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ALVES, K.H.G. Avaliacdo dos parametros fisicos, hemogasométricos e metabolismo
oxidativo em ovinos intoxicados com cobre, tratados ou ndo com tetratiomolibdato.
[Physical parameters, blood gas and oxidative metabolism in lambs poisoned with
cooper, treated or not with tetrathiomolybdate]. 2008. 111f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncia Veterinaria) — Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Federal
Rural de Pernambuco, Recife, 2008.

Para avaliar a influéncia da intoxicacdo cuprica cumulativa e do seu tratamento com
tetratiomolibdato de amoénia (TTM) no perfil clinico, hemogasomeétrico e metabolismo
oxidativo, foram utilizados 10 cordeiros da raca Santa Inés que receberam doses
crescentes de sulfato de cobre, até o surgimento de hemoglobindria macroscopica.
Neste momento foram distribuidos ao acaso cinco ovinos para cada um dos dois
grupos; o primeiro foi mantido como controle (C) e o grupo subsequente (TTM) tratado
diariamente, no decorrer de quatro dias, com 3,4 mg TTM por kg de peso vivo. Todos
os ovinos do grupo C sucumbiram no decorrer de quatro dias, enquanto que tal fato so
ocorreu em um animal tratado com TTM. A intoxicacdo provocou um quadro clinico
tipico, gerando grandes alteracbes em diferentes parametros fisicos,
concomitantemente com determinagdo de distirbio metabdlico, caracterizado por
acidose respiratéria e alcalose metabdlica. No tocante ao metabolismo oxidativo o
guadro toxico provocou intensa formacédo de radicais livres, representada por elevada
concentracdo sérica de malondialdeido, reducdo no teor de glutationa reduzida
eritrocitaria, embora tenha aumentado a capacidade antioxidante no plasma. Quanto
maior foi & concentracdo de cobre livre no sangue maior foi a lipoperoxidagédo. O uso
adequado de TTM na intoxicacdo cuprica cumulativa em ovinos propiciou reducédo na
formacdo de radicais livres, aumento da glutationa reduzida eritrocitaria, melhora
gradual do quadro clinico e dos sinais clinicos e hemogasomeétrico.

Palavras Chaves: Patologia clinica, sangue, tratamento, oligoelementos, ruminantes.



ABSTRACT

ALVES, K.H.G. Physical parameters, blood gas and oxidative metabolism in lambs
poisoned with cooper, treated or not with tetrathiomolybdate [Avaliacdo dos parametros
fisicos, hemogasométricos e metabolismo oxidativo em ovinos intoxicados com cobre,
tratados ou ndo com tetratiomolibdato] 2008. 111f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia
Veterinaria) — Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Federal Rural de
Pernambuco, Recife, 2008.

Ten Santa Inés lambs were used to study the effects of cumulative copper poisoning
and the treatment with ammonium tetrathiomolybdate (TTM) on clinical profile, blood gas
and oxidative metabolism. The lambs were drenched with increasing doses of copper
sulfate until the onset of macroscopic hemoglobinuria. So the lambs were randomly
distributed in two groups of five sheep each and treated (TTM) or not (C) with
tetrathiomolybdate (3.4 mg/kg BW/ per day, for four days). All sheep C succumbed in
four days of hemoglobinuria, while only one lamb died in the other group. The poisoning
caused a typical clinical picture, creating major changes in various clinical parameters,
together with determination of metabolic disorder, characterized by respiratory acidosis
and metabolic alkalosis. With regard to the framework toxic oxidative metabolism
caused intense formation of free radicals, showing a high serum malondialdehyde,
reduction in the level of erythrocyte glutathione reduced, and increased the capacity
anti-oxidant in plasma. High copper concentration in blood resulted in larger
lipoperoxidation. The appropriate use of TTM in this status provided reduction in the
formation of free radicals, increased the concentration of reduced erythrocyte
glutathione, and also promoted gradual improvement of the clinical signs, clinical and
gasometrical profile.

Key Words: Clinical pathology, blood, treatment, minerals, ruminants.
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1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

A relacdo mutua entre a agropecudria e agroindustria foi um dos fatores notaveis
para o processo de crescimento da economia dos paises hoje desenvolvidos.
Historicamente esta provado que o crescimento desses dois setores da economia
aconteceu de forma estritamente entrelacada e dependete.

Nesse contexto, a agroindustria vem adquirindo importancia cada vez maior no
processo de desenvolvimento, pela possibilidade de gerar maior valor agregado a
producéo no meio rural, além de reunir a economia do campo ao sistema industrial.

A agroindustria associada a atividade da ovino-caprinocultura ainda é pouco
expressiva quando comparada a outros segmentos do setor. Isso ocorre devido as
deficiéncias do setor produtivo primario com relacdo aos manejos reprodutivo, alimentar
e sanitario; falta de organizacdo dos produtores na busca de crescimento da atividade
e, principalmente, devido a formas tradicionais de relacionamento entre produtores e 0s
diversos elos da cadeia produtiva (RIET-CORREA et al., 2003).

Em diversas regides do Brasil grande contingente de animais € alimentados com
dietas que apresentam falhas em seus constituintes de energia, proteinas, vitaminas e
minerais, ndo correspondem efetivamente os seus requerimentos. Quanto aos
minerais, esses podem estar presentes em quantidades regulares ou nao, porém
frequentemente sao observados teores deficientes ou mesmo em propor¢des
desequilibradas entre eles.

Os minerais desempenham func¢des essenciais para o0 organismo dos animais e
do homem. A principal delas diz respeito a sua participacio como componentes
estruturais dos tecidos corporais, como no caso do calcio (Ca), fosforo (P), magnésio
(Mg); o fldor (F) nos ossos e dentes e P e enxofre (S) nas proteinas musculares.
Também atuam nos tecidos e fluidos corporais como eletrélitos para manutencdo do
equilibrio acido-bésico, da pressdo osmoética e da permeabilidade das membranas
celulares [Ca, magnésio (Mg), sodio (Na), cloro (Cl), potassio (K)]; sintese dos sistemas
enzimaticos [ferro (Fe), zinco (Zn), manganés (Mn), cobre (Cu) e molibdénio (Mo)] e de

vitaminas [cobalto (Co)], além do metabolismo hormonal [Ca e iodo (I)]. Os minerais
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estdo presentes no meio celular e demais fluidos organicos do organismo como sais
sollveis (SUTTLE, 1991; ORTOLANI, 1999).

A disponibilidade de nutrientes minerais na dieta sdo responsaveis por
expressivas modificagdes no desempenho do animal, considerando-se os aspectos de
deficiéncia, intervalo de normalidade e toxico. Neste contexto, existe um limiar onde
determinado nutriente passa do intervalo de deficiéncia para o de normalidade,
conhecido como “limiar minimo de exigéncia”. As quantidades destes nutrientes podem
ser aumentadas dentro de certo limite, uma vez que o animal pode responder com
guadros clinicos de toxidez, devido a oferta exagerada destes nutrientes (SUTTLE,
1991).

Diferentes fatores determinam resposta do animal aos limites considerados
minimos e maximos, como a taxa de crescimento, funcéo fisioldgica (gestagéo, parto,
lactacdo), idade, doencas, estresse térmico, inter-relacdo entre minerais, manejo

nutricional (energia, proteina, vitaminas e agua).

1.1. COBRE

O cobre é um microelemento essencial para o organismo animal, sendo
encontrado em diversas enzimas que atuam na producao da hemoglobina, formacao
dos ossos e pigmentacdo dos pélos. Além de estar presente em muitas enzimas, 0
cobre esta presente em metaloproteinas como a ceruloplasmina, que regula a atividade
da transferrina, e a matalotioneina, que regula a absorcao de zinco e do préprio cobre
(ORTOLANI, 1999).

