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RESUMO

A producdo de carne de frangos representa uma importante fonte de proteina para a
alimentacdo humana. Paratornar esta producéo mais competitiva e eficiente, diversos avangos
nas areas de genética, sanidade e nutri¢do objetivam, entre outros fatores, a maior eficacia na
producdo de ovos fértels pelas matrizes reprodutoras pesadas. As exigéncias de microminerais
para matrizes de frangos de corte ainda necessitam maiores estudos para sua adequada
determinac8o. Neste contexto, o ferro € um mineral essencial a0 organismo das aves por
participar de vérios processos metabdlicos, principamente o transporte de oxigénio e as
reacOes de oxirreducao. Sua disponibilidade nos ingredientes vegetais que compdem a dieta é
restrita por estar na forma quelatada e complexado ao fitato, o que dificulta sua absor¢cdo. Na
formulacéo de dietas vegetais, a suplementacéo de ferro é feita através da adicéo de sulfato
ferroso (Fex(SOg)3), entretanto estudos recentes fazem referéncia a utilizagcdo de minerais
organicos, considerados fontes de Fe de elevada biodisponibilidade. Assim, uma das formas
mais usuais para a determinacdo da concentracdo de ferro no organismo e células animais é
através de exames hematol 6gicos. No entanto, a colheita de sangue para hemogramanéo é um
procedimento usual na avicultura, pois as células sanguineas das aves divergem das células de
mamiferos em varios aspectos, 0 que dificulta a insercdo das amostras dentro da rotina
laboratorial veterinaria. Dessa forma, nota-se a importancia do conhecimento do perfil
hematol 6gico das aves, o qual pode auxiliar na determinacéo de uma suplementacdo mineral
adequada as necessidades das aves, visto que o aumento do ferro disponivel pode acarretar
maior produtividade de matrizes reprodutoras pesadas, pois pode permitir um aumento da
expressao das caracteristicas genéticas sel ecionadas nos programas de melhoramento animal.

Palavras chave: matrizes pesadas, ferro, hematol ogia, minerais organicos.



ABSTRACT

The production of chicken meat represents an important source of protein for human
consumption. To make this production each day more competitive and efficient, many
advances in genetics, health and nutrition aims to, among other factors, the increased
efficiency in the production of fertile eggs for broiler breeders hens. The requirements of
micro minerals for those animals still need further studies for its proper determination. Iron
is an essential mineral for the body by participate in various metabolic processes, especially
in oxygen transport and redox reactions. Its availability in vegetable ingredients that make up
the diet is restricted by in chelated form and complexed to phytate hindering its absorption.
Usually supplementation iron dietary is made through the addition of ferrous sulphate
(Fex(S04)3), however, more recent studies indicate sources of Fe with higher bioavailability
as organic minerals. One of the most usual ways to determine the amount of iron in an
organism is through haematological exams. The blood sampling for hemogram is not a usual
procedure in poultry, because the blood cells of birds differ of the mammalian cells in several
aspects, hindering the insertion of samples within the veterinary laboratory routine.
Knowledge of haematological profile of birds can help formulate a mineral supplementation
appropriate to their needs. The increase in available iron can result in gains in productivity
of matrices, because it allows increased expression of the selected genetic traits in the
programs of animal improvement.

Keywords: broiler breeders, iron, hematology, organic minerals.



2.1
2.2
2.3
231
2.3.2
24
2.5
2.6
26.1
2.6.2
2.7

3.1
3.2
3.3
331
34
35
4

SUMARIO

INTRODUGAO ...ttt 08
FERRO .o 09
O papel doferroNo MetaboliSMO ........ccveiieiicece s 09
Absorcao do ferro N0 MetaboliSMO .......cccvveeeiiciieece e 09
HOMEOSLASE AO FEITO ... 10
Regulagdo do ferro intraCelular ...........oooeeeeiiiiiiceeee s 10
Regulaga0 dO ferro SISEEIMICO ....oc.ovviieiiieeeeeee e 11
Armazenamento dO FEITO ..o 12
TranspPOrte@ O FEITO ..o e 13
FONTESAETEITO .. 14
MINEIAIS OFJANICOS ......veeeeneeteiesie sttt e bbbt b s bt et e e e s et et e snenneeae e e ens 14
Uso dafarinha de carne e 0SS0S em reprodutOras ........coeovevveriereeieeneeseeseeseeseennes 15

Efeitos da suplementacéo de ferro no desempenho das matrizes pesadas..16

AVALIACOESHEMATOLOGICASEM AVES. .....oooeeieeeeeeeesesereensenas 16
Colheita de SANQUE BIM AVES ......cc.eceeiieeiecie ettt sre e 16
Processamento das amMOSII @S .......co.viveeririerieeneereeeeie e 18
Métodos de contagenS CElUIAr €S ..o ieeereneee e 18

CONtAgEM MANUEL .....c.eiiiiiierieeeee et nee s 19

Morfologia dos eritr OCItOS B AVES ........ccceruiieeeririeeeeee e 20
Interpretacio dO hEMOQGrama .........cccoveieiieieieeee e 21
CONSIDERAGOES FINAIS ...ttt tsees st sssssssse s eananeans 22

