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“Irmao, vocé nédo percebeu que vocé

E o Unico representante do seu sonho na face da Terra?
Se isso nao fizer vocé correr, chapa, eu ndo sei o que vai?
Levanta e anda

Mas eu sei que vai

Que o sonho te traz, coisas que te faz

Prossegquir... Levanta e anda’.

Emicida.
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RESUMO

A hemoglobina € uma proteina globular composta por fracdo protéica (cadeias de
globina), fracdo heme onde ocorre a ligacao do ion bivalente de ferro, sendo que, as
globinas combinadas ajudam a tipificar as hemoglobina em Hb Adulta (Hb A), Fetal
(Hb F) e Adulta 2 (Hb A2). Na deficiéncia de ferro, que pode culminar anemia por
disfuncdo eritropoiética, prevalente em leitdes e seres humanos, a hemoglobina
pode ter alteracbes estruturais denominadas hemoglobinopatias. O estudo
determinou a influéncia do ferro nos tipos de hemoglobina de leitdes neonatos.
Perante os resultados se verificou que hemoglobina do leitdo tem corrida semelhante
a humana, e nos animais que apresentaram anemia ferropriva ndo houve
aparecimento do tracado Hb A2, que pode estar diminuida em casos de deficiéncia

de ferro em seres humanos.

Palavras-chave: Suinos, hematologia, hemoglobinopatias



ABSTRACT

Hemoglobin is a globular protein consisting of the protein fraction (globin
chains), heme fraction which is the binding of the bivalent iron ion, and the
combined globin help classify the hemoglobin in Hb Adult (Hb A), Fetal (Hb F)
and Adult 2 (Hb A2). The iron deficiency can predispose anemia by
erythropoietic dysfunction, prevalent in pigs and humans and the hemoglobin
may have structural changes denominated hemoglobinopathies. The study
determined the influence of iron to the types of hemoglobin neonate pigs. On
the results was found that the pig hemoglobin is similar to human in
electrophoresis. The piglets showed deficiency anemia there was appearance

of line Hb A2, which may be diminished in cases of iron deficiency in humans.

Key words: Swine, hematology, hemoglobinopathies



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1.1 INTRODUCAO

Como na criagdo de suinos, a deficiéncia de ferro € uma preocupacéo
constante na saude dos homens, principalmente na primeira fase de vida, de
acordo com Organizagcdo Mundial da Saude (WHO, 2004) um terco da
populacdo humana é acometida pela privacdo de ferro, seja por falta ou ma-
alimentacdo, doenca infecciosa ou sindromes metabdlicas, sendo prevalente
em criangas na primeira fase de vida e perniciosa em gestantes e lactentes.

Quando pousamos nossas vistas para diagnéstico e monitoracdo da
anemia ferropriva em seres humanos, vemos 0 quanto a suinocultura pouco
avancou, uma vez que, a pratica de suplementacao de ferro em leitdes recém-
nascidos tornou-se ordem efetiva com a descoberta do ferro-dextran em 1970
por MacDonald e Cols, 0 que solucionou em tese as perdas econdmicas no
inicio da criacdo industrial suinicola (SANTANA, 1982).

A Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2004) define que anemia € a
diminuicdo da hemoglobina, uma vez que, esta molécula fornece ao ser
humano a vital possibilidade de carrear o oxigénio ambiental para cada célula
do corpo, e uma das principais causas da anemia em humano € a falta do ferro
dentro desta molécula que fica propensa a radicais livres, desnaturacéao e até
desbalanceamento de suas cadeias globinicas que culmina com diminuicdo da
perfusdo do oxigénio e retirada do diéxido de carbono dos tecidos.

Essa alteracdo na molécula de hemoglobina gerada pela falta do ferro

pode ser definida como hemoglobinopatia do tipo estrutural, por haver uma



alteracdo da conformagdo molecular que ¢é identificada através do
eletroforetograma hemoglobinico.

O objetivo desse trabalho foi avaliar o comportamento da molécula de
hemoglobina através da eletroforese por agarose de leitdes ferropénicos, visto
que, o ferro tem na hemoglobina como seu principal estoque corpéreo, e a dele

causa oxidacéao e perda de funcédo dessa molécula.



1.2 REVISAO DE LITERATURA

A hemoglobina (Hb) é uma proteina globular, tetramérica, cuja massa
molecular relativa é de 64,5 kDa, sua funcao primordial é transportar oxigénio e
dioxido de carbono, com o objetivo de realizar a hematose do organismo
(WANG, 2006). Apresenta em sua composi¢cao uma fracéo protéica (cadeias de
globina) e uma fracdo prostética representada pela protoporfirina 9, ligada ao
ion bivalente de Ferro (Fe++) (SHIRABI; HINSDALE, 2005), conforme

esquematizacao da figura 1.

Estrutura terciaria
da globina de cadeia 3

Estrutura quartenaria
da hemoglobina A

Figura 1. Representagdo gréafica da estrutura quaternaria e terciaria da molécula de
hemoglobina. Fonte: BAIN (2006).

Durante os diferentes estadios de desenvolvimento eritroblastico, que
tem lugar na medula 6ssea, as frac6es livres do grupo prostético (heme) sao
estruturadas no ambiente mitocondrial, enquanto que as cadeias globinicas sédo
sintetizadas nos dominios polirribossdémicos do reticulo endoplasmatico rugoso
(HARVEY, 2012). A fracdo heme é formada a partir da juncédo de glicina e
succinil-CoA (protoporfirina — 9) que, sob a acdo da ferroquelatase, faculta a

insercdo do atomo de Ferro no interior do referido ndcleo tetrapirrdlico



(STOCKHAM, S. L; SCOTT, 2011). Os quatro grupos heme (ndcleo
tetrapirrdlico) estdo recobertos pelas cadeias globinicas, protegidos contra a

desnaturacao (Figura 2).

Figura 2. Representagcdo grafica da molécula de hemoglobina com o grupo heme
(verde) dentro da fracé@o globina (vermelho). Fonte: BAIN (2006).

As cadeias globinicas sdo compostas pelas fragcdes globinicas
sintetizadas por loci de genes ativos (a, B, e &), que em seres humanos
redundam na combinagdo dos cromossomos 16 e 11 (figura 3), culminando
com a sintese de quatro tipos de cadeias (a — alfa, B — beta, y — gama e & —

delta) (NAOUM, 1987; WANG, 2006).
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Figura 3. Representacdo grafica dos (A) cromossomas 11 e 16 e dos (B) loci génicos
onde sdo sintetizadas as cadeias de globina da molécula de hemoglobina. Fonte:
BAIN (2006).