E absorvido tanto no intestino (COUSINS, 1985; UNDERWOOD & SUTTLE,
1999). Pode ser téxico no organismo animal e sua toxicidade €& variavel entre os
ruminantes, sendo o ovino a mais sensivel das espécies (SOLI, 1980).

No Brasil, j& foram descritos varios surtos de intoxicacdo cuprica cumulativa
(ICC) nesta espécie (RIET-CORREA et al., 1989; RIBEIRO et al, 1995; LEMOS et al.,
1997; MAIORKA et al., 1998; PEREIRA et al., 1999 e SANTOS et al., 1999; CASTRO et

al., 2007). Como a maioria dos ovinos acometidos é de grande valor zootécnico e como
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a letalidade é superior a 80% as perdas econ6micas causadas por esta intoxicacao sao
bastante expressivas em nosso meio (ORTOLANI et al., 2003).

A disponibilidade do cobre para o animaol é influenciada pelos teores de Mo, S e
Fe no trato gastrointestinal. Tais elementos antagonizam a disponibilidade do Cu.
(UNDERWOOD & SUTTLE, 1999). Quando os ovinos sdo alimentados com dieta rica
em concentrados energéticos, pobres em Mo e S, aumenta significativamente o risco de
intoxicacdo cuprica devida a maior disponibilidade do cobre dietético (UNDERWOOD &
SUTTLE, 1999; ORTOLANI, 1999).

O cobre é importante componente de algumas metaloproteinas, muitas das quais
sd0 enzimas vitais, quase todas participando de reagfes de oxido-reducdo, também
participa da hematopoiese por favorecer a absorcgdo intestinal de ferro, bem como sua
mobilizacdo. Participa ainda da integridade do sistema nervoso central e da

manutencédo da estrutura do miocardio (LEMOS et. al, 1997)

1.2. INTOXICACAO POR COBRE

O excesso ou a falta de cobre, semelhante a outros macros e microelementos,
pode provocar a intoxicagcdo ou a caréncia deste elementos nos animais
(UNDERWOOD e SUTTLE, 1999; ANTONELLI, 2007). Dentre as espécies domésticas,
sem duvida a ovina € a mais predisposta a desenvolver tanto o quadro carencial como
de intoxicagdo. Estes quadros estdo ligados a diferengcas marcantes no metabolismo do
cobre relacionadas a raca, pois enquanto algumas tém menor capacidade de retencao
do elemento em seus estoques organicos, outras o acumulam em demasia, uma vez
gue os ovinos tém uma maior dificuldade de excretar cobre (UNDERWOOD e SUTTLE,
1999; ORTOLANI, 1993). Também é reconhecido que ovinos jovens em crescimento
sd0 muito mais susceptiveis a desenvolverem quadros de intoxicagdo por cobre, pois
podem absorver o cobre dietético de duas a trés vezes mais eficientemente que 0s
adultos (UNDERWOOD e SUTTLE, 1999).

O aumento na incidéncia da intoxicacado cuprica cumulativa (ICC) no decorrer
das dltimas décadas esta ligado & mudancas de manejo realizadas pelos ovinocultores,

gue fornecem a seus rebanhos dietas com altos teores de cobre, em especial com o
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uso de sais minerais formulados para bovinos, que contém até 5000 ppm deste
elemento. Associa-se também o fato, na grande maioria dos casos, dos criadores
alimentarem os ovinos com altas quantidades de ragdes concentradas, a base de graos
como o trigo, milho e soja. Embora a quantidade de cobre presente nestes alimentos
ndo seja tdo alta, a sua disponibilidade o é, pois o cobre esta ligado a proteinas
facilitando a sua absorcao pelos ovinos (ANTONELLI, 2007).

A ingestdo abrupta de grande quantidade de cobre em curto periodo de tempo
desenvolve um quadro agudo. Ortolani (1996) e Castro et al. (2007) relatam que na
forma aguda, o cobre ingerido acima de 500mg em uma Unica dosagem pode
caracterizar intoxicagdo. Howell e Gawthorne (1987) demonstraram que € mais
freqliente a ingestdo de quantidades superiores a um grama de cobre. Quando o
acumulo de cobre é progressivo em meses ou anos, até o desenvolvimento do quadro
hemolitico € denominado de intoxicacdo cuprica acumulativa.

A patogenia da ICC em ovinos tem uma sequUéncia de eventos bioquimicos,
apresentando duas fases distintas: pré-hemolitica e hemolitica. No decorrer de meses
OU mesmo anos apos a ingestdo de dietas ricas em cobre vai ocorrendo o acumulo do
mesmo no organismo, principalmente nos hepatocitos periféricos a veia central e na
zona pericanular. Com o aumento do acumulo nos hepatdcitos, a distribuicdo do cobre
se modifica nas células. Em condi¢cdes normais este microelemento estd em maior
quantidade no nudcleo, mas com o acumulo ele passa a ser estocado também nos
lisossomos, que aumentam de tamanho e numero dentro das células hepaticas.
Quando os estoques hepaticos de cobre ultrapassam determinado limite, geralmente
superior a 1400 ppm, pode ocorrer rompimento dos lisossomos provocando necrose
intracelular, resultando em morte celular de inUmeros hepatécitos, ocorrendo subita
liberacdo do cobre para o organismo, que em pouco tempo migra aos eritrocitos
provocando intensa hemalise e severos danos renais, que constituem a principal causa
mortis (MACHADO, 1998; ORTOLANI, 1999; ANTONELLI, 2007).

Os sinais de intoxicagdo cuprica incluem taquipnéia, depressédo, fraqueza,
hemoglobindria, ictericia e morte subita. O exame macroscépico de animais acometidos
revela crise hemolitica grave e rins escuros impregnados com hemoglobina (RIET-
CORREA et al., 1989; SOARES, 2004; ANTANELLI, 2007)
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Na fase pré-hemolitica verifica-se um menor ganho de peso em cordeiros (VAN
SAUN, 1988). Na hemoglobindria sinais fisicos tornam-se evidentes como: anorexia,
depressdo, fraqueza, sede, taquipnéia, ictericia das mucosas, e na forma aguda
diarréia (LEMOS et al.1997; RADOSTITS et al.2000; SARGISON et al, 1994; SOLI,
1980)

Blood e Radostitis (1989) classificam como fatores de causas determinantes para
a intoxicagcdo o envenenamento, iatrogenia e dieta, relacionados com a ingestao de
agua em recipientes com cobre, usam de sulfato de cobre em anti-helminticos e
injecOes para correcao de fatores carenciais e uso de racdes em grdos de alta
concentracao de energia. Suttle (1991) relata esse processo em concentracdo maior de
cobre de 8 — 15ppm em disposi¢c&o aos animais.

Ovinos acometidos pela ICA e ndo devidamente tratados podem sucumbir na
sua grande maioria. Quando o tratamento € realizado nos primeiros sinais tipicos, em
especial na presenca de hemoglobindria, com um quelante especifico denominado
tetratiomolibdato de amonia a cura pode atingir indices proximo a 100% (MACHADO,
1998; SOARES, 2004).

A terapia da intoxicacdo cuprica pode ser extremamente eficiente se for iniciada
precocemente no decorrer do 1° ao 2° dia ap6s o inicio da hemoglobindria, e se for
utilizado antidoto especifico a base de tetratiomolibdato (TTM), na dose de 3,4 mg/kg
do peso vivo (PV) (MACHADO, 1998; SOARES, 2004) ou mesmo utilizar antagonistas
capazes de controlar o efetivo metabolismo organico do cobre e atender as demandas
organicas de modo satisfatorio (ANTONELLI, 2007).