REFERENCIAS .ot e s e ee e e e er e e s ee e e es e e s e eeasaeeaseeeseseeeseseeseaeesenens 23



1. INTRODUCAO

O ferro (Fe) € um mineral essencial ao organismo animal, pois € um elemento essencial
em diversos processos metabdlicos. O ferro dietético pode ser classificado em duas formas
distintas: Fe heme e Fe nd heme (inorganico). Entretanto, as dietas para reprodutoras de
frangos de corte séo geramente suplementadas com o ferro na forma ndo heme, que possui
uma menor biodisponibilidade. A inclusdo de produtos de origem animal, principa mente
farinha de carne e ossos, na formulag&o das dietas € a forma de incorporar o ferro heme na
adimentacdo das matrizes, enquanto o ferro ndo heme é fornecido, principalmente, por
ingredientes vegetais e suplementos minerais. Apesar de ser uma fonte de ferro de maior
valor bioldgico, a possivel contaminacdo das farinhas de origem animal, em especial com
Salmonella, coloca em duvida os beneficios de sua utilizacéo.

Estudos envolvendo exigéncias nutricionais de ferro para matrizes pesadas sdo
escassos, devido a complexidade de sua funcéo e também pela sua presenca nos ingredientes
das racOes para aves e seu baixo custo de suplementacdo. A existéncia de poucos trabahos
envolvendo pesguisas de determinacdo dos niveis de ferro nas dietas tem prgjudicado o
entendimento e causado confusdo entre as recomendagdes presentes nas tabelas de
composicdo de alimentos. Por isso, a correta determinacdo das exigéncias nutricionais torna-
se cada vez mais fundamental .

Adicionamente, o correto monitoramento da quantidade de ferro presente no
organismo pode ser uma ferramenta Util para determinacdo das reais exigéncias das matrizes.
Neste contexto, as andlises hematol dgicas em aves possuem como principa peculiaridade o
fato das células sanguineas diferirem em diversos aspectos das células de mamiferos e estas
diferencas dificultam o processamento das amostras e a sua inser¢cdo na rotina laboratorial
veterinaria

Devido a selecdo genética de linhagens avicolas com uma producdo de ovos maior €
esperado que ocorra um aumento na demanda de ferro nas dietas de matrizes. O aumento da
disponibilidade desse mineral pode afetar positivamente o ciclo produtivo, o conteldo de
ferro nos diferentes componentes do ovo e também no desenvolvimento embrionario. Dessa
forma, o presente estudo visa reunir dados que demonstram os efeitos da presenca de ferro de
diferentes fontes e niveis de suplementacdo em dietas para matrizes reprodutoras pesadas,

levando em consideragdo os aspectos de importéncia econémica e cientifica envolvidos na



melhoria dos resultados de desempenho produtivo. Também serdo descritas diferentes
técnicas hematol 6gicas de mensuragdo de ferro no organismo das aves.

2. FERRO
2.1 O papel do ferro no metabolismo

Ferro € um minera vital para a homeostase celular, estando envolvido em diversos
processos metabdlicos. Sua principal fungéo é a participacdo na composi¢cdo das moléculas de
hemoglobina e mioglobina, responsaveis pelo transporte de oxigénio nos organismos
(LEESON & SUMMERS, 2001). Além dessa funcéo, o ferro € importante na sintese de DNA
e participa como cofator enzimético. Este mineral esta presente em diversos ingredientes
utilizados na formulagdo de ragdes, podendo apresentar-se na forma heme em ingredientes de
origem animal, ou aparecendo em dois estados oxidativos em ingredientes de origem vegetal
e mineral: férrico (Fe™) ou ferroso (Fe™).

No organismo, 0 Fe encontra-se associado a compostos que evitam ou diminuem a
acao do ferro em reagOes oxidativas danosas a0 organismo, pois 0 excesso de ferro catalisa
reacOes geradoras de radicais livres, como a conversdo de perdxido de hidrogénio no radical
hidroxilo. Estes compostos sdo: proteinas de transporte de Fe (transferrinas), proteinas de
armazenamento d e Fe (ferritina e hemossiderina), compostos heme (hemoglobina,
mioglobina, citocromo, catalase) e metaoenzimas (fosfatase) (GROTTO, 2010). A
importancia do conhecimento sobre a forma em que o elemento esta presente implica na sua
capacidade de absorcdo e biodisponibilidade, uma vez que a absorcdo do Fe™ é muito
pegquena (CONRAD et a., 2000).

2.2 Absorcaodoferro

O ferro presente no organismo as aves pode ser obtido através de duas formas:
ingestdo na dieta ou reciclagem através dos macréfagos pela degradacdo de hemécias
envelhecidas. O ferro oriundo da dieta pode ser divido em dois subgrupos, caracterizados pela
sua absor¢do: ferro heminico e ferro ndo-heminico. O ferro heminico, também denominado
organico ou heme, é originario da mioglobina e hemoglobina, proveniente de fontes animais

como, por exemplo, farinha de carne e possui maior capacidade absortiva. Ferro néo-
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heminico: ou inorganico, presente na forma Fe*2 ou Fe*3, € encontrado em fontes vegetais e
possui menor capacidade absortiva.