A combinacéo das cadeias dentro do tetramero, duas a duas, permite a
tipificacdo da molécula de hemoglobina em trés classes: (1) embrionaria,
constituida por duas cadeias a-globinas e duas ¢-globinas; (2) hemoglobina
fetal, com duas cadeias a-globinas e duas y-globinas (HbF); (3) da
hemoglobina adulta, com duas cadeias a-globinas e duas (-globinas (HbA); e
(4) hemoglobina adulta 2, com duas a-globinas e duas d-globinas (BAIN,
2006). Os tipos hemoglobinicos tém concentracdes diferentes durante o
desenvolvimento do embrido até o nascimento, na figura 4 pode-se visualizar a
correlacdo entre producdo dos tipos hemoglobinicos em relacdo ao
desenvolvimento do organismo em seres humanos, desde a fase embrionaria

apos nascimento.

100

80| Hemoglobina F

Hemoglobina A

Hemoglobina Total {%)
S
1

104 - Hemoglobina A2
: Y
0 T T T T T T
5 16 28 0 3 6 9
<—  Semanas pré-parto —T— Idade (meses) ——
Hemoglobinas Parto

embriondrias

Figura 4. Correlagdo entre o aparecimento dos tipos hemoglobinicos em relacdo a
desenvolvimento em seres humanos na fase fetal e apds 0 nascimento. Fonte: BAIN
(2006).

Em seres humanos, durante a vida fetal, a HbF predomina e, ap6s o

nascimento, sado produzidas quantidades cada vez menores de HbF (na vida



adulta chega a 2,5%), que é substituida gradativamente pela HbA (95% em

individuo adulto) (WILD; BAIN, 2007).
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Figura 4. Representacd@o dos sitios de sintese de globinas das diferentes em seres
humanos na fase fetal e ap6s nascimento. Fonte: BAIN (2006).

De acordo com Bain (2006), em humanos as globinas durante a fase
embrionaria (5% semana) sdo produzidas por eritroblastos primitivos no saco
vitelino, as cadeias a e g, correspondentes das globinas embrionarias. No sexta
semana de gestacao, estas mesmas células comegam sintetizar cadeias a, B e
y (PONKA, 1997). Na 10-12° semana, a hemoglobina comeca a ser sintetizada
no figado e baco, tendo como principais tipos hemoglobinicos produzidos fetal
e adulta. Ap6s o0 nascimento, a medula 6ssea se torna o principal sitio de
sintese de hemoglobina, com os eritroblastos medulares responsavel pela
producdo de hemoglobina A e tipos menores de hemoglobina (fetal e A2)
(STEINBERG; ADAMS, 1991).

A hemoglobina fetal (HbF) é maior durante a vida intrauterina, tem

afinidade pelo oxigénio mais alta que a Hb A devido a fraca afinidade para 2,3



GPD, caracteristica que facilita a transferéncia de oxigénio entre a mée e o
feto, contudo, ela € menos eficiente no transporte do CO2 (BUNN; FORGET,
1991). Durante primeiro ano de via, a percentagem de hemoglobina F cai
progressivamente (Figura 3 e 4), o percentual da Hb F no nascimento
geralmente varia de 60 — 95%, e na puberdade 2,5% da hemoglobina total
(NAOUM, 1987).

A hemoglobina adulta 2 (Hb A2), cerca de 2 — 3% da hemoglobina total
em adultos, possui menor percentual no nascimento (0,2 — 0,3%) e vai
aumentando para niveis correspondentes a individuos adultos durante os
primeiros 2 anos de vida no homem (SERJEANT et al, 1978). Possui
propriedade funcional muito semelhante a Hb A, com cooperatividade e
interacdo semelhantes com 2,3-DPG (difosfoglicerato), porém ndo inibe a
polimerizacdo de hemoglobinas S que s&o instavel (KUNKEL; WALLENIUS,
1955). O 2,3-DPG é uma enzima responsavel por reduzir a afinidade do
oxigénio com a hemoglobina quando esta chega a tecidos com baixa tensdo de
oxigénio (KAENEKO, 2008).

Sua taxa reduzida de sintese, esta associada a sintese mais lenta das
cadeias 0 presente nas suas globinas, em relagédo as cadeias 3 (Hb A) devido a
particularidade da regiao promotora de transcricdo do ® mRNA. Em humanos, a
Hb A2 pode estar reduzida por pela deficiéncia de ferro, seja ela absoluta ou
funcional ou por uma alteracdo na formacao de cadeias globinas do tipo d. As
taxas de Hb A2 € aumentar quando ha uma alteracdo na producéo de cadeias

do tipo B, que participam da formacgao da Hb A (STEINBERG; ADAMS, 1991).



Em cdaes, cavalos, cabras, gatos, ovelhas e porcos a hemoglobina
embrionéria e substituida pelos tipos adultos (Hb F e HbA) durante a vida fetal
(BUNN, 1981). Kaneko (2008) afirma que ha uma grande variabilidade nos
tipos hemoglobinicos em animais adultos, em ovelhas, HbA e Hb B sé&o
atribuidas para diferenciar a cadeia globinica B (GARNER, LINGREL,1988),
contudo em cabras essa diferenca esta atribuida a diferengca nas cadeias a
(PIERAGOSTINI et al, 2005).

Além disso, h& diferencas n&o genéticas que contribui para
heterogeneidade das hemoglobinas, em gatos pode acontece a n-acetilacéo
das cadeias beta (TAKETA et al, 1972) formagdo de metahemoglobina em
gatos com quadros toxicos e glicolisacdo da Hb devido ao aumento da glicose
sérica, que ocorre em cdaes diabéticos (FIGHERA et al, 2002; HIGGINS et al,
1982; ELLIOTT et al, 1999). Em cdes com doencga renal crénica com aumento
de ureia sérica por longos periodos pode predispor os animais a carbamilacéo
da Hb (HEIENE et al, 2001).

A eletroforese é a método laboratorial mais utilizado para o estudo das
hemoglobinas e para deteccéo e caracterizagdo das variantes hemoglobinas,
além da determinacdo das hemoglobinopatias que sao alteragcdes da molécula
de hemoglobina, relacionadas com a sua biossintese (talassemias) ou estrutura
(variantes), e que podem culminar em varios graus de anemia ou alteracdes
clinicas (WANG, 2006; BAIN, 2011).

Por meio desse método foram caracterizadas no homem 800 variantes,
das quais 600 sdo causadoras de desarranjos moleculares que podem levar ao

desenvolvimento de hemoglobinopatias (JABEEN et al. 2006), e com



descoberta da anemia falciforme correlacionada a hemoglobinopatia estrutural,
a hemoglobina passou amplamente estudada (NAOUM, 1987).