O TTM é um antidoto que tem grande capacidade de quelar o cobre, bloqueando
assim seus efeitos imediatos. Gooneratne et al. (1986) também identificaram que o TTM
se liga ao cobre presente no complexo cobre-hemoglobina-lisossomo reduzindo ou
praticamente inativando o efeito deste composto como agente nefrotoxico. Machado
(1998) comprovou a reducao dos teores de uréia e creatinina serica apos o emprego de
TTM e Soares (2004) estudaram com detalhes o efeito desse medicamento na melhora
da funcéo renal de ovinos com intoxicacao cuprica, analise esta comparada a mesma
funcdo de animais nédo-tratados, onde forneceu importantes detalhes dos locais de

lesdo funcional nos rins assim como outros importantes mecanismos envolvidos na
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recuperacao da insuficiéncia renal decorrente desta enfermidade. Vale ressaltar que o
estudo foi efetivo até 30 dias apos a crise hemolitica, ficando constatada necessidade
de estudos para avaliar ndo s6 a fungdo renal em longo prazo, como 0s aspectos
produtivos destes animais.

Embora o tratamento com TTM promova reconhecida melhora no estado clinico
dos ovinos intoxicados (MACHADO, 1998; SOARES, 2004) ainda novos estudos
necessitam ser realizados em que seja avaliado o real papel que o TTM tem como
antagonista na formacéao de radicais livres (SOARES, 2004), assim como sobre 0s seus
efeitos deletérios celulares, considerando, particularmente, o perfil metabdlico. E de se
esperar que a acdo do TTM reduza a formacdo de radicais livres por meio da sua
combinagcdo com o cobre livre, reduzindo assim a reagdo em cascata desencadeada
por este ion altamente reativo. Sabe-se, contudo, que para prevenir a acgao
peroxidativa, as células sdo equipadas com um sistema de rastreamento (SIES, 1993),
constituido de antioxidantes de baixo peso molecular, como a glutationa redutase
(GSH) ou a G-6-PD (WRIGHT et al, 1981; SIES, 1993; HOLOVSKA et al., 1996), bem
como dos produtos de oxidag¢do, como o malonildialdeido (SANSINANEA et al., 1993;
BREMNER, 1998; TEMPLER, 2000).

1.3. EQUILIBRIO ACIDO — BASICO

A manutencgdo da vida animal requer uma série de reacBes quimicas anabolicas
e catabolicas com objetivo de manter a homeostase. As reacdes enzimaticas mantém o
funcionamento do organismo e as enzimas sao bastante sensiveis a variacdes do pH,
assim como da temperatura (LEVRAUT et al.,1996; ALMOSNY, 2003).

A composicao bioquimica do plasma sanguineo reflete, de modo fiel, a situacéo
metabdlica dos tecidos animais, de forma a poder avaliar lesbes teciduais, transtornos
no funcionamento de 6rgdos, adaptacdo do animal diante de desafios nutricionais e
fisiol6gicos e desequilibrios metabdlicos (GONZALES e SCHEFFER, 2003).

Entre muitas funcdes que o organismo deve manter em equilibrio, destaca-se a
estabilidade do pH dos fluidos corpéreos contidos nos espacos extracelulares, em
especial intravascular, e o espaco intracelular. Para tal manutencdo o organismo

desenvolve uma série de mecanismos para que o pH permaneca dentro de limites
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estritos. Em condicbes normais, os acidos e bases absorvidos ou gerados
endogenamente sdo tamponados, transformados e eliminados. Dos 6rgéos envolvidos
no equilibrio acido-béasico, relacionamos os pulmdes, intestinos, rins, figado e o sistema
sanguineo (ORTOLANI, 2003).

O sangue é usado como parametro para a avaliacdo do estado acido-basico dos
animais e este é fisioldgico, préximo da neutralidade, com leve tendéncia a alcalinidade
(aproximadamente 7,4). O organismo conta com muitos mecanismos para regular o pH
e manté-lo dentro de limites estreitos entre 7,35 e 7,45. VariacOes fora do intervalo de
7,0 a 7,7 sao criticas para a vida do animal (QUIROZ-ROCHA et al., 2000). As reacdes
metabdlicas, porém tendem a desviar continuadamente este pH para acido ou basico.
Para que ndo ocorram grandes variacbes séricas de pH, existem sistemas
amortecedores plasmaticos ou sistemas tamponantes, como proteinas plasmaéticas,
hemoglobina, sistema fosfato-acido fosférico e sistema bicarbonato-acido carbonico
(ALMOSNY, 2003; ORTOLANI, 2003). O sistema bicarbonato-acido carbbnico é
clinicamente importante, pois a determinacdo de pH, HCO3; e pCO, por
hemogasometria é o principal procedimento empregado na avaliagdo laboratorial de
rotina do equilibrio &cido-basico (MARTINELLI, 2006; DIBARTOLA, 2007).

Segundo Ortolani (2003), Os valores normais para o conjunto de variaveis da
analise gasométrica para a espécie ovina criados em condi¢Bes brasileiras sdo: pH
(7,23 = 7,42); HCO; (19 - 25); tCO, (19 - 26); ABE (-4 — 2); PCO, (34 - 45) e PO, (83 —
95), sendo este ultimo referéncia para sangue arterial. Machado (1998) encontrou
valores de PO, em sangue venoso de ovinos intoxicados por cobre nos limites de 30,8
a 39,9 na fase pré-hemolitica e de 28,8 a 40, 6 na fase pés-hemolitica, até 30 dias, para
0 grupo controle e de 31,1 a 41,5 e 31,1 a 42,1 para 0s grupos tratados com 1,7 mg/kg
PV e 3,4 mg/kg PV, respectivamente de TTM.

Existe grande quantidade de doencas e alteracbes metabdlicas que podem
causar desbalancos no equilibrio &cido-basico dos ruminantes. Entre as causas
patoldgicas que originam esses desequilibrios estdo as que se relacionam com o
sistema urinario, digestivo, respiratorio e endocrino, com a homeostase e 0S processos
metabolicos (QUIROZ-ROCHA et al., 2000).
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A acidose metabdlica caracteriza-se pela reducdo da concentracdo plasmatica
de HCOz; e do pH (aumento da [H']) causada pela perda de HCOs; ou pelo
tamponamento de um acido ndo-carbbdnico. A alcalose metabdlica € caracterizada pelo
aumento da concentragdo plasmatica de HCO3 e do pH (reducéo de [H']), geralmente
causado por perda corporal desproporcional de ions (perda de fluido cuja concentracao
de cloro € maior do que aquela do fluido extracelular) ou por hipoalbuminemia (acido
fraco). Nao havendo deplecdo de volume ou disfuncdo renal, € extremamente dificil
induzir alcalose metabdlica pela administracdo de base (QUIROZ-ROCHA ET AL.,
2000; MARTINELLI, 2006; DIBARTOLA, 2007).

Na acidose respiratoria, verifica-se aumento da PCO, (hipercapnia) causada por
hipoventilacdo alveolar. A alcalose respiratoria caracteriza-se pela diminuicdo da PCO,
provocada pela hiperventilagcdo alveolar (hipocapnia) (ALMOSNY, 2003; DiBARTOLA,
2007).

Segundo Levraut et al. (1996), a amostra ideal para hemogasometria é o sangue
arterial total coletado em condi¢cdes anaerobicas em heparina sédica e refrigerado com
rapida analise. O pH, PCO,, PO, tCO,, HCO3, ABE e sO, caracterizam as principais
determinagfes para hemogasometria. Porém Sucupira e Ortolani (2002) demonstram
gue a hemogasometria pode ser realizada tanto em sangue venoso e arterial, indicando
gue o sangue venoso pode refletir precisamente o estado acido-basico. Deve-se
lembrar que a PCO;, é maior no sangue venoso e a PO, € maior no sangue arterial.
Neste contexto, existem varios trabalhos que consideram somente sangue venoso
(ALMOSNY, 2003). Pode-se utilizar sangue venoso para avaliacdo do estado acido-
basico, e, neste caso, ndo se devem considerar os dados da PO,, além de que a
diferenca de pH entre sangue arterial e venoso é pequena (ALMOSNY, 2003).