Poucos estudos foram conduzidos para determinar a disponibilidade das fontes
organicas de Ferro para animais. Em um estudo conduzido por Spears et al. (1992), os autores
concluiram gque através da determinacdo de hemoglobina sanguinea que o ferro orgéanico
mostrou niveis mais elevados de biodisponibilidade em relac@o ao ferro inorganico. Segundo
Reddy et al. (1992), as formas inorganicas dos minerais quelados, devido a sua maior
capacidade de absorcéo, trazem beneficios aos animais como: maior taxa de crescimento,
maior ganho de peso, maior producdo de ovos, melhora na qualidade da carne e dos ovos,
reducdo nataxa de mortalidade e reducdo dos efeitos do estresse. Um experimento conduzido
por Paik (2001) com poedeiras demonstrou que a quantidade de ferro na gema dos ovos de
poedeiras aumentou quando sua dieta foi suplementada com o complexo ferro-metionina e
este comparado a suplementacéo com Fe na forma inorganica. De acordo com Vieira (2008),
0s resultados obtidos através da suplementacdo com ferro organico possuem pouca

consisténcia na deteccdo dos seus beneficios no desempenho animal.

2.3 Homeostasedo ferro

Um sincronismo entre a absor¢do, utilizagdo e estoque de ferro € essencia para a
manutencdo do equilibrio deste metal no organismo. A homeostase do ferro é regulada por
dois mecanismos principais. regulacéo intracelular, de acordo com a quantidade de ferro que a

célula dispde e regulacéo sistémica, em que a hepcidinatem papel importante.

2.3.1 Regulagéo do ferro intracelular

Na regulagdo intracelular do ferro, participam as proteinas reguladores do ferro (IRP)
1 e 2, as quais verificam as concentragdes de ferro intracelular. Os RNA mensageiros
responsaveis por codificar as proteinas envolvidas no metabolismo do ferro, como a
transferrina e a ferritina, possuem elementos reguladores do ferro (IRE), que sdo regides ndo
codificadoras na extermidades 3’ou 5’ em forma de alga, os quais as IRP se ligam e controlam
a expressdo pos-transcricional desse genes. Na presenca de ferro a IRP 1 age como uma
aconitase que interconverte citrato e isocitrato, ficando inativa; na auséncia de ferro, fica com
grande afinidade com os IREs. A IRP 2, com o excesso de ferro, ndo liga-se com as IREs.

Através da ligacdo do IRP com o IRE localizado na extremidade 3’ ocorre a inibi¢do da
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degradacdo do RNAm, aumentado a sintese proteica. A ligagdo da IRP com os IREs da
extremidade 5’ inibe a tradugdo do RNAm, diminuindo a sintese proteica. Quando ocorrem
baixas concentracdes intracelulares de ferro, as IRP sdo ativadas e ligam-se aos IRES,
diminuindo a sintese de ferritina, pois ligase a extremidade 5°, aumentando a sintese de
receptor de transferrina (TFR), que se liga a extremidade 3’ e diminui a sintese do heme,
ligando-se a extremidade 5°. Em altas concentracdes, o IRP fica inativado, sintetizando
ferritina, diminuindo a producéo de transferrinas e sintetizando grupos heme (FAIRBANKS
& BEUTLER, 2001; NAIRZ, 2006).

2.3.2 Regulagéo do ferro sistémico

A excrecdo do ferro do organismo, geralmente, ocorre pelas secrecdes corpéreas ou
descamacao dos epitdlios intestinais e epidermais, ndo existindo no organismo um mecanismo
especifico para eliminacdo do ferro sistémico. Sendo assim, o equilibrio do ferro necessita de
uma intercomunicagdo entre as regides de captacdo, consumo e depdsito desse mineral. Essa
comunicacdo € feita pela hepcidina (HPN), um horménio peptideo circulante no organismo,
codificada pelo gene HAMP e sintetizada pelo figado. Este hormbnio gerencia a utilizacdo e o
armazenamento do ferro com a sua aquisi¢aéo, sendo um regulador negativo do metabolismo
do ferro e que funciona como um inibidor da ferroportina, impedindo que o ferro absorvido
pelo enterdcito sgjatransferido para o sangue. A ferroportina (FPN), canal exportador de ferro
das células, é o receptor da hepcidina, e a interacdo entre a hepcidina e a ferroportina
administra os niveis de ferro nos enterdcitos, hepatdcitos e macréfagos. O complexo
hepcidina-ferroportina € internalizado nos dominios da membrana basolateral dos macréfagos
e enterécitos. Ocorre, entdo, ainternalizacdo da ferroportina e sua degradacdo. Desse modo, 0
ferro ndo é externalizado, levando ao aumento dos niveis de ferro no citosol, o qual serd
estocado como ferritina, com a subsequente reducéo da absor¢cdo de ferro pelo intestino,
devido ao excesso de ferro intracelular, que inibe a sintese de DMT-1. Como consequéncia
ocorre 0 acumulo de ferro nos hepatécitos e macréfagos. A reducdo da passagem do ferro
para o plasma resulta na baixa saturacdo da transferina e menos ferro € liberado para o
desenvolvimento do eritroblasto.

