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XI

DEFINICAO DE METODOLOGIAS PARA DETERMINACAO DE FERRO
EM SANGUE DE BOVINOS RESISTENTES E SENSIVEIS A
CARRAPATOS. Diferentes formas de ferro foram determinadas no sangue de
animais com resisténcia e sensibilidade a carrapatos. As variaveis
determinadas foram: Fe total no sangue; plasma e soro sanguineos,
quantificados por espectrometria de absor¢cdo atdmica com chama (FAAS),
Fe(Il) e Fe(Ill) por espectrofotometria e analise por injecado em fluxo(FIA);
Ferro livrte com o emprego de didlise em fluxo e quantificagdo por
espectrometria de absorcdo atdomica com forno de grafite (GFAAS); e
hematocrito (volume globular). As técnicas utilizadas e as metodologias
desenvolvidas se mostraram complementares e adequadas para a investigacao
das formas de ferro encontradas no sangue. Nao foi necessaria a digestdo do
sangue para determinar o teor de ferro total por FAAS, evitando possiveis
contaminagdes ¢ diminui¢do no tempo de preparo das amostras. A especiagao
de Fe(Ill) e de Fe(Ill) por analise de injecdo em fluxo apresentou boa
reprodutibilidade e de facil implementacdo em andlises de rotina. Apos a
separagdo do ferro livre da matriz por uma membrana de dialise, foi possivel
quantificar as baixas concentragdes por GFAAS. Estudo estatistico foi
realizado para uma melhor comparacdao entre as variaveis. O teste ¢ indicou
diferencas entre animais resistentes e sensiveis das ragas Canchim e Angus em
relagdo aos teores de ferro presentes no plasma sanguineo e no teor de Fe(Ill)
entre animais resistentes e sensiveis da raca Angus. Apesar de ndo
conclusivos, os resultados indicaram uma possivel tendéncia entre a
resisténcia bovina aos carrapatos e alguma espécie de ferro presente no
sangue. Com o emprego das metodologias definidas no presente trabalho,
estudos com um maior nimero de animais € menores variaveis poderdao vir a

confirmar essa hipdtese.
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DEFINITION OF METODOLOGIES FOR DETERMINATION OF IRON IN
BLOOD OF RESISTANT AND SENSITIVE BOVINE’S TICKS. Different
forms of iron had been determined in the blood of animals with resistance and
sensitivity to bovine’s ticks. The determined variables were: Iron in total,
plasma and serum blood, quantified by flame atomic absorption spectrometry
(FAAS); Fe (II), and Fe (III), quantified by spectrophotometry by flow
injection analyses; iron freedom through flow dialysis and quantification by
g raphite furnace atomic absorption spectrometry (GFAAS); and hematocrit
(packed cell volume). The used techniques and the developed methodologies
are shown as complementary and adequate for the inquiry of the forms of iron
founded in the blood. Blood digestion was not necessary for FAAS total iron
determination, avoiding possible contaminations and decreasing the time
spending to sample preparation. The Fe(Il) and Fe(Ill) flow injection
speciation presented good reproducibility and easy to implement in routine
analysis. After freedom iron separation by dialysis membrane, GFAAS
allowed the determination of small iron amounts. A statistical study was used
for better comparison among the evaluated variables. The ¢ test indicated
differences between Canchim and Angus animals resistant and sensible to
ticks related to iron amount in the blood’s plasma, and in the Fe(IIl) amount
between Angus resistant and sensible animals. In spite of no conclusives, the
results indicated a possible tendency related to bovine ticks resistance and iron
blood form. With the use of the methodologies defined in the present work,
studies with a grater number of animals and small variables could be applied

to confirm this hypothesis.
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1. Introducao

Mesmo com a crise no setor de bovinos de corte no ano de 2006
no Mato Grosso do Sul e Mato Grosso com a febre aftosa, houve um
crescimento de 5,5% no setor. Esse setor tem uma grande importincia no
agro-negécio no Brasil, gerando um faturamento de R$ 3,92 bi em 2006 e
abastecendo 30% do mercado mundial. O Brasil foi o maior exportador de
carne bovina no mundo em 2006.

O mercado externo ¢ muito exigente em relacdo a qualidade e
aparéncia do produto. Por esse motivo, pequenas imperfeicdes no couro
podem prejudicar seu preco. Essas imperfeicdes podem ser causadas por
carrapatos que parasitaram os animais no campo. Esses danos causados na
epiderme (camada superficial da pele) podem ser disfarcados nos curtumes,
mas o valor agregado ao material diminui.

O carrapato mais comumente encontrado no Brasil ¢ o
Bboophilus microplus, que além de prejudicar a epiderme pode transmitir
doencas ao animal, como por exemplo a tristeza parasitaria bovina (TPB),
além de outras. As perdas econdmicas diretas da doenca estdo relacionadas
com a morbidade e a mortalidade de bovinos, além do registro de abortos,
alteracdes no cio e fertilidade de touros; ¢ indiretas, como o custo do

tratamento.

Ferro
Um dos metais mais abundantes do planeta, o ferro tem grande
importancia no desenvolvimento e na civilizagdo. E o metal de transicdo mais

importante do ponto de vista biolodgico e ¢ importante tanto para animais como
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para vegetais. E responsével pela cor vermelha do sangue e esta envolvido em
muitos processos bioldgicos, tais como:

- transporte de O, através da hemoglobina

- armazenagem de O, no tecido muscular através da mioglobina

- agente transportador de elétron (citocromos) e transferéncia de
elétrons (ferridoxinas)

- armazenagem e remocao de ferro em animais (transferina e
ferritina)

- nitrogenase (fixa¢ao de nitrogénio por bactérias)

- enzimas (catalase e nitrogenase)

O ferro pode estar de maneira soluvel ou insolivel no nosso
organismo. A maneira insoltvel € excretada e as maneiras soliveis (idnica,
ligada a grupos heme, ferritina, transferrina, entres outros complexos) sdo
absorvidas e aproveitadas de maneira adequada.

O ferro ¢ encontrado em varios alimentos, mas nem sempre esta
biodisponivel, ou seja, de maneira que o corpo possa absorver e utiliza-lo.
Devido a este fato, uma pequena percentagem do ferro que ingerimos ¢
direcionado ao intestino, onde ¢ absorvido pela transferrina e pode ser
armazenado na forma de ferritina. De acordo com a necessidade do
organismo, o ferro € entdo transportado pela trasferrina no sangue até o figado.
Esse, por sua vez, pode armazena-lo ou libera-lo para outras partes do corpo,
tais como musculo, medula 6ssea ou tecidos que o necessitem. No musculo o
ferro estd na forma de mioglobina, onde ird armazenar O,. Na medula dssea,
um dos maiores reservatorios de ferro do corpo, o mesmo sera repassado para
os grupos heme para a formacdo da hemoglobina do sangue. Quando um

excesso de Fe é encontrado na bile sua absor¢ao € inibida no intestino. O
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organismo nado necessita de uma grande absor¢do diaria de ferro, pois esse €
reciclado.

O ferro livre pode estar relacionado com o estresse oxidativo das
células dos parasitas que se alimentam de sangue de outros animais. Esse
estresse ¢ causado por reacdes de oxidacao do ferro, tanto id6nico como ligado
ao grupo HEME, que gera espécies reativas de oxigénio. O estresse oxidativo
causa danos moleculares as estruturas celulares, alterando o funcionamento e
as fung¢des vitais do organismo. Baseado nessas informacgodes, acredita-se que o
ferro livre esteja intimamente ligado ao estresse oxidativo nos parasitas e
dessa maneira tornaria o animal resistente aos carrapatos. Tentou-se, entdo,
analisar as diversas formas em que o ferro ¢ encontrado no sangue, principal
alimento do carrapato, ¢ determinar as formas em que o ferro pode ser
encontrado, seu estado de oxidacao ¢ se ha diferenca entre os animais
resistentes e sensiveis ao carrapato. Para a obtengdo desses resultados, foi
necessario o emprego de diferentes procedimentos e técnicas analiticas, que
foram adaptadas em funcao de sua sensibilidade e seletividade € com minima

geracao de residuos.

Objetivos

Este trabalho teve como objetivo principal verificar se existe diferenca
na concentracdo de ferro presente no sangue de bovinos entre animais
resistentes e sensiveis a carrapatos.

Os objetivos especificos do trabalho sdo:

- desenvolver metodologia para a determinagdo de ferro total em

sangue, soro € plasma;
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- desenvolver metodologia para determinar ferro nao ligado a proteinas
no sangue;
- desenvolver metodologia para determinagcdo de Fe(Il) e Fe(Ill) no

sangue.
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2. Revisao Bibliografica

O sangue ¢ um tecido vivo que tem como principais fungdes
transportar o oxigénio dos pulmdes para o corpo, defender o organismo contra
infec¢des e promover a coagulagdo. Ele recebe os alimentos ja assimilados e
os transporta para as células, recebe os residuos que se formam nos 6rgaos e
os leva até os rins para serem eliminados através da urina.
(http://www.hemoam.org.br/estudo.html, 05/2005).

Por ser um tecido tdo importante e essencial, ¢ fundamental
entender o seu funcionamento ¢ a sua composi¢do. Existe uma infinidade de
estudos relacionados ao sangue, de minerais a proteinas complexas com
funcdes especificas. A maioria dos minerais presentes no corpo humano e dos
animais pode ser encontrada no sangue, o que o torna um excelente indicador
de deficiéncia ou intoxica¢ao no organismo.