Apdés uma precisa coleta e analise gasométrica, devem-se avaliar primeiramente
0 pH, o que indicara acidose ou alcalose; em seguida verifica-se o estado acido-basico,
observando-se o0 parametro que est4d alterado, se metabdlico ou respiratorio
(ORTOLANI, 2003; DIBARTOLA, 2007).

Com relacdo a intoxicacdo pelo cobre nos ovinos, Morgado et al., (2007)
reportam a insipiéncia na avaliacdo dos gases sanguineos nos casos de ICC, visto que

apenas Machado (1998) apresentou resultados em tese do perfil hemogasométrico em
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ovinos com tal condicdo, necessitando-se, portanto, de estudos que venha a revelar o

verdadeiro estado acido-basico nesses animais.

1.4. ESTRESSE OXIDATIVO e ICC

Atualmente existe crescente interesse nos estudo com espécies reativas ao
oxigénio (ERO), em virtude de que varios sistemas sofrem modificacbes funcionais
devido aos danos causados por sua elevada producao, interferindo nas suas estruturas
e funcbes (RIVLIN et al., 2004). Estudos tém demonstrado que a capacidade
antioxidante dos eritrocitos esta diminuida na ICC (SANSINANEA et al., 1993). Essa
menor capacidade esta associada com o aumento da reatividade do acido tiobarbiturico
(TBA) na lipoperoxidacéo induzida pelo peréxido de hidrogénio.

A producado de ERO ocorre em sistemas aerobicos, ou parcialmente aerdbicos, a
partir de radicais anions superoxidos (O,), peroxido de hidrogénio (H.O,) e radicais
hidroxil (OH). Sob condigbes oxidantes extremas, todos os componentes celulares
incluindo lipideos, proteinas, acidos nucléicos e aguUcares sdo alvos para o estresse
oxidativo, cuja extensao dos danos depende nao somente da natureza e quantidade de
ERO, mas também do momento e da duracdo de exposicdo, associado aos fatores
extracelulares, como temperatura, tensdo de oxigénio e ambiente (AGARWAI et al.,
2003), que podem resultar na morte celular (SHARMA et al. 1999).

Altas concentracdes de ERO sao citotoxicas e podem estar presentes em
condi¢cbes como inflamacado, doencas imunoldgicas, anemia, uremia e na diminuigdo da
concentracao de vitaminas antioxidantes (FONTEQUE, 2005).

O mecanismo pelo qual a intoxicacao cuprica contribui para o estresse oxidativo
ainda nao esta totalmente compreendido na espécie ovina, mas se sabe que as lesbes
estruturais em nivel de figado e rins sdo marcantes (SANSINANEA et al., 1998,
MACHADO, 1998; SOARES, 2004).

Para prevenir a acdo peroxidativa, as ceélulas sdo equipadas com um sistema de
rastreamento (SIES, 1993), constituido de antioxidantes de baixo peso molecular, como
a glutationa, vitaminas C, E e outros; enzimas citosoélicas, como a glutationa peroxidase
(GSH - Px), glutationa — S — transferase e superéxido dismutase (SOD); além de

enzimas ancilares, como a glutationa redutase (GSH) ou a G6PD (WRIGHT et al, 1981;
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HOLOVSKA et al., 1996). Os eritrécitos sdo ricos em glutationas. Mais de 95% da
glutationa presente no interior dos eritrocitos entdo na forma reduzida (GSH). A forma
redutase (GSSG) é a forma mais sensitiva na indicacdo de estresse oxidativo que a
GSH (SIEMS et al., 2000).

A G6PD estd presente em todos os tecidos mamiferos e esta localizada
exclusivamente no citoplasma onde sua funcdo é parte integrante da via pentose-
fosfato. A primeira reacdo desta via € a desidrogenacao enzimética da G6P para G6Pd
para a forma 6-fosfatogluconato com NADP+ como um elétron aceitador. Esta via é a
Gnica fonte de NADPH no eritrocito e, por esta razdo, atividade diminuida da G6PD
reduz a producédo de NADPH. O NADPH é também o substrato para a enzima GSH e,
contudo, é importante para a producédo de GSH (BEUTLER, 1993).

Os peroxidos séo reduzidos via glutationa peroxidase, envolvendo a glutationa
reduzida. Esta Ultima € um tripeptideo constituido por glicina, cisteina e &cido
glutdmico. Na reacado catalizada pela enzima glutationa peroxidase, esta é o substrato
redutor de peroxidos orgéanicos e do peroxido de hidrogénio. Mantém, também, a
estabilidade da hemoglobina, das enzimas intracelulares, protegendo os lipideos da
membrana contra peroxidacdo e constitui a principal fonte de grupos sulfidrilas no
interior da hemacia (SIE, 1993). A GSH produzida no eritrécito € requerida para prevenir
a peroxidagcdo de acidos graxos insaturados na membrana celular e para rastrear ions
de ferro da hemoglobina na sua forma ferrosa (Fe++). No sangue, quase toda a GSH é
encontrada dentro do eritrocito (SANSINANEA et al., 1996).

Niveis elevados de perdxidos nos eritrécitos, como consequéncias de algum fator
determinante da producdo excessiva de espécies reativas ao oxigénio (ERO), induzem
injuria oxidativa, peroxidacdo lipidica em diferentes tipos celulares, envolvendo
alteracOes da estrutura da membrana, hemoglobina e metabolismo intra-eritrocitarios.
Verifica-se, portanto, a geracdo de grande quantidade de superdxidos, 0s quais sdo
precursores necessarios para a formacao dos peroxidos de hidrogénio, radical hidroxil e
outras espécies reativas, que iniciam os processos deletérios sobre a membrana celular
e danos sobre o DNA, mediados por radicais livres (BREMNER, 1998; COSTA et al.,
2004).
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Em relagéo a lipoperoxidacéo causada pelos EROs, verifica-se que esta tem sido
processo mais extensivamente estudado (FONTEQUE, 2005). No organismo os EROs
reagem com acidos graxos poliinsaturados para formar lipoperéxidos que compdem a
cascata de reacOes degenerativas dos lipideos (BIESALSKY, 2002). Como
consequéncia deste efeito, o peroxido lipidico € liberado para a circulagdo sanguinea
elevando sua concentracdo sérica ou plasmatica, indicando a ocorréncia de lesdo de
membrana celular (YAGI, 1987; SOARES, 2004).

A lipoperoxidacgéo induzida pelo cobre foi inicialmente reportada por Hochstein et
al. (1980), os quais postularam que o cobre catalisa a reacdo de radicais livres que
define a decomposicdo de acidos graxos nos fosfolipidios em membranas, contudo
causando dano oxidativo para o eritrocito (SANSINANEA et al., 1996).

Danos tissulares, induzidos por estresse oxidativo, sdo minimizados pelos
elementos de defesa oxidativa, ou seja, pelos antioxidantes. Dentre 0s mecanismos de
defesa, estdo reconhecidamente envolvidos na protecdo das membranas bioldgicas
contra a lipoperoxidagcdo a vitamina E e o selénio, os quais atuam sinergicamente
(UNDERWOOD e SUTTLE, 1999; TEMPLER, 2000). A vitamina E previne a
peroxidacdo, rastreando os EROs nos estagios iniciais da lipoperoxidagdo, enquanto
gue o selénio atuando como centro ativo da enzima glutationa peroxidase a qual reduz
o peroxido de hidrogénio e hidréxidos de lipideos a produtos menos reativos
(ORTOLANI, 1999; VAN METRE e CALLAN, 2001). Concernente a ICC, ndo existem
estudos que comprovem a viabilidade do uso associado de TTM com substancias
capazes de atenuar a peroxidacao, rastreando efetivamente os EROs, associado a
guelacao do cobre livre no organismo pelo TTM.