Em seres humanos, 95% das hemoglobinopatias ocorrem por mudancas
estruturais nas cadeias hemoglobinicas, que incluem substituicdo de
aminoacidos ou falha de sintese (MIGNEAULT et al. 2004). Tais alteracdes da
hemoglobina j& foram reportadas em animais por Kaneko (2008), sendo a mais
conhecida, a porfiria, relacionada a um defeito estrutural do componente
prostético, que em bovinos leva a fotossensibilizacdo devido a deficiéncia da
uroporfirinogénio 1l sintase (KAHN, 2008).

A eletroforese € uma técnica verséatil para estudar a hemoglobina, pois a
partir de um lisado apenas das hemacias é possivel determinar os tipos de
hemoglobina usando papel de filtro, membrana de acetato de celulose, gel de
amido, agar, agarose, citrato e poliacrilamina (BAIN, 2006), e pode ser utilizado
em animais para determinacdo inicial dos tipos hemoglobinicos (KANEKO,
2008), assim como em seres humanos. No entanto, ndo ha relatos da
utilizacéo clinica e rotineira da eletroforese de hemoglobina para diagndstico de
doencas associadas a molécula (WATSON e CANFIELD, 2008).

Neste senso, é bem conhecido o fato de que a deficiéncia de ferro em
seres humanos, de incidéncia mundial associada a desnutricdo e ma-
alimentacdo (CARVALHO; BACARAT; SGARBIERI, 2006), leva ao estado
anémico, bem como ao desbalanco dos tipos hemoglobinicos, com diminui¢céo
na percentagem de hemoglobina A2 (HbA2), e consequente aumento na
producdo de HbA como um processo de adaptacdo temporaria (RAMALHO,
1986; EL-AGOUZA et al. 2002; BAIN, 2006), mediada, ao nivel dos genes,

entre os loci formadores de cadeias 3 € , com predile¢gdo para formacao de
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HbA (a2B.) e inibicdo da biossintese de HbA2 (KERAMATI; MAYBODI, 2007).
Dessa forma, a Hb A2 poderia ser um hemoglobina marcadora da falta de ferro
(EL-GOUZA et al, 2002).

A deficiéncia de Fe além de levar a anemia microcitica hipocrémica por
retardar a maturacdo das células eritroides devido a falta do referido
macroelemento na formagédo de novas moléculas de hemoglobina (WATSON,;
CANFIELD, 2008; GONZALEZ; SILVA, 2006). Em suinos neonatos, tem sido
observado que leitdes mantidos em piso cimentado, com alimentagdo Unica e
exclusivamente no leite materno e sem suplementacdo de ferro ou acesso a
terra, desenvolvem anemia ferropriva e, consequentemente, elevadas taxas de
mortalidade, especialmente no transcurso entre a segunda e terceira semana
de vida (SANTANA, 1982). Alto desenvolvimento ponderal, baixo estoque de
ferro endégeno e demanda excessiva para novas moléculas de hemoglobina
séo fatores para instalagdo da anemia ferropriva (BERTECHINI, 2006), porém
ainda é desconhecido qual o comportamento dos tipos hemoglobinicos em
leitbes que tem deficiéncia de ferro e anemia ferropriva, assim como é

conhecido em seres humanos (EL-AGOUZA et al, 2002; DENIC et al, 2013).



11

1.3 REFERENCIAS

ABCS, Associacdo Brasileira dos Criadores de Suinos. Manual Brasileiro de
Boas Praticas Agropecuarias na Producéo de Suinos. Brasilia: ABCS — MAPA,
2011.

BAIN, B. J. Haemoglobinopathy diagnosis. 2. ed. Massachusettes: Blackwell
Publishing, 2006.

BAIN, B. J. Haemoglobinopathy diagnosis: algorithms, lessons and pitfalls.
Blood Reviews, v. 25, p. 205-213, 2011.

BERTECHINI, A.G. Nutricdo mineral de leitdes. In: XIl ABRAVES — Congresso
Brasileiro de Veterinarios Especialistas em suinos. 2006. Curitiba/PR. Anais...
Curitiba/PR: Congresso Brasileiro de Veterinarios Especialistas em suinos.

BUNN , H. F. Evolution of mammalian hemoglobin function . Blood, v. 58, p.
189 — 197, 1981 .

BUNN, H. F.; FORGET, B. G. Hemoglobin: Molecular, Genetic and Clinical
Aspects. W. B. Philadelphia: Saunders, 1986.

CARVALHO, M. C; BARACAT, E. C. E; SGARBIERI, V. C. Anemia Ferropriva e
Anemia de Doenca Croénica: Disturbios do Metabolismo de Ferro. Seguranca
Alimentar e Nutricional, v. 13. n. 2. p. 54-63, Campinas, 2006.

COALHO, M. R. et al. Anemia ferropriva em leitdes recém-nascidos: sua
influéncia sobre a producéo de suinos. Londrina: UEL, 2010.

DENIC, S. et al. Hemoglobin A2 Lowered by Iron Deficiency and a-
Thalassemia: Should Screening Recommendation for 8-Thalassemia Change?,
ISRN Hematology, V. 2013, p. 1-5, 2013. DOI:
http://dx.doi.org/10.1155/2013/8582594.

EL-AGOUZA, | et al. The effect of iron deficiency anaemia on the levels of
haemoglobin subtypes: possible consequences for clinical diagnosis. Clin. Lab.
Haem, v. 24, p. 285-289, 2002.

ELLIOTT , D. A; NELSON , R. W; FELDMAN , E. C; AND NEAL , L. A
Glycosylated hemoglobin concentrations in the blood of healthy dogs and dogs



12

with naturally developing diabetes mellitus, pancreatic B -cell neoplasia,
hyperadrenocorticism, and anemia . J . Am. Vet. Med. Assoc, v. 211, p. 723 —
727,1997.

FIGHEIRA, R. A.; SOUZA, T. A,; LANGORHR, I, BARROS, C. S. Intoxicacdo
experimental por cebola, Allium cepa (Liliaceae) em gatos. Pesq. Vet. Bras, v.
22,n. 2, p. 79-84, 2002.

GARNER , K. J.; LINGREL, J. B. Structural organization of the beta-globin locus
of B-haplotype sheep . M ol. Biol. Evol., v. 5, p. 134 — 140, 1988 .

GONZALEZ, F. H. D; SILVA, S. C. Introducdo a bioquimica clinica
veterinaria. 2. ed. Porto Alegre: UFRGS, 2006.

HARVEY, J. W. Microcyte anemias. cap. 34. p. 200-204. In: FELDMAN, B. F;
ZINKL, J. G; JAIN, N. C. Schalm’s: Veterinary Hematology. 5. ed.
Philadelphia: Lippincott Willians e Wilkins, 2012.

HEIENE, R; VULLIET, P. R; WILLIAMS, R. L; COWGILL, L. D. Use of capillary
electrophoresis to quantitate carbamylated hemoglobin concentrations in dogs
with renal failure . A m. J. Vet. Res. v. 62, 1302 — 1306, 2001 .

