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flebotomia (12hF1+F2), 6h (6h), 12h (12h), 24h (24h), 48h (48h),
72h (72h), 4 dias (4d), 5 dias (5d), 6 dias (6d), 10 dias (10d), 14
dias (14d), 21 dias (21d) e 28 dias (28d) ap6s a segunda
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Valores médios e desvios padréo (X xs) da concentracdo sérica
cortisol (ng/mL), volume globular (%), 6xido nitrico (nmol/L),
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12h ap6s a primeira flebotomia (12hF1+F2), 6h (6h), 12h (12h),
24h (24h), 48h (48h), 72h (72h), 4 dias (4d), 5 dias (5d), 6 dias
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Tabela 6 - Valores médios e desvios padréo (X +s) da concentracdo e uréia
(mg/dL) e creatinina (mg/dL), atividade enzimatica da aspartato
aminotransferase  (AST), gama-glutamiltransferase (GGT),
creatinofosfoquinase (UI/L) e lactato desidrogenase (UI/L) de
ovinos mesticos Texel, imediatamente antes da flebotomia (Antes
F1), 6h (6hF1) e 12h apés a primeira flebotomia (12hF1+F2), 6h
(6h), 12h (12h), 24h (24h), 48h (48h), 72h (72h), 4 dias (4d), 5 dias
(5d), 6 dias (6d), 10 dias (10d), 14 dias (14d), 21 dias (21d) e 28
dias (28d) ap6s a segunda flebotomia...........cccceecviveiiiiiie e, 49
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FONTEQUE, J.H. Estresse oxidativo e lipoperoxidacdo devido a
anemia induzida por perda aguda de sangue em ovinos. 2005. 68p.
Tese de Doutorado em Medicina Veterinaria, Area de Clinica Veterinaria —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual

Paulista, Botucatu.

Resumo

A producao de espécies reativas de oxigénio (ERO) é um evento presente
em todas as células do organismo e pode estar aumentada em condicdes
como hipoxia induzida pela anemia causando lesdes em moléculas como
DNA, lipideos e proteinas. Com o objetivo de avaliar o estresse oxidativo
na anemia induzida por perda aguda de sangue, foram utilizados 10
ovinos, mesticos da raca Texel, machos e fémeas, com idade entre seis e
oito meses, clinicamente sadios, mantidos em regime de confinamento.
Os animais foram submetidos a duas flebotomias para a retirada de 30%
e 20% do volume sangiineo com intervalo de 12 horas. Amostras de
sangue foram colhidas imediatamente antes da flebotomia, 6h e 12h apds
a primeira flebotomia, 6h, 12h, 24h, 48h, 72 horas, 4d, 5d, 6d, 10d, 14d,
21d e 28 dias apo6s a segunda flebotomia. Foram avaliados o éxido nitrico,
substancias reativas ao acido tiobarbitarico, malondialdeido, cortisol e
lactato séricos, hemograma e bioquimica sérica. A analise estatistica dos
dados foi realizada por meio do Teste de Analise de Variancia de Medidas
Repetidas (ANOVA) ao nivel de 5% de significancia. Os resultados
demonstraram que o protocolo de inducdo de anemia foi capaz de induzir
anemia 12 horas apds a segunda flebotomia, estresse oxidativo e
lipoperoxidacao caracterizado pelo aumento das substancias reativas ao
acido tiobarbitarico. O cortisol elevou-se e alterou o leucograma
aumentando o numero de leucdcitos, neutrofilos e a relacdo
neutrofilo:linfécito. Todos os animais recuperaram-se dentro do periodo de

28 dias apo6s a flebotomia. Conclui-se que a retirada de 30% e 20% do
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volume de sangue com intervalo de 12 horas provoca estresse oxidativo e

lipoperoxidagdo em ovinos.

Palavras-Chave: ovinos, anemia aguda, Oxido nitrico, substancias

reativas ao acido tiobarbitarico, malondialdeido, lipoperoxidagéo.
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FONTEQUE, J.H. Oxidative Stress and, lipid peroxidation in
phlebotomy-induced acute anemia in sheep. 2005. 68p. Thesis Doctor
in Veterinary Medicine, Clinical Veterinary — Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista, Botucatu.

Abstract

Reactive oxygen species (ROS) are produced in all cells and an increase
can be associated with hypoxia induced by anemia. This results in DNA,
lipid and protein damage. The aim of this work was to evaluate the
oxidative stress induced by experimental acute blood loss. Ten healthy
cross Texel sheep underwent two phlebotomies with 12 hours interval.
Blood samples were collected before the first phlebotomy (30% of blood
volume) and 6 and 12 hours after. A second phlebotomy was performed
12 hours after the first one (20% of blood volume) and blood samples were
collected, 6h, 12h, 24h, 48h, 72h, 4 days, 5 days, 6 days, 10 days, 14
days, 21 days and 28 days after. Thiobarbituric acid-reactive substances,
malondialdehyde, nitric oxide, lipid peroxidation, serum cortisol, serum
lactate, CBC and serum biochemistry were evaluated. Statistical analysis
was reformed using repeated measures ANOVA. The experimental
protocol used was able to induce anemia 12 hours after the second
phlebotomy resulting in oxidative stress and lipoperoxiation characterized
by the thiobarbituric acid-reactive substances increase. There was also a
cortisol increase causing white blood cell changes: increased number of
leukocytes, neutrophils and neutrophil and lymphocyte rate. All animals
were normal 28 days after the phlebotomy. In conclusion, the protocol
used showed that phlebotomy causing 30 and 20% at blood loss can

induce oxidative stress and, lipid peroxidation in sheep.

Key Words: ovine, acute anemia, thiobarbituric acid-reactive substances,

malondialdehyde, nitric oxide, lipid peroxidation.
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1. Introducgéao

A anemia € caracterizada clinicamente por decréscimos
do numero de eritrdcitos, da concentracdo de hemoglobina e do volume
globular. As causas de anemia incluem a perda de sangue, a destruicéo e
a producdo inadequada dos eritrocitos. A principal causa de anemia
envolve a perda de sangue (ROBINSON; HUXTABLE, 1988; FELDMAN et
al., 2000).

Durante a anemia a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) est4d aumentada e pode ser toxica a células, tecidos ou
orgaos quando ndo é neutralizada (CHAN et al., 1999; LI; KARIN, 1999;
STENVINKEL, 2003). As lesbes nas membranas causadas por ERO
resultam em lipoperoxidacao caracterizadas por aumento da produgao de
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) e malondialdeido
(MDA) (HALLIWELL, 1995; NIELSEN et al, 1997; HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 1999; ZWART et al., 1999; WICKENS, 2001; SARADA et
al., 2002; KUHN; BORCHERT, 2002).

Durante a hipoxia tecidual as células produzem lactato,
radicais livres e fatores de inflamacdo que ndo sdo eliminados pela
circulacdo sanguinea e podem causar lesdo celular direta. O sistema
nervoso central (SNC) é o gatilho da resposta neuroenddcrina que
mantém a perfusdo sanglinea no coragdo e cérebro, diminuindo em
outros tecidos (DUTTON, 2003). O rim e as glandulas adrenais sé&o o0s
primeiros 0rgaos a responderem a essas alteracbes com a producao de
renina, angiotensina, aldosterona, cortisol, eritropoetina e catecolaminas.
Devido a complexa microcirculacao hepatica este 6érgado também pode ser
alvo de lesdo em estados de hipoxia tecidual (DUTTON, 2003).
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2. Revisao de Literatura

Objetivando aumentar os subsidios para efetuar uma
melhor discussdo sobre o tema desta tese e diante da escassez ou
mesmo da auséncia de trabalhos na literatura referentes ao assunto na
espécie ovina, serdo apresentados resultados de pesquisas cientificas

que incluem outras espécies de animais domeésticos e a espécie humana.

2.1. Resposta a anemia em ovinos

A anemia é a reducdo da habilidade do sangue em suprir
os tecidos com adequada quantidade de oxigénio necessaria para as
funcdes metabdlicas celulares. As principais causas de anemia envolvem
a perda de sangue, a destruicdo dos eritrécitos e a diminuicdo ou
auséncia na sua producédo (FELDMAN et al.,, 2000). Clinicamente, a
anemia caracteriza-se por decréscimo do numero de eritrocitos, da
concentracdo de hemoglobina e do volume globular (ROBINSON;
HUXTABLE, 1988).

A avaliacdo da resposta eritrocitaria e leucocitaria nos
processos hemorragicos foi investigada, porém, os resultados obtidos
tornam o tema ainda motivo de debates e discussées (HOWARD et al.,
1998).

Winter (1966; 1967) com a realizacdo de nove flebotomias
diarias em ovinos observou ao 10° dia os menores valores para
hematécrito, concentracdo de hemoglobina e namero de eritrocitos. A
resposta eritrocitaria da medula 0ssea iniciou no primeiro dia apés a
flebotomia e atingiu pico ao nono dia. Porém, os sinais de regeneracao
nos esfregacos sangiineos foram observados ao quarto dia com a
presenca de reticuldcitos, anisocitose, eritrocitos policrométicos, aumento
do volume corpuscular médio (VCM), da hemoglobina corpuscular média
(HCM), da concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e do

namero de plaquetas. Apés 28 dias houve retorno ao tamanho normal dos
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eritrocitos sem deplecdo das reservas de ferro. A perda de granulécitos
em relacdo a perda sangiinea induzida néo foi suficiente para modificar
significativamente a propor¢cédo de maturacao granulocitica.

De acordo com Jain (1993) a concentracdo de
eritropoetina (EPO) eleva-se rapidamente apdés a perda de sangue,
alcangcando concentragdo méaxima em 24 horas e reduz ao terceiro dia,
simultaneamente ao aumento do hematécrito e ao inicio da resposta
eritropoética na medula 6ssea. A perda aguda de sangue determina
leucocitose e neutrofilia provocada por desvio do compartimento marginal
de neutrdfilos para o compartimento circulante, podendo estar associada
a linfopenia e a eosinopenia. O numero total de leucdcitos pode estar
aumentado juntamente com a resposta hematopoética pelo estimulo
generalizado da medula 6ssea.