Durante a fase hemolitica € marcante a alta presenca de cobre livre no
organismo. Esta substéncia marcadamente reativa combina-se com uma série de
compostos presentes nas membranas dos eritrocitos e outras células gerando neste
processo grande quantidade de radicais livres, em especial superoxido, sendo este
precursor de outras substancias reativa tais como: peroxido de hidrogénio e radical
hidroxila. Estas substancias provocam severos danos a membrana celular e ao DNA,
podendo levar a diferentes graus de injuria celular, assim como necrose (BREMNER,
1998; SANSINANEA et al., 1993; SANSINANEA et al., 1998; GRUNE et al., 2000).
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A producédo exacerbada de radicais livres € controlada pelo sistema antioxidante
eritrocitario, representado por sistema enzimatico. A determinacdo dos radicais livres €
extremamente dificil devido a curta vida-média e a tecnologia para detectar diretamente
os radicais em sistemas bioldégicos (FONTEQUE, 2005). Devido a esses problemas
analiticos relacionados ao estresse oxidativo e do mecanismo de lesdo dos radicais
livres, utilizam-se os biomarcadores para monitorar o envolvimento na patogénese da
lesdo. A determinacdo das substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) e o
malondialdeido (MDA) séo os testes mais freqientemente utilizados para a mensuragao
da lipoperoxidacéo de membranas (BIESALSKY, 2002).

Segundo Martins-Mateo et al. (1999) concentracbes de MDA e GSH em
pacientes sob condicdo de hemodialise podem ser usadas como indicadores de danos
de lipoperoxidacdo de membrana celular, mas podem ser usadas com esta finalidade a
de terminacdo da atividade da catalase e dismutase. Estes parametros, ainda nao
foram amplamente utilizados na avaliagcéo clinica de ovinos intoxicados pelo cobre. O
estresse oxidativo afeta a membrana eritrocitaria por causa da lipoperoxidacao
acometido peolos EROs. A concentracdo do MDA esta elevada e as atividades das
enzimas estdo modificadas nas causas de estresse oxidativo como resposta celular do
ataque dos radicais livres (SOARES, 2004).

A atividade dos EROs pode ser avaliada indiretamente pela mensuracdo dos
produtos de sua reacdo com acidos poliinsaturados de membrana celular, tais como o
malondialdeido, ou ainda pela interferéncia nas quantidades de substancias e enzimas
com atividade antioxidante, tais como a glutationa e suas enzimas conjugadas
(McGRATH et al., 1995; GRUNE et al., 2000).

Algumas variaveis com atividade antioxidante sdo classicamente indicadas na
avaliacdo de animais com condicdo de estresse oxidativo, como é o caso dos
antioxidantes enzimaticos (superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase) e
ndo enzimaticos (glutationa, vitamina C e E, selénio, ergotioneina, flavondides
polifendlicos) em diferentes matrizes bioldgicas (CHIHUAILAF et al., 2002).

Nenhuma pesquisa ainda foi feita no campo da bioquimica clinica de caprinos
sob estresse térmico testicular, a fim de determinar, com acuracia, os efeitos desse

fator sobre o organismo e suas implicagfes na producéo e reproducéo animal.
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Novos testes que mensuram o efeito antioxidante em fluidos biologicos podem
ser uteis em prover um indice de habilidade que o organismo tem de resistir ao dano
oxidativo determinado por algum fator (BENZIE e STRAIN, 1996). Deste modo, o radical
hidroxila (-OH) é, provavelmente, a ERO que causa mais danos aos sistemas bioldgicos
(BETTERIDGE, 1999), devido sua alta reatividade com biomoléculas. Este radical €
formado a partir do peréxido de hidrogénio, em reacdo catalisada por ion de metais
(Fe?* ou Cu"), geralmente ligados em complexos com proteinas como a ferritina
(HALLIWELL, 1997).

Segundo Mates (2000), tanto o anion superéxido, como o peroxido de
hidrogénio, tém a capacidade de reducdo do fon metélico ferro (Fe*"), formando novo
fon (Fe?), uma vez que o ferro é o principal metal de transicdo responsavel pela
transformacéo do H,O, em OH-, por meio da reagédo de Fenton.

Neste contexto, o poder antioxidante pode ser referido analogamente como a
habilidade de reduc&o. Assim sendo, utilizar um método com potencial de reducdo, em
meétodo colorimétrico, ligado a um oxidante reduzido, facilmente poderia oferecer uma
simples metodologia para avaliar esta habilidade. O método FRAP, o qual mede a
habilidade de reducédo férrica plasmatica (BENZIE e STRAIN, 1996), tem sido
recomendado por estes autores como um indicador de estresse oxidativo. Tal método
ainda € pouquissimo aplicado na rotina clinica em Medicina Veterinaria (SOARES,
2004).

Ressalta-se, portanto, a necessidade de estudos sobre o assunto, utilizando-se
provas laboratoriais possiveis que revelem as condi¢Bes clinicas metabdlicas que

possam melhor elucidar a patogénese da ICC induzida pelo Cu em ovinos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Avaliar o efeito do tratamento com tetratiomolibdato de amonio além do perfil
fisico, hemogasométrico e do metabolismo oxidativo de ovinos da raca Santa Inés nas
fases pré-hemolitica, hemolitica e pds-hemolitica intoxicados experimentalmente com

cobre;

2.2. Verificar a relacdo entre os parametros clinicos, hemogasométricos e do

metabolismo oxidativo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. ANIMAIS

Para realizacdo do referido delineamento experimental, foram utilizados 10
ovinos da raca Santa Inés, machos, com idade aproximada de seis meses e com peso
corporal meédio de 35 kg, ao inicio do experimento.

Os animais passaram por um periodo de adaptacdo de 90 dias, quando foram
submetidos a exame fisico para averiguar o estado de saude. No inicio desse periodo,
todos os animais foram vermifugados e alocados em gaiolas metabdlicas individuais,
afim de se acostumarem ao meio ambiente as instalagbes e ao novo manejo de
alimentacéo e limpeza.

As gaiolas metabdlicas eram providas de comedouro e bebedouro, onde eram
oferecida a dieta. No periodo de adaptacédo a dieta foi ajustada, com base nas sobras

do dia anterior, de modo que permitisse sobra em torno de 20% do feno utilizado.

3.2. ALIMENTOS E ALIMENTAGAO

A dieta oferecida (Quadro 1) foi oferecida para atender as exigéncias de
mantenca. Os animais receberam dieta composta de feno de capim Coast-cross
(Cynodon dactylon) e agua ad libitum, além de 200 g de racdo comercial. A dieta foi
oferecida diariamente, uma vez ao dia, em todo o periodo experimental e adaptacéo.
Todo o concentrado oferecido era consumido prontamente pelos ovinos e em média o
consumo de feno era de 600 g MS/cabeca, que fornecia diariamente na dieta cerca de
11 ppm de cobre.

O resultado da andlise bromatolégica dos componentes da dieta encontram-se

no Quadro 1.
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Quadro 1 — Composicao quimica da dieta, composta por feno de capim Coast-cross e

do concentrado comercial, com base na matéria seca (MS)

Fenos de capim

Composicao Quimica (% MS) Coast-cross Concentrado
Matéria Organica
Proteina Bruta (%) 6.12 18.50
Matéria Seca (%) 87.03 85.26
Matéria Mineral (%) 7.59 13.34
Fibra Bruta (%) 32.70 4.68
Extrato Etéreo (%) 1.74 5.96
Extrativo Nao Nitrogenado (%) 51,85 57,52
Fibra em Detergente Neutro (%) 39.23 7.46
Fibra em Detergente Acido (%) 77.34 19.88
Minerais
Célcio (%) 0.27 1.48
Fosforo (%) 0.13 0.95
Cobre (ppm) 14,45 23,01
Ferro (ppm) 138,26 146,02
Molibdénio (ppm) 1,15 0,30

Fonte: Laboratério de Doengas Nutricionais e Metabdlicas do Departamento de Clinica Médica da FMVZ-

USP e Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN) do Estado de sédo Paulo.