HIGGINS , P. J; GARUCK , R. L; BUNN , H. F. Glycosylated hemoglobin in
human and animal red cells. Role of glucose permeability . Diabetes, v. 31, p.
743 — 748, 1982 .

KAHN, C. M. Doengas circulatorias. cap. 1. P. 20 — 30. In: . Manual Merck
de veterinaria. Sdo Paulo: Roca, 2008.

KANEKO, J. J; Hemoglobin synthesis and destruction. cap. 23. p. 135-142. In:
FELDMAN, B. F; ZINKL, J. G; JAIN, N. C. Schalm’s: Veterinary Hematology.
5. ed. Philadelphia: Lippincott Willians e Wilkins, 2008.

KERAMATI, M. R; MAYBODI, N. T. The Effect of Iron Deficiency Anemia ( IDA)
on the HbA2 Level and Comparison of Hematologic Values Between IDA and
Thalassemia Minor. Int. J. Hem. Onc, v. 17, p. 151-156, 2007.

KUNKEL, H. G.; WALLENIUS G. New hemoglobin in normal adult blood.
Science, v. 122, n. 288, 1995.



13

MIGNEAULT, I. et al. Comparison of two glutaraldehyde immobilization
techniques for solid-phase tryptic peptide mapping of human hemoglobin by
capillary zone electrophoresis and mass spectrometry. Electrophoresis, v. 25,
p. 1367-1378, 2004.

NAOUM, P. C. Diagnostico das hemoglobinopatias. Sado Paulo: Sarvier,
1987.

PONKA, P. Tissue-specific regulation of iron metabolism and heme synthesis:
distinct control mechanisms in erythroid cells. Blood, v. 89, p. 1-25, 1997.

RAMALHO, A. S. As hemoglobinopatias hereditarias: um problema de
saude publica no Brasil. Ribeirdo Preto: Revista Brasileira de Genética, 1986.

SANTANA, A. E. Estudo do quadro hematico de leites alimentados com
diferentes fontes de ferro. Dissertacdo. Belo Horizonte: UFMG, 1982.

SERJEANT, B. E.; MASON, K.P.; SERJEANT, G. R. The development of
haemoglobin A2 in normal Negro infants and in sickle cell disease. Br J
Haematol, v. 39, p. 259-263, 1978.

SHIHABI, Z. K; HINSDALE, M. E. Simplified hemoglobin chain detection by
capillary electrophoresis. Electrophoresis, v. 26, p. 581-585, 2005.

STEINBERG, M. H.; ADAMS, J. G. Haemoglobin A2: origin, evolution, and
aftermath. Blood v. 78, p. 2165-2177, 1991.

STOCKHAM, S. L; SCOTT, M .A. Eritrocitos. cap. 3. p. 90-185. In:
Fundamentos de patologia clinica veterinaria. 2. ed. Rio de Janeiro:
Guanabara Koogan, 2011.

TAKETA , F.; ATTERMEIER , M. H.; MAUK , A. G. Acetylated hemoglobins in
feline blood . J . Biol. Chem, v. 247, p. 33 — 35, 1972.

WANG, J. et al. CE-based analysis of hemoglobin and this applications in
clinical analysis. Electrophoresis, v. 27, p. 3108-3124, 2006.



14

WATSON, A. D. J; CANFIELD, P. J. Nutritional Deficiency Anemias. cap. 32. p.
190-195. In: FELDMAN, B. F; ZINKL, J. G; JAIN, N. C. Schalm’s: Veterinary
Hematology. 5. ed. Philadelphia: Lippincott Willians e Wilkins, 2008.

WHO. Assessing the iron status of population. p. 5-7. 2. ed. Geneva: WHO,
2004. Acesso em 16 jan. 2013. Disponivel em:
<http://www.who.int/nutrition/publications/micronutrients/anaemia_iron_deficien
cy/9789241596107/en/>.

WILD, B. J; BAIN, B. J. Investigacdo de hemoglobinas anormais e talassemias.
cap. 12. p. 217-249. In: BAIN, B. J. Células sanguineas: um guia pratico. 4.
ed. Porto Alegre: Artmed, 2007.



Capitulo em formato de artigo escrito conforme as normas da
Revista Ciéncia Rural — ISSN 1678-4596

CAPITULO 2 - Influéncia da deficiéncia de ferro no eletroforetrograma de
hemoglobinas de leitdes neonatos

RESUMO

A hemoglobina é uma proteina globular composta por fracdo protéica (cadeias de
globina), fracdo heme onde ocorre a ligagdo do ion bivalente de ferro, sendo que, as
globinas combinadas ajudam a tipificar as hemoglobina em Hb Adulta (Hb A), Fetal
(Hb F) e Adulta 2 (Hb A2). Na deficiéncia de ferro, que pode culminar anemia por
disfuncdo eritropoiética, prevalente em leitGes e seres humanos, a hemoglobina pode ter
alteracdes estruturais denominadas hemoglobinopatias. O estudo determinou a
influéncia do ferro nos tipos de hemoglobina de leitdes neonatos. Perante os resultados
se verificou que hemoglobina do leitdo tem corrida semelhante a humana, e nos animais
que apresentaram anemia ferropriva ndo houve aparecimento do tracado Hb A2, que
pode estar diminuida em casos de deficiéncia de ferro em seres humanos.

Palavras-chave: Hemoglobinopatia, anemia ferropriva, HbA2

ABSTRACT

Hemoglobin is a globular protein consisting of the protein fraction (globin chains),
heme fraction which is the binding of the bivalent iron ion, and the combined globin
help classify the hemoglobin in Hb Adult (Hb A), Fetal (Hb F) and Adult 2 (Hb A2).
The iron deficiency can predispose anemia by erythropoietic dysfunction, prevalent in
pigs and humans and the hemoglobin may have structural changes denominated
hemoglobinopathies. The study determined the influence of iron to the types of
hemoglobin neonate pigs. On the results was found that the pig hemoglobin is similar to
human in electrophoresis. The piglets showed deficiency anemia there was appearance
of line Hb A2, which may be diminished in cases of iron deficiency in humans.

Key words: Hemoglobin, IDA, HbA2



INTRODUCAO

A hemoglobina (Hb) é uma proteina globular composta por fracdo protéica
(cadeias de globina) e uma fracdo prostética representada pela protoporfirina-9 onde
ocorre a ligacdo do ion bivalente de Ferro (Fe*) (SHIRABI E HINSDALE, 2005). Em
mamiferos adultos trés tipos de hemoglobinas estdo presentes: hemoglobina adulta —
HbA (cadeias 0232) maior fragdo da hemoglobina total (> 95%) e duas fragdes menores
hemoglobina adulta 2 — HbA2 (cadeias 0262), hemoglobina fetal — HbF (cadeias a2y2)
que correspondem a concentracdo de 2,5% e <1%, respectivamente (BAIN, 2006).
Durante a vida fetal, a HbF é predominante (>96%) e, ap0s 0 nascimento, sdo
produzidas quantidades cada vez menores de HbF, a qual vai sendo gradativamente
substituida pela HbA (WILD& BAIN, 2007).