As moléculas HFE, hemojuvelina e receptor de transferrina tipo 2 (TfR2) e proteina
morfogenética do 0sso (BMPs) regulam a expressao da HPC de acordo com os niveis de ferro
circulantes. Havendo aumento dos niveis de ferro elas estimulam a sintese de HPC pelo

figado, que vai inibir a absor¢éo do ferro intestina e a liberagdo do ferro dos macrofagos e
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enterdcitos, restabelecendo o equilibrio do ferro. A HJV é um cofator das BMPs, que
detectam a quantidade intracelular do ferro. O HFE é o cofator de TfR2, que detecta o
contedo de ferro circulante no organismo. O estado inflamatério também regula a
homeostase do ferro, em que IL-6 age diretamente nos hepatdcitos estimulando a producéo de
hepcidina (GANZ, 2005; GANZ, 2006).

2.4 Armazenamento do ferro

Apenas uma pequena parte do ferro esta presente no plasma, ligado a transferrina
(cerca de 0,1% do ferro total). Apds a internalizagdo do complexo ferro-transferring, o ferro
liberado fica disponivel para o pool intracelular, sendo utilizado para necessidades
metabdlicas ou incorporado a proteinas responsaveis pelo armazenamento do ferro: a ferritina
e a hemossiderina. A importancia do armazenamento do ferro € o de promover uma reserva
interna e proteger o organismo dos efeitos toxicos do ferro livre.

O minera Fe esté presente em muitas enzimas responsaveis pelo transporte de elétrons
(citocromos), pela ativagao do oxigénio (oxidases e oxigenases) e pelo transporte de oxigénio
(hemoglobina e mioglobing). O sistema citocromo consiste em uma série de reacfes nas quais
oxidacBes ocorrem com a producdo de adenosina trifosfato (ATP) e formacéo de &gua. O Fe
participa de atividades como oxidagdo, reducdo e transporte de elétrons, ativando sitios de
enzimas Oxido redutoras e proteinas ligadas ao oxigénio (WILLIAMS et a., 1976).

O Fe também esta presente no organismo animal em formas complexas ligado a
proteinas (transferrina e ferritina), hemo componentes (hemoglobina ou mioglobina), hemo
enzimas (citocromo mitocondrial e microssomal) aém de outras enzimas como catalase e
peroxidase (McDOWELL, 1992). A hemoglobina atua ligando-se ao oxigénio, sendo
também chamada nesta forma de oxihemoglobina, depois, libera este oxigénio para os tecidos,
ligando-se ent&o ao dioxido de carbono (carboxihemoglobina) nos vasos venosos, que por sua
vez, libera este dioxido de carbono nos pulmdes, trocando-o uma vez mais por oxigénio
(BOTHWELL et d., 1979). A hemoglobina esta presente nos eritrocitos e € responsavel por
90% do total proteico destas células (DAVIS et al., 1987).

A ferritina € uma proteina globular localizada essencialmente no figado, sendo a mais
importante proteina de reserva de ferro. Ela é encontrada em todas as células, especialmente,
naguelas envolvidas na sintese de compostos férricos e no metabolismo e na reserva do ferro.
Quando livre, sem estar combinada com o ion ferro, € denominada apoferritina. A fungdo

primariadaferritina € acumular o ferro intracelular protegendo a célula de seus efeitos toxicos
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constituindo uma reserva de ferro rapidamente mobilizdvel. A maior parte da ferritina no
organismo encontra-se no figado e nas células do sistema reticulo endotelial do figado, bago e
medula Ossea, quantidades menores encontram-se nNo coragdo, NO pancreas € nos rins.

Pequenas, mas significativas quantidades de ferritina encontram-se no soro.

25 Transportedoferro

O ferro dietético absorvido pelo intestino ou do ferro do produto da degradacdo de
hemacias, se destina, em sua grande maioria, a medula 6ssea, 0 qual se liga ao grupo heme,
passando a fazer parte da molécula da hemoglobina; outra parte fica estocada sob forma de
ferritina e uma parte do ferro continua ligada a transferrina. A tranferrina € uma proteina
responsavel pelo transporte do ferro do seu sitio de absorcéo no nivel intestinal ou nos sitios
de catabolismo da hemoglobina para os precursores de células vermelhas na medula 6ssea ou
para os sitios de estocagem de ferro no sistema reticulo-endotelial na medula 6ssea, no figado
e no baco. A transferrina apresenta dois sitios homélogos com grande afinidade pelo Fe's3,
tendo capacidade de se ligar a até dois ions férrico. Parte do ferro ligado a transferrina €
absorvido por células do sistema reticulo-endotelial, principalmente do figado e do bago, onde
fica estocado.