Segundo Howard et al. (1998) a retirada de 20% do
volume de sangue total em ovinos diminuiu significativamente em 24
horas o numero total de eritrocitos, a concentracdo de hemoglobina e o
volume globular. Os sinais de regeneracdo medular, como a contagem de
reticuldcitos aumentou no segundo dia, seguida por ponteados
basofilicos, policromasia, anisocitose e presenca de eritroblastos
evidenciados a partir do terceiro dia da retirada de sangue. Elevagdes no
VCM e HCM ocorreram entre seis e 12 horas, e 12 horas ap0s a retirada
de sangue, respectivamente, devido a liberacdo da reserva sanglinea
medular e a contragédo esplénica (TORRINGTON et al., 1989; HOWARD
et al., 1998). Aos 12 dias apoés a retirada de sangue o volume globular e a
concentracdo de hemoglobina retornaram aos valores iniciais.

Quanto a resposta leucocitaria, houve elevacdo do
namero de neutréfilos com inversdo da relacdo neutrdéfilo:linfocito trés
horas apdés a retirada de sangue. A estimulacdo adrenérgica
desencadeada pelo disturbio hemorragico determinou o deslocamento do
compartimento marginal de neutréfilos para a circulacdo geral, bem como

a mobilizagdo das reservas medulares. Ao terceiro dia houve
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restabelecimento da relacédo entre neutrdéfilos e linfocitos, indicando o fim
do periodo de estresse (HOWARD et al., 1998).

A farmacodindmica da relacdo entre EPO, reticulécitos e
namero de eritrocitos foi investigada em ovinos jovens na anemia induzida
por perda aguda de sangue determinada em duas flebotomias com
intervalo de quatro semanas até o periodo de recuperacdo. A flebotomia
resultou em elevacao rapida da concentragdo de EPO alcancando valores
maximos do terceiro ao oitavo dia, seguido por reticulocitose. A
concentracdo de hemoglobina retornou aos valores iniciais quatro
semanas apos a flebotomia (CHAPEL et al., 2000; VENG-PEDERSEN et
al., 2002).

Na inducéo de anemia fetal em ovinos por retirada de 40%
de sangue no periodo de duas horas, observou-se que a concentracdo de
EPO fetal elevou-se 10 a 20 vezes em relacdo aos valores normais dentro
de 24 horas apdés a hemorragia. Houve pequeno aumento na producdo
dos eritrocitos dentro de sete dias ap6s a inducao da anemia (ZHANG et
al., 2002).

Widness et al. (2000) realizaram duas flebotomias em
cordeiros durante dois dias consecutivos. Observou-se que a hipdxia
tecidual progressiva acompanhou 60% da diminuicdo da hemoglobina em
relacdo aos valores iniciais, juntamente com o aumento da concentracéo
de EPO e do lactato plasmatico dois dias apos a primeira flebotomia. Os
resultados demonstraram que tanto a EPO como o lactato podem ser
indicadores especificos e sensiveis da hipoxia tecidual.

Al-Huniti et al. (2004) ao induzirem anemia por perda
aguda de sangue em ovinos observaram aumento da concentracao
plasmatica de EPO ao segundo e quarto dias apés a flebotomia. A
percentagem relativa maxima de contagem de reticulocitos ficou entre
55% e 13,7% ao 2,5 e 5,0 dias, respectivamente, apdés o inicio da
flebotomia. A contagem de reticulécitos retornou aos valores iniciais 10 a

15 dias ap06s a flebotomia.
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2.2. Estresse oxidativo, lipoperoxidacédo e anemia

O radical livre é qualquer espécie quimica, atomo, ion ou
molécula que contém um numero de elétrons ndo pareado na camada de
valéncia (SINGH; JAISWAL, 1992). Duas propriedades séao peculiares aos
radicais livres, a alta reatividade e a instabilidade. Os radicais livres
possuem vida-média muito curta, podendo reagir com qualquer molécula
que esteja proxima ao seu local de formacdo (ARCHERS, 1993;
KIECHLE; MALINSKI, 1993; THOMAS, 2000; PERCARIO et al., 2001).

O oxigénio é fundamental para o metabolismo celular e
para a producdo de energia. Porém, uma pequena quantidade de
oxigénio consumida é reduzida por vias especificas fornecendo uma
variedade de substancias quimicas altamente reativas tais como o 6xido
nitrico (NO®), o anion superéxido (O2®) e o radical hidroxila (OH™), além
de seus intermediarios ou subprodutos como o peroxido de hidrogénio
(H20,). Coletivamente essas substancias sdo chamadas de espécies
reativas de oxigénio (ERO) (CHAN et al, 1999; HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1999; LI; KARIN, 1999; WICKENS, 2001; BIESALSKY,
2002).

As ERO podem ser benéficas ou nocivas dependendo da
concentracdo, quantidade e da eficacia dos mecanismos antioxidantes
(BIESALSKY, 2002). Em individuos saudéaveis existe um equilibrio entre a
formacéo e a protecéo contra os radicais livres (STENVINKEL, 2003). Se
a formacdo de ERO exceder a capacidade das defesas antioxidantes
resultard em estresse oxidativo e lesdo em macromoléculas como
lipideos, proteinas e DNA (BIESALSKY, 2002). Portanto, altas
concentracbes de ERO sao citotoxicas e podem estar presentes em
condicBes como inflamacado, doencas imunoldgicas, anemia, uremia e na
diminuicdo da concentracdo de vitaminas antioxidantes (CHAN et al.,
1999; LI; KARIN, 1999; STENVINKEL, 2003).

O mecanismo pelo qual a anemia contribui para o

estresse oxidativo ndo esta totalmente compreendido, mas a inadequada
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oxigenacdo tecidual é acompanhada por aumento na producdo de
radicais livres determinando alteragbes no metabolismo celular
energeético, elevacdo no catabolismo de catecolaminas e ativacdo
leucocitaria (SOMMERBURG et al., 1998; GRUNE et al., 2000; SARADA
et al., 2002; STENVINKEL, 2003).

O estado pro-oxidante estda na dependéncia da
oxigenacdo do organismo ou célula (HIMMELFARB; HAKIM, 2003). A
anemia produz hipoxia devido a limitada capacidade de carrear o
oxigénio, reduzindo a tolerancia ao exercicio, elevando a frequéncia
respiratéria e 0 metabolismo anaerdbico resultando na producdo de
lactato (LEWIS et al., 1992; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). Sob
essas condicfes, existe aumento na concentracdo de catecolaminas e na
atividade de enzimas que metabolizam as catecolaminas produzindo mais
radicais livres (JJANG; DOWNING, 1990; MOCHIZUKI-ODA et al., 1997).
Outras causas da formacéo de radicais livres envolvem a degradacao da
purina pela xantina oxidase em condi¢cfes de reperfusdo durante a hipdxia
temporaria tecidual (KOGURE et al., 1982; LINAS et al., 1990; KOMATSU
et al., 1992). A hipoxia altera o metabolismo celular e induz a liberacdo de
mediadores inflamatérios que ativam leucdcitos elevando a producao de
radicais e oxidantes (MOORE et al., 1996).

Vérios derivados do oxigénio quando ndo neutralizados
causam lesdo em membranas resultando em peroxidacdo lipidica
(SARADA et al., 2002). A lipoperoxidacdo causada pelas ERO € o
processo mais extensivamente estudado (HALLIWELL, 1995; NIELSEN et
al., 1997; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999; ZWART et al.,, 1999;
WICKENS, 2001; KUHN; BORCHERT, 2002). A grande quantidade de
fosfolipideos presente nas membranas celulares é alvo facil e
rapidamente afetado quando as ERO s&o formadas. Estes radicais
reagem com acidos graxos poliinsaturados para formar lipoperoxidos que

compdem a cascata de reacdes degenerativas dos lipideos (Figura 1)
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(HALLIWELL, 1995; NIELSEN et al., 1997; HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1999; ZWART et al., 1999; WICKENS, 2001; KUHN; BORCHERT, 2002).
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Figura 1 — Efeito dos radicais livres nos constituintes da membrana celular (adaptado por
Sjodin et al. 1990).

A lipoperoxidagdo ocorre como uma reagao em cadeia
dividida em etapas. A etapa de iniciacdo corresponde ao sequestro do
hidrogénio do &cido graxo poliinsaturado da membrana celular pelo
radical hidroxila ou alcoxila formando o radical lipidico. Na etapa de
propagacdo, o radical lipidico reage rapidamente com o oxigénio,
resultando em um radical peroxila que por sua vez sequestra um
hidrogénio de um novo acido graxo poliinsaturado, formando novamente o
radical lipidico. A etapa de terminacdo ocorre quando os radicais lipidico e
peroxila produzidos anulam-se (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; GATE
et al., 1999; ABUJA; ALBERTINI, 2001; DOTAN et al., 2004). Os
hidroperéxidos formados podem se decompor em numerosos produtos
aldeidos de diferentes comprimentos de cadeia, reativos ao &acido
tiobarbitdrico (TBA) (HALLIWEL; GUTERIDGE, 1989; SJODIN et al.,
1990).

O peroxido lipidico formado pode acumular-se até certo
grau dentro do 6rgao ou tecido produzindo reducdo irreversivel da fluidez
da membrana, aumentando sua permeabilidade e resultando em perda da
integridade da membrana e ruptura da célula (YAGI, 1987; SJODIN et al.,
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1990; SINGH; JAISWAL, 1992; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999;
WICKENS, 2001). Com a destrui¢cdo celular, o peréxido lipidico é liberado
para a circulacdo sanglinea elevando sua concentracdo sérica ou
plasmatica, indicando a ocorréncia de lesdo de membrana celular. O
excesso de peréxidos lipidicos ndo pode ser excretado na urina e circula
no sangue podendo causar lesées em outras células, érgéos e tecidos
intactos, possibilitando o desenvolvimento de doencas secundérias (YAGI,
1987).

A producdo exacerbada de radicais livres é controlada
pelo sistema antioxidante eritrocitario, representado por enzimas como a
superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase, porém, esse
mecanismo esta diminuido durante a anemia (COSTAGIOLA et al., 1989;
GRUNE et al., 2000; STENVINKEL, 2003).