3.3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E MODELO DE

INTOXICACAO CUPRICA CUMULATIVA

INDUCAO

DA

O experimento seguiu o0 delineamento de blocos ao acaso, onde todos os

animais foram intoxicados, sendo que metade deles foi tratada com TTM (n=5; Grupo

TTM) e a outra metade mantida sem tratamento especifico (n=5; Grupo Controle),

recebendo apenas placebo. As varidveis estudadas foram coletadas e avaliadas nos

Seg uintes momentos:
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A descricdo dos momentos referentes as coletas de materiais biolégicos dos ovinos nas
diferentes fases da intoxicagdo cuprica cumulativa foram: 30d A - 30 dias anterior a
crise hemolitica; 15d A - 15 dias anterior a crise hemolitica; 7dA - Sete dias anterior a
crise hemolitica; CH - Crise hemolitica, caracterizada pela hemoglobinuria
macroscépica acompanhada de tira reagente com quatro cruzes; 1d D - 24 horas ap0s
a crise hemolitica; 2d D - 48 horas ap0s a crise hemolitica; 3d D - 72 horas ap0s a crise
hemolitica; 4d D - 96 horas apds a crise hemolitica; 5d D - 120 horas apds a crise
hemolitica; 15d D - 15 dias apo0s a crise hemolitica; 30d D - 30 dias apés a crise
hemolitica.

O modelo de intoxicacdo foi efetivado conforme modelo preconizado por
Machado (1998). Todos os animais intoxicados receberam, por via oral, uma solugéo de
sulfato de cobre pentahidratado (CuSO,4 5H,0, MERCK®). Os animais receberam doses
inicias de 3mg Cu/ kg / PV/d, no decorrer da primeira semana e, semanalmente, caso
ndo ocorresse intoxicacdo a dose era acrescida de mais 3mg Cu, até a obtencdo do
guadro de hemoglobindria. Os animais eram pesados semanalmente para a correcao
da dose. Com o aparecimento da hemoglobindria macro e microscopica (tira reagente
com indicacdo de presenca de hemoglobina) caracterizadas, encerrava-se a oferta oral

do sulfato de Cu.

3.4. TRATAMENTO DOS ANIMAIS

ApOs a detecgdo da hemoglobinuria, iniciava-se o periodo de tratamento com a
injecao intravenosa de TTM na dose de 3,4 mg/ kg do peso vivo. O TTM era pesado e
diluido em 20 mL de solucdo salina estéril, a qual era previamente aquecida a 40°C,
conforme descrito por Machado (1998). Esta solucao era infundida, lentamente, por
venopuncéo jugular. O tratamento foi realizado uma vez ao dia, no decorrer dos quatro
dias seguintes a hemoglobinuria. Nestes mesmos dias o grupo controle recebia idéntica

dose de solucéo salina isotdnica, aplicada pela mesma via.
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3.5. EXAME FiSICO

Foram aferidas as seguintes fungOes vitais, conforme Dirksen et al. (1993):
freqUuéncia cardiaca, freqUéncia respiratoria, temperatura retal, motilidade ruminal, além
do peso vivo e volume urinario. Este ultimo foi considerado como sendo amostra
pontual, obtida num intervalo de trés horas apés a colocacdo das bolsas plasticas na
regido prepucial. Posteriormente a urina foi alocada em coletor de urina e
acondicionada em caixa isotérmica com gelo reciclavel e conduzido ao laboratério para

posterior analise.
3.6. EXAMES LABORATORIAIS
3.6.1. COLETA DE SANGUE

Amostras de sangue foram coletadas por venopuncdo jugular, em tubos
siliconizados vacutainer®, sem anticoagulante, para obtencdo de soro, e com
anticoagulante (EDTA), para obtencao de sangue total e plasma.

As amostras de sangue sem anticoagulante foram mantidas a temperatura
ambiente, enquanto que as demais com anticoagulante foram homogeneizadas,
prontamente refrigeradas e conduzidas ao laboratério para posterior processamento.
Todos esses tubos foram submetidos a centrifugacédo, por periodo de 15 minutos a 500
G. As aliquotas de soro e plasma foram, posteriormente, condicionadas em tubos tipo
Eppendorfes® e armazenadas & temperatura de —20° C.

Amostras de 2 mL de sangue, para a realizagdo de provas hemogasométricas,
foram obtidas utilizando-se seringas com capacidade para 3 ml, contendo heparina
sbdica como anticoagulante. Apos colheita do sangue, as seringas foram devidamente
obliteradas com a utilizacdo de borracha latex evitando a entrada de ar na seringa, e
acondicionadas em caixa térmica, tipo isopor, contendo 4gua gelada e gelo reciclavel,

até que fossem conduzidas ao laboratorio para imediata analise.
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3.6.2. COLETA DE FIGADO

Amostras de figado foram obtidas dos animais do grupo controle imediatamente
apos o oObito, e do grupo TTM decorridos 30 dias da crise hemolitica, apds sacrificio por
meio de aplicacdo de medicacao pré-anestésica utilizando o cloridrato de acepromazina
e seguida de inducdo anestesia com tiopental sddico. As amostras de figado e rins
foram coletadas e determinacdo de Cu, sendo conservados em recipientes contendo

solucéo de formol a 10%.

3.7. METODOS ANALITICOS

3.7.1. DETERMINACAO DA HEMOGLOBINA

A concentracdo da hemoglobina sanguinea foi quantificada empregando-se
reativo comercial de cianometahemoglobina, segundo método descrito por Birgel
(1982).

3.7.2. ANALISE HEMOGASOMETRICA

As varidveis hemogasométricas foram quantificadas em analisador automatico
de pH e gases sanguineos (AVL), onde foram obtidos: pH, presséo parcial de dioxido
de carbono (PCO,), presséo parcial de oxigénio (PO,), com calculo automatico para o
bicarbonato padrdo no sangue (HCOs3), além de saturacdo de oxigénio (sO,),
concentracao total de CO, déficit ou excesso de base (ABE) conforme método descrito
por Clark (1956) e Severinghaus e Bradley (1958). Apds a introducdo da aliquota de
sangue no hemogas6metro, foram corrigidos os valores da hemoglobina e da
temperatura para aqueles animais avaliados, pois os valores padrédo destes assumidos

pelo aparelho sdo os referentes a espécie humana.
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3.7.3. CONCENTRACAO SERICA DO COBRE

Foi determinado por método colorimétrico, utilizando-se kit comercial Merck® (n°
3319), apos desproteinizacdo da amostra com adi¢do de batocuproina sulfonada, como
reagente especifico para o cobre.

As leituras foram feitas em espectrofotdmetro digital, marca Micronal® - modelo
B34211, em comprimento de onda de 480 nm.

3.7.4. INDICE DE PEROXIDACAO LIPIDICA (MALONDIALDEI DO)

Foi determinada pelo método do &cido tiobarbitarico, descrito por Esterbauer e
Cheeseman (1990). O referido método se baseia na reacdo do malondialdeido com o
acido tiobarbiturico, em meio aquecido, quando este é submetido ao posterior

resfriamento e mensurado em espectrofotdmetro, em comprimento de onda de 532 nm.

3.7.5. ATIVIDADE DA GLUTATIONA REDUZIDA (GSH)

Tal metabdlito foi determinado por método colorimétrico, descrito por Beutler et
al. (1963), As leituras foram feitas em espectrofotdmetro digital, marca Micronal® -
modelo B34211, em comprimento de onda de 412 nm.