Varios exames clinicos sdo feitos utilizando soro ou plasma
sanguineo. A diferenga esta na adicdo de anticoagulante, normalmente acido
etilenodiaminotetraacético — EDTA, ou Heparina, para a separacao do plasma,
que contém a proteina fibrinogénio responsavel pela coagulacdo sangiiinea. O
soro ¢ isento de fatores de coagulacdo, mas ¢ enriquecido com componentes
celulares das plaquetas e produtos metabolicos. As principais causas de
diferencas nas concentragdes encontradas no soro ou plasma sdo a quebra
(lise) de células e o efeito do fibrinogénio, que libera componentes celulares.

A andlise sanguinea ¢ muito comum e através dela é possivel
descobris muitas doencas ou intoxicacdes no organismo. Segundo Tripathi et
al., 2001, o nivel de Pb influéncia nos niveis de Cd, Cu, Zn, Fe e de
hemoglobinas no sangue, pois este elemento compete com os minerais

essenciais, prejudicando o organismo.
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2.1 - Carrapatos

O carrapato ¢ um ectoparasita responsavel pela transmissao de
muitas doengas. Quando parasitam os bovinos, os carrapatos causam danos na
epiderme (camada superficial da pele). Esses danos podem ser disfar¢gados nos
curtumes, mas o valor agregado ao couro diminui.

O carrapato mais comumente encontrado no Brasil ¢ o boophilus
microplus, que além de prejudicar a epiderme pode transmitir doengas ao
animal como a tristeza parasitaria bovina(TPB), por exemplo, além de outras.
As perdas econdmicas diretas da doenga estdo relacionadas com a morbidade
¢ a mortalidade de bovinos, além do registro de abortos, alteragdes no cio,
fertilidade de touros, e indiretas, como o custo do tratamento (SCHENK et al,
1995).

O B. Microplus ¢ encontrado somente em regides tropicais €
subtropicais, localizadas entre os paralelos 32°N e 32°S. E um ectoparasita
hemato6fago cujo principal hospedeiro € o bovino. O ciclo biologico apresenta
uma fase parasitaria de aproximadamente 21 dias na qual passa pelos instares
de larva, ninfa e adulto, todos em um unico hospedeiro. A fase de vida livre
inicia com a queda das fémeas ingurgitadas e culmina quando as larvas
eclodidas encontram um hospedeiro. Na fase de vida livre, a fémea
ingurgitada apresenta primeiro um periodo de pré-postura de 3 dias e morre
apds a postura. Em temperaturas ao redor de 28° C e alta umidade relativa
(85%), a postura ¢ a eclosdo ocorrem em aproximadamente 18 dias. As larvas
recém eclodidas migram para as pontas da vegetagdo onde podem localizar o
hospedeiro pelo odor ou vibragdes. No hospedeiro, as larvas se fixam em
regides corporais propicias para seu desenvolvimento, tais como: posterior da

coxa, perineal, perianal e perivulvar, apds sete dias de sua fixagdo ocorre a
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muda para ninfas e estas mudam para adultos com marcado dimorfismo sexual
em aproximadamente oito dias. A fémea apds o acasalamento comega a
alimentacdo até o ingurgitamento total, que propicia sua queda ao solo,
enquanto que o macho permanece no bovino a procura de novas

fémeas(GONZALES, 1995).

r"r.

p By

fm *k‘ f{;"i"r"'-ﬁ}

FIGURA 2.1: Esquema representativo do ciclo de vida do carrapato

(www.carrapatobovino.com)

O tempo deste ciclo de vida do carrapato pode variar bastante, o
clima e a umidade do ar s@o os fatores primordiais. A larva pode ficar no pasto
sem alimento por até 90 dias, ¢ os ovos até 120 dias sem eclodirem, ¢é claro
que como passar do tempo diminui a for¢ca de investagio (GONZALES,
1995).
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O ciclo de vida de muitos parasitas do género Plasmodium
envolvem estagios intra-eritrocitarios, como a babesia, por exemplo, onde sua
existéncia esta estreitamente relacionada com o Fe, elemento essencial para

esta fase (OLIVEIRA et al., 2002).

2.2 —Ferro

O ferro ¢ um elemento essencial para toda a biota. Estudos
demonstraram que o ferro e outros metais sdo necessarios para o Otimo
crescimento de plantas e animais (AZEVEDO et al., 2003).

A quantidade de ferro absorvida deve ser equivalente a
quantidade perdida que, em um individuo adulto, do sexo masculino, chega a
Img/dia. Em individuos com deficiéncia de ferro, as perdas didrias seriam de
0,5 mg/dia e, em individuos com sobrecarga de ferro, seriam de 5 mg/dia
(AZEVEDO et al, 2003).

Tanto o excesso como a deficiéncia de ferro podem causar
problemas no organismo. Nas transfusdes de sangue sdo usados ligantes que
formam complexos de alta estabilidade com o ferro, evitando que ocorra uma
queda demasiada desse elemento. Esses ligantes sdo conhecidos como
sideroforos. Muitos organismos empregam os sideroforos para captar o ferro
que necessitam, que podem, também, ser empregados como antibidticos, pois
impedem a perda do Fe livre disponivel(FALCAO, 2006).

Por outro lado, o excesso de ferro, chamado de hemacromatose, é
prejudicial a satde, provocando o deposito de Fe nos tecidos pelo seu excesso
no organismo. Os principais locais de depdsitos sdo os pancreas, o coragao € a

hipofise, que podem ter perda progressiva de suas fungdes. A hemacromatose
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pode ser hereditaria, quando ¢ causada por uma anomalia genética, ou
secundaria, quando € causada por outra doenca (JORGE, 2006).

Muitos paises sofrem com intoxicacdo por metais devido a
poluicdo e o problema ¢ agravado quando esses metais se acumulam no
organismo, passando pelas geracdes. Estudos de metais em sangue sdo
encontrados na literatura visando avaliar a gravidade do problema. Os metais
mais comumente estudados sao: Fe, Cu, Ca, Zn, Se e Pb. (CHILLRUD, 2005,
and SZITANYIL, 1996). Os metais em excesso podem estar relacionados a
cancer ou doengas neuroldgicas, o que demonstra a importancia de novas
metodologias para analises rapidas e precisas. (HERMANDEZ-
CARABALLO, 2005, IDE-EKTESSABI, 2004)

O teor de ferro no organismo pode influenciar na absor¢do de
outros elementos traco importantes, pois outros metais possuem um
metabolismo de absorc¢ao parecido com o do ferro, tais como Cd, Co e Cu.
(Béarany, 2005). O teor total de ferro em adultos ¢ de aproximadamente 3,5 a 4
g e a maior parte (1,5 a 3,0 g) se encontra ligada ao grupo heme da
hemoglobina, tendo como principal funcdo a oxigena¢do dos tecidos.
Pequenas quantidades de ferro sdo encontradas na mioglobina, catalase,
citocromos, no plasma (como Fe de transporte) e o restante ¢ encontrado
armazenado sob a forma de ferritina e hemossiderina no figado, no baco, na
medula 6ssea e nos musculos. (CANCADO, 2005)

O ferro presente nos alimentos nem sempre esta biodisponivel
para o organismo € sua absor¢@o varia com a forma em que se encontra. Cerca
de 40% do ferro presente em carnes, peixes € aves estd na forma heme, sendo
que apenas 23% ¢ absorvido. Além desse ferro, apenas 2 a 8% do ferro nao-

heme presente nos alimentos esta biodisponivel. A absor¢dao também estd
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relacionada com a maneira que o alimento foi ingerido. (KALPALATHIKA,
1991).

A potencialidade de qualquer refeicdo ou alimento como
fornecedor de ferro ndo pode ser estabelecida unicamente por dosagem
quimica, uma vez que a reten¢do de ferro ¢ determinada por uma série de
fatores como: estado fisioldgico, estado nutricional, equilibrio com as
quantidades de alguns minerais (Ca, Zn, por exemplo) nos alimentos ou
refeigdes e interacdes entre ferro e diversos compostos da dieta, incluindo
fatores anti-nutricionais. Depois de ser absorvido no intestino, o ferro esta
sempre ligado a proteinas, na forma de transferrina, durante o transporte pelo
sangue e na forma de ferritina para o armazenamento nas células. Na figura
2.1 é apresentada uma representacao do ciclo do ferro no organismo, incluindo
formas na quais € possivel ser encontrado, absorvido e excretado

(LEHNINGER, 1988).
v ¢ Ferro na bile inibe a

‘.Mlé absorgdo
N Células intestinais Sangue
_l’rr'ansfer'r'ma
Sangue
rodi- B
TmW

Tranferrina
Tr‘ansfer'r'm

Mdisculo
Medula Mioglobina e citocromos
Ossea

ansferrma

Outros tecidos

(citocromos)

FIGURA 2.2: Esquema de absor¢ao, retengdo e excre¢cdo do Fe no organismo.
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O ferro ¢ necessario para a sintese das proteinas que contém ferro
porfirinico, a hemoglobina, a mioglobina e os citocromos. E transportado no
sangue ligado a proteina plasmatica (transferrina) e nos tecidos ¢ armazenado
na forma de ferritina, uma proteina férrica contendo hidréxidos e fosfatos. O
figado, o bago e a medula dssea sdo os 6rgaos que mais contém ferritina. O
ferro ndo ¢ excretado na urina e sim pela bile, fezes e no sangue menstrual. A
grande perda de ferro no periodo menstrual faz com que a mulher tenha que
ingerir uma quantidade muito maior de ferro quando comparado aos homens
(LEHNINGER, 1988).

O ferro pode ser toxico em pequenas quantidades para alguns
parasitas. Estudos revelam que a oxidagdo do ferro gera radicais livres que
causam estresse oxidativo nas células de parasitas. As mitocondrias produzem
H,0,, que formardo radicais hidroxilas através da oxida¢do do Fe*" para o
Fe’". Esse ferro é proveniente da digestdo da hemoglobina do sangue que foi
sugado do hospedeiro. Esses radicais, além de promover o estresse oxidativo,
reagem com d4cidos graxos formando hidroperdxidos organicos. A
hemoglobina que nao foi digerida no vactolo digestor reage com
hidroperoxidos organicos e através da reducdo ou oxidagdo do ferro produz
radicais peroxil e alcoxidos que também causam estresse oxidativo

(OLIVEIRA, 2002).
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FIGURA 2.3: Esquema de formacao de radicais livres causadores de estresse

oxidativo em parasitas (Adaptado de Oliveira, 2002).