A determinacdo dos radicais livres é extremamente dificil
devido a curta vida-média e a tecnologia para detectar diretamente os
radicais em sistemas biolégicos (JANERO, 1990; HOLLEY;
CHEESEMAN, 1996).

Devido a esses problemas analiticos relacionados ao
estresse oxidativo e do mecanismo de leséo dos radicais livres, utilizam-
se 0s biomarcadores para monitorar o envolvimento na patogénese da
lesdo. A determinacdo das substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS) e o malondialdeido (MDA) sédo os testes mais freqientemente
utiizados para a mensuragdo da lipoperoxidacdo de membranas
(HALLIWELL, 1995; HOLLEY; CHEESEMAN, 1996; NIELSEN et al.,
1997; CERVATO et al., 1999; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999; ZWART
et al., 1999; WICKENS, 2001; KUHN; BORCHERT, 2002).

A andlise de reagdo envolvendo as TBARS é o método
mais facil e popular quando se pretende avaliar a lipoperoxidacdo e a
atividade de radicais livres em amostras biolégicas (HOLLEY;
CHEESEMAN, 1996). Porém, os resultados sdo expressos em termos de

guantidade de MDA produzido em um tempo pré-estabelecido. Mas, o
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teste ndo avalia apenas o MDA livre, ele determina o MDA gue reage com
0 &cido tiobarbitirico (TBA) formado pela decomposicdo de peroxidos
lipidicos durante a fase de aquecimento do teste (HALLIWEL,
GUTERIDGE, 1989; DOTAN et al., 2004).

Diferentemente das TBARS a metodologia utilizada com o
aparelho de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) determina
com maior precisédo e sensibilidade os componentes aldeidos, obtendo-se
o MDA livre (WONG et al., 1987; DRAPER; HADLEY, 1990; DRAPER et
al., 1993; HOLLEY; CHEESEMAN, 1996; JENTZSCH et al., 1996;
KARATAS et al., 2002).

2.3. Anemia e bioquimica sérica

Durante a isquemia as ceélulas hipdxicas produzem lactato,
radicais livres e fatores da inflamacdo que ndo sdo eliminados pela
circulacdo sanglinea e podem causar lesédo celular direta. O sistema
nervoso central (SNC) é o gatilho da resposta neuroendécrina ao choque
gue mantém a perfusdo sangiinea do coracdo e do cérebro, diminuindo-a
em outros tecidos (DUTTON, 2003).

O rim e as glandulas adrenais sdao 0s primeiros 0rgaos a
responderem as alteracdes neuroendocrinas com a produgdo de renina,
angiotensina, aldosterona, cortisol, eritropoetina e catecolaminas
(DUTTON, 2003).

Os testes de funcdo renal sdo marcadores da funcao
glomerular e a sua avaliagdo sequencial é Gtil para monitorar o tratamento
e a progressao das doencas (MEYER; HARVEY, 1998).

A uréia é sintetizada no figado a partir da amonia que é
proveniente do catabolismo de proteinas. Dois processos alteram a
concentragdo de uréia sérica: a taxa de sintese da uréia nos hepatocitos e
a taxa de eliminacdo da uréia pelos rins. A taxa de sintese da uréia
depende da funcdo hepatica e é influenciada por alteracées na dieta ou

por catabolismo protéico. A taxa de eliminacdo depende da taxa de
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filtracdo glomerular e da taxa de reabsorcdo da uréia nos tubulos renais
(KANEKO et al., 1997).

A creatinina é formada da degradacdo da creatina nos
musculos. Como a uréia, a concentracédo de creatinina depende da taxa
de sintese e de excrecdo. A taxa de sintese, entretanto é relativamente
constante, porém a excrecao renal de creatinina € altamente dependente
da taxa de filtracdo glomerular. Diferentemente da uréia a creatinina ndo é
reabsorvida pelos tubulos renais (KANEKO et al., 1997).

As concentracbes de wuréia e de creatinina séo
mensuradas rotineiramente para detectar doencas que causam azotemia
devido a reducédo da taxa de filtracdo glomerular (TFG). A diminuicdo da
TFG pode ser resultado de mecanismos pré-renais que causam alteracao
do fluxo sanguineo renal como a desidratacdo, hipovolemia, choque
endotdxico ou reducdo do débito cardiaco (KANEKO et al., 1997).

A microcirculacdo hepatica é complexa e sofre lesdo de
reperfusdo no choque. As células hepaticas sdo metabolicamente ativas e
contribuem substancialmente para a resposta inflamatoria no choque
descompensado (DUTTON, 2003). A circulagdo compreende dois
suprimentos sangliineos, a artéria hepatica e a veia porta que nutre e
oxigena o figado. Esta circulacdo compreende aproximadamente 80% do
fluxo sangliineo hepatico total que libera substancias absorvidas do trato
gastrointestinal e horménios do pancreas. A integridade e a funcéo
hepatica podem ser alteradas secundariamente a insuficiéncia
cardiovascular, anemia, desvio porto-sisttmico e na exposicao das
bactérias intestinais ou seus produtos quando a barreira intestinal for
lesada. O sangue entra na triade portal e flui através das zonas 1, 2 e 3
antes da veia terminal hepéatica, sendo que os hepatdcitos da zona 3 sao
mais susceptiveis a condi¢cdes hipoxicas como na insuficiéncia cardiaca
ou no choque (MEYER; HARVEY, 1998).

Os testes mais importantes utilizados para a avaliacao

hepética em ruminantes sdo o0s enziméticos que detectam lesdes de
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hepatocitos ou colestase (MEYER et al.,1995; LASSEN, 2004). Estes
compreendem as enzimas aspartato aminotransferase (AST) e as que
aumentam devido a acelerada producéo estimulada por reducdo do fluxo
biliar, como a gama-glutamiltransferase (GGT) (MEYER et al., 1995;
KANEKO et al., 1997; KERR, 2003; LASSEN, 2004).

Alguns fatores devem ser considerados ao avaliar as
alteracdes da atividade sérica das enzimas hepaticas, tais como a
localizac&o celular, a atividade e a concentracdo da enzima nos diferentes
tecidos, a quantidade de tecido lesado, o grau de severidade e a
presenca de processo regenerativo (MEYER et al.,, 1995; KRAMER;
HOFFMANN, 1997; KERR, 2003; LASSEN, 2004).

A musculatura esquelética ndo € metabolicamente ativa
durante o choque e tolera a isquemia melhor que outros 6rgéos. A grande
massa muscular esquelética tem importancia na producdo de radicais
livres e lactato pelas células isquémicas (DUTTON, 2003).

O musculo esquelético contém alta atividade de
creatinofosfoquinase (CK) e lactato desidrogenase (LDH). A leséo
muscular com liberagdo dessas enzimas é a causa mais comum da
elevacdo plasmatica, sendo que a CK é tecido especifica e util na
identificacdo de lesdo muscular esquelética. (MEYER; HARVEY, 1998).
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3. Objetivos

3.1. Objetivos Gerais

Avaliar o efeito da anemia por perda aguda de sangue
sobre 0 estresse oxidativo e a lipoperoxidacdo em ovinos submetidos a

flebotomia.

3.2. Objetivos Especificos

Avaliar o efeito da anemia por perda aguda de sangue
sobre 0 hemograma, o Oxido nitrico, as substancias reativas ao acido

tiobarbiturico, o malondialdeido, o lactato, o cortisol e a bioquimica sérica.
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4. Material e métodos

4.1. Local de Execucédo da Pesquisa

A pesquisa foi realizada no Laboratorio Clinico Veterinario
“Aguemi Kohayagawa” junto ao Departamento de Clinica Veterinaria do
Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
UNESP, Campus de Botucatu-SP. Colaboraram para a pesquisa o0
Laboratério de Fisiologia do Exercicio (LABEX) da Universidade de
Campinas (UNICAMP), Campinas-SP, o Departamento de Nutricdo da
Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB), Botucatu-SP, e o Laborat6rio
de Endocrinologia junto ao Departamento de Radiologia Veterinaria e
Reproducdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
UNESP, Campus de Botucatu-SP.

4.2. Animais

Os animais utilizados neste experimento foram
provenientes de uma propriedade localizada no municipio de Aracatuba,
Estado de S&o Paulo. Foram selecionados 10 ovinos mesticos da raca
Texel, de seis a oito meses de idade, cinco machos e cinco fémeas
pesando entre 15 e 20 kg, clinicamente sadios.

ApOGs a aquisi¢do, os ovinos foram alojados no Hospital
Veterinario da FMVZ - UNESP, localizada na cidade de Botucatu, Estado
de Séo Paulo, a 48°52’ longitude oeste, 22°52’ latitude sul, altitude de 756
metros acima do nivel do mar, apresentando clima temperado e
temperatura média anual de 19°C, onde foram mantidos durante todo o
experimento. Anteriormente ao inicio das colheitas, os animais foram
desverminados® e passaram por um periodo de adaptacdo de 30 dias,

quanto a nova alimentagéo e instalagdes.

! Cydectin NF, Fort Dodge.
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Os ovinos foram mantidos em baias de piso concretado e
alimentados com feno de “coast-cross” (Cynodon dactylon), ragao
concentrada comercial® (500g/animal/dia), sal mineral® e 4gua & vontade.

4.3. Protocolo de indugédo da anemia

Para a inducdo da anemia foram retirados 30% do volume
sangilineo total de acordo com o calculo de 8% do peso corpéreo
correspondendo ao volume total de sangue. Apés um periodo de 12 horas
foi realizada uma segunda flebotomia retirando-se 20% do volume
sangiineo.

A retirada de sangue em ambas as flebotomias foi
realizada por venipuncéo jugular utilizando-se agulha hipodérmica (40 x
12) acoplada a um equipo. O animal permaneceu em decubito lateral
direito sobre uma mesa e por acdo da gravidade o volume sangtineo

retirado foi quantificado utilizando-se uma proveta graduada.