Como esta técnica fornece resultado em densidade O6ptica o mesmo foi
transformado em mg/ mL de sangue, realizando-se o seguinte célculo:

GSH (mg/ mL) = (OD1 — OD2) x 31040/VG

Onde,
OD1 = Densidade o6tica inicial

OD2 = Densidade dtica final
VG = Volume globular da amostra
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3.7.6. ATIVIDADE ENZIMATICA DA GLICOSE-6-FOSFATODES IDROGENASE (G-6-
PD)

Foi determinada por método enzimatico, descrito por Beutler et al., (1979),
utilizando-se kit comercial Randox® (E.C.-1.1.1.49) e processada em analisador
bioquimico automatico marca AMS®, modelo Lyasis. Antes da leitura foi realizado
processamento manual das amostras da seguinte férmula: uma aliquota de 400 puL de
sangue total foi adicionada a 4000uL de solucédo salina a 0,9%. Em seguida foi
centrifugada a 250G por periodo de cinco minutos, quando o sobrenadante era
desprezado e nova solucdo salina era adicionada as hemacias, repetidos trés vezes
este processo. ApOs as lavagens, a papa de hemécias foi adicionada a 1000 pyL de
agua purificada, para obtencdo de hemolisado, homogeneizada e condicionada a
temperatura de —20°C, por periodo de 10 min. Nova centrifugacéo foi realizada a 500G,
por periodo de 10 min. O sobrenadante foi acondicionado em tubos eppendorf e, estes
dltimos armazenados em freezer a -70 °C.

Para calcular a atividade desta enzima em Ul/g de hemoglobina, utilizou-se a
seguinte formula:

G-6-PD Ul/g Hb = mU/eritr6citos por mL x 100
Hb (g/dL)

Onde,

100 = Fator de converséo da atividade por 100 mL
Hb (g/dL) = Concentracdo de hemoglobina da amostra

3.7.7. HABILIDADE DE REDUCAO FERRICA PLASMATICA (HR FP)

Foi determinada pelo método colorimétrico, descrito por Benzie e Strain (1996), o
qual descreve a HRFP, a baixo pH, reduzindo o complexo tripiridiltiazina férrica (Fe" —
TPTZ) & forma ferrosa (Fe"), formando um azul intenso, com possibilidade de leitura em

absorbancia de 593nm.
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3.7.8. DETERMINACAO DO COBRE NO FIGADO, CONCENTRADO E FENO

O cobre foi determinado por espectrometria de emissao atdmica com fonte de
plasma indutivo (CPOS). Para tal fim, os fragmentos de figado foram previamente
preparados por meio de secagem em estufa a 103 °C, por 24 horas e, em seguida,
submetidos a digestdo umida com acido nitrico e perclérico (4:1 v/v), para posterior
andlise (Krug et al, 1977). As referidas andlises foram realizados no Centro de Layseres
e Aplicagcdes (CLA) do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN) do

Estado de Sao Paulo.

3.7.9. ANALISE ESTATISTICA

Foram utilizados, na formatacdo das tabelas, valores de médias, medianas,
desvio-padrao e percentis de Pys e P;s como medidas de tendéncia central,
considerando-se que as apresentacfes das estatisticas nas tabelas sdo aquelas
definidas de acordo com o tipo de distribuicdo (normal ou transformado).

Os parametros foram testados, inicialmente, quanto a sua distribuicdo normal,
utilizando-se o teste de Kolmogorov-Smirnov. Os dados, que ndo atenderem a estas
premissas, foram submetidos a transformacdo com base logaritmica (Log x+1) ou pela
raiz quadrada [RQ (x+1/2)], segundo recomendacdes de Sampaio (1998).

Os dados com perfil de normalidade e transformados foram submetidos a anélise
de variancia (Teste F) utilizando-se o procedimento GLM do SAS (SAS, 2000), que
separou como causa de variacdo efeitos de tratamentos e tempos. Caso existisse
significancia no teste F as médias dos tratamentos foram comparadas pelo Teste de
Duncan (SAMPAIO, 1998).

Realizaram-se, também, andlises de regressédo ajustadas em funcdo do tempo
de coleta (com o perfil expresso pela equagdo de regressdo) e seus respectivos
coeficientes de correlagédo para verificar a relagéo entre pares de variaveis.

A significancia obtida na regressao foi avaliada por meio do Teste F (LITTLE e
HILLS, 1978), ficando estabelecido que exista uma correlagédo de alta intensidade entre

as variaveis quando r > 0,60; média intensidade quando 0,30 < r < 0,60; e de baixa
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intensidade quando r < 0,30, sendo o nivel de significAncia obtido para todas as

correlacdes de p < 0,05.
Os dados foram analisados por meio do programa computacional Statistical
Analysis System (SAS, 2000). Para todas as analises estatisticas realizadas foi adotado

o nivel de significancia (P) de 5%.
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4. RESULTADOS

4.1. MODELO DE INDUCAO

Na tabela 1 observam-se as doses acumuladas de cobre e total de dias
necessarios para a ocorréncia da intoxica¢ao cuprica nos ovinos da raca Santa Inés.

O modelo de inducdo mostrou-se eficiente, considerando-se que as correcdes
semanais das doses de sulfato de cobre foram necessarias para o efetivo aparecimento
do quadro de intoxicagao.

Os animais manifestaram nitida diferenciacdo na atitude e comportamento, que
variou de apatia a intenso estado de sonoléncia, com cabeca e orelhas penduladas,
decubito inicial esternal que evoluia para o lateral, além de oligodpsia, modificacdo do
aspecto organoléptico da matéria fecal (hipercolicas), com coloracdo escura e presenca
de muco.

A coloracdo da conjuntiva ocular apresentou amarelada no inicio da crise
hemolitica, e que estas se tornavam esbranquicadas no decorrer de 10 a 12 dias,
sendo que ao término do experimento se tornavam normocoradas. Os vasos episclerais
nos primeiros dois ou trés dias estavam fortemente injetados, apresentando-se em
seguida menos injetado, o qual se normalizava ao término do experimento.

Todos os cordeiros ndo tratados sucumbiram dentro de cinco dias. Dos cinco
cordeiros tratados com TTM quatro sobreviveram até o final do experimento, sendo que
um deles sucumbiu no inicio do 3° dia, apés uma evolucéo clinica semelhante ao
descrito no grupo controle. Os ovinos que sobreviveram apresentaram nitida melhora
do quadro clinico no inicio do 4° dia, passando a ingerir inicialmente feno e 4gua e apds
alguns dias racao. Contudo, a completa normalizacao de todas as fungdes organicas foi
gradativa no decorrer da primeira quinzena. Era digna de nota a modificagdo na
consisténcia das fezes, que deixava de ser diarréica ou amolecida ao redor do 3° ou 4°

dia voltando a apresentar o formato de sibala ao redor do 7° dia de evolugao.
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Tabela 1 — Identificacdo, dose acumulada de cobre (g) e total de dias necessarios

para ocorréncia da intoxicacao dos ovinos dos grupos controle e TTM

CONTROLE TT™M
Animais  Dose Acumulada Dias | Animais Dose Acumulada Dias
de Cu (g) @ de Cu (g)
A 15,3 30 F 17,5 33
B 15,0 31 G 29,4 57
C 16,0 30 H 66,5 89
D 15,0 30 I 26,6 55
E 50,3 77 J 77,0 96
15,32 29,42
(15,0:50,3) (17,5:77,0)

Nota: (1) Valores de medianas e limites inferior e superior das doses de cobre entre grupos
controle e tratados com TTM (p>0,06).