TURRENS (2004), estudou o estresse oxidativo e as defesas
antioxidantes como alvos no tratamento de parasitas, chegando a conclusdo
que o desenvolvimento de drogas para doencas parasitaritarias deve ser focado
no sistema de defesa antioxidante destes protozoarios.

A albumina bovina foi citada como um dos maiores antioxidantes
presentes no sangue, protegendo a membrana lipidica da peroxidagdo, pois

essa diminui a disponibilidade do ferro, que ¢ o responsavel pelo inicio do

processo. (FUKUZAWA, et al. 2005).



Revisdo Bibliografica 16

2.3 — Especiagao

A concentragdo total de um elemento ¢ um dado muito
importante, mas nao revela informag¢des como a biodisponibilidade, toxicidade
e metabolismo dentro do organismo. O estado oxidativo e a forma como o
elemento esta complexado sdo dados de extrema importancia em estudo de
metabolismo e biodisponibilidade(MANTOVANI, 1989) .

A absorc¢ao do ferro-heme ¢ bem maior que a do ferro-nao heme.
O ferro- ndo heme pode estar na forma Fe(Il) ou Fe(Ill), sendo absorvido
preferencialmente na forma Fe(Il). O Fe(Ill) pode ser reduzido pelo acido
ascorbico ou pela ferrireductase e assim ser absorvido (CAMARA et al.,
2005).

A especiagao de Fe(Il) e Fe(IIl) ¢ bem conhecida e a utilizagao de
analise por inje¢do em fluxo a torna uma andlise de facil operacdo, com alta
freqiiéncia analitica, baixo custo e reprodutivel (ROCHA et al., 2000 e

PELLERANO).

2.4 — Espectrometria de Absor¢do Atomica

A técnica de Absorcao Atdmica ¢ baseada no principio da medida
da absor¢dao da radiacdo eletromagnética, proveniente de uma fonte de
radiacao (lampada de catodo oco), por d&tomos gasosos no estado fundamental.
A atomizagdo, ou seja, formacdo de atomos gasosos no estado fundamental,
pode ser obtida de varias formas: chama, via eletrotérmica ou por meio de

reagdes quimicas especificas(SKOOG, 2002).
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2.4.1- Espetrometria de Absor¢dao Atomica com Chama (FAAS)

A Espectrometria de Absor¢cdo Atdmica com Chama (FAAS —
Flame Absorption Atomic Spectrometry) € uma técnica relativamente barata e
simples. Seu principio fundamental envolve a medida de absor¢ao da
intensidade da radiacdo eletromagnética, proveniente de uma fonte de luz por
atomos gasosos no estado fundamental. Esse fendmeno ¢ utilizado para a
determinagdo quantitativa de elementos metalicos e alguns ndo metalicos em
uma ampla variedade de amostras (dguas, materiais biologicos, clinicos,
ambientais, geologicos, alimentos, etc.). A amostra ¢ nebulizada numa chama
de ar-acetileno, onde ¢ vaporizada. Os atomos do analito de interesse,
presentes na amostra, absorvem radiacdo proveniente da lampada de catodo
oco. As lampadas de catodo oco sdo preenchidas com nednio ou argdnio a
baixa pressao e possuem como catodo o elemento a ser determinado. Emitem
somente o espectro do elemento do catodo, juntamente com o do gas de

preenchimento (SKOOG, 2002).

2.4.2- Espectrometria de Absor¢do Atomica com Forno de Grafite
(GFAAS)

A técnica de Espectrometria de Absor¢ao Atdmica com Forno de
Grafite (GFAAS) surgiu em 1958(Vogel, 2002). E amplamente utilizada para
a determinagdo de elementos tracos em rotina. Pequenos volumes de amostras,
otimos limites de deteccdo apoOs a separacdo da matriz, uso do atomizador
como reator quimico, possibilidade de andlise direta, rapidez e geracdo de

espectro simples sdo algumas das vantagens do GFAAS (WELZ, 1999).
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O programa de aquecimento possui, basicamente, 4 etapas:
secagem, pirolise, atomizagdo e limpeza. Na etapa de secagem a agua ¢
totalmente retirada da amostra e seu tempo depende da quantidade inserida no
tubo. A pirolise ¢ para a retirada de organicos e concomitantes, tomando
cuidado para ndo perder o analito de interesse. A atomizagdo ¢ um rapido
aquecimento para que haja a forma¢do de uma nuvem atdémica densa e nesta
etapa ¢ onde ocorre a absor¢ao da radiacdo, proveniente de uma lampada de
catodo oco, pelo analito. A limpeza tem a maior temperatura do programa para
que toda amostra seja eliminada do tubo de grafite(WELZ, 1999).

Para cada tipo de amostra ¢ necessdrio um programa de
aquecimento que ¢ montado utilizando o branco e uma amostra concentrada.
As temperaturas de pirdlise e atomizacdo sdo modificadas dentro de
parametros descritos no manual operacional do equipamento € com as
absorbancia se traga uma curva onde ¢ possivel observar as melhores
temperaturas. Na etapa de montagem do programa de aquecimento ¢ muito
importante observar o sinal de fundo, mesmo que o equipamento ofereca a
opc¢ao de correcao de fundo, evitando erros na determinagao do analito.

Muitas vezes o analito de interesse esta em pequenas quantidades
e para isso € necessario um técnica sensivel como a GFAAS. Burguera et al.,
2002, analisaram molibidénio em soro sanguineo apds digestdo por radiacao
microondas. Pomazal et al., 2002, determinaram metais (Co, Cr, Cu, Fe, Mn,
Ni e Zn) apos fracionamento das proteinas do sangue utilizando GFAAS, para

ferro nao foi utilizado modificador quimico.
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2.4.2.1 — Modificadores Quimicos

Modificadores quimicos sao comumente utilizados em GFAAS
com a principal funcdo de diminuir ou eliminar os efeitos de interferéncias
provocados pela matriz ou por concomitantes presentes na amostra. Eles
permitem que a temperatura de pirdlise seja mais elevada para eliminar a
matriz € os concomitantes sem que haja a perda do analito ou afetar a sua
atomizacao(OLIVEIRA, 2006).

Os modificadores quimicos devem  possuir algumas
caracteristicas: deve estabilizar o analito de interesse para uma elevada
temperatura de pirolise (perto de 1000°C) para a eliminagao de concomitantes,
deve ser aplicavel a varios analitos, deve estar na forma mais pura possivel e
ndo conter concentragdes mensurdveis do analito de interesse, nao deve
diminuir a vida util do tubo de grafite entre outras(PEREIRA FILHO, 2003).

O palddio (Pd) ¢ o modificador quimico mais relatado na
literatura e ja foi comprovado que seu uso nao desgasta o tubo de grafite, pode
ser encontrado com elevador teor de pureza e nao ¢ facilmente
determinado(QIAOQO, 1991).

Os modificadores quimicos geralmente sdo utilizados em
concentracoes maiores que o analito de interesse, evitando a formagao de
espécies refratarias (como carbetos e 6xidos) que podem causar mudangas no

sinal(PEREIRA FILHO, 2003).
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2.5 — Dialise

A didlise ¢ uma técnica utilizada por quimicos desde meados do
século XIX, para remover solutos de uma solucdo. O método utiliza um
principio fisico-quimico simples: a difusdo. Um pequeno saco feito com
material semi-permedvel contém a solucdo como soluto e ¢ mergulhado em
um recipiente com agua pura. Depois de algumas horas, dois fendomenos
acontecem: parte da agua, devido a pressao osmotica, ¢ transferida para dentro
do saco, aumentando seu volume, e parte do soluto ¢ transferido para o
compartimento externo, devido a difusdo passiva. A difusdo passiva € o
processo de transferéncia de um soluto através de uma membrana semi-
permeavel, do compartimento de maior concentragdo para o de menor
concentracao (ENGEL, 2003).

A dialise ja havia sido aplicada a urina, no intuito de retirar uréia.
Porém, apenas apos a Segunda Grande Guerra, pelos estudos de Abel,
Thalheimer e Kolff, o método de didlise foi pela primeira vez utilizado para
remover toxinas do corpo humano. Inicialmente, para tratar envenenamentos
agudos e, em seguida, para tratar a insuficiéncia renal(ENGEL, 2003).

A anemia se agrava em pacientes renais e transplantados, pois o
ferro da ferritina e niveis de transferrina tem influéncia nos processos de
inflamacao (YAVUZ, et al., 2004).

Miré e Frenzel, 2004, utilizaram a didlise para a determinagao de
espécies i0nicas de ferro, no estudo cinético da transferéncia de massa de
espécies i6nicas.

A dialise em sangue pode ser utilizada para a determinacao de

minerais, separacao de proteinas, etc. Kurita et al. (2006), desenvolveram um
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chip sensivel eletroquimicamente integrado a uma membrana de didlise de 10

kDa, onde foi determinado lactato em sangue de cachorro.

2.6 — Analise em Fluxo

A necessidade de ampliar e melhorar os métodos analiticos do dia
a dia e adapta-los as demandas crescentes da sociedade t€ém impulsionado o
crescimento e o nascimento de muitas areas na quimica analitica. Apesar dos
esforcos para desenvolver sensores seletivos e sensiveis para determinar
diretamente a concentragdao de um analito em uma amostra, a grande variedade
dos analitos e a complexidade dos produtos a serem analisados tornam
altamente improvavel que sensores para a maioria dos compostos de interesse
se tornem disponiveis em futuro proximo. Desta forma, separacdo e/ou
conversdo quimica permanecem como etapas essenciais na maioria dos
procedimentos de andlise quantitativa. Nestes casos, a automacdao dos
procedimentos analiticos implica na automacdo do processamento das
amostras.