4 .4. Colheita das amostras

Considerando-se as flebotomias foram efetuadas colheitas

de sangue de todos 0s ovinos, Nnos seguintes momentos:

- Antes F1: antes da flebotomia;

- 6hF1: 6 horas ap0s a primeira flebotomia;

- 12hF1+F2: 12 horas apos a primeira flebotomia e segunda flebotomia;
- 6h: 6 horas apds a segunda flebotomia;

- 12h: 12 horas apo0s a segunda flebotomia;

- 24h: 24 horas ap0s a segunda flebotomia;

- 48h: 48 horas ap6és a segunda flebotomia;

- 72h: 72 horas ap6és a segunda flebotomia;

2 Cooperativa dos Cafeicultores de Sao Manuel, SP.
% Premiphos.
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- 4d: quatro dias ap0s a segunda flebotomia;
- 5d: cinco dias apds a segunda flebotomia;
- 6d: seis dias ap0s a segunda flebotomia;

- 10d: 10 dias ap0s a segunda flebotomia;

- 14d: 14 dias ap0s a segunda flebotomia;

- 21d: 21 dias ap6s a segunda flebotomia;

- 28d: 28 dias apoés a segunda flebotomia;

Foram obtidos mediante venipuncdo jugular 5mL de
sangue em tubo de colheita a vacuo com anticoagulante* EDTA a 10%
para a realizacdo do hemograma e proteina plasmatica total e 10mL de
sangue em tubo de colheita a vacuo® contendo gel coagulante para a
obtencéo do soro. O soro foi armazenado em “freezer” a temperatura de
menos 20°C até o momento do processamento para a determinacdo do
oxido nitrico, substancias reativas ao acido tiobarbitdrico, malondialdeido,

cortisol, lactato e bioquimicos.

4.5. Exames Laboratoriais
4.5.1. Hemograma
A hematimetria foi realizada em contador eletrébnico de

células®.

4.5.2. Contagem de Plaquetas
A contagem total de plaquetas foi realizada em contador

eletrdnico de células®.

* Hemogard® K3 Vacutainer Systems, Becton Dickinson, England.
®Vacuum II®, Labnew, Sao Paulo, Brasil.

® CELL-DYN 3500 R — Abbott Laboratories, USA.
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4.5.3. Contagem de Reticulécitos
A contagem de reticulocitos foi realizada em esfregagos
sanguineos corados com azul cresil brilhante de acordo com Jain (1986).

4.5.4. Avaliacdo morfoldgica dos eritrécitos

A avaliagdo morfolégica dos eritrocitos foi realizada em
esfregagcos sangiliineos corados para a determinagdo da anisocitose,
policromasia, ponteados basofilicos, corpusculos de Howell-Jolly e

eritroblastos, conforme Jain (1986).

4.5.5. Proteina Total Plasmatica
A determinacdo da proteina plasmatica total foi realizada

por meio da técnica de refratometria’, conforme Jain (1993).

4.5.6. Oxido Nitrico (NO®)
A concentracdo de nitrito sérico que reflete a producéo de
oxido nitrico foi determinada segundo a reacdo de Griess, como descrito

por Hawkins et al. (1998) e mensurados em leitor de ELISA a 540nm®.

4.5.7. Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

As substancias reativas ao acido tiobarbiturico foram
determinadas no Laboratério de Fisiologia do Exercicio (LABEX) da
Universidade de Campinas (UNICAMP), Campinas-SP, de acordo com
Yagi (1987) e a leitura realizada em aparelho de fluoroscopia®.

4.5.8. Malondialdeido sérico (MDA)
A dosagem do malondialdeido sérico foi realizada no
Departamento de Nutricdo da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB),

’ Refratdmetro ATTAGO Co.
# Multiscan EX, Labsystems, Finland.
% Espectrofluorémetro SLM Aminco. SPF 500™ com Nozone.
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Botucatu-SP, por meio de cromatografia liqguida de alta eficiéncia

(HPLC)™ em fluoroscopia de acordo com Karatas et al. (2002).

4.5.9. Cortisol sérico

As dosagens séricas de cortisol foram determinadas no
Laboratério de Endocrinologia junto ao Departamento de Radiologia
Veterinéria e Reprodugéo Animal da Faculdade de Medicina Veterinéria e
Zootecnia, UNESP, Campus de Botucatu-SP, por meio da técnica de

', Nao

radioimunoensaio (RIA), em fase soélida, utilizando-se kit comercia
foi realizado qualquer tipo de extracdo quimica ou processo de
purificacdo, tendo como elemento radioativo tracador o I'*°. A leitura foi

realizada em contador gama'?.

4.5.10. Bioquimica sérica

O lactato, a uréia, a creatinina, a atividade da aspartato
aminotransferase, da gama-glutamiltransferase, da creatinofosfoquinase e
da lactato desidrogenase™® foram determinadas em equipamento de

bioquimica seca automatizado™*.

4.6. Andlise estatistica

Para a verificacdo da normalidade do conjunto de dados,
foi realizado o Teste de Kolmogorov-Smirnov (CURI, 1997).

Para os dados que passaram no Teste de Normalidade,
foi utilizado o teste paramétrico de Analise de Variancia de Medidas
Repetidas, com o objetivo de verificar a existéncia de diferenca entre os

momentos avaliados (CURI, 1997).

10 Shymadzu Corporation, Kioto, Jap&o.

! Coat-a-Count-Cortisol Diagnostic Products Co., Los Angeles, CA, USA.

12 Cobra™ Il Auto-Gamma, Packard Instrument Company, Meriden.

¥ LAC, UREA, CREA, AST, GGT, CK, LDH Ortho-Clinical Diagnostics, Inc. Johnson-Johnson
Company.

14750 VITROS. Ortho-Clinical Diagnostics, Inc. Johnson-Johnson Company.
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No caso de diferencas significativas (p<0,05), foram
realizadas as comparacoes entre 0s momentos por meio do Teste de
Comparac6es Multiplas de Student-Newman-Keuls (CURI, 1997).

A correlacéo entre o TBARS e o VG foi realizada segundo
o teste de correlacédo de Pearson (CURI, 1997).

Em todas as analises o nivel de significancia utilizado foi
de 5%.

Para a avaliacdo dos ponteados basofilicos, corpusculos

de Howell-Jolly e eritroblastos foi realizada a analise descritiva dos dados.
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5. Resultados e Discussao

5.1. Consideracdes gerais

As escolhas da espécie, raca e idade dos animais
basearam-se na auséncia de literatura sobre a influéncia da anemia na
producdo de radicais livres e lipoperoxidagdo em ovinos, além de
contribuir para o entendimento da resposta a perda aguda de sangue.

A idade influencia a resposta a perda aguda de sangue,
sendo que 0s animais jovens apresentam melhor resposta a anemia do
que adultos (JAIN, 1993; FELDMAN et al., 2000). Além desse fator, 0
tamanho reduzido e a facilidade do manejo auxiliaram na escolha dos
animais.

Os ovinos da raca Texel e mesticos Texel estédo
recentemente sendo introduzidos na regido e utilizados para a producéo
de carne em confinamentos, o que possibilita o estudo de uma raga que
esta em expansao no Estado de Séo Paulo.

A metodologia empregando-se os contadores eletrénicos
de células permitiu a avaliacdo de novos indicadores recentemente
utilizados na Patologia Clinica Veterinaria. A distribuicdo do diametro dos
eritrécitos (DDE), o volume plaquetario (VP), volume plaquetario médio
(VPM) e a distribuicdo do diametro das plaguetas (DDP) foram avaliados
e auxiliaram no estudo da resposta as anemias por perda aguda de
sangue em ovinos.

A realizagdo da bioquimica sérica utilizando a quimica
seca com o0 emprego de equipamento automatizado € nova na Medicina
Veterinaria e determina valores com grande rapidez para varias espécies
animais. Por ser uma metodologia recente, ndo existem valores de
referéncia para animais jovens mesticos da raca Texel.

Uma das preocupacdes surgidas durante a realizacdo do
delineamento experimental foi a definicAo do volume de sangue a ser

retirado na flebotomia. A opcdo da retirada de 30% e 20% do volume
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sangiineo com periodo de 12 horas ndo foi encontrada na literatura
consultada.

N&o se optou por nenhum tipo de reposi¢do de liquidos,
solucéo fisiologica ou plasma, concomitantes a retirada de sangue total.
Os resultados demonstraram que o intervalo de tempo de 12 horas entre
as flebotomias foi suficiente para a reposicdo da volemia, ndo sendo
necessario em nenhum dos animais e em momento algum, qualquer tipo

de tratamento.

5.2. Observag0es clinicas

Apesar do exame clinico nao ter sido realizado durante o
experimento, os animais foram diariamente observados nos periodos da
manha e tarde por ocasido da alimentacdo. Nao foram observadas
alteracbes comportamentais como depressdo e decubito lateral
permanente em nenhum dos animais do experimento. Todos
apresentaram apetite e comportamento normais durante o periodo de
avaliacao.

Os ovinos foram mantidos em baias com restricdo do
exercicio, boa alimentacdo e &gua a vontade. A administracdo de
vermifugo no inicio do experimento manteve em niveis minimos aceitaveis

(300 OPG), a infestacdo parasitaria por nematdédeos gastrointestinais.
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5.3. Hemograma

5.3.1. Eritrograma e Proteina Total Plasmética

O transporte de liquidos para a reposicdo da volemia
causou decréscimo do numero de eritrécitos, concentracdo de
hemoglobina, volume globular e concentracao de proteina plasmatica total
seis horas apds a retirada de 30% do volume sangiineo (primeira
flebotomia). Apds 12 horas houve reducdo de 37,51% para 0 numero de
eritrocitos, 37,19% na concentragdo de hemoglobina e 37,11% no volume
globular (Tabela 1 e Figuras 2 e 3).

A partir da segunda flebotomia com a retirada de 20% do
volume sanglineo, observou-se apos 12 horas (12h) acentuada reducao
do namero de eritrdcitos, concentracdo de hemoglobina e volume globular
de 53,30%, 52,80% e 53,98%, respectivamente.

A concentracdo de proteina total diminuiu 24,74% e
27,53%, seis horas apos a primeira flebotomia (6hF1) e seis horas apds a
segunda flebotomia (6h), respectivamente.