Ao chegar a célula alvo, o complexo ferro-transferrina liga-se um receptor especifico
presente na superficie da maioria das células, denominado TFR (Tranferrin Receptor). O
complexo formado pela transferrina, seu receptor é internalizado e, dentro do endossoma,
ocorre areducdo do pH, através de uma bomba de prétons, facilitando a liberacéo do ferro da
transferrina. O ferro, liberado pela tranferrina no endossoma na forma Fe*3, atravessa a
membrana da vesicula, por meio da proteina DM T-1, alcangando o citoplasma. Entretanto, o
DMT-1 possui grande afinidade pelo Fe*2, necessitando de uma ferriredutase para reduzir o
Fe's. Esse processo ocorre principalmente nos eritroblastos, pois amaior parte da captagdo do
ferro da transferrina é feita pelas células precursoras eritrocitarias as quais apresentam varios
receptores da transferrina. A importancia dessas células esta relacionada a formagéo da
molécula da hemoglobina através da incorporacdo do ferro ao anel de protoporfirina,
formando o grupo heme em conjunto com as cadeias de globina. O Fe heme é sintetizado,
especificamente, nas mitocondrias dos eritroblastos e nelas ocorre, também, a sintese dos
clusters Fe-S, os quais previnem o acumulo do ferro no citosol da cédlula (BOWMAN et a.,
1989).
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2.6 Fontesde Ferro

2.6.1 Minerais organicos

Leeson & Summers (1997) definiram minerais organicos como sendo uma mistura de
elementos minerais que sdo ligados a um tipo de carreador sendo que este pode ser um
aminoacido ou polissacarideo, 0s quais possuem a capacidade de ligar-se a0 meta através de
ligaches coval entes por grupos amino ou oxigénio, formando assim uma estrutura ciclica.

O quelato é um complexo metdlico que possui um &omo mineral no centro da
molécula e um ligante ao seu redor. Quando este ligante possui mais de um &omo doador o
complexo se torna um anel heterociclico denominado anel quelato. Para ser considerado como
um agente quelante, 0 composto organico deve conter um minimo de dois grupos funcionais
(oxigénio, nitrogénio, amino ou hidroxil), sendo que cada um desses deve possuir a
capacidade de doar o seu par de elétrons para ser combinado com o ion metalico via ligacéo
covaente, podendo o ligante entdo formar o anel quelato.

Devido a essa complexidade esses minerais possuem precos mais elevados que os
minerais inorganicos, no entanto, a partir desse investimento espera-se que ocorra uma
melhora no desempenho e na absor¢do quando comparados com 0S minerais inorganicos
(VIEIRA, 2008).

A melhora da utilizacdo do minera dependera basicamente da melhor capacidade de
absorcéo pelo organismo. Segundo Kratzer & Vohra (1986), a capacidade do ligante
sequestrar 0 mineral ou sua maior capacidade de competir com outros ligantes no trato
gastrointestinal  formando complexos insoliveis com o0 minerad sSd80 0S mecanismos
responsaveis pelamelhor utilizacdo dos minerais organicos.

A principal fonte de microminerais suplementada nas ragdes € a inorganica, porém, as
fontes orgénicas tém surgido recentemente no mercado devido a um crescente interesse em
estudar fatores que aumentam a absorcéo e a biodisponibilidade mineral (VIEIRA, 2008). A
maioria dos minerais organicos € classificada como complexos, quelatos ou proteinatos. A
Association of American Feed Control Officials (AAFCO, 1997), que define as hormas e 0s
padrdes dos alimentos destinados a producdo animal, conceitua 0s minerais organicos como
ions metdlicos ligados quimicamente a uma molécula organica, formando estruturas com
caracteristicas Unicas de estabilidade e de alta biodisponibilidade mineral, existindo a seguinte

classificacéo entre os compostos:
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a) Complexo metal-aminoécido: produto resultante da complexacdo de um sal
metdlico sollvel com um ou mais amino&cidos. Ex: Complexo ferro aminoacido (Fe-
aminoacido).

b) Complexo metal-aminoéacido especifico: produto resultante da complexacéo de um
sal metdlico solavel com um aminoéacido especifico, formando ligagbes covaentes
coordenadas.

c) Proteinato metadlico: produto resultante da quelacdo de um sal soluvel com
aminoacidos e/ou proteinas parcialmente hidrolisadas, formando uma estrutura em anel
aberta.

d) Complexo metal-polissacarideo: produto resultante da complexacdo de um sa
metalico soluvel com uma solucdo de polissacarideos, formando um complexo metdlico
especifico.

€) Quelato metal-aminoécido: produto resultante da reacdo de um ion metalico obtido
de um sal metdlico soltvel com aminoacidos na relacdo de um mol de metal para um a trés
moles de aminoacidos, formando ligacfes covalentes coordenadas. S0 resultantes da reacéo
de um sal metalico soluvel com aminoécidos a uma taxa molar de 1:1 até 1:3. O peso
molecular médio do aminoacido hidrolisado deve ser aproximadamente 150 e o peso
molecular resultante ndo deve exceder 800.