Como a maioria das separagdes € conversdes quimicas ¢
normalmente conduzida em fase liquida, o conceito logico e engenhoso
proposto por SKEGGS (1957) possibilitou a execu¢do de processos analiticos
em um fluxo, os quais transportam a aliquota das amostras do ponto de
introducao até a unidade de detecgao, recebendo nesse percurso reagentes que
possibilitam as diferentes detecgdes.

Na metade da década de setenta o conceito de sistema em fluxo
com dimensdes ¢ vazdes adequadas foi amplamente aceito, simplificando o

sistema analitico e aumentando o numero de amostras que poderiam ser
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analisadas por unidade de tempo (freqii€ncia analitica) e esta abordagem ficou
conhecida como analise por inje¢ao em fluxo (FIA- Flow Injection Analysis).
Uma aliquota de amostra ¢ inserida no percurso analitico, a qual sofre
dispersdo (zona de amostra) ao ser conduzida até o detector. No percurso, a
amostra pode receber reagentes ou at¢é mesmo sofrer reagdes quimicas para
melhorar a detec¢ao(RUZICKA E HANSEN, 1975). A deteccdo ¢ realizada
com a amostra em fluxo e o sinal registrado ¢ um pico, cujo formato esta

relacionado com a concentra¢ao do analito (RUZICKA E HANSEN, 1988).

Fase 1 l,ﬂ.masrra jecadc

: - ——— .

Fase 3 Deteccdo }' 'I,
C —————
|

Fase 4 | impeza

= carrier

Figura 2.4: Base da Analise em fluxo (modificado de www.flowinjection.com)

A figura 2.4 ¢ um esquema simples do que ocorre na anélise em
fluxo. A propulsao (bomba peristaltica, gravidade, sistema de pressdao gasosa,
etc.) € o coragdo do sistema, que ird transportar amostra e o reagente até o
detector (espectrofotometro, potenciometro, FAAS, etc.). A amostra ¢ inserida
no sistema através de um injetor, entra em contato com o reagente, passa pela

bobina reacional e ¢ direcionada ao detector. Trata-se de sistema que
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miniminiza a producdo de residuos e as etapas envolvidas durante o
experimento, de facil utilizacdo, custos relativamente baixos e de ampla
aplicagao.

Hoje em dia grande parte das analises clinicas utiliza a anélise em
fluxo para diagndsticos, diminuindo o contato do sangue ou outros materiais
contaminados com as pessoas em laboratorios clinicos. A automagao, nesta
area, foi imprescindivel, sendo possivel obter um grande niimero de dados
analiticos com rapidez e baixo custo, auxiliando na rapidez e na melhor
resposta do paciente ao tratamento (KALLBERG, 1989).

Sistemas com alta freqiiéncia analitica sdo utilizados
freqlientemente na industria farmacéutica para controle de medicamentos, por
serem facilmente montados e utilizados. Como exemplo temos a determinacao
de acetilcisteina (agente mucolitico utilizado em casos de superdosagem de
paracetamol), que pode ser analisada através da sua oxidacao com o Ce(IV) e
uma solucdo de ferroina como reagente colorimétrico, utilizando
espectrofotometro como detector. (VIEIRA, 2005). Van Staden et al. (1997)
determinaram Fe(IIl) em amostras farmacé€uticas utilizando a didlise, para
remo¢dao da matriz e interferentes, e Tiron como reagente colorimétrico.
Fluxos monosegmentados facilitam a mistura reacional além de minimizar a
dispersdo da zona de amostra, como no trabalho de Silva e Masini (2002) que
utilizaram este tipo de fluxo em analise seqiiencial de Fe em drogas anti-
anémicas com o-fenantrolina e detec¢ao espectrofotometrica. Especiagdo de
Fe(Il) e Fe(ll) em medicamentos possui uma forte ligacdo com a
biodisponibilidade de ferro para o organismo e pode ser feita de maneira
simples, ora com uso de agentes redutores ora sem agentes redutores.

(OLIVEIRA, 1999).
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A preocupacdo com a quantidade de metais ingerida e sua
toxicidade gera inimeros trabalhos com analises de 4gua nas mais variadas
formas. Estes estudos mostram uma variedade enorme de reagentes
colorimétricos que podem ser utilizados na determinacdo de Fe com andlise
em fluxo. Ferrozina, norfloxacina, tiocianato e o-fenantrolina sao alguns dos
reagentes colocrimétricos mais utilizados. Em amostras com matrizes mais
complexas, como a agua do mar e residuos, nem sempre ¢ possivel fazer uma
determinacao direta, sendo utilizado, nesses casos, resinas quelantes, sensor de
fibra dtica e resinas anidnicas para a remocao de interferentes. (SARRADIN,
2005; POJANAGAROON, 2002; VAN STADEN, 2000; OGUMA, 2002;
JITMANEE, 2002; PONS, 2005; LOHAN, 2005; PONS, 2005)

2.7 — Hematocrito

O hematocrito ¢ uma medida do volume parcial dos globulos
vermelhos do sangue. Este ¢ um indicador-chave do estado de hidratacao,
anemia ou perda grave de sangue do corpo, bem como da capacidade do corpo
para transportar oxigénio. Uma reducdo do hematdcrito pode ocorrer em
fungdo de uma sobrehidratacao, que resulta no aumento do volume de plasma,
ou a uma diminuicdo do nimero de globulos vermelhos provocada por
anemias ou perda de sangue. Por outro lado, um aumento do hematocrito pode
ocorrer em funcdo da perda de fluidos como, por exemplo, em casos de
desidratacdo, tratamento diurético e queimaduras, ou a um aumento dos
globulos vermelhos como no caso de distirbios cardiovasculares e renais,

policitemia vera e ventilagao diminuida(BULL, 2000).
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O hematocrito ndo € utilizado para diagnéstico de doencas, mas
sim como indicativo ou no controle da saide. Doencas como babesiose
(tristeza parasitaria bovina) abaixam os niveis de volume globular e o
hematdcrito auxilia no controle e estudo desse tipo de enfermidade (VIEIRA,
2000). Além disso, TORO et al. (1981) relataram que o hematdcrito foi a
técnica mais eficiente, rapida e segura forma no diagnoéstico de tripanossomas
em bovinos.

Em frangos de cortes o hematodcrito ¢ uma medida indireta no
monitoramento da sindrome ascistica (acumulo excessivo de liquidos na
cavidade abdominal (GARCIA NETO, 2004) ) e utilizada para avaliar o peso
corporal, auxiliando no melhoramento genético dessas aves (ROSARIO,

2002).
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3. Materiais e Métodos

3.1- Reagentes e vidrarias

Toda wvidraria utilizada neste trabalho foi previamente
descontaminada em banho de acido nitrico (HNO;) 10% (v/v) por 24 horas,
enxaguada com 4gua ultra pura Milli-Q® e seca em capela de fluxo laminar.

Os reagentes utilizados foram de pureza analitica e as solugdes
aquosas preparadas com dgua ultra pura. As seguintes solugdes foram
utilizadas:

e Solugio precipitadora de proteinas (HCI 1mol L™ + 4cido
tricloroacético 10% m/v): 20,83 mL de HCI concentrado
(Synth, Sao Paulo, Brasil) foi diluido em agua. A seguir
foi adicionado 25g de acido tricloacético (Nuclear, Brasil)
e volume final completado para 250mL com agua;

e Solucdo colorimétrica (o-fenantrolina - 0,25% m/v em
meio acetato de aménio 2mol L™): 15,24g de acetato de
amoOnio (Synth) foi dissolvido em &agua. A seguir foi
adicionado 0,25g de o-fenantrolina (Vetec, Rio de Janeiro,
Brasil) e o volume foi completado para 100 mL com 4gua;

e Solugdo redutora (acido ascobico 0,02% m/v): 2g de &cido
ascorbico (Synth) foi dissolvido em acetona (Synth), sendo
o volume final completado para 100 mL com 4dgua. Essa
solucdo era preparada diariamente, imediatamente antes de

ser utilizada;
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e Tampao TRIS: 6,05g de tris-(hidroximetil) aminometano
ultra puro (USB Corporation Cleveland, USA) foi
dissolvido em 4agua Milli-Q® e o valor do pH corrigido
para 7 com acido acético glacial subdestilado. A seguir o
volume final era completado para 1L com agua;

e Os padrdes de Fe** foram preparados imediatamente antes
de serem utilizados, a partir do sal FeSO, (Carlo Erba,
Italia) em meio aquoso. A curva analitica era preparada a
partir de solugdo concentrada, contendo 100mg L', obtida
a partir da dissolugdo de 13,6mg de FeSO, para um
volume final de 50mL, completado com agua;

e As curvas de Fe’" foram preparadas utilizando solugdo
estoque padrdo comercial para absorcdo atdmica de
1000mg L (Merck, Brasil);

e Acido Nitrico concentrado (HNO;) — Mallinckrodt,
Alemanha

e Peroxido de hidrogénio 30% v/v (Nuclear, Brasil)

3.2- Instrumentacdo

Nos sistemas de andlise em fluxo e de didlise foi utilizado: bomba
peristaltica (Ismatec, 78001-12, Suica), injetor-comutador de acrilico,
registrador (Kipp & Zonen, modelo BDI112, Holanda), cela de didlise
(Technicom, USA), membrana de didlise (Spectra/Por 6-8 kDa),

espectrofotometro (Femto, modelo 432, Sao Paulo, Brasil).
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Para as determinacoes de ferro total em solucdo foi utilizado
espectrometro de absor¢do atomica com chama (SpectraAA800, Varian,
Australia) nas condi¢des de operagao descritas na tabela 3.1. O equipamento

foi programado para fazer as determinagdes em triplicatas.

