado. Ap6s a adminis-
tracdo o ferro deve ser capaz de se difundir para o local da
infecgdo. Dessa forma, a administragdo oral é menos rele-
vante para o favorecimento das bactérias. De acordo com
Hoffbrand et al. (2004) o ferro aplicado por via parenteral,
deve ser removido da circulacdo para evitar seu acimulo
nao ligado a transferrina ou a ferritina. O ferro que exce-
de a capacidade de transporte da transferrina causa danos
as membranas celulares, resultando em estresse oxidativo,
como evidenciado neste estudo.

Rocha (2005) ao avaliar o status oxidativo e a recupera-
¢do do quadro hematolégico de cordeiros com anemia in-
duzida por sangramento e suplementados ou ndo com fer-
ro observou aumento nos valores de TBARS. Naquele caso
0s animais estavam com anemia, mas nao apresentavam
infecgdo como no presente estudo. O autor sugeriu a pos-
sibilidade de utilizacdo de ferro como tratamento auxiliar
para verminose junto com anti-helminticos, contrariando
as evidéncias do efeito adverso do ferro (Tlieu et al. 2001,
Crichton et al. 2002, Puntarulo 2005, McDermid & Prentice
2006, Sazawal et al. 2006).
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CONCLUSOES

A aplicacdo do ferro agravou a condi¢do clinica dos ani-
mais, sendo evidenciada uma condicdo de toxidade refleti-
da pelo estresse oxidativo.

0 uso de ferro mesmo em condi¢des de anemia em ani-
mais com doengas infecciosas é contra indicado, pelo po-
tencial agravamento da condi¢do clinica e estresse oxida-
tivo.

Resultados de estudos sobre a suplementacdo de ferro
sdo conflitantes. Assim, é importante estabelecer a segu-
ranga da suplementagdo em animais sadios e enfermos.
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