2.6.2 Uso da farinha de carne e 0ssos em reprodutoras

Devido ao seu elevado valor biologico a farinha de carne e 0ssos € um ingrediente
muito utilizado na formulacdo de ragdes, por seu alto valor nutritivo em proteinas, gordura,
minerais importantes como cécio e fosforo e vitamina B12. A inclusdo dessa farinha nas
dietas das aves influencia diretamente a biodisponibilidade de ferro, pois nesse ingrediente o
mineral encontra-se na forma heme possuindo maior capacidade absortiva. Uma das grandes
limitagbes de seu uso nas ragoes é de origem sanitéria. Apesar de atualmente haver um maior
controle no processo de fabricagcéo dos produtos de origem animal, ainda existe uma grande
preocupacd0 com a possibilidade de contaminacdo vertical por Salmonella, adém da
preocupacado apos o surgimento da Encefalopatia Espongiforme Transmissivel, apesar de ndo

haver relatos da ocorréncia dessa enfermidade em aves.
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2.7 Efeitos da suplementacéo de ferro no desempenho das matrizes pesadas

Um ovo de galinha de tamanho médio tem cerca de 1,5 mg de Fe em sua composi¢éo
(CAO et d., 1996). A fosvitina € uma proteina presente no ovo que fornece minerais para o
embrido durante aincubagdo (GREENGARD et a., 1964). O total de Fe nos ovos pode variar
dependendo da sua forma molecular e da sua concentragdo na alimentacdo (NABER, 1979;
STADELMAN & PRATT, 1989).

A suplementacao recomendada de Fe para matrizes de frangos de corte variam de 40 a
70 mg/kg. (LEESON & SUMMERS, 2007). Park et al. (2004) demonstraram em seu estudo
que o contetido Fe de ovos aumentou 5 e 18% pela adicdo de sulfato ou Fe ou Fe-metionina,
respectivamente. Através da suplementacdo com 120 mg/kg de Fe, niveis muito mais
elevados do que o usualmente recomendado, Skrivan et a. (2005) revelaram um aumento da
concentracdo de Fe na gema de ovo de 6,3%. A producéo de ovos e o teor de Fe nagemae no
abumen de matrizes aimentadas com dietas sem suplementagdo de Fe sdo reduzidos,
indicando um estado de deficiéncia nestes animais. Um aumento da producéo de ovos foi
encontrado em matrizes pesadas, alimentadas com dietas suplementadas com 60 mg/kg de
sulfato de ferro ou Fe ligado a aminoacidos (BESS et a., 2012). A producdo de ovos, 0
contelido de Fe nos componentes dos ovos e desenvolvimento embrionario podem se

beneficiar de fontes mais disponiveis de Fe em dietas de matrizes.

3. AVALIACOES HEMATOLOGICAS DA CONCENTRACAO DE FERRO EM
AVES

3.1 Colheita de sangue em aves

A adequada colheita da amostra constitui um passo fundamental na avaliacéo
hematologica. Um fator importante a ser avaliado, quando da colheita, € o volume a ser
coletado, pois em aves ha uma limitaco, dependendo principalmente do peso e do estado de
salde da ave. Para a maioria das especies € considerado seguro extrair até 10% do volume de
sanguineo corporal, 0 que equivale aproximadamente a 1% do peso corporal (CAMPBELL &
ELLIS, 2007). No caso de colheitas seriadas em mamiferos, a literatura recomenda a reducéo
do volume para 0,5% do peso corpora (CLARK et al., 2009), entretanto em aves se observa

uma rapida recuperacéo do volume de hemécias apos perdas de sangue. Segundo Capitelli &
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Crosta (2013) isso se deve principalmente ao fato de a vida média dos eritrécitos das aves ser
mais curta que dos mamiferos tornando a regeneragcdo mais rapida.

Durante a contencdo da ave para a colheita € importante observar a respiracédo do
animal, pois como as aves ndo possuem diafragma a contencdo exagerada na regido das
costelas pode levar a asfixia devido obstrugdo dos sacos aéreos (RITCHIE et al., 1994).
Adicionamente, a contencéo € um importante fator de estresse, o que pode levar a ateracdo
nos parametros hematol 6gicos, para reduzir esse fator devem-se adotar medidas como menor
tempo de contencdo possivel e a minimizagéo dos estimulos visuais e acusticos. Os principais
locais de colheita sanguinea em aves sd0: a veia jugular direita, a veia ulnar (ou da asa) e a
metatarsiana medial. A veia jugular direita € a escolha preferencial na maioria dos casos.
Considerando as duas jugulares, a direita € mais superficial e, portanto de mais fécil acesso,
mas é muito movel, sendo necessério estabilizé-la. Trata-se de um vaso de calibroso, sendo
mais dificil que ocorra coagulacdo na hora da extracdo; por outro lado o maior calibre
aumenta também a probabilidade de ocasionar hematomas. A veia da asa é facilmente visivel
na zona medial do cotovelo, mas necessita uma boa imobilizagdo, pois animais excitados
tentam movimentar as asas dificultando o procedimento. Ja a veia metatarsiana media cruzaa
juncdo tarso-metatarsica e apresenta como principal vantagem o fato de estar envolta por
estruturas musculares o que diminui aformagdo de hematomas (CAMPBELL, 1994).

Para Clark et a. (2009) ndo é aconselhédvel fazer garrote para evidenciar o vaso no
momento da colheita, esse procedimento pode acarretar em maiores riscos de formacdo de
hematomas. Para melhor visualizagdo da veia aconselha-se a utilizacéo de dcool sobre a pele
sempre em guantidades minimas necessarias, pois 0 excesso pode provocar hemdlise. Devido
a reduzida quantidade de tecido conjuntivo que possuem as aves Sa0 mais suscetiveis a
hematomas que os mamiferos. Apds a coleta sanguinea deve-se retirar a agulha e aplicar
pressdo no local da puncéo para reduzir o extravasamento de sangue. No caso de puncéo
jugular esse cuidado também deve ser tomado, pois ha a possibilidade de vazamento nos
Sacos aéreos clavicul ares.