TABELA 3.1: Parametros utilizados para a determinagao do Fe total por

espectrometria de absor¢ao atdmica com chama (FAAS)

Paradmetros FAAS
Ar 13,4 L/min
Acetileno 2,0 L/min
Comprimento de Onda 372 nm
Resolucao Espectral 0,2 nm
Corrente da lampada 5 mA
Limite de deteccao 0,07 mg L

A determinacdo do ferro ndo ligado a proteinas presente no
sangue foi determinada por espectrometria de absorcdo atOmica com
atomizagdao em forno de grafite (SpectraAAZ800, Varian, Austrdlia), com
corretor de fundo por efeito Zeeman e amostrador automatico. O programa de
aquecimento utilizado estd descrito na tabela 3.2. O equipamento foi

programado para fazer as determinagdes em triplicatas.
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TABELA 3.2: Programa de aquecimento utilizado no GFAAS

Etapa Temperatura (°C) Tempo (s)
1 90 5
2 90 20
3 120 5
4 120 25
5 700 5
6 700 10
7 2200 0,4
8 2200 5
9 2600 1
10 2600 3

A digestdo das amostras de sangue, para as determinacdes dos
teores de Fe totais foi feita em frascos fechados e altas pressdes em forno com
radiagdo microondas (Millestore, Sorisole, Itdlia) em poténcia méaxima de

1000 W. O programa de aquecimento utilizado esta descrito na tabela 3.3.
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TABELA 3.3: Programa utilizado na digestdo das amostras

Etapa Poténcia (W) Tempo (min)

1 291 2
2 0 3
3 640 4
4 872 5
5 1000 5
6 0 15

A determinacdo do volume globular foi realizada em tubos
capilares, apoOs separagao em microcentrifuga (Celm, MH, Brasil), por 10 min
a 15000 rpm. A separacdo do plasma sangiiineo foi realizada em centrifuga

(Fanem, modelo 206, Brasil) por 15 min, a 3000 rpm.

3.3- Amostras

Para a coleta de sangue foram escolhidos animais que se
encontravam nos extremos da classificacdo de resisténcia e sensibilidade
natural a carrapatos, de acordo com pesquisas em desenvolvimento na
Embrapa(SILVA, 2006). No ano de 2005 foram utilizadas vacas em varios
estados fisioldgicos e idades diferentes. Visando aumento na homogeneidade e
diminuicdo das varidveis, no periodo seguinte de coleta, realizado em 2006,

foram escolhidas vacas nos 3 meses finais de gestacdo, uma vez que o ferro
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pode sofrer variacdes de acordo com o estado nutritivo e fisiolégico do

animal.

.

' n = com gel para separacao de soro sanguineo
- =
| " 1! B = apenas vacuo, para coleta do sangue

[l = com heparina como anticoagulante

[} = com EDTA como anticoagulante

FIGURA 3.1: Tubos a vacuo utilizado para coleta de sangue. As tampas dos
frascos possuem coloracdes diferentes para melhor visualizacdo e

diferenciagdo entre seus conteudos.

As amostras utilizadas durante o trabalho foram de sangue bovino
das ragas Angus, Canchim, Nelore e Siemental colhidos em tubos a vacuo da
marca Vacutainer(BD SST II Advanced, Inglaterra) e Vacuette®
(Labortehnik, Alemanha), com 85 mL e 9 mL de -capacidade,
respectivamente. Foram utilizados tubos com anticoagulante heparina (para
analise de sangue total, do plasma e didlise) e com gel (Advanced SST II) para
separacao do soro, como mostrados na figura 3.1. Os animais utilizados para
coleta do sangue pertencem a Embrapa Pecuaria Sudeste e utilizados em
experimento relacionado a resisténcia natural a carrapatos. Em agosto de 2005
foram feitas analises em 40 animais do sexo feminino dentro de quatro ragas
(Canchin, Nelore, Simental e Angus), em agosto/setembro de 2006 foram
coletadas 35 amostras de 3 racas diferentes (Canchin, Simental e Angus) de

vacas no periodo final de gesta¢do. As vacas escolhidas para coleta do sangue
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representam os extremos dentro da sensibilidade ou resisténcia a carrapatos,

comprovado por estudos anteriores [SILVA, 2006].

3.4- Procedimento

Foram feitos diversos tipos de analises no sangue, na tentativa de
determinar as varias formas em que o ferro pode ser encontrado no sangue. Na
figura 3.2 esta apresentado um esquema com as determinacdes que foram feita

em cada tipo de amostra e qual a técnica utilizada na determinacao.

Fe total |7 FAAS

—

Hematdcrito ]

Didlise GEAAS

.

7). O-fen
Andlise
em fluxo
m f O-fen +
dc. Asc

| Plasma i iFe To‘ral} FAAS
l Soro I l Fe Total I* FAAS

FIGURA 3.2: Esquema das metodologias utilizadas para determinar teores de

ferro no sangue.
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3.4.1 — Separagdo do Soro e do Plasma

Para a separagdo do plasma, o sangue com heparina foi
centrifugado por 15 min a 3000 rpm. O sobrenadante (plasma) foi recolhido e
armazenado. O soro foi separado do sangue colhido por centrifugacao, em
tubos com gel de separacao especificos para soro. O emprego desse gel evita
hemolise, ndo sendo necessario recolher o sobrenadante, que ndo entra em

contato com os eritrocitos.

3.4.2 — Determinacdo de Fe total

O ferro total foi determinado no sangue, soro ¢ plasma. Para a
determinacdo em sangue foram comparadas duas metodologias: digestao total
das amostras e a simples diluigdo em meio aquoso. Para fazer a digestdao foi
utilizado 0,5 mL de sangue com 2 mL de HNOj; concentrado e 1 mL de H,O,
em frasco de Teflon modificado. A seguir as amostras foram submetidas ao
programa de aquecimento descrito na tabela 3.3. Apos a digestdo, o volume
final do digerido foi completado para 50 mL com &agua. A outra alternativa
avaliada empregou a diluigcdo de 0,5 mL de amostra de sangue em agua, sendo
o volume final completado para 50 mL. O ferro presente nas solucdes foi
determinado por FAAS com as condi¢des de operacao descritas na tabela 3.1.

O soro e o plasma foram diluidos na propor¢ao 1:1 com agua e

determinados nas mesmas condi¢des descritas no item anterior.



Materiais e Métodos 36

3.4.3 - Fe livre

Todo ferro que ndo esta ligado as proteinas no sangue foi
chamado de ferro livre.

Neste estudo foi utilizada uma cela para didlise construida em
acrilico e uma membrana Spectra/Por com porosidade de 6-8000 Da, que
favorece a passagem apenas dos ions. Foi utilizado um fluxo relativamente
baixo (0,25 mL min"'), visando a maxima transferéncia do ferro pela
membrana. Experimento com a adi¢do de ferro no compartimento superior
demonstrou a passagem de 100% pela membrana.

Para coleta do analito foi utilizado tampao Tris-acido acético com
pH 7,0, proximo ao do sangue, evitando possiveis mudangas da matriz, tais
como a precipitagdo das proteinas por mudanga de pH. O tampao estava em
fluxo contrario ao do sangue € com a mesma vazao para garantir uma melhor
eficiéncia da didlise. Esse mesmo tampao foi utilizado como fluxo
transportador das amostras no sistema de analise por inje¢ao em fluxo. Na Fig.

3. sdo apresentados detalhes do sistema em funcionamento.
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FIGURA 3.3: Fotos da camara de didlise em funcionamento.

A camara de didlise possui 4 conexdes que podem servir de
entrada e saida, duas para a parte superior ¢ duas para a parte inferior. As duas
partes sdo separadas pela membrana e dentro da cela o caminho a ser
percorrido ¢ de duas voltas antes de ser direcionada para a outra conexao. Na
figura 3.3 € possivel observar esse caminho duplo.

O sangue (1 mL) era impulsionado por uma bomba peristéltica e
depois de passar por todo sistema era recolhido para descarte apropriado. Na
parte inferior da cela ocorria a passagem do tampao Tris, que recolhia os ions
com tamanho inferior a porosidade da membrana. Para cada mL de sangue foi
coletado de 2 a 3 mL de tampdo que esteve em “contato” com o sangue. O
volume recolhido foi superior ao da amostra pelo fato de estar em fluxo
contrdrio e, quando era finalizada a passagem da amostra do sistema ainda
ocorria a presenca de solugdo tampao que esteve em contato com a amostra e

portanto, contendo ions referentes a essa aliquota. Os volumes recolhidos
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foram registrados para posterior corre¢des referentes a variacdo de
concentragao.

A metodologia utilizada para a determinacao dos teores de ferro
livte no sangue foi a GFAAS. Para a determinagdo do programa de
aquecimento foi feita uma curva de pirdlise e atomizagdo utilizando solugdes
de tampdo Tris-4cido acético como branco e com 50 pug L' Fe, preparada a
partir de solugdo padrao estoque, sem o uso de modificador quimico.
Observando a figura 3.4 € possivel perceber que as temperaturas de 700°C e
2200°C sdo as ideais para pirdlise e atomizacdo, respectivamente. O limite de
detecgdo do método foi de 4,8 ug ml™. Todas as amostras foram analisadas em

triplicatas.