A anemia foi observada seis horas ap6s a primeira
flebotomia (6hF1) e acentuou-se 12 horas apdés a segunda flebotomia
(12h) de acordo com os valores de referéncia determinados por Feldman
et al. (2000). Alteracdes na avaliagdo da anisocitose, policromasia e
presenca de reticuldcitos indicando sinais de regeneracdo medular foram

evidentes 48 horas apds a segunda flebotomia (48h).
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Os mecanismos de reposicdo de liquidos induziram a
hemodiluicho num periodo de 12 horas ap6s a segunda flebotomia
caracterizada pelos menores valores do numero de eritrécitos,
concentracdo de hemoglobina e do volume globular. Porém, ndo houve
aumento no VCM, HCM, CHCM, DDE e numero de reticulocitos. O VCM e
o DDE ndo aumentaram ap0s a perda de sangue porque a pequena
quantidade de reticuldcitos liberados da medula 6ssea nao foi suficiente
para determinar sua elevacdo (MEYER; HARVEY, 1998).

Segundo Howard et al. (1998) trés horas apds a retirada
de 20% do volume sanguineo houve reducédo significativa do numero de
eritrécitos, concentracdo de hemoglobina e volume globular com os
menores valores observados apos 24 horas.

Os resultados desse experimento diferiram de Howard et
al. (1998) que relacionaram a causa da elevacédo do HCM e VCM entre
seis horas e 12 horas apés a perda de sangue em ovinos, a liberacao de
eritrocitos imaturos e de maior diametro pela contracédo esplénica devido
ao estimulo adrenérgico e liberacdo das reservas medulares de
eritrocitos.

Apés a perda aguda de sangue, ocorrem alteracdes nos
sistemas cardiovascular e respiratério com ativacdo de respostas
neuroenddcrinas compensatorias para a reposicdo da volemia. A
restauracdo do volume plasméatico ocorre com o movimento de liquido do
espaco intersticial para a circulagéo, ingestdo de 4gua, reducdo da perda
de agua e sbdio no sistema renal e absorcéo de liquido no trato digestoério
(MALIKIDES et al., 2001).

A reducdo da pressao arterial, pressdo capilar e o
decréscimo do volume sangliineo causam intensa atividade simpatica
dentro de segundos apds a perda de sangue. Essa resposta € mediada
por barorreceptores (presentes arco aortico e seio carotideo) e

qguimiorreceptores causada inicialmente pela liberacdo de catecolaminas
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da medula adrenal resultando em alteracbes cardiacas e vasculares
(MALIKIDES et al., 2001).

O reflexo barorreceptor e o reflexo receptor de volume
atrial atuam juntos e em poucos segundos restauram a pressao
sangiinea apos a perda de sangue. Outros mecanismos compensatorios
entram em atividade minutos a horas apés a hemorragia a fim de
restaurar o volume de sangue perdido (CUNNINGHAM, 2004).

A hemorragia reduz a pressdo sanglinea e a pressao
hidrostatica e oncoética, favorecendo a reabsorcdo de liquidos para os
capilares sangliineos. Porém, o liquido do espaco intersticial ndo possui
células ou proteinas, diluindo os constituintes sangliineos causando
reducdo do volume globular e da concentracdo de proteinas plasmaticas,
fendmeno conhecido como hemodiluicdo (CUNNINGHAM, 2004).

O aumento da atividade simpética associada a reducgdo
da presséo arterial atua nos rins estimulando a liberacdo de renina que
atua em conjunto com a angiotensina e a aldosterona para diminuir a
excrecdo de sodio renal. Os reflexos barorreceptor e de volume atrial
também estimulam a hipofise a secretar o horménio antidiurético (ADH)
gue reabsorve maior quantidade de agua no néfron distal. Esses
mecanismos conservam o volume de sangue, mas ndo restabelecem o
volume sangiiineo normal. A restauracdo do volume requer ingestdo de
agua gue é estimulada por barorreceptores e receptores de volume atrial
que atuam no hipotalamo e no centro da sede. A reposi¢cao dos liquidos
devido a ingestdo de &agua ocorre dentro de dois a trés dias. A
compensacao final inclui a reposicao das células sangiiineas e proteinas
plasmaticas perdidas (CUNNINGHAM, 2004).

Apés 24 horas da segunda flebotomia (24h) iniciou-se a
elevacdo do numero de eritrcitos, da concentracdo de hemoglobina e do
volume globular, sendo mais intenso apds 48 horas da segunda
flebotomia (48h) com a presenca dos reticulécitos, anisocitose e

policromasia indicando inicio da resposta eritropoética observada na
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circulacdo sanguinea periférica (Tabelas 1 e 2; Figura 4). A maior
concentracdo de reticuldcitos foi observada 72 horas (72h) apés a
segunda flebotomia e reduziu posteriormente até 10 dias (10d).

Os ponteados basofilicos foram encontrados em maior
concentracdo 48 horas (48h), 72 horas (72h) e quatro dias (4d), e em
pequena quantidade aos cinco dias apés a segunda flebotomia (5d).

Os corpusculos de Howel-Jolly e os eritroblastos foram
observados em pequena quantidade 24 horas (24h), 48 horas (48h) e 72
horas (72h) apds a segunda flebotomia.

Com a reducdo do numero dos eritrocitos e consequente
diminuicdo da oxigenacao tecidual e desenvolvimento de hipdxia, ha
estimulo para a producao de eritropoetina (EPO) sintetizada pelas células
adjacentes aos tubulos proximais renais. A EPO é o principal fator de
regulacdo das células progenitoras eritroides e exerce seu efeito sobre as
células alvo da medula 6ssea interagindo com receptores especificos da
superficie celular. Na medula 6ssea a EPO age sobre o compartimento de
células progenitoras conhecido como células formadoras de col6nia
eritréide (CFU-E) multiplicando o numero de eritrécitos e promovendo seu
desenvolvimento para eritrocitos maduros (ADAMSON, 1996; ERSLEV,
1991).

Em ovinos, a liberacdo de EPO inicia-se 24 horas apos a
perda de sangue, alcancando valores maximos ao terceiro e oitavo dia
(CHAPEL et al., 2000; VENG-PEDERSEN et al., 2002).

Eritrocitos imaturos e policromasia estdo ausentes no
sangue periférico de ovinos sadios e a resposta reticulocitaria depende da
magnitude da perda sanglinea e da idade do animal (JAIN, 1993;
FELDMAN et al., 2000). A presenca de reticuldcitos é observada a partir
do terceiro dia da perda de sangue (MEYER; HARVEY, 1998) e de acordo
com Winter (1967) o numero aumenta rapidamente até cinco dias,
desaparecendo 21 dias apés a perda de sangue acompanhada por

alteracdes no VCM, HCM, CHCM e numero de plaquetas.
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A reticulocitose ou policromasia sdo o0s melhores
indicadores de intensa eritropoese. A resposta regenerativa com
policromasia € esperada na anemia por perda aguda de sangue,
especialmente em animais jovens (FELDMAN et al., 2000).

A magnitude da resposta reticulocitaria em ruminantes é
menor que em cdes e gatos. Portanto a presenca de alguns reticuldcitos €
suficiente para evidenciar resposta regenerativa nesta espécie
(FELDMAN et al., 2000).

A presenca de anisocitose, policromasia e ponteados
basofilicos em animais anémicos indicam aumento na porcentagem de
reticuldcitos e intensa resposta regenerativa medular (MEYER; HARVEY,
1998; FELDMAN et al., 2000).

O VCM e o DDE devem ser avaliados em conjunto, pois
refletem alteracbes na populagdo eritrocitaria. O VCM avalia o didmetro
dos eritrocitos e o DDE o grau de variacdo do didmetro dos eritrécitos.
Para que o DDE se altere € necesséaria uma quantidade consideravel de
eritrocitos grandes. O VCM alterou-se primeiramente aos quatro dias (4d)
em relacdo ao DDE, seis dias (6d), porém, o VCM permaneceu dentro dos
valores de referéncia citados por Feldman et al. (2000) durante todo o

experimento.
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Tabela 2 — Valores médios e desvios padrdo (X £s) avaliacdo da anisocitose e
policromasia em esfregacos sangliineos corados e graduados por escore, volume
globular (VG) e contagem de reticulécitos (x106/uL) de ovinos mesticos Texel,
imediatamente antes da flebotomia (Antes F1), 6h (6hFl) e 12h apés a primeira
flebotomia (12hF1+F2), 6h (6h), 12h (12h), 24h (24h), 48h (48h), 72h (72h), 4 dias (4d), 5
dias (5d), 6 dias (6d), 10 dias (10d), 14 dias (14d), 21 dias (21d) e 28 dias (28d) apds a

segunda flebotomia.

Momentos  Anisocitose Policromasia VG (%) Reticuldcitos x106/uL
Antes F1 0,00+0,00 0,00°+0,00 33,79°+3,01 0,002°+0,004
6hF1 0,00+0,00 0,00°40,00  21,30%'+2,90 0,003°+0,008
12hF1+F2 0,00+0,00 0,00°40,00  21,25%+3 41 0,007°40,012
6h 0,00+0,00 0,00°40,00  16,66%"+2,31 0,007°+0,018
12h 0,00+0,00 0,00°+0,00 15,55"+2,17 0,008°+0,008
24h 0,10+0,32 0,20°40,42  15,919"+2,80 0,020°+0,054
48h 1,00+0,67 1,00°+0,67 17,47%+2,27 0,077°+0,050
72h 1,70+0,48 1,70°+0,48 19,60+2,30 0,166°+0,063
4d 1,80%+0,42 1,80°+0,42  20,76%+2,00 0,152%+0,107
5d 1,80%+0,42 1,80°£0,42  22,44%+1,66 0,065"+0,053
6d 1,00°°+0,67 0,80°+0,79 22,63%+1,67 0,049+0,052
10d 0,50%+0,53 0,00°+0,00 27,26°+1,97 0,005°+0,006
14d 0,70%+0,48 0,00°t0,00 30,10°+1,75 0,000°0,000
21d 0,20°+0,42 0,00°+0,00 33,04%+1,89 0,000°£0,000
28d 0,00+0,00 0,00°+0,00 32,53%+1,71 0,001°+0,003

®Para letras iguais ndo ha diferenga significativa (p<0,05) entre os momentos.
Graduacéo por escore sendo: 0 = negativa; 1 = + Leve; 2 = ++ Moderada; 3 = +++ Acentuada;

Nos ultimos anos, aumentou o interesse na utilizacdo da
andlise computadorizada do DDE como auxilio diagnéstico. No homem,
esta técnica é de valor na quantificacdo da anisocitose e tem sido usada
para identificar e avaliar o comportamento de varias anemias macrociticas
e microciticas. Esta tecnologia tem sido cada vez mais utilizada na
moderna pratica veterinaria (WEISSER, 1982; WEISSER; KOCIBA, 1983).