As hemoglobinopatias podem estar relacionadas com a sua biossintese
(talassemias) ou alteragOes estruturais da hemoglobina (variantes), e que podem
culminar em vaérios graus de anemia ou alteragcbes clinicas (BAIN, 2011).
MIGNEAULT et al. (2004) reportam que 95% das hemoglobinopatias em seres
humanos ocorrem por mudancas estruturais nas cadeias hemoglobinicas, as quais
incluem substituicdo de aminodcidos ou falha de sintese das cadeias globinicas. Para as
hemoglobinopatias estruturais que mais acontecem nos animais séo a porfiria bovina,
que ¢é defeito estrutural do componente prostético devido a deficiéncia da
uroporfirinogénio 11 sintase KANEKO et al. (2008); a acetilacdo das cadeias beta nos
gatos (TAKETA et al, 1972) formagdo de metahemoglobina em gatos com quadros
toxicos (FIGHERA et al, 2002), glicolisacdo da Hb devido ao aumento da glicose
sérica, que ocorre em cdes diabéticos (HIGGINS et al, 1982; ELLIOTT et al, 1999),
carbamilacdo por aumento de ureia sérica por muito tempo (HEIENE et al, 2001) séo

exemplos de alteracGes ndo genéticas que contribuem para heterogeneidade da Hb.



Quando falta o ferro na hemoglobina, esta pode ficar sujeita a oxidacdes,
principalmente na fragdo heme onde o mineral se insere, com isso ha uma diminuicéo
ou interrupgdo na producdo dos tipos hemoglobinicos (EL-AGOUZA et al. 2002), em
seres humanos da regido do oriente médio é comum a deficiéncia de ferro e a alta
ocorréncia de talassemias por causa de casamentos consanguineos, sendo que a
diminuicdo de ferro pode prejudicar no diagnostico efetivo de alguns tipos de
talassemias (hemoglobinopatia genética) por causar diminui¢do do tipo hemoglobinico
Hb A2, no entanto, em algumas talassemias essa tipo pode estar diminuido (DENIC et
al. 2013; GIAMBONA et al. 2009; MOSCA et al. 2008) sendo importante a
diferenciacéo entre diminuicdo de A2 por falta de ferro ou talassemia.

A deficiéncia de ferro em leitbes é prevalente em suinos criados em ambiente de
cimento e que recebem ferro exclusivamente por leite materno (SANTANA, 1982)
tendo uma taxa de mortalidade de até 60% da leitegada (MORES et al, 1998).
OZDEMIR et al. (2013) afirmam que 8% do ferro ingerido é acumulado apenas
primeiro trimestre de vida, sendo um elemento essencial para rapido crescimento e
diferencial celular eritropoiético, além da formacgdo de novas hemoglobinas. Em
humanos, McLEAN et al. 2009 e Organizacdo Mundial da Saide — WHO (2004) a
deficiéncia de ferro e anemia ferropriva é causa mais prevalente criangas na faixa de 0
até 5 anos, com apresentacdo clinica semelhante em leitbes neonatos a qual inclui
palidez, fraqueza, taquicardia, taquipnéia (LOYNACHAN et al. 2012) e diminuicdo do
desenvolvimento cerebral e cognitivo e diminuicdo do desenvolvimento
fisico (ANTONIDES et al. 2015; RYTYCH et al. 2012;HAY, 2004).

Em recém-nascidos humanos acontece uma diminui¢cdo do valor serico de ferro
pelo alto requerimento de ferro até os 12 meses e com pico de (OZDEMIR et al. 2013;

CARVALHO et al. 2006). Diversamente dos leitdes, que possuem um pico de demanda



da segunda (D14) para terceira (D21) semana de vida, com progressao da diminuicdo de
ferro sérico e estado anémico (BHATTRAI et al. 2015; SANTANA, 1982). Dessa
forma, até fase de creche a deficiéncia de ferro em leitdes é a causa de anemia mais
prevalente associada a disfuncdo eritropoética, tendo como causa uma triade etioldgica:
rapido crescimento ponderal, baixos estoque de ferro e diminui¢do na ingestéo de ferro
(NUNES, 1997).

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi determinar a influéncia da
deficiéncia de ferro no tracado eletroforético de hemoglobinicas em leitbes

acompanhados desde nascimento até o dia da desmama (21° dia de idade).

MATERIAIS E METODOS

Para o procedimento experimental foram inseminadas quatro fémeas suinas, de
linhagem comercial, nuliparas com idade 150 a 165 dias e peso de 90 a 100 Kg com
atestado de higidez obtido de exames clinicos e laboratoriais. Foram submetidas a
protocolo de vacinacdo para triplice suina (parvovirose, leptospirose e erisipela) com
vacina comercial (FarrowSure®B Gold, Zoetis, S&o Paulo, SP) e desverminagdo com
Ivermectina na dosagem de 100 mcg/Kg/dia, durante sete dias, por via oral, na racéo.

As fémeas gestantes (n=4) foram distribuidas em baias individuais com piso de
cimento até o terceiro dia apds o parto. No dia do nascimento (Dia 0) e ap6s ingestdo
do colostro, os leitdes foram distribuidos aleatoriamente entre cada matriz e ndo houve
estimulacdo da paricdo. No terceiro dia vida dos leitbes (D3),as marrds e seus
respectivos leitdes foram aleatoriamente distribuidos em baias individuais com o
seguinte piso: Piso de cimento (n=2) e Piso de terra batida (n=2).

Além da distribuicdo em rela¢do ao tipo de piso, os grupos foram selecionados

de forma aleatéria para receber a suplementacdo de ferro, que consistiu na



administracdo de 200 mg de ferro dextrano por via intramuscular (Ferrodex, Fabiane
Saude Animal, Sdo Paulo, Brasil) para cada leitdo. Os leitfes integrantes do Grupo sem
suplementacdo de ferro receberam no volume equivalente, solucdo salina injetavel
esteril 0,85%, via intramuscular, constituindo o grupo placebo.