0,040

0,032 |-

0,024 -

0,016 |-

0,008 |-

Absorbacia Integrada (3'1)

0,000

1 1 1 1 1
800 1200 1600 2000 2400

Temperatura (°C)

Figura 3.4: Curvas de pir6lise e atomizacao para Tris-acido acético
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3.4.4—Fe(ll) e Fe(lll)

Burkan e Walker descreveram a precipitagdo de proteinas em
1940. Esse método foi utilizado para a determinacdo de ferro em plasma com
a utilizacdo de orto-fenantrolina como agente colorimétrico (Burkan et al,
1940).

Neste estudo as proteinas foram precipitadas no sangue para a
determinacdo de ferro fracamente ligado as proteinas, ou seja, o ferro que se
encontrava disponivel apos a desnaturacao das proteinas. Foi determinado o
estado de oxidacdo, Fe(IIl) ou Fe(Il), na tentativa de correlacionar esses teores
com 0s animais resistentes ou sensiveis aos carrapatos.

As amostras de sangue tiveram as proteinas precipitadas com
acido tricloroacético. A propor¢do de 1:1 sangue:acido tricloroacético foi
utilizada e a solucdo foi centrifugada a 3000 rpm por 15 min. O sobrenadante
foi inserido no sistema em fluxo mostrado na figura 3.5 para a determinagdo
de Fe(Il) e Fe total utilizando 1,10 fenantrolina como reagente colorimétrico.
Com os valores de Fe(Il) e Fe total a determinacdo do Fe(Ill) foi realizada por

diferenca [Barker, 1940].
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Legenda:

A : Reagente(o-fen 0,25%)
B : Amostra

— — C : Redutor(ac. Asc.)

D : Carregador(5% TCA)
E : Residuo

Alga da amostra=25 cm
Vazdo = 0,25 mL min™

D
DET
— — A=512nm E
E B

A
A

v

A
O
O

A

v
|

FIGURA 3.5: Esquema do sistema em fluxo utilizado para a especiacao de

ferro

Neste sistema a amostra ¢ inserida através de injetor comutador e
entra em contato com o regente colorimétrico por zonas coalescentes, apds
mistura em uma bobina de reacao de 50 cm (250 uL), o Fe(Il) ¢ determinado
no comprimento de onda 512nm. Para a determinacao de Fe total foi
adicionado 4cido ascorbico para redugio do Fe’ para Fe** seguindo a equacao

abaixo:

H,A + Fe¥* <= H' + Fe'HA? <= Fe* + HA

0
) Q. k
W
>\. _0H }L_ _OH P —r
0 "JIT' 0 i a ¥
_.-J._ __'l._‘_ I.__J.,_L..
H o T . 1 M
“HOH CTI0E j”‘.:'ﬁ
L

l.'J.'H;OII et 123H HH

FIGURA 3.6: Reacao de redugdo do ferro para determinagao de ferro total
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O 4cido ascorbico ¢ introduzido na amostra antes dessa entrar em
contato com a 1,10 fenantrolina. A curva analitica para esta determinagdo foi
construida em meio 5% 4cido tricloroacético contendo Fe(Il) e Fe(Ill). A
leitura da curva analitica também no final do experimento indicou que nao

houve interconversao sigificativa (Fig. 3.7).

1,400 ~

1,200 A

1,000 -
_g —e—Fell antes
«E 0,800 —a— Fell depois
?, 0,600 - Fe total antes
0 .

Fe total depois

< 0,400 Po!

0,200 -

0,000 - T T T T 1

0 5 10 15 20 25

Fe (ppm)

FIGURA 3.7: Curvas analiticas do sistema em fluxo para determinacao de Fe

II ¢ Fe total, referentes ao inicio e final de um lote de amostras.

3.4.5 — Hematocrito

Foi feito hematdcrito no sangue para se obter volume globular
presente nos sangue dos animais, uma vez que esta tem ligagdo direta com o

teor de Fe no organismo.

O sangue coletado com anticoagulante heparina ¢ colocado em

capilares apropriados e fechado com uma chama produzida em bico de
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Bunsen em uma das extremidades. Os capilares sdao colocados
numa microcentrifuga especial para este tipo de analise, centrifugados por 10
min e, com a separacao dos eritrocitos, plasma e globulos brancos, ¢ possivel
medir o volume de globulos vermelhos em porcentagem, seguindo uma tabela

pré-definida, contendo os valores em %.

[T
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FIGURA 3.8: Exemplo de como ¢ feita a leitura do volume de globulos

vermelhos em um hematocrito.
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4. Resultados e Discussao
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4- Resultados e Discussao

Os resultados serdo apresentados em forma de graficos e
divididos em func¢do da raca dos animais e do procedimento empregado para a

determinacao dos diferentes teores de ferro.

4.1 — Ferro Total

A determinagcdo dos teores totais de ferro foi efetuada por
espectrometria de absor¢do atomica com chama (FAAS), sendo que foram
analisadas amostras de sangue, plasma e soro sanguineo diluidos em meio

aquoso.

4.1.1- Sangue

No ano de 2005 foi colhido o sangue de 40 vacas pertencentes as
racas Angus, Canchim, Simental e Nelore. Essas vacas se encontravam em
diferentes niveis nutricionais, além de algumas estarem prenhas. A resisténcia
¢ a sensibilidade do animal ao carrapato foram previamente estabelecidas em
outras pesquisas em desenvolvimento na Embrapa Pecudria Sudeste. O sangue
foi colhido durante cirurgias de coleta de pele e linfocitos. Os animais haviam
sido infestados por carrapatos, visando um melhor entendimento sobre o que
ocorre de diferente no metabolismo dos animais resistentes e sensiveis.

Na FIGURA 4.1 estdo apresentados os teores de ferro total
encontrados no sangue. Os resultados foram obtidos apds digestdo das

amostras empregando radiagdo microondas e apds diluicdo em meio aquoso.
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Os resultados indicaram a possibilidade de se realizar as determinagdes sem a

necessidade de se digerir as amostras, conforme pode ser observado na Figura

4.1. Alguma variagdo foi

observada

dentro de uma mesma raga,

provavelmente em fungdo da variabilidade do estado nutricional e fisioldgico

dos animais, ja& que os teores de ferro sdo varidveis em fun¢do desses

0 Néo digerido
@ Digerido

\_ 64 TA

~
parametros.
Angus
500
400
g_soo
2
5 200
'S
100
0
< < < < < < < < < <
E F F F F F F F F F
N © (2] - n wn [s2] ['e] ~— @
e 8 ¢ 2 © v - § &8 g
|\ J
Y ~ ~
Sensiveis Resistente
Simental
600
500
3400
& 300
2 200
100
0
1% %) %) %) %) » »
- - - - = = -
2 2 83 ° 8 I =
NI A )
Y Y

Sensiveis Resistente

0 Néo digerido
@ Digerido

500
400
E 300
o
2
= 200
100

500

400
E 300
=

=200
100

206 RC

250 RC
368 RC
125 RC

Canchim

261 RC

27RC
108 RC
171 RC
258 RC

94 RC

@ Nao digerido
@ Digerido

0 Néo digerido
@ Digerido

Sensiveis Resistente
Nelore
zZ =z z =z z z =z = % =
o~ ~ ~ NAﬁ ~ -
Y h'd
Sensiveis Resistente

FIGURA 4.1: Teores de Fe total obtidos em amostras de sangue de animais

das ragas Angus, Canchim, Simental ¢ Nelore no ano de 2005 submetidos a

infestagdo com carrapatos.

No segundo ano do experimento (ano 2, referente a 2006) nao foi

possivel fazer a coleta de sangue nos mesmos animais, em funcdo de sua nao
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disponibilidade. No entanto, nessa segunda etapa do experimentos procurou-se

a obten¢do de maior homogeneidade dentro do grupo amostral, optando-se por

vacas em final de gestacdo. Foram escolhidas 35 vacas dentro das ragas

Canchim, Simental e Angus. Essas vacas ndo estavam infestadas e nem dentro

de algum outro experimento relacionado a resisténcia ou sensibilidade ao

carrapato na época da coleta. Mas foram selecionados quanto a resisténcia ou

sensibilidade a carrapatos, que era determinada através de infestagdes de 3000

larvas de carrapatos e a contegem

era feita manualmente em areas

preferenciais de fixacdo no lado esquerdo do animal feita apos 21 dias

[SILVA, 2006]
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FIGURA 4.2: Teores de Fe total obtidos

periodo do estudo (ano 2).

em amostras de sangue | no segundo

Na FIGURA 4.2 siao apresentados os resultados de Fe total

obtidos no sangue dos animais avaliados no ano 2. Comparando os resultados
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obtidos no ano 1 com os obtidos no ano 2 observa-se uma variagao no teor
médio encontrado dentro de cada raca. E muito dificil explicar essa variacdo
se forem consideradas as variaveis existentes dentro do grupo amostral. No
entanto, essa variagdo pode estar relacionada ao estado fisiologico das vacas,
j& que no periodo de gestacdo ¢ muito importante um alto teor de ferro. A
partir dos resultados de ferro total ndo foi possivel se observar uma diferenga

entre os animais sensiveis e resistentes a carrapatos.

4.1.2 — Soro e Plasma

As amostras de soro e plasma analisadas foram diluidas em 4gua
na proporcao 1:1 (amostra:agua) e inseridas diretamente no FAAS. O plasma
foi separado por centrifugagdo do sangue colhido com anticoagulante. Para a
separacdo do soro foi utilizado frasco a vacuo especial para esta finalidade,

nao havendo a adi¢ao de anticoagulante.
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FIGURA 4.3: Teores de Fe total obtidos nas amostras de soro e plasma

durante experimento realizado no ano 1 (2005).