Aos 28 dias ap6s a segunda flebotomia (21d) o numero

de eritrocitos, concentracdo de hemoglobina, volume globular, VCM, HCM



Resultados e Discussdo 32

e proteina plasmaética total retornaram aos valores iniciais (Antes F1). Isso

difere dos relatados de Meyer; Harvey (1998) em que a concentragao de

proteina plasmética total retornou mais rapidamente aos valores iniciais,

sendo que mais tempo foi requerido para o retorno do volume globular.
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Figura 2 — Gréfico representativo dos valores médios (x) do numero de eritrécitos

(x10%pL), concentracdo de hemoglobina (g/dL), volume globular (%) e concentracéo de

proteinas plasmaticas totais (g/dL) de ovinos mesticos Texel, imediatamente antes da
flebotomia (Antes F1), 6h (6hF1) e 12h apés a primeira flebotomia (12hF1+F2), 6h (6h),
12h (12h), 24h (24h), 48h (48h), 72h (72h), 4 dias (4d), 5 dias (5d), 6 dias (6d), 10 dias
(10d), 14 dias (14d), 21 dias (21d) e 28 dias (28d) apos a segunda flebotomia.
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Figura 3 — Gréfico demonstrativo dos valores médios (X ) do volume corpuscular médio
(fL), hemoglobina corpuscular média (pg), concentragdo de hemoglobina corpuscular
média (g/dL), distribuicdo do didmetro dos eritrocitos (%) de ovinos mesticos Texel,
imediatamente antes da flebotomia (Antes F1), 6h (6hF1l) e 12h ap6s a primeira
flebotomia (12hF1+F2), 6h (6h), 12h (12h), 24h (24h), 48h (48h), 72h (72h), 4 dias (4d), 5
dias (5d), 6 dias (6d), 10 dias (10d), 14 dias (14d), 21 dias (21d) e 28 dias (28d) apds a

segunda flebotomia.
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Figura 4 — Gréfico representativo dos valores médios (X ) da avaliacdo da anisocitose,
distribuicdo do diametro dos eritrécitos (%), nimero absoluto de reticuldcitos (x10%/puL),
policromasia e volume globular (%) de ovinos mesticos Texel, imediatamente antes da
flebotomia (Antes F1), 6h (6hF1) e 12h apés a primeira flebotomia (12hF1+F2), 6h (6h),
12h (12h), 24h (24h), 48h (48h), 72h (72h), 4 dias (4d), 5 dias (5d), 6 dias (6d), 10 dias
(10d), 14 dias (14d), 21 dias (21d) e 28 dias (28d) apos a segunda flebotomia.
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5.3.2. Plaguetas, volume plaquetério (VP), volume plaquetario médio

(VPM) e distribuicdo do diametro das plaquetas (DDP)

A retirada de 30% seguida por 20% do volume sangilineo
total com intervalo de 12 horas foi suficiente para determinar
trombocitopenia (Tabela 3 e Figuras 5 e 6) devido a hemodiluicdo, de
acordo com os valores de referéncia de Feldman et al. (2000). Apds 24
horas da segunda flebotomia (24h) o nimero de plaquetas aumentou,
porém, aos 28 dias apds a segunda flebotomia (28d) nao havia retornado
aos valores observados inicialmente (Antes F1).

As variagdes mais importantes observadas durante o
experimento incluiram a contagem total do nimero de plaguetas e o
volume plaquetario. O VPM e o DDP se alteraram significativamente ao
longo do experimento, porém sem importancia clinica.

Depois dos eritrocitos as plaquetas sdo as mais
numerosas células circulantes no sangue, sendo essenciais para a
coagulacdo, manutencéo da integridade e controle da hemostasia. Essas
pequenas ceélulas anucleadas originam-se da fragmentacéo do citoplasma
de megacariécitos maduros presentes na medula 6ssea. Os maiores
fatores responsaveis pela regulacdo da megacariocitopoese e
trombocitopoese incluem o fator estimulador de colénia megacariocitica
(MK-CSF), fator estimulador de coldnia granulécito-macréfago (GM-CSF),
interleucina-3, interleucina-6, interleucina-1, eritropoetina e trombopoetina.
Trombocitopenia leve a moderada pode ocorrer apés a perda aguda de
sangue, sendo reversivel sem necessidade de tratamento (MEYER;
HARVEY, 1998; FELDMAN et al., 2000).

A utilizacdo de contadores automaticos de células
proporcionou a obtenc¢do de valores plaquetarios especificos que incluem
o volume plaquetario (VP), volume plaquetario médio (VPM) e a

distribuicdo do diametro das plaquetas (DDP).
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Tabela 3 - Valores médios e desvios padrdo (X +s) do nimero de plaquetas (x10*/uL),
volume plaquetério (%), volume plaquetario médio (fL) e distribuicdo do didmetro das
plaguetas (%) de ovinos mesticos Texel, imediatamente antes da flebotomia (Antes F1),
6h (6hF1) e 12h apés a primeira flebotomia (12hF1+F2), 6h (6h), 12h (12h), 24h (24h),
48h (48h), 72h (72h), 4 dias (4d), 5 dias (5d), 6 dias (6d), 10 dias (10d), 14 dias (14d), 21
dias (21d) e 28 dias (28d) apds a segunda flebotomia.

Momentos Plaquetas (x10%/pL) VP (%) VPM (fL) DDP (%)
Antes F1 1255,60°+298,52 0,57°+0,14 4,76°+0,40 19,3%+1,15
6hF1 701,70°+177,27 0,29°°+0,07 4,15"+0,35 17,2°40,73
12hF1+F2 689,60°+182,04 0,28°°+0,08 4,05"+0,34 16,8°+0,66
6h 561,30%155,67 0,23%+0,06 4,03+0,41 17,1°40,78
12h 555,30%+153,88 0,24°+0,06 4,26"+0,44 16,8°+0,47
24h 599,209+123,45 0,25°°+0,05 4,19°+0,48 17,0°+0,49
48h 766,20°+186,47 0,31°+0,06 4,12°+0,37 17,1°+0,61
72h 925,10%4+217,12 0,39°+0,08 4,25"+0,42 17,2°40,54
4d 1022,20°°°+202,99 0,43"+0,09 4,22"+0,45 17,5°40,72
5d 1073,20°+207,50 0,44°+0,10 4,11°+0,44 17,3°0,59
6d 1058,50°°+212,53 0,43"+0,09 4,07°+0,34 17,3°+0,61
10d 1045,90°°+271,49 0,42°+0,12 4,05"+0,32 17,6°+0,81
14d 941,50°°°+170,56 0,39°+0,08 4,09°+0,38 18,3"+1,14
21d 1008,00°°°+243,39 0,43°+0,12 4,07"+0,39 19,1%°+1,47
28d 888,80"+182,52 0,40°+0,09 4,21°+0,29 19,0%°+1,18

®Para letras iguais ndo ha diferenga significativa (p<0,05) entre os momentos.

7

O volume plaquetario € mensurado pelos analisadores
hematoldgicos eletrdnicos e representa a porcentagem do volume de
sangue ocupado pelas plaquetas (STOCKHAM; SCOTT, 2002).

O volume plaquetario médio (VPM) é a estimativa do
tamanho das plaquetas (fL) realizada pelo contador eletrénico de células
e pode ser uma informacéao util em animais trombocitopénicos. O aumento
do VPM sugere aumento da trombopoese (STOCKHAM; SCOTT, 2002).
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Figura 5 — Grafico representativo dos valores médios (x) do ndmero de plaquetas

(x103/pL) e volume plaquetario (%) de ovinos mesticos Texel, imediatamente antes da
flebotomia (Antes F1), 6h (6hF1) e 12h apés a primeira flebotomia (12hF1+F2), 6h (6h),
12h (12h), 24h (24h), 48h (48h), 72h (72h), 4 dias (4d), 5 dias (5d), 6 dias (6d), 10 dias
(10d), 14 dias (14d), 21 dias (21d) e 28 dias (28d) apos a segunda flebotomia.
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Figura 6 — Grafico demonstrativo dos valores médios (x ) do volume plaquetario médio

(fL) e distribuicho do didmetro das plaquetas (%) de ovinos mesticos Texel,

imediatamente antes da flebotomia (Antes F1), 6h (6hFl) e 12h apds a primeira
flebotomia (12hF1+F2), 6h (6h), 12h (12h), 24h (24h), 48h (48h), 72h (72h), 4 dias (4d), 5
dias (5d), 6 dias (6d), 10 dias (10d), 14 dias (14d), 21 dias (21d) e 28 dias (28d) apés a

segunda flebotomia.
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O PDW representa o indice de variacao do tamanho das
plaquetas (MEYER; HARVEY, 1998; FELDMAN et al., 2000; STOCKHAM,;
SCOTT, 2002; LATIMER et al., 2003).

De acordo com Winter (1967) o numero de plaguetas no
sangue periférico elevou-se apds quatro a cinco dias seguidos ao inicio
da perda sangtinea e retornou ao aos valores iniciais ap6s 31 dias.

As alteracbes no numero de plaquetas e no volume
plaguetario estdo relacionadas, da mesma maneira descrita para 0s
eritrocitos, com a hemodiluicdo causada pela reposicao da volemia apos a
retirada de sangue. A resposta medular com aumento na producdo de
plaguetas foi evidente ap6s 48 horas da segunda flebotomia (48h)

diferindo dos observados por Winter (1967).
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5.3.3. Leucograma

A perda aguda de sangue determinada pela flebotomia
promoveu alteracfes na concentracdo de cortisol e no numero total de
leucdcitos, neutrofilos segmentados, mondcitos e eosindfilos (Tabela 4 e
Figuras 7, 8 e 9). Seis horas (6h) e 12 horas apos a primeira flebotomia
(12h) e seis horas ap6s a segunda flebotomia (6h) observou-se o
aumento nas concentragoes de cortisol.