Durante a colheita de sangue deve-se exercer o grau minimo de pressao negativa sobre
0 émbolo da seringa, pois se a pressdo for muito forte produzira uma amostra hemolisada e
pode colapsar a veia. Para evitar a hemdlise da amostra também é recomendada a
desacoplacdo da agulha no momento da transferéncia do sangue para o tubo com
anticoagulante. O anticoagulante mais indicado para anélise hematol 6gica em aves € o0 é&cido
etilenodiaminotetracético (EDTA), por ser 0 que menos provoca ateragdes na amostra
(CAPITELLI & CROSTA, 2013).



18

O processo de coagulagdo nas aves ocorre predominantemente pela via extrinseca, ao
contr&rio dos mamiferos onde predomina a via intrinseca (DONELEY, 2010), isso faz com
gue o sangue das aves coagule mais rapidamente. No caso de confeccdo de esfregacos em
laminas, o procedimento sugerido é, uma vez obtido 0 sangue, fazer dois esfregacos com
gotas sem anticoagul ante e rapidamente colocar o restante no tubo com EDTA (CAMPBELL
& ELLIS, 2007). Diversas técnicas sdo descritas para a confecgdo de laminas de esfregaco
sanguineo, o objetivo gera da técnica € conseguir uma extensdo de sangue conformada por
uma monocapa uniforme de células evitando, na medida do possivel, a marginacéo dos tipos
celulares em funcdo do tamanho. A técnica mais habitualmente utilizada para isto, consiste
em colocar uma gota de sangue na por¢éo do primeiro terco de uma lamina que va ser
espalhada com gjuda de outra lamina. O esfregaco devera ser imediatamente secado ao ar
ambiente (CLARCK et al., 2009).

3.2 Processamento das amostras

O tempo entre a colheita da amostra e 0 processamento deve sempre ser 0 menor
possivel. Para estabel ecer o tempo méximo para esse procedimento inicia mente extrapol ou-se
0s tempos descritos na literatura médica humana, que ressalta como principal fator para
conservacdo da amostra o uso da refrigeracdo. Porém, recentemente estudos especificos de
medicina veterinaria relataram diferentes sensibilidades ao armazenamento em funcdo da
espécie. Nos equinos, demonstrou-se que os valores hematoldgicos eram mais estaveis em
amostras conservadas a temperatura ambiente (20 a 25°C) do que naquelas mantidas em
refrigeracéo (4°C). Em aves, varios estudos realizados em frangos e perus, comparando o
efeito do armazenamento a diferentes temperaturas e por diferentes periodos, demonstraram
gue amostras sob refrigeracdo (4°C) comecavam a apresentar ateracOes apos 30h de
armazenamento. 1sso diminuia para 12h na temperatura de 29°C, e para 9h a 37°C. (AKAM et
al., 2008; HADZIMUSIC et al., 2010).

3.3 Méodos de contagens celulares

A principa diferenca na composicéo celular sanguinea entre aves e mamiferos € que
as aves apresentam os eritrocitos e os trombocitos nucleados, este fato pode interferir nas
contagens automatizadas rotineiramente utilizadas para mamiferos. O principal leucécito nas

aves € o heterdfilo, que nos mamiferos equivale ao neutrofilo. Essas diferencas fazem com
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que as contagens autométicas de rotina realizadas em mamiferos ndo sejam aplicaveis nas
aves, sendo entdo indicadas as técnicas manuais (CAPITELLI & CROSTA, 2013).

3.3.1 Contagem manual

A contagem manual das células sanguineas é a mais comumente utilizada para aves.
Utiliza-se para a leitura um hemocitdmetro (camara de Neubauer) onde € colocada a amostra
diluida de sangue. ApGs o preenchimento da camara deve-se aguardar 5 minutos, tempo
necessario para que as células se acomodem na superficie da grade antes daleitura. Devido ao
fato de as espécies avidrias possuirem células sanguineas nucleadas, muitas vezes as técnicas
diluem e coram, simultaneamente, as amostras a fim de permitir que os diferentes tipos
celulares sgjam mais facilmente diferenciados e contados. Para obtencdo do numero de
eritrécitos na amostra utiliza-se a diluicéo na proporcéo 1:200. Os cal culos para eritrocitos séo
feitos contabilizando todas as células em cinco dos pequenos quadrantes do quadrado central
da camera e multiplicando o nimero obtido por 10.000, obtendo assim o total de eritrocitos
por microlitro de sangue.

No caso de laminas de esfregaco sanguineo para ser possivel redizar a contagem
diferencial de leucocitos e avaliar a morfologia celular € preciso corar o esfregaco. Existem
vérias opgdes de corantes a maioria variagdes da coloracdo Romanowsky, como: Wright,
Giemsa, Wright-Giemsa, Wright-Leishman ou May-Grunwald e suas combinacdes. Dentre os
anteriores a coloragdo de Wright tem sido o padrdo em hematologia aviaria (CAMPBELL,
1994).