Ap0s a definicdo do tipo de piso e suplementacdo de ferro, 0s quatros grupos
experimentais ficaram com a seguinte condi¢do e identificacdo: grupo do piso de
cimento com suplementacdo de fero dextrano injetavel (o - alfa), grupo piso de terra
com suplementagdo de ferro dextrano injetavel (B - beta), grupo piso de terra com
aplicacdo de solugdo salina 0,85% (y - gamma) e grupo piso de cimento com aplicacéo
de solugéo salina 0,85% (o - delta). . Dessa fora, 0 delineamento experimental foi blocos
inteiramente casualizados em esquema fatorial 2 X 2 considerando-se dois ambientes
(cimento e terra) e a suplementacdo de ferro (suplementado ou ndo suplementado), e
tendo os leitdes de cada marrd como a repeticdo tratamento adotado (ambiente X
suplementacdo) (quadro 1).

Quadro 1. Organizacdo dos grupos experimentais de acordo com seus respectivos
tratamentos.

Identlflca}gao Ambiente Administracéo de Ferro
(Marr@)
a— Alfa Cimento | 2 mL ou 200 mg ferro/leitdo / Dose Unica /. M / 3°
 — Beta Terra dia de idade

y — Gamma Terra 2 mL de Solucéo Fisioldgica 0,9% / Dose unica/l. M/
o — Delta Cimento | 3° dia de idade

Os leitbes foram submetidos as coletas sanguineas e analises laboratoriais em
guatro momentos, considerando nascimento como dia 0 (D0): D3 (Dia 3), D7 (Dia 7),
D14 (Dia 14) e D21 (Dia 21). As coletas sanguineas foram realizadas por venipuncéao
jugular, com agulhas hipodérmicas e seringas e separadas dois tubos: com
anticoagulante EDTA-K2 para anélises eritrocitéarias e eletroforese de hemoglobina e

sem anticoagulante para determinacdo de ferro sérico.




Para realizacdo do eritrograma foi utilizado o contador automatico de células
sanguineas Micros ABC Vet-ICHOR (ABX Horiba, Montpellier, Franca) pré-ajustado
para espécie suina e considerando-se os valores de referéncia eritrocitarios reportados
por THORN (2012) para comparagdo dos resultados deste estudo. E a determinagéo de
niveis de ferro sérico foi utilizado kit comercial (Ferro sérico, Labtest Diagnostica,
Minas Gerais) que utiliza o método colorimétrico de Goodwin e determinacao
espectrofotométrica em aparelho semi-automatico (Labquest Bioplus, Labtest
Diagnostica, MG).

Para o0 estudo dos tipos hemoglobinicos foi utilizada técnica de
eletroforetograma em gel de agarose descrita por LEPP & BLUESTEIN (1978) e
adaptada por NAOUM (1987). Para separacdo eletroforética foi utilizada solucdo de
hemoglobina obtida através de técnica de hemdlise proposta por LGHDG (2003). A
partir de uma parte de sangue com anticoagulante submeteu-se a uma centrifugagéo de
FCR de 800 G por 5 minutos. O plasma foi desprezado e a lavagem dos eritrdcitos feita
trés vezes com solucdo salina 0,85%. Ap6s lavagem, o sobrenadante foi desprezado e ao
volume de eritrdcitos lavados acrescentou igual volume de agua destilada. Em seguida
foi acrescido igual volume de cloroférmio P.A e a solucdo foi agitada vigorosa e
centrifugada novamente de 900 G por 15 minutos. Ao final, a solugdo sobrenadante era
composta por hemoglobina livre.

A eletroforese de agarose utilizou como solucdo tampéo de preparacdo para o
gel e corrida o TRIS-EDTA-BORATO (TEB) em pH 8,6 (10,2g Tris hidroximetil
aminometano, 0,6 g; Acido etilenodiaminotetracético, 3,2 g; Acido Bérico e Agua
destilada g.s.p 1000 mL). A agarose em concentracdo 1% foi aquecida por 1 minuto em
micro-ondas para polimerizacdo e foi colocada em cuba horizontal (FisherBiotech, FB-

SB-1316, Fisher Scientific, Pittsburgh, PA). Apos solidificacdo do gel, o pente foi



removido para formacdo dos pogos de amostras e o suporte de gel foi posicionado para
0 polo negativo (catddo). O tampdo de corrida e as amostras de solugdo de
hemoglobinas foram adicionadas nos pocos do gel. A corrida realizou-se a uma
eletricidade de 100 volts por 70 minutos ou até a boa visualizacdo da separacdo
eletroforética. Ao fim da corrida corou-se o gel com coloracdo Azul de Coomassie (2,0
g de Azul de Coomassie, 50 mL de Acido Acético Glacial e 950 mL Agua destilada)
(LEPP & BLUESTEIN, 1978). A leitura das corridas das amostras do experimento foi
comparada com o tragado padrdo hemoglobinico humano com doenca falciforme, que
possui tracado de hemoglobina AS (hemoglobina A e hemoglobina S) e foi submetido a
mesma corrida descrita acima. Os resultados forma expressdes de forma qualitativa com
aparecimento do tracado em relacéo ao padrdo e comparando com o facsimile da corrida
de hemoglobina C, S, F e A descrito por LEPP & BLUESTEIN (1978) e BAIN (2006).
Todas as analises foram conduzidas no software estatistico R (versdao 3.2.5,
GNU Public License, 2007). Os resultados foram descritos como média e desvio-padrdo
apos teste de normalidade que utilizou teste de Shapiro-Wilk, submetidos a estatistica F
e analise de variancia utilizando o modelo estatistico de Tukey (P<0,05) considerando a
diferenca significativa entre 0s grupos em medidas repetidas no tempo. Para avaliagdo
da correlacdo da frequéncia dos tipos hemoglobinicos (variavel categorica) com o0s
niveis séricos de ferro (variavel continua) utilizou-se o Teste de Correlacdo de

Spearman.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das variadveis eritrocitarias, ferro sérico e tipos hemoglobinicos

podem ser visualizados na tabela 1 e 2. Durante o periodo experimental, 0 nimero de



leitbes (parcelas) variou de 7 a 15 animais dependendo do momento condiciona ao
procedimento venipungéo das parcelas experimentais.

Em andlise dos resultados de das varidveis eritrocitarias, no momento D3 nédo
houve nenhuma diferenca estatisticamente significativa observada entre 0s grupos
estudados no que diz respeito as varidveis hematoldgicas (Tabela 1) em relacdo a
literatura (THORN, 2012). Porém no D3, as parcelas tiveram hemécias microciticas
normocrémicas, volume corpuscular médio — VCM (61.2 — 64 fL) em relacdo ao valor
referencial (VCM: 70 — 81 fL), que segundo Harvey (2012) pode estar associado a
persisténcia de eritrocitos microciticos formados na fase fetal, e pode permanecer na
circulacdo até o final da primeira semana de vida.