As maiores concentracdes de cortisol coincidiram com as
elevacbes do numero total de leucdcitos, neutrofilos e mondcitos, com a
inversdo da relacdo neutrofilo:linfocito e com a reducdo dos eosindfilos.
Porém, durante todo o experimento os valores do leucograma
permaneceram dentro do intervalo de referéncia citados por Feldman et
al. (2000).

A anemia causa estimulo ao sistema nervoso central
(SNC) iniciando a resposta neuroendocrina, mantendo a perfuséo
sanglinea no coracgdo e no cérebro e diminuindo em outros tecidos. O rim
e as glandulas adrenais sdo os primeiros O0rgdos a responderem as
alteracbes neuroendocrinas com a producdo de renina, angiotensina,
aldosterona, vasopressina, horménio do crescimento, glucagon, cortisol,
eritropoetina e catecolaminas (DUTTON, 2003).

A excitacdo produz liberacdo de epinefrina induzindo
leucocitose fisioldgica caracterizada por neutrofilia, aumento de linfocitos
e monacitos e reducédo de eosindfilos (FELDMAN et al., 2000).

Sob condicbes de estresse, ha liberagdo do horménio
adrenocorticotréfico (ACTH) pela glandula pituitaria anterior o qual
estimula o cortex adrenal a aumentar a sintese e a secre¢ao de cortisol,
elevando a concentracéo sérica (ROTH; KAEBERLE, 1982).

A dosagem de cortisol em amostras colhidas antes,
durante e apés um periodo de estresse em grandes animais, de maneira
geral, pode fornecer importantes informacdes sobre a magnitude dessa
condicdo (STOTT, 1981).
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Alteracbes relacionadas ao estresse em ruminantes
incluem leucocitose, neutrofilia, linfopenia, eosinopenia e monocitose
(FELDMAN et al., 2000).

De acordo com Howard et al. (1998) trés horas apds a
perda aguda de sangue houve elevacdo do numero de leucécitos e
inversdo da relacdo neutrdfilo:linfocito. Apds trés dias a relagdo
neutrofilo:linfécito retornou aos valores iniciais.

Diferentemente de Howard et al. (1998), apds 24 horas da
segunda flebotomia o leucograma, a relacdo neutrofilo:linfocito e a
concentragdo de cortisol retornaram aos valores observados no inicio do
experimento indicando o término do periodo de estresse causado pela
perda aguda de sangue.

As observacfes deste experimento estdo de acordo com
a acdo da alta concentracdo de cortisol sobre a medula 6ssea e sobre os
neutrofilos presentes na circulacdo sangiinea. Na medula 6ssea, o
cortisol tem o efeito de promover a liberacdo dos neutréfilos segmentados
do compartimento de estocagem, determinando elevagcédo dos leucocitos
circulantes. Nos leucécitos presentes na circulacdo periférica, o cortisol
diminui a expressdo das moléculas de adesdo na superficie dos
neutrofilos, reduzindo sua ligagcdo com as células endoteliais. Com isso,
ocorre diminuicdo do numero de neutrofilos do compartimento marginal e
aumento no compartimento circulante (MADDUX; KEETON, 1987).

Segundo Roth; Kaeberle (1982) os glicocorticéides tém
efeito incerto na cinética dos mondcitos bovinos induzindo monocitose ou

nao produzindo alteragdes.
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Figura 7 — Gréafico demonstrativo dos valores médios (X ) do nimero total de leucécitos
(x10%/uL), neutréfilos segmentados (x10*/uL) e linfécitos (x10%/uL) de ovinos mesticos
Texel, imediatamente antes da flebotomia (Antes F1), 6h (6hF1) e 12h apds a primeira
flebotomia (12hF1+F2), 6h (6h), 12h (12h), 24h (24h), 48h (48h), 72h (72h), 4 dias (4d), 5
dias (5d), 6 dias (6d), 10 dias (10d), 14 dias (14d), 21 dias (21d) e 28 dias (28d) apés a
segunda flebotomia.
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Figura 8 — Grafico demonstrativo dos valores médios (X ) do nimero total de mondcitos
(x10%uL), eosindfilos (x10°/uL) e baséfilos (x10%uL) de ovinos mesticos Texel,
imediatamente antes da flebotomia (Antes F1), 6h (6hF1l) e 12h apds a primeira
flebotomia (12hF1+F2), 6h (6h), 12h (12h), 24h (24h), 48h (48h), 72h (72h), 4 dias (4d), 5
dias (5d), 6 dias (6d), 10 dias (10d), 14 dias (14d), 21 dias (21d) e 28 dias (28d) ap6s a
segunda flebotomia.
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Figura 9 — Grafico demonstrativo dos valores médios (X ) da relacdo neutrdéfilo:linfocito e
da concentracdo sérica de cortisol (ng/mL) de ovinos mesticos Texel, imediatamente
antes da flebotomia (Antes F1), 6h (6hF1) e 12h apds a primeira flebotomia (12hF1+F2),
6h (6h), 12h (12h), 24h (24h), 48h (48h), 72h (72h), 4 dias (4d), 5 dias (5d), 6 dias (6d),
10 dias (10d), 14 dias (14d), 21 dias (21d) e 28 dias (28d) apds a segunda flebotomia.

Segundo Feldman et al. (2000) o cortisol induz reducao
no numero de eosindfilos sangiineos pela inibicdo da eosinopoese na
medula 6ssea e/ou migracdo destas células para outros tecidos (baco e
linfonodos).

Essas informacbes séo importantes porque durante 24
horas apds a perda aguda de sangue o leucograma pode estar alterado
devido a influencia do cortisol.
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5.4. Estresse oxidativo e lipoperoxidacao

A realizacdo de duas flebotomias com retirada de 30% e
20% do volume sangilineo com intervalo de 12 horas ndo foram capazes
de determinar alteracbes significativas (p<0,05) na producdo de MDA
(Tabela 5). Houve diferenca significativa (p<0,05) para o NO em alguns
momentos durante o experimento, sendo os menores valores observados
entre 48h (48h) e cinco dias (5d) apds a segunda flebotomia.

Os resultados diferiram dos relatados por Sarada et al.
(2002) e Stenvinkel (2003) onde a anemia foi associada ao aumento das
concentracdes plasmaticas de biomarcadores de lipoperoxidacdo como o
malondialdeido (MDA) plasmético devido a acao dos radicais livres.

Durante o periodo de indugdo da anemia houve aumento
da concentracdo de TBARS concomitante a diminuicdo do numero de
eritrocitos, concentracdo de hemoglobina e volume globular (Tabela 5 e
Figuras 10 e 11). Observou-se correlagdo negativa (r= - 0,59) entre as
TBARS e o volume globular indicando que houve estresse oxidativo e
lipoperoxidacao.

O aumento na producédo de radicais livres € controlado
pelo sistema antioxidante eritrocitario, representado pelas enzimas
superéxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase. Os eritrocitos
representam o maior componente da capacidade antioxidante do sangue
e a diminuicdo desse sistema antioxidante enzimatico na anemia pode
levar ao estresse oxidativo e lipoperoxidacdo (COSTAGIOLA et al., 1989;
GRUNE et al., 2000; LUDAT et al., 2000; STENVINKEL, 2003).

Porém, neste experimento a concentracdo de MDA nao
se alterou, indicando que outro fator que ndo o MDA pode ter aumentado
as concentracdes séricas das TBARS.

A resposta a essa possivel alteracdo é que o teste de
reacdo ao acido tiobarbitirico € amplamente utilizado para determinar o
indice de lipoperoxidacdo através da mensuracdo do MDA. Porém, as
TBARS ndo avaliam o MDA livre (MEAGHER; FITZGERALD, 1999). O
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acido tiobarbitarico reage com uma variedade de compostos incluindo
acido sidlico, prostaglandinas, desoxirribose e certos aldeidos produzindo
interferéncia nos resultados (HONG et al., 2000Db).

Apesar das interferéncias analiticas, o teste das TBARS
tem mostrado grande utilidade e ndo difere da dosagem do MDA pelo
método do HPLC na determinacdo da lipoperoxidacdo em fluidos
corporais (STRADAIOLI; MAGISTRINI, 2002).

Neste experimento o NO pode ter demonstrado seu efeito
antioxidante nos momentos em que sua concentracdo sérica atingiu 0s
menores valores concomitantes a elevagado da concentracdo das TBARS.

A molécula de 6xido nitrico tem papel regulador de vérias
funcdes biolégicas. Induz vasodilatacédo, liberacdo de renina, regula a
adesdo plaquetaria, esta envolvida no remodelamento vascular, atua
como neurotransmissor, mediador do crescimento celular e apoptose, e
possui atividade antitumoral e antimicrobiana (MONCADA et al., 1991,
POSTOVIT et al., 2005).

Além dessas funcdes, pode ser considerado um radical
livre capaz de interagir com produtos intermediarios do oxigénio e causar
lesbes em moléculas ou possuir atividade antioxidante, protegendo contra
os ataques das ERO. A sua propriedade pré-oxidante ou antioxidante
dependera de onde e quando ele for formado (WINK et al., 1995;
ERDOGAN et al., 2002; ANDRADE JUNIOR et al., 2005).