Na FIGURA 4.3 sdo apresentados os resultados de Fe total
obtidos nas amostras de plasma e soro dos animais avaliados no ano 1 do
experimento (2005). E possivel se observar que no soro ¢ encontrado uma
maior quantidade de ferro, mesmo considerando-se os menores teores de mais
“limpo” por conter menos proteinas em relagdo ao plasma. Dentro das ragas
existe uma variagdo muito grande nos teores de ferro total, sendo dificil a
segregacdo entre 0s animais resistentes € sensiveis ao carrapato. No entanto,
pode-se observar que a raga mais homogénea em relagdo aos teores totais de

ferro fo1 a Canchim.
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FIGURA 4.4: Teores de Fetotal obtidos nas amostras de soro e plasma I

durante experimento realizado no ano 2 (2006).

Os teores de ferro total obtidos nas vacas prenhas no experimento
realizado no ano 2 (2006) se apresentam mais homogéneos dentro das racas.
As amostras de plasma apresentaram os teores de ferro mais elevados em

todos os animais.

4.2 — Ferro livre

A espectrometria de absorcdo atomica com forno de grafite
(GFAAS) foi utilizada para a determinag¢ao do ferro livre nas amostras de
sangue avaliadas nas duas fases do experimento. O sangue colhido com

anticoagulante heparina foi dialisado em cdmara de didlise com membrana
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Spectra/Porr de porosidade conhecida (6 a 8 KDa), em sistema em fluxo. As
amostras eram injetadas na parte inferior da camara e o ferro que passava pela
membrana, considerado livre (ndo ligado a proteinas), era colhido em volume
conhecido (de 2 a 2 mL) de tampao TRIS-acido acético pH = 7,0. Os teores de
ferro livre foram entdo determinados a partir da introdugdo direta da solugdo

contendo o ferro no GFAAS.
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FIGURA 4.5: Curvas de pirolise e atomizagdo, obtidas para a definicao do
programa de aquecimento para a determinagdo de ferro livre em meio tampao

Tris-acido acético.

Para a construcdo do programa do aquecimento no forno de
grafite foram feitas curvas de pirdlise e atomizagdo utilizando tampao Tris-
acido acético como branco e tampdo Tris-dcido acético com 50 pug L™ Fe. A
partir dos resultados obtidos e apresentados na FIGURA 4.5 a temperatura de
pirélise foi fixada em 700°C e a temperatura de atomizagdao em 2200°C, com a

etapa de limpeza fixada como 2600°C.
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TABELA 4.1: Programa de aquecimento utilizado no GFAAS

Etapa Temperatura (°C) Tempo (s)

1 90 5
2 90 20
3 120 5
4 120 25
5 700 5
6 700 10
7 2200 0,4
8 2200 5
9 2600 1
10 2600 3

Apos a montagem do programa de aquecimento do forno de
grafite foi feita a otimizacao da cadmara de dialise. Essa camara, construida em
acrilico, possui uma entrada e uma saida na parte superior e outra entrada e
saida na parte inferior. A membrana de didlise ¢ posicionada entre as duas
partes da camara, que sao presas por 4 parafusos. O fluxos superior € separado
do fluxo inferior pela membrana de dialise, ndo entrando em contato
diretamente entre si. Neste trabalho foi usada uma membrana de porosidade
entre 6 e 8 kDa, visando apenas a passagem da parte i0Onica, ou seja,
impedindo que as proteinas, enzimas e outras moléculas grandes passem pela
membrana, pois podem estar ligadas ao Fe, impedindo a determinacdo da

forma desejada do analito.
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O sistema de dialise em fluxo foi montado de forma simples, com
baixo fluxo para garantir que todo ferro livre passasse para o tampao coletor.
Um teste foi efetuado para se verificar se o ferro livre realmente iria passar
pela membrana: uma solucdo contendo 50 pg L' de Fe foi injetada como
amostra no sistema ¢ um volume pré definido de tampao Tris-dcido acético
utilizado como fluxo aceptor foi analisado, para determinacao do teor de Fe.
Os resultados indicaram que todo o ferro presente na solugdo simulando a
amostra foi transferido para a solucdo tampao coletora, passando pela

membrana de dialise .

TABELA 4.2: Parametros utilizados para a didlise

Parametro
Fluxo 0,25 mL min™’
Porosidade da membrana 6-8 kDa

Volume de tampao recolhido de 2 a3 mL

Volume de amostra injetado 1 mL

Para a determinacdo de ferro livre nas amostras foi utilizado 1
mL de sangue com anticoagulante heparina, injetado no sistema por
injetor/comutador manual e alca de amostragem de 175 cm ( 1 mL). Os fluxos
das solugdes doadora e receptora foram iguas, equivalente a 0,25 mL min’,
sendo recolhidos de 2 a 3 mL de solug¢do tampao receptora contendo o Fe livre
dialisado.

Os primeiros testes do sistema, para verificagdo de sua
aplicabilidade, foram empregadas amostras de sangue de bezerros no primeiro

més de vida. Os resultados obtidos indicaram teores de ferro relativamente
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-1 . . ~

altos (~ 70 ug L™). Dificilmente sdo encontrados carrapatos em bezerros, mas
ndo se sabe o motivo. Esses altos teores de ferro livre no sangue de bezerros
podem estar relacionados as hemoglobinas fetais ainda existentes nos animais

nos primeiros meses de vida.
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FIGURA 4.6: Teores de ferro livre referente ao segundo periodo do

experimento.

A raga Canchim apresentou diferenca nos niveis de ferro livre
entre oS animais resistentes e sensiveis a carrapato. No entanto, para a
confirmacao desse resultado, um nimero maior de animais deve ser analisado,
para que outras variaveis que nao foram levadas em consideragdo sejam
minimizadas. As racas Simental e Angus ndo apresentaram diferencas nos

teores de ferro livre entre os animais resistentes € sensiveis ao carrapato.
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4.3- Sistema de Analise em Fluxo

No sistema de andlise em fluxo foram analisados o estado de
oxidacdo do ferro encontrado no sangue. As proteinas foram precipitadas com
acido tricloroacético, desnaturando as proteinas e conseqiientemente liberando
os ions ferro. Esse procedimento ja € descrito desde 1940 para determinagao

de ferro sérico [BARKER et al., 1940].
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1,200 - y=0,02589x+0,0129
R® = 0,9997
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y =0,0394x + 0,0018
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R® = 0,9991
0,000 ‘ ‘ ‘
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Concentracao Fe (ppm)

FIGURA 4.7: Curvas analiticas de referéncia obtidas no sistema por andlise

em fluxo para determinacgao de Fe(II) e Fe total.

A curva analitica foi construida no mesmo meio em que se
encontra a amostra e se mostrou linear dentro da faixa dos teores encontrados.
Os dois estados de oxidagao(Fe II e Fe III) estavam presentes. Para verificagao
da estabilidade das solucoes, as solucdes analiticas foram analisadas no inicio
e no final das determinagdes, podendo-se observar que durante o periodo nao
houve interconver¢do significativa entre os estados de oxidagdo, sendo que

esse resultado foi considerado também para as amostras.
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FIGURA 4.8: Teores de Fe(Il) e Fe(Ill) determinados pelo sistema de anélise

em fluxo apresentado no item 3.4.4 (Materiais e Métodos).

Os resultados apresentados na FIGURA 4.8 indicam uma
tendéncia do teor de Fe(IIl) ser superior aos teores referentes ao FE(II) para o
sangue de todos os animais avaliados, mas nao ha diferenga entre os animais
sensiveis e resistentes ao carrapato. Vale lembrar que a precipitagao das
proteinas foi feita no sangue e o ferro fortemente ligado a proteinas (como da

hemoglobina, por exemplo) ndo foi liberado.
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4.4- Hematocrito

O estudo do volume de globulos vermelhos (em %) foi realizado
em fun¢do de sua correlacdo com o teor de ferro no sangue, j4 que € na

hemoglobina que se encontra a maior quantidade desse metal no organismo.
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FIGURA 4.9: Hematocrito dos animais analisados no primeiro periodo do

experimento (ano 1 - 2005).

O hematocrito esta intimamente ligado a saide do animal.
Permite a deteccdo de uma anemia, por exemplo. Comparando os teores de
hematodcritos obtidos com os animais avaliados no ano 1 com os obtidos no

ano 2 ¢ possivel observar que o volume globular aumentou de uma forma
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geral, mostrando um estado fisioldgico diferente. Os teores de hematdcritos

referentes ao ano 2 provavelmente sdo superiores em fungdo de as vacas

estarem prenhas e necessitarem de uma maior quantidade de ferro e de outros

minerais.
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FIGURA 4.10: Teores de hemoglobina determinados no sangue dos animais

avaliados no ano 2.

Alguns animais foram analisados nos dois anos e ¢ clara a

diferenca na percentagem do volume globular entre esses animais, mostrando

que o estado fisioldgico se apresentava diferente.
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4.5 — Analise Estatistica

Visando melhor avaliagdo dos resultados, os dados foram
avaliados estatisticamente. Foram aplicados os testes T e de correlacdo de

variaveis.

4.5.1 —Teste T

O teste T ¢ um teste estatistico usado para amostras pequenas. Ele
compara e testa a média de dois conjuntos de resultados. E um teste de
hipotese, onde o valor encontrado ¢ relacionado a um conjunto de valores
presentes na tabela especifica que expressa a probabilidade do wvalor
encontrado estar dentro do limite desejado [BARROS NETO, 2001]

Neste trabalho foram analisadas todas as variaveis estudadas
dentro de cada raca. As duas médias comparadas foram dos animais
resistentes e sensiveis a carrapatos, dentro de cada raga, para observar a

existéncia ou nao de algum indicativo de resisténcia pelo teor de ferro.
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TABELA 4.3: Resultados do teste ¢ para as variaveis analisadas de acordo

com a raca.