No momento D7, o grupo delta (8) apresentou anemia (Hb: 5,6 = 0,9 g/dL),
classificada como microcitica (VCM: 48,9 + 1,3 g/dL) normocrémico (CHCM: 30,7 +
1,2 g/dL), sendo decréscimo da Hb significativa em relacdo aos outros grupos no
momento D7, e com valor menor que seu valor no D3 (Hb: 7,9 + 0,7 g/dL). Também no
momento D7, o nivel de ferro sérico do & estavam diminuidos (113 + 15 pg/dL) em
relagdo ao valor referencial (121 + 33 pg/dL). Neste mesmo periodo os grupos o e B
tiveram aumento de ferro (215 e 197 pg/dL, respectivamente), esses grupos receberam
suplementacdo de ferro dextrano, e os niveis foram estatisticamente significativos em
relacdo ao grupo com privacédo de ferro conforme encontrado por STARZYNSKI et al.
(2013) e por WANG et al. (2014) que compararam os leitdes com suplementacdo de
ferro injetavel daqueles nao suplementados.

Nos momentos D14 e D21 os grupos alfa (a), beta (B) e gamma (y) em relagao
ao grupo o tiveram aumento dos parametros eritrocitirios € permaneceram dentro do
valor referencial, enquanto que o grupo 6 se avigora o estado anémico, corroborando

com os resultados encontrados com BHATTRAI et al. 2015, STARZYNSKI et al.



(2013) e SANTANA (1982). Associado aos valores de ferro sérico no mesmo periodo,
podemos confirmar que em leitdes a deficiéncia de ferro induz rapidamente ao
estabelecimento da anemia (Grupo 0), ja que o pico da demanda pelo ferro para sintese
de novas células vermelhas € durante a segunda (D14), diferente de seres humanos que
acontece por volta dos seis meses de idade (OZDEMIR et al, 2013).

Em leitbes a deficiéncia de ferro induz rapidamente ao estabelecimento da
anemia, visto que, ha baixa transferéncia de ferro da mée através da placenta e do leite,
associado a baixa reserva de ferro ao nascimento pode interferir acelerar o aparecimento
da doenca (HARVEY, 2012), e aumento da fragilidade eritrocitaria pela falta do
mineral, j& que sujeita a oxidacdo da hemoglobina ao meio externo, hd uma diminuicéo
do volume corpuscular (microcitose, diminuigdo do VCM), hd um aumento da atividade
catibnica dos canais na membrana eritrocitaria e susceptibilidade a lise eritrocitaria
(KEMPE et al, 2006), acelerado processo de hemolise intravascular pela falta do ferro, o
que pode justificar os valores altos de CHCM do grupo o (34,5 = 1,5 %) (LANG et al,
2006).

Nos eletroforetrogramas de hemoglobina dos leitdes pode-se visualizar que
migracBes das bandas foram mais rapidas do que o padrdo hemoglobinico humano
(figura 1). Em todos os momentos houve o aparecimento da HbA e da HbF, assim como
relatado em cées por HARVEY et al. (2012), e diferentemente encontrado em quel6nios
(ZAGO et al. 2010) onde a Hb migra mais devagar em relagcdo a HbA humana.

O aparecimento da HbA2 que migra proximo a HbA e depois da HbF em seres
humanos relata por BONINI-DOMINGOS (1993) aconteceu na eletroforese nos
momentos em relacdes aos grupos em: D7 (B), D14 (a e B) e D21 (o). ASSADI et al.
(2007) relatam a auséncia dessa migracdo em hemolisados de esquilos. Nos momentos

D3 (delta, gamma), D7 (alfa), D14 (gamma) e D21 (alfa) houve migracdes inespecificas
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em relacdo ao padréo utilizado, migracfes que ficaram ligeiramente acima da HbS e
HbF, que foram identificadas como (Hemoglobina inespecifica — Hb?), os lanes da
eletroforese de hemoglobina podem ser visualizado no figura 2. FERRAREZI (2006)
também encontrou corridas inespecificas para quel6nios, no entanto, além de utilizar o
gel de agarose e o de acetato de celulose como triagem hemoglobinica, esses tipos
hemoglobinicos inespecificos foram analisados com técnicas mais aprofundadas (p. ex.
cromatografia liquida, eletroforese bidimensional e focalizagdo isoelétrica).

Quanto a analise de correlacdo entre os niveis de ferro e o aparecimento da
migracdo da HbA2, ndo houve resultado positivo, apesar de acordo com EL-AGOUZA
et al. (2002) a ndo migracdo estaria correlacionada com diminuigéo de ferro, predispde
a formacdo globinas do tipo B que compde a HbA. BAIN (2006) elucida que a
diminuicdo de Hb A2 é induzida pela falta de ferro estd relacionada a um bloqueio
génico dos loci (delta) em detrimento dos loci (beta) nos cromossomos 11 e 16, onde as
globinas da Hb séo sintetizadas, com esse processo ha uma diminuicdo na producdo de
globinas para tipo A2 para o tipo A, dessa forma, o organismo tenta contornar o
processo carencial do ferro, que acarreta na diminuicdo da producdo de hemoglobina
total.

KERAMATI & MAYBODI (2007) através da eletroforese em acetato de
celulose relatam que foi possivel constatar elevacdo de HbA, para niveis normais em
pacientes diagnosticados com anemia ferropriva, e tratados com suplementacéo ferrica,
e que deste tipo hemoglobinico pode corresponder a severidade da anemia ferropriva,
ou seja, a HbA, pode ser um marcador carencial. FERRAZ & MURAO (2007)
argumentam que a migracdo de HbA2 pode ser sobreposta pela migracdo da HbA, desta

modo faz-se necessario a complementacdo da anélise da hemoglobina com acetato de
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celulose, assim como LEPP & BLUESTEIN (1978) afirmam que a eletroforese em gel

de agarose é bom método para separacdo discreta de hemoglobinas do tipo C, F, S, A.

CONCLUSAO

A migracdo das hemoglobinas dos leitdes ocorre de forma similar o padrdo de
hemoglobina humana, ndo houve aparecimento do tracado de HbA2 nos leitdes que
apresentaram anemia ferropriva, no entanto ndo houve de correlacdo positiva entre 0s

niveis de ferro com a auséncia da HbA2 através da técnica de eletroforese em agarose.
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Tabela 1 — Médias e desvios-padrdo de eritrocitos, hemoglobina, hematocrito, volume corpuscular médio (VCM) e concentracdo
hemoglobina média (CHCM) de leitdes neonatos nos dias 3, 7, 14 e 21 apds o nascimento, sendo o tratamento a - alfa (piso de cimento
com suplementacéo de ferro dextrano injetavel), B - beta (piso de terra com suplementacao de ferro dextrano injetavel), y - gamma (piso de

terra com aplicacdo de solucdo salina 0,85%) e 6- delta (piso de cimento com aplicacdo de solugéo salina 0,85%).