Embora existam resultados conflitantes, evidéncias
indicam que o NO pode conferir efeito pro-oxidante e antioxidante sobre a
lipoperoxidacdo. O papel do NO na lipoperoxidacdo depende de um
delicado equilibrio de efeitos que podem alterar subitamente as

concentracoes e a taxa de producéo de NO.
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Figura 10 — Grafico representativo dos valores médios (x ) da concentragdo sérica de
Oxido nitrico (nmol/L), substancias reativas ao &cido tiobarbitarico (nmol/mL) e
malondialdeido (nmol/L) de ovinos mesticos Texel, imediatamente antes da flebotomia
(Antes F1), 6h (6h) e 12h apds a primeira flebotomia (12h+F2), 6h (6h), 12h (12h), 24h
(24h), 48h (48h), 72h (72h), 4 dias (4d), 5 dias (5d), 6 dias (6d), 10 dias (10d), 14 dias
(14d), 21 dias (21d) e 28 dias (28d) apds a segunda flebotomia.
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Figura 11 — Grafico representativo dos valores médios (x ) da concentragdo sérica de
substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (nmol/L), volume globular (%) e concentracao
de cortisol sérico (ng/mL) de ovinos mesticos Texel, imediatamente antes da flebotomia
(Antes F1), 6h (6h) e 12h apds a primeira flebotomia (12h+F2), 6h (6h), 12h (12h), 24h
(24h), 48h (48h), 72h (72h), 4 dias (4d), 5 dias (5d), 6 dias (6d), 10 dias (10d), 14 dias
(14d), 21 dias (21d) e 28 dias (28d) ap6s a segunda flebotomia.
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Um dos métodos mais comumente usados para o estudo
do efeito do NO na lipoperoxidacdo € das TBARS. O NO pode inibir a
formacdo de TBARS pela decomposicdo de produtos da peroxidacao
primaria de lipideos limitando a extenséo da lipoperoxidacao (WINK et al.,
1995; D’ ISCHIA et al., 2000).

A hipoxia e a reperfusdo determinam aumento na
producdo de NO. Porém, o aumento das ERO também ocorre em
condicOes de reduzida oxigenacdo que caracterizam a hipoxia celular. O
NO pode estar diminuido devido a sua rea¢cdo com 0 anion superoxido e
formacao do perodxido nitrico (SUREDA et al., 2004).

Porém, resultados conflitantes tém demonstrado que a
hipoxia pode reduzir, elevar ou nao alterar as concentragcbes de NO
(HONG et al., 2000).

O lactato sérico é um indicador laboratorial da diminuigdo
da oxigenacdo e considerado um indice de isquemia apresentando
correlacéo significativa com a liberacéo de oxigénio tecidual (MOLLER et
al., 1996; SCHUBER, 2003). O choque determina acidose intracelular
devido ao acumulo de ions hidrogénio que ocorre durante o0 metabolismo
anaerodbico na conversdo de glicose em lactato (MANIKIS et al., 1995;
DESJARDINS, 2003; WILSON et al.,, 2003). A producdo de lactato,
radicais livres e fatores inflamatorios por células isquémicas podem
causar lesdes celulares quando a perfusdo é restabelecida (DUTTON,
2003).

Os resultados deste experimento demonstraram que néo
houve elevacdo na producdo de lactato sérico apesar da diminuicéo
significativa (p<0,05) do numero de eritrécitos, concentracdo de
hemoglobina e volume globular. Estes diferiram dos de Malikides et al.
(2001) que observaram necessidade da perda de 30% do volume
sangilineo em equinos para que ocorresse inadequada perfuséo tecidual
e hipoxia elevando o metabolismo anaerébico com producédo de acido

lactico, reducéo do pH e alteragc6es no potencial de membrana celular.
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5.5. Bioquimica sérica

Os valores da bioguimica sérica tiveram pequena
variacdo entre os obtidos no inicio do experimento e podem estar
relacionados com a hemodiluicdo decorrente da reposicdo de liquidos
apos a retirada de sangue (Tabela 6 e Figuras 12, 13 e 14). Porém, nao
ha relatos sobre a raca ou idade dos animais utilizados para a
determinagdo dos valores de referéncia utilizando a metodologia da
quimica seca em equipamento automatizado.

A magnitude das variacbes de uréia e creatinina nao
indicaram a possibilidade de alteracdo na funcdo renal em decorréncia da
anemia durante o experimento. Apesar da concentracdo de uréia estar
acima dos valores citados na literatura para o equipamento utilizado na
pesquisa (8,0 — 20,0 mg/dL), a creatinina sérica permaneceu abaixo dos
valores de referéncia de 1,2 - 1,9 mg/dL durante todo o experimento
(Ortho-Clinical Diagnostics, 1989).

Segundo Scalea (2003) a funcdo tubular renal é afetada
quando ha perda de 20% do volume sangtineo. Porém, humanos jovens
compensam a perda de 40-50% do volume sanguineo, enquanto os mais
velhos sdo mais susceptiveis a desenvolver insuficiéncia cardiovascular e
hipotenséao.

Os resultados da atividade enzimatica sérica da AST e da
GGT néo evidenciaram qualquer alteracdo decorrente da anemia em
nenhum dos animais do experimento. Apesar da atividade estar acima
dos valores citados na literatura para o equipamento utilizado na pesquisa
(AST 40-96 UI/L e GGT 33-55 UI/L) eles apresentaram pequena variagao
entre os obtidos no inicio do experimento (Ortho-Clinical Diagnostics,
1989).
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Figura 12 — Gréfico demonstrativo dos valores médios (x ) da concentragdo de uréia
(mg/dL) e creatinina (mg/dL) de ovinos mesticos Texel, imediatamente antes da
flebotomia (Antes F1), 6h (6h) e 12h ap6s a primeira flebotomia (12h+F2), 6h (6h), 12h
(12h), 24h (24h), 48h (48h), 72h (72h), 4 dias (4d), 5 dias (5d), 6 dias (6d), 10 dias (10d),
14 dias (14d), 21 dias (21d) e 28 dias (28d) ap6s a segunda flebotomia.
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Figura 13 — Grafico representativo dos valores médios (X ) da atividade enzimatica da
aspartato aminotransferase (AST) e gama-glutamiltransferase (GGT) de ovinos mesticos
Texel, imediatamente antes da flebotomia (Antes F1), 6h (6h) e 12h ap6s a primeira
flebotomia (12h+F2), 6h (6h), 12h (12h), 24h (24h), 48h (48h), 72h (72h), 4 dias (4d), 5
dias (5d), 6 dias (6d), 10 dias (10d), 14 dias (14d), 21 dias (21d) e 28 dias (28d) apds a
segunda flebotomia.
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O figado € um 6érgdo que possui uma microcirculacédo
complexa e sofre lesdo de reperfusdo no choque. As células hepaticas
sdo metabolicamente ativas e contribuem substancialmente para a
resposta inflamatéria no choque descompensado. Células isquémicas
produzem lactato, radicais livres e fatores de inflamacdo que ndo séo
retirados pela circulagdo sangtinea, podendo causar lesdo celular direta
(DUTTON, 2003).

300,00 —+ 1200,00
250,00 + -+ 1000,00
200,00 + -+ 800,00
= =
= 150,00 + + 600,00 =
=) =)
100,00 + -+ 400,00
50,00 + + 200,00
0,00 0,00

Antes 6h 12hF1 6h 12h 24h 48h 72h 4d 5d 6d 10d 14d 21d 28d
FI F1L +F2
Momentos

‘ —=— CK (UIL) —e— LDH (UIL) ‘

Figura 14 — Grafico demonstrativo dos valores médios (x ) da atividade enzimatica da
creatinofosfoquinase (UI/L) e lactato desidrogenase (UI/L) de ovinos mesticos Texel,
imediatamente antes da flebotomia (Antes F1), 6h (6h) e 12h apds a primeira flebotomia
(12h+F2), 6h (6h), 12h (12h), 24h (24h), 48h (48h), 72h (72h), 4 dias (4d), 5 dias (5d), 6
dias (6d), 10 dias (10d), 14 dias (14d), 21 dias (21d) e 28 dias (28d) apdés a segunda

flebotomia.

A alteracdo bioquimica mais importante esta relacionada
ao aumento da atividade da CK seis horas apos a primeira flebotomia
(6hF1) e pode ser decorrente do maior periodo de decubito esternal
apresentado pelos animais apés a retirada de sangue. Porém, nao foi
observado decubito permanente nos ovinos durante todo o experimento.
A vida-média da CK é cerca de quatro horas e sua reduc¢éo indica que o
estimulo ndo se manteve. Isso pode ser evidenciado pelo retorno dos

valores aos observados no inicio do experimento 12 horas apds a
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segunda flebotomia (12h). A creatinofosfoquinase esteve em alguns
momentos durante o experimento acima dos valores de referéncia de 8 -
100UI/L.

Os valores de LDH estiveram acima dos valores de
referéncia (504-1049 UI/L) somente 21 dias apds a segunda flebotomia
(21d) (Ortho-Clinical Diagnostics, 1989).

A grande massa muscular esquelética tem importancia na
geracdo de radicais livres e de lactato pelas células isquémicas, porém
nao € metabolicamente ativa durante o choque e tolera a isquemia melhor
gue outros 6rgdos (DUTTON, 2003).
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CONCLUSOES
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6. Conclusodes

A partir dos resultados obtidos mediante a metodologia aplicada a este

experimento, chegou-se as seguintes conclusoes:

1. A retirada de 30% e 20% do volume sangiineo total com intervalo
de 12 horas foi capaz de produzir anemia, trombocitopenia e
diminuir a concentracdo de proteina total plasmética em ovinos
devido & hemodiluicdo 6 e 12 horas apds a primeira e a segunda
flebotomia;

2. O protocolo de inducédo de anemia com reducao de 50% do volume
globular foi capaz de provocar estresse oxidativo em ovinos

determinado pelo aumento das TBARS e diminui¢do do NO;

3. O eritrograma de ovinos sadios submetidos a retirada de 30% e
20% do volume sangliineo total com intervalo de 12 horas foi
restabelecido em 28 dias;

4. A resposta medular a perda de sangue foi evidente na circulacéo
sangiinea 48 horas ap6s a flebotomia com a presenca de

reticuldcitos, anisocitose e policromasia;

5. A retirada de sangue por meio da flebotomia foi capaz de causar
estresse caracterizado pelo aumento da concentracdo de cortisol
determinando aumento do numero de leucdcitos, neutrofilos,

relagdo neutrofilo:linfocito, mondcitos e diminuicdo dos eosinofilos;

6. O leucograma e a concentracdo de cortisol retornaram aos valores
iniciais apés 24 horas evidenciando o término do periodo de
estresse;
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