Smerzl Camehim ~Amgus Nelor®

Hematocrito 0,33 0,58 0,50 0,29

Soro 0,74 0,33 0,18 0,31
Plasma 0,65 0,01 0,03 0,85

Total 0,55 0,93 0,89 0,98
Digerido 0,75 0,88 0,55 0,94

Fe ll 0,90 0,18 0,61

Fe lll 0,10 0,98 0,02

Fe livre 0,29 0,55 0,72

Na tabela 4.4 os valores estdo descritos em P, ou seja, na
probabilidade das médias terem ou nao valores significativos para diferenciar
os grupos de animais. Foi utilizado 95% de confianga, isto €, os valores abaixo
de 0,05 na tabela possuem uma diferenca significativa entre os grupos
sensiveis e resistentes a carrapatos. O ferro determinado no plasma apresentou
diferenca significativa para as ragas Canchim e Angus, com valores referentes
a 0,0098 e 0,034 respectivamente. O Fe(Ill) determinado por analise por
injecdo em fluxo apresentou um valor de 0,0168, abaixo de 0,05 e assim, uma
probabilidade dessa varidvel influenciar na resisténcia natural a carrapatos na

raga Angus.
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4.5.2 — Correlacdo de variaveis

A existéncia de correlagdo linear entre as variaveis foi verificada.
Essa correlagdo ¢ verificada através dos valores encontrados quando se
correlaciona uma varidvel com outra. Quando o valor ¢ bem proximo de zero
significa que ndo existe correlagdo, quanto mais préximo de 1 ou -1 for o
valor maior € correlagdo, que pode ser proporcional (valores proximos de 1)
ou inversamente proporcionais (valores proximos de -1) [Vogel, 2002].

Existe uma tabela de valores criticos, que sao modificados de
acordo com a quantidade de dados que estdo sendo correlacionados. Esses
valores foram tirados de tabelas apéndices de livros de estatistica e
probabilidade e se encontram abaixo de cada tabela apresentada. Os valores
encontrados dentro do intervalo —t > x >t , onde t é o valor encontrado na
tabela e x o valor da correlagdo, indicam que nao existe correlagio BARROS

NETO, 2001].

TABELA 4.4: Valores de correlagdo entre as variaveis estudadas na raga

Nelore no ano 1 (2005).

Fe Fe Fe Fe
Nelore o o Hematdcrito
(soro) (plasma) (digerido) (i digerido)
Fe (soro) 1

Fe (plasma) 0,63 1
Fe (digerido) 0,52 0,17 1

Fe

o 0,77 0,52 0,71 1
(i digerido)
Hematocrito - 0,25 -0,15 0,40 0,25 1

* valor critico = 0,56
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A tabela 4.5 apresenta os valores de correlagdo entre as variaveis,
onde € observada a correlagdo entre as variaveis sangue digerido e diluido, Fe
no soro € no plasma e Fe no soro com o Fe ndo digerido. Esses valores

significam que de alguma maneira essas varidveis se correlacionam.

TABELA 4.5: Valores de correlacdo entre as variaveis estudadas na raca

Canchim no ano 1 (2005).

Fe

Canchim Fe (soro) Fe (plasma) Fe (digerido) o Hematocrito
(ndo digerido)
Fe (soro) 1
Fe (plasma) 0,58 1
Fe
L 0,64 0,67 1
(digerido)
Fe
0,61 0,64 0,75 1
(ndo digerido)
Hematocrito 0,09 0,25 0,33 0,49 1

* valor critico = 0,56

Na tabela 4.6 estdo os dados de correlacao entre as variaveis da
raga Canchim analisadas no ano 1. Nessa raca, muitas varidveis se
correlacionaram: Fe (soro) X Fe (plasma), Fe (soro) X Fe (digerido), Fe (soro)
X Fe (ndo digerido), Fe (plasma) X Fe (digerido), Fe (plasma) X Fe (nao
digerido) e Fe (digerido) X Fe (ndo digerido).
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TABELA 4.6: Valores de correlacdo entre as variaveis estudadas na raca

Angus no ano 1 (2005).

Fe
Angus Fe (soro) Fe (plasma) Fe (digerido) o Hematocrito
(i digerido)
Fe (soro) 1

Fe (plasma) 0,01 1
Fe (digerido) -0,04 -0,81 1

Fe

o 0,01 -0,59 0,67 1
(i digerido)
Hematocrito -0,36 -0,19 0,40 0,70 1

* valor critico = 0,56

Na raga Angus houve tanto correlacdo positiva como negativa.
As correlagdes positivas foram: Fe (digerido) X Fe (ndo digerido) e Fe (ndo
digerido) X hematocrito e as correlagdes negativas: Fe (plasma) X Fe (ndo

digerido) e Fe (plasma) X Fe (digerido).

TABELA 4.7: Valores de correlagdo entre as varidveis estudadas na raga

Simental no ano 1 (2005).

Fe
Simental Fé (soro) Fe (plasma) Fe (digerido) o Hematocrito
(i digerido)
Fe (soro) 1
Fe (plasma) 0,69 1
Fe (digerido) 0,48 0,61 1
Fe
o 0,50 0,64 0,89 1
(i digerido)
Hematocrito 0,89 0,89 0,63 0,61 1

* valor critico = 0,56
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A raga Simental foi a que mais apresentou correlacdo entre as

variaveis - Fe (soro) X Fe (plasma), Fe (soro) X hematdcrito, Fe (plasma) X

Fe (digerido), Fe (plasma) X Fe (ndo digerido), Fe (plasma) X hematdcrito, Fe

(digerido) X Fe (ndo digerido), Fe (digerio) X hematocrito, Fe (ndo digerido)

X hematocrito, sendo todas as correlagdes positivas.

TABELA 4.8: Valores de correlacdo entre as variaveis estudadas na raca

Canchim no ano 2 (2006).

Canchim  Fe (sangue) Fe (plasma) Fe (soro) Fell Felll Fe livre  Hematocrito
Fe (sangue) 1
Fe (plasma) 0,12 1
Fe (soro) -0,09 0,07 1
Fell 0,34 -0,03 0,33 1
Fe III 0,04 0,14 -0,14 -0,19 1
Fe livre -0,34 -0,04 -0,09 0,11 0,65 1
Hematocrito 0,84 -0,16 0,43 0,69 0,01 0,01 1

* valor critico = 0,632

No ano 2 foram avaliadas 7 analises em cada amostra € cada uma

foi tratada estatisticamente na tentativa de se obter o maior conjunto de

resposta dos dados coletados. A raga Canchim apresentou correlagdao entre as

variaveis Fe (III) X Fe livre, Fe (sangue) X hematocrito e Fe (II) X

hematocrito.
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TABELA 4.9: Valores de correlacdo entre as variaveis estudadas na raca

Simental no ano 2.

Simental Fe Fe Fe Fell Felll Felivre = Hematocrito
(sangue) (plasma) (soro)
Fe (sangue) 1
Fe (plasma) 0,18 1
Fe (soro) 0,38 0,23 1
Fe Il -0,19 0,05 -0,07 1
Fe III 0,05 -0,17 0,20 -0,29 1
Fe livre 0,37 0,30 0,35 -0,16 -0,45 1
Hematdcrito 0,42 0,17 0,36 0,19 -0,14 0,56 1

* valor critico = 0,497

A raca Simental apresentou correlacao apenas do Fe livre com o

hematocrito, como apresentado na tabela 4.9. A raca Angus apresentou

correlagdes positivas e negativas. As correlagdes positivas foram entre as

variaveis hematdcrito X Fe (sangue) e hmatdcrito X Fe livre. A correlagao

negativa foi entre Fe (II) X Fe (I1I).

TABELA 4.10: Valores de correlagdo entre as variaveis estudadas na raga

Angus no ano 2 (2006)

Fe Fe Fe
Angus Fell Felll Felivre =~ Hematocrito
(sangue) (plasma) (soro)
Fe (sangue) 1
Fe (plasma) 0,05 1
Fe (soro) 0,19 0,37 1
Fe Il -0,11 0,24 -0,02 1
Fe III 0,18 -0,37 -0,09 -0,55 1
Fe livre 0,09 -0,28 -0,11 -0,25 0,34 1
Hematocrito 0,72 -0,17 0,04 -0,01 0,36 0,69 1

* valor critico = 0,532
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No ano 1 todas as ragas apresentaram correlagdes entre o Fe
(digerido) X Fe (nd3o digerido), o que de alguma maneira era esperado.
Analisando pelas correlagdes, as racas Simental e Canchim se mostraram
parecidas, pois apresentaram 4 correlacdes entre as mesmas variaveis. No ano
2 as correlacoes entre as varidveis foram muito menores € nao houve

correlagOes parecidas entre as ragas.
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5 — Conclusoes

De acordo com os resultados obtidos nao foi encontrada diferenca
nos teores de ferro presentes no sangue entre os animais resistentes e sensiveis
a carrapato. Este resultado ndo pode ser generalizado pelo fato da grande
heterogeneidade do grupo amostral.

Foi possivel a determinagcdo do ferro total presente no sangue,
soro ¢ plasma diluidos em &gua ultra pura por Espectrometria de Absor¢do
AtOmica com Chama.

A utilizacdo da membrana de didlise possibilitou a separacao do
ferro nao ligado a proteinas presente no sangue. Em fun¢do dos baixos teores
foi necesario o emprego da Espectrometria de Absor¢ao Atomica com Forno
de Grafite para as determinagdes.

A determinacdo Espectrofotométrica de Fe(Il) e Fe(Ill) por
Andlise por Injecdo em Fluxo no sangue se mostrou eficiente, sendo uma
técnica de manuseio facil e simples.

As técnicas empregadas se mostraram complementares e
adequadas para estudos de especiagdo de ferro em sangue e futuros estudos
dessa natureza. Os resultados indicaram correlacdes que devem ser melhor
compreendidas em futuros estudos com um grupo amostral maior e mais

homogéneo.
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