Os principais dados do hemograma que dar&o indicagdo a respeito da quantidade de
ferro no organismo sdo 0 hematdcrito e a concentracdo de hemoglobina. O hematdcrito,
expressa a proporcao de volume da parte corpuscular no total do sangue. Para arealizacéo da
técnica utiliza-se um tubo de microhematdcrito, centrifugado a 12.000xg durante 5 min. A
hemoglobina € determinada apds lise das células através de um reagente lisante e
centrifugacdo para a retirada dos nucleos livres dos eritrécitos lisados evitando
superestimacdo da contagem. A amostra passa entdo por andlise espectrofotométrica com o
método da cianometahemoglobina a 540 nm.

A partir dos valores de eritrocito, hematocrito e hemoglobina sdo cal culados os indices
eritrocitérios, que fornecem informagdes complementares da linhagem eritrocitaria. O volume
corpuscular médio (VCM) representa o tamanho dos eritrdcitos, a hemoglobina corpuscular

media (CHM) e a concentragdo média de hemoglobina corpuscular (CHCM) expressam a
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quantidade de hemoglobina por eritrocito. Os célculos destes indices estdo apresentados a
seguir (CAMPBELL, 1994; CLARCK, et a., 2009):

e VCM (fL) = (Htc x 10) / RBC

e HCM (pg) = (Hemoglobinax 10) / RBC

e CHCM (%) = (Hemoglobinax 100) / PCV

3.4 Morfologia dos eritrécitos de aves

Os eritrocitos das aves sdo nucleados diferentemente dos mamiferos. Quando
observados no microscopio Optico colorados com corante tipo Romanowsky, visualizam-se
como células elipticas com o nucleo também eliptico e em posi¢do central. O citoplasma fica
corado de rosa e o nucleo aparece com uma coloragdo arroxeada. Em comparacdo com outras
espécies os eritrocitos maduros de aves sdo maiores que os da maioria dos mamiferos, mas
menores que os dos répteis e os anfibios (MITCHELL & JOHNS, 2008).

A eritropoiese nas aves é mais intensa que nos mamiferos, pois o tempo de vida dos
eritrocitos aviarios € mais curto. O controle da eritropoiese no organismo é feito através dos
nivels de eritropoetina (diferente da dos mamiferos) produzida no rim, sob estimulos de
oxigénio sanguineo e niveis de estrogenos e androgenos. Através da observacdo de uma
lamina de esfregaco sanguineo, € possivel observar diferentes estagios de maturacdo dos
eritrocitos. As células mais jovens apresentam um contorno mais esférico, com o citoplasma
mais basofilo, nicleo arredondado e com cromatina pouco compactada. A medida que
amadurecem, as células tornam-se mais elipticas, ocorre um aumento da densidade nuclear e o
citoplasma fica mais vermelho (CARDOSO, 2003; CAPITELLI & CROSTA, 2013). De
acordo com a sua maturidade, os eritrocitos sdo classificados em: pro-eritroblasto, eritroblasto

basofilo, eritroblasto policromatico, reticul écito e eritrocito maduro.

3.5 Interpretacdo do hemograma

Os vaores normais de hematécrito em aves estdo entre 35% a 55%. Valores mais
baixos sd0 considerados indicadores de anemia, sendo de 25% a 35% considerado anemia
moderada e abaixo de 20% anemia severa. Outro achado em hemogramas de aves com
deficiéncia de ferro é a hipocromasia que caracteriza-se pela palidez do citoplasma do
eritrocito. Além da deficiéncia dietética, essa observagdo feita em hemogramas também pode

estar relacionada a outros fatores como a perda de sangue ou a inflamagdo. A perda aguda de
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sangue ou a deficiéncia nutricional de ferro pode causar hipocromasia e anemia nédo
regenerativa decorrente da deficiéncia absoluta de ferro. Esse quadro também é observado na
intoxicacdo por chumbo ou zinco. A deficiéncia de ferro pode ndo ser dietética, mas
relacionada a alguma inflamagcdo no organismo da ave. Devido a inflamagdo ocorre uma
redistribuicdo das reservas de ferro, resultando na diminuicdo do ferro disponivel para a
eritropoiese levando a uma deficiéncia funcional de ferro. (MITCHELL & JOHNS, 2008).
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4 CONSIDERACOESFINAIS

A utilizacdo de uma dieta suplementada com niveis adequados de ferro pode trazer
beneficios para as matrizes pesadas. As fontes organicas de ferro por possuirem uma maior
capacidade de absor¢do podem representar uma alternativa a suplementagdo usuamente
utilizada.

Os testes hematol 6gicos para mensurar a quantidade de ferro presente no organismo da
ave podem ser uma ferramenta Gtil para as pesguisas que visam estabelecer parametros mais
fidedignos dos niveis necessarios de suplementacéo de ferro.

S80 necess&rios mais estudos na area utilizando diferentes fontes e niveis de
suplementacao, além de avaliagdes das progénies resultantes das matrizes suplementadas com
ferro.
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