Dia Condicéo n Eritrécitos (x10%/pL) Hemoglobina (g/dL) Hematécrito (%) VCM (fL) CHCM (%)
a— Alfa 10 35+0,3 7207 216+29 61,3+3,8 332+12
Dia 3 B — Beta 9 39+05 76+11 249+ 32 64+0,9 30,6+0,9
vy — Gamma 8 40+£04 7005 212+16 612+13 329+0,7
d — Delta 15 40+£04 7907 251+£25 62,2+ 17 31,5+0,6

o — Alfa 9 48+02a 105+0,4a 3162+12a 66+24a 33,1+0,7a

Dia 7 B — Beta 9 45+04a 109+0/4a 328+12a 725+42a 334+05a
vy — Gamma 7 43+05a 10,4+09a 319+27a 739+46a 32,6+0,7

5 — Delta 12 39+05b 56+09b 19,0+22b 489+13b 30,7+12b

a— Alfa 9 6,0+0,3a 11,8+0,7a 36,0+24a 60+24a 32,7+04a

Dia 14 B — Beta 9 57+03a 120+06a 376+19a 66,3+2,6b 320+0,3a

vy — Gamma 8 50+04a 10,7+0,5D 33,7£18Db 67,7+4,7b 315+13a

d — Delta 12 36+05b 53+10¢c 153+25¢ 426+13c 345+15b
a— Alfa 10 6,2+04a 122+0,7a 388+19a 62,2+29a 31,3+0,5
Dia 21 B — Beta 9 6,6+0,2a 119+04a 385+10a 58,3+18a 30,9+0,2
vy — Gamma 9 6,6+0,3a 129+06a 416+23b 63+18a 309+04
| 5 Delta 12 | 43+08a 540+1b 17,1+32¢ 402+2,0b 316+12

"'Valores obtidos através de analisador automatico ABCVet Counter (ABX Horiba). Os resultados foram analisados de acordo com os valores referenciais
eritrocitarios de THORN (2012). "' Médias nas mesmas colunas com letras diferentes indicam diferenca significativa através do teste de Tukey (p<0,05) dentro
do momento. " Linha sombreada indica grupo submetido & deficiéncia de ferro (condic&o: ambiente de cimento e sem suplementacéo de ferro ao 3° dia).
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Tabela 2 — Concentracdo ferro sérico e tracado hemoglobinico em eletroforese de agarose de
leitdes neonatos nos dias 3, 7, 14 e 21 apds o nascimento, sendo o tratamento sendo O
tratamento o - alfa (piso de cimento com suplementagdo de ferro dextrano injetavel),
B - beta (piso de terra com suplementacdo de ferro dextrano injetavel), y - gamma
(piso de terra com aplicacdo de solugéo salina 0,85%) e o- delta (piso de cimento com
aplicacéo de solucéo salina 0,85%).

Momentos | Condicdo | n | Ferro (ng/dL) Eletroforese Agarose"
a— Alfa 10 137+12a HbF + HbA
Dia 3 B — Beta 9 142 +19b HbF + HbA
y—Gamma | 8 132 +13a HbF + HbA + Hb?
d—Delta | 15 158+5b HbF + HbA + Hb?
a— Alfa 9 215+ 25a HbF + HbA + Hb?
Dia 7 B — Beta 9 197+12a HbF + HbA + HbA,
y—Gamma | 7 145+ 17 a HbF + HbA
d—Delta | 12 113+15b HbF + HbA
a— Alfa 198+ 22 a HbA+ HbF + HbA,
Dia 14 B — Beta 175+ 14 a HbA+ HbF + HbA,
y — Gamma 142 £ 4 a HbA + HbF + Hb? + HbA,
d—Delta | 12 87+16a HbA + HbF
a— Alfa 10 153+10a HbA+ HbF + HbS?+ HbA,
Dia 21 B — Beta 9 163+21a HbA+ HbF
y—Gamma | 9 139+18a HbA+ HbF
| 3-Delta | 12 | 61+16a HbA+ HbF

'Valores de ferro sérico obtidos através de analisador automatico Labmaxx Plenno (Labtest
Diagnostica), considerando como valor referencial 121 + 33ug/dL (KANEKO et al. 2008). "
Tipos hemoglobinicos obtidos através de eletroforetograma em agarose € expressos
qualitativamente em relagéo corrida do padrdo humano AS (traco falciforme). "' Médias nas
mesmas colunas com letras mailsculas diferentes indicam diferenca significativa através do
teste de Tukey (p<0,05) dentro do momento. " Linha sombreada indica grupo submetido a
deficiéncia de ferro (condi¢do: ambiente de cimento e sem suplementacdo de ferro ao 3° dia).
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Padriao AS

Figura 1. Esquematizacdo da interpretacdo dos tragados (lanes) da eletroforese de hemoglobina.
Hemoglobina Adulta (HbA), Hemoglobina S (HbS), Hemoglobina F (Hemoglobina Fetal) e
Hemoglobina de tragado inespecifico (Hb?). Padrdo AS (Hemolisado de sangue humano, que
tem tracdo para hemoglobina S (HbS) e hemoglobina A (HbA), humano com anemia
falciforme), Leitdo (Amostra de um dos animais do presente estudo). A Hb? é um subtipo
hemoglobinico que corre acima do tragcado de HbS, considerar o referencial indicada pela linha
cinza.
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CAPITULO 3 — CONSIDERACOES FINAIS

Neste ensaio, pode-se investigar o comportamento da molécula de
hemoglobina, em leitdes ferropénicos, através do uso da eletroforese em agarose. A
migracdo das hemoglobinas dos leitdes ocorre de forma similar quando analisamos
a HbA humana, contudo nédo teve-se correlacdo positiva entre o aparecimento da
deficiéncia de ferro com diminuicdo dos niveis de HbA, quando utilizado a
eletroforese em agarose.

O presente estudo inspira os autores a estudar o comportamento da
hemoglobina ndo apenas pela técnica da agarose, mas utilizando outras
amplamente utilizadas no estudo de hemoglobinopatias humanas (acetato de
celulose, poliacrilamida, focalizacao isoelétrica e cromatografia liquida).

Outro fato ponto do estudo foi a trombocitose nos leitdes quanto
apresentaram deficiéncia de ferro e na anemia ferropriva, que segundo as literaturas
citadas pode estar relacionada com a acdo da eritropoetina que é liberada pela
estimulacdo do processo da hip6xia devido anemia. O processo dessa estimulagéo
da eritropoitina no eixo megacariopoiético em suinos, ainda ndo é bem esclarecido.

O modelo de investigacdo utilizou-se de uma espécie animal que reproduz
com fidedignidade o quadro fisiopatogénico da anemia ferropriva e, portanto, devera
contribuir para um melhor entendimento da hemoglobina na dimensédo da pratica

meédico  veterinaria, especialmente daquela consagrada aos  suinos.
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