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1 INTRODUCAO

Pequenas quantidades de ferro sao essenciais para a vida. Contudo, torna-se toxico
quando presente em maiores concentracoes. O Fe esta envolvido em diferentes
processos, tais como: agente transportador de oxigénio no sangue de mamiferos, aves
e peixes (hemoglobina); armazenamento de O, no tecido muscular (mioglobina); como
agente de transporte de elétrons nas plantas, animais e bactérias (citocromos) e como
agente de transferéncia de elétrons em plantas e bactérias (ferredoxinas); para o
armazenamento e remogao de ferro em animais (ferritina e transferrina); na nitrogenase
(a enzima das bactérias que fixam o N); em diversas outras enzimas como aldeido-
oxidase (oxidacao de aldeidos), catalase e peroxidase (decomposicao de H,0;) e
dehidrogenase succinica (oxidagao aerobica de carboidratos) [1].

O Fe soluvel no nosso corpo pode ser encontrado nas seguintes formas: ionica,
ligada ao grupo heme, ferritina e em outros complexos soluveis [2], sendo que depois
da hemoglobina, a ferritina € a segunda em quantidade de Fe. Os animais, inclusive o
homem, absorvem ferro na forma de Fe(ll), a partir dos alimentos, em seu sistema
digestivo. Suas necessidades sao bastante limitadas, pois o Fe que existe no sangue €
reciclado. Quando o Fe ¢ absorvido, reage imediatamente para formar transferrina
[1.3].

Dentre as fungoes vitais, o metabolismo do ferro €, também, de grande importancia
para a sobrevivéncia de muitos parasitas e tem sido estudado em pesquisas
destinadas ao controle de doencas e ao desenvolvimento de novos medicamentos [4].
Varias espécies de parasita mostram uma reducao de sua atividade respiratoria
durante o ciclo de desenvolvimento apos o inicio do repasto sanguineo, passando a

utilizar vias anaerobias para obtencao de energia [1,2]. Esse seria um mecanismo de
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protecao, introduzido para proteger oS parasitas contra a atividade das espécies
facilmente oxidadas produzidas pelo metabolismo aerobico. Essas reacoes podem
aumentar os danos oxidativos sobre as células parasitarias [4]. Considerando essa
possibilidade, a determinagao do ferro livre no sangue pode vir a ser importante para o
entendimento de ciclos parasitarios, como por exemplo o carrapato bovino (Boophilus
microplus).

2 OBJETIVO

Estabelecer metodologia para a determinacao de Fe livre em amostras de sangue
de bovinos para posterior determinacao dos teores presentes em animais resistentes e

sensiveis a carrapatos.
3 MATERIAIS E METODOS

Para a determinacao do Fe livre presente no sangue de bovinos foi feita dialise
empregando sistema em fluxo, utilizando uma cela com quatro canais (dois de entrada
¢ dois de saida), separados por uma membrana com porosidade de 6 a 8 KDa, onde o
sangue e a solugao coletora (tampao TRIS-acido acético, pH ~ 7,0) eram dispostos em
sentidos inversos, a 0,3 mL min'. A solucao coletora foi recolhida e o teor de Fe
presente determinado por espectrometria de absor¢cao atomica com forno de grafite
(GFAAS). O transportador utilizado foi o proprio tampao TRIS-acido acetico. O volume
de amostra injetado foi de 1 mL, sendo colhidos de 2 a 3 mL da solugao coletora apos
dialise. A cela de dialise esta esquematizada nas figuras 1 e 2. A curva analitica foi
preparada em meio tampao TRIS-acido acético. Foram construidas curvas de pirolise e

atomizacao para analise no GFAAS.

Figura 1. Interior da cela de dialise em fluxo
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Figura 2. Esquema da cela de didlise, vista frontal, onde D = Descarte

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 CURVAS DE PIROLISE E ATOMIZACAO

Inicialmente foi tracada uma curva de pirdlise e atomizacao no meio TRIS-acido
acetico para a determinacao do Fe livre presente no sangue (Figura 3). O volume de
amostra injetado foi de 20 uL, sem modificador quimico.
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Figura 3. Curvas de pirdlise e atomizagcao em meio TRIS-4cido acético

A partir do estabelecimento do programa de aquecimento (Tabela 1), foram
realizados testes de adicao e recuperacao e calculadas as figuras de mérito para a
determinacao de Fe em meio Tris-acido acético. Em sequida o procedimento foi

avaliado em amostras de sangue de bezerros, que foram analisadas logo apos coleta.
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Tabela 1. Programa de aquecimento utilizado no GFAAS

Temperatura (°C) Tempo (s) Fluxo do gas Leitura
(mL min™)
90 25 3.0 Nao
Secagem
120 30 3,0 Nao
Pirolise 1300 LS 3,0 Nao
Atomizacao 2200 5 0 Sim
Limpeza 2600 4 3.0 Nao

Acido cloridrico foi evitado para a corre¢cao do pH do tampao, pois seu emprego
afetou a repetibilidade da determinacao devido a formacao de cloreto férrico, que
causou efeito de memoria nas determinagoes. O acido utilizado para a corre¢ao do pH
do tampao TRIS foi o acido acético. Paladio foi avaliado com modificador quimico,
porém nao causou a estabilidade térmica do Fe, provavelmente por este modificador
tambem estar em meio HCl. No entanto, os teores observados nas amostras
analisadas apresentaram concentracoes acima do limite de determinacao calculado
(2,0 ng g, fato que se torna vantajoso, pois nao ha necessidade de adicao de outras
solucoes, que podem trazer contaminacoes.

Os testes de adicao e recuperacao apresentaram resultados em torno de 99 a

102%. Os teores de Fe livre determinados nas amostras de sangue bovino se
encontram na faixa de 50 a 70 ug L.

5 CONCLUSOES

O forno de grafite se mostrou eficiente na determinagao do Fe livre nas amostras de
sangue bovino apos dialise. Os valores encontrados serao tratados estatisticamente,

para comparacao e avaliacao da hipotese do trabalho.
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