4.2. COBRE SERICO

Maiores valores de cobre sérico foram encontrados no grupo controle em relagéo
ao tratado com TTM apenas no momento M3 (P < 0. 04). Dentro do grupo controle
detectaram-se maiores valores teores de cobre no M3, seguido do M2 o qual foi
superior ao MO e M1; no grupo TTM maiores concentracdes de cobre foram verificadas
no M2 e M3, seguida do M1 e M4, os quais foram superiores a MO e M5 (P < 0.03)
(Tabela 2 e Grafico 1).
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Tabela 2 — Valores de medianas e limites inferior e superior do cobre sérico (umol/L)

dos ovinos dos grupos controle e TTM, nas diferentes fases da intoxicacdo cuprica
cumulativa

Momentos
Grupos
mMo® M1® M2® M3® M4®) M5©®
15,24 22,0PA 64,24 70,73
Controle (13;20) (8;432) (18;108 (51;119
TTM®D 15,8 A 24,94 52,7 41,02 27,0° 15,6 °¢
(15;17) (12; 29) (19;93) (30;61) (16;30) (14;18)

Nota: Letras minlsculas distintas nas na mesma linha indicam diferengas significativas entre os momentos. Letras mailsculas
distintas nas colunas indicam diferengas significativas entre os grupos
(1) MO — Momento basal; (2) M1 — 15 dias anterior a crise hemolitica (CH); (3) M2 — Sete dias anterior a CH; (4) M3 — Crise

Hemolitica; (5) M4 — 120 horas apdés a crise hemolitica; (6) TTM — 30 dias apés a crise hemolitica; (7) TTM —
Tetratiomolibdato de aménio.

MO M1 M2 M3 M4 M5
\_ —o— Controle —e— TTM

S

Gréfico 1 — Valores de mediana da concentracdo sérica de cobre (umol/L) dos ovinos

dos grupos controle e TTM, nas diferentes fases da intoxicagdo cuprica cumulativa
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4.3. COBRE HEPATICO

Os teores de cobre no figado (P < 0, 04) foram maiores nos ovinos do grupo
controle que no tratado com TTM (Tabela 3).

Tabela 3 — Valores individuais de cobre no tecido hepatico dos ovinos induzidos a

intoxicacao cuprica cumulativa, tratados ou ndo com TTM

Figado Animais Cobre
(ppm/MS)

1 1.395,2

2 3.017,8

Controle @ 3 2.911,0
X+s 82543,0+732,0

4 481,4

TTM® 5 556,6
X+s °519,0+53,7

Nota: Determinag6es feitas (1) apés o Obito e (2) 30 dias apés a deteccéo
da hemoglobindria. Letras distintas na mesma coluna séo diferentes ao
nivel de 5%.

Os dados referentes aos parametros clinicos, hemogasomeétricos e do
metabolismo oxidativo encontram-se descritos, seguidos de suas respectivas tabelas e

gréaficos demonstrativos dos respectivos perfis.



4.4. PARAMETROS CLINICOS

4.4.1. FREQUENCIA CARDIACA

Tabela 4 - Valores médios, desvios-padrdo e niveis de significancia (P) da frequéncia cardiaca (bpm) de ovinos dos
grupos controle e tratados com tetratiomolibdato (TTM), nas fases pré-hemolitica, hemolitica e pds-hemolitica da

intoxicacao cuprica cumulativa

Fases da Intoxicacéao

Grupos Pré-Hemolitica Hemolitica Pos-Hemolitica P
30d A' 15dA 7dA CH? 1dD® 2dD 3dD 4dD 5dD 15dD 30dD
89,6 77,4 84,0 108,8 114,0 118,0 104,0 92,0
Controle 3,44 3,32 15,37 17,10 16,83 £10,0 0,0007
bcd d cd abc ab a abc bcd
87,2 72,8 74,0 108,0 110,8 117,75 122,0 116,0 104,0 68,0 76,0
TT™ +4,33 +3,44  +3,58 +11,45 +4,45 +937 7,74 18,48 18,16 14,89 12,89 00001
bc c c a a a a a ab c c

P 0,5671 0,3845 0,1596 0,9541 0,6978 0,9878 0,3751 0,2952

Letras minUsculas distintas nas na mesma linha indicam diferengas significativas entre os momentos. Letras mailsculas distintas nas colunas
indicam diferencas significativas entre os grupos. ! Antes da CH. > CH — Crise Hemolitica — Hemoglobindria macroscépica. 3 Depois da CH.
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Verificou-se efeito de grupos (P<0,05), porém ndo de momentos nas diferentes
fases da intoxicacao cuprica (P>0,05) para a variavel frequéncia cardiaca (FC). Maiores
médias foram registradas no momento da crise hemolitica (CH) e nos trés primeiros
dias subsequentes (P <0,0007), em relacdo aos momentos correspondentes a fase pré-
hemolitica para os animais do grupo controle. No 4d D do ultimo dia de sobrevida dos
animais neste grupo, a FC teve valor médio pouco superior ao momento 30d A. J4 em
relacdo aos animais do grupo tratado com TTM, maiores médias também foram
identificadas na CH e do primeiro ao quinto dias poés-crise hemolitica (P <0,0001),
comparando-se com os demais momentos da fase pré-hemolitica e 15 e 30 dias apos a
CH. Ja aos 15 e 30 dias da CH, os valores apresentaram-se analogos aos do momento
inicial (30 dA) (Tabela 4; Gréfico 2).
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Grafico 2 - Valores médios e desvios-padréo da freqtiéncia cardiaca (bpm) de ovinos
dos grupos controle e tratados com tetratiomolibdato (TTM), nas fases pre-hemolitica,

hemolitica e pds-hemolitica da intoxicagédo cuprica cumulativa
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4.4.2. FREQUENCIA RESPIRATORIA

Tabela 5 - Valores médios, desvios-padréo e niveis de significancia (P) da frequéncia respiratoria (mrp) de ovinos dos
grupos controle e tratados com tetratiomolibdato (TTM), nas fases pré-hemolitica, hemolitica e pds-hemolitica da

intoxicacao cuprica cumulativa

Fases da Intoxicacao

Grupos Pré-Hemolitica Hemolitica Po6s-Hemolitica P
30dA" 15dA  7dA CH? 1dD® 2dD 3dD 4dD 5dD 15dD 30dD
16,0 16,8 16,0 15,6 15,0 16,0 16,0 20,0
Controle  £1,78 +0,8 10,01 1,6 4,51 10,0 0,8705
17,6 19,4 17,6 14,0 13,6 14,0 13,0 14,0 14,0 16,0 16,0
TT™ +0,97 10,8 0,97 1,6 +1,60 12,0 1,0 1,15 1,15 £0,0 0,0 0,0052
ab a ab bc c bc c bc bc abc abc

P 0,4554 0,0667 0,1411 0,1151 0,3694 0,5415 0,2722 0,1027

Letras minUsculas distintas nas na mesma linha indicam diferengas significativas entre os momentos. Letras mailsculas distintas nas colunas
indicam diferencas significativas entre os grupos. * Antes da CH. > CH — Crise Hemolitica — Hemoglobin(ria macroscépica. ° Depois da CH.
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Na andlise dos dados da frequéncia respiratoria (FR), ndo foi identificado efeito
de momentos para o grupo controle (P>0,8705), nas diferentes fases da intoxicacao
cuUprica, porém identificou-se efeito entre os momentos para o grupo TTM (P<0,0052).
Maiores médias da FR foram registradas para esse ultimo grupo nos momentos que
antecederam a CH, seguido de menores médias do primeiro ao quinto dias apds a CH,
retornando aos valores basais dos 15 aos 30 dias apds o inicio do tratamento com TTM
(Tabela 5; Grafico 3).
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Grafico 3 - Valores meédios e desvios-padrédo da frequéncia respiratoria (mrp) de ovinos
dos grupos controle e tratados com tetratiomolibdato (TTM), nas fases pré-hemolitica,

hemolitica e pds-hemolitica da intoxicagéo cuprica cumulativa
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4.4.3. TEMPERATURA RETAL

Tabela 6 - Valores médios, desvios-padrdo e niveis de significancia (P) da temperatura retal (°C) de ovinos dos grupos

controle e tratados com tetratiomolibdato (TTM), nas fases pré-hemolitica, hemolitica e pds-hemolitica da intoxicacao

cUprica cumulativa

Fases da Intoxicacéo

Grupos Pré-Hemolitica Hemolitica Pos-Hemolitica P
30d A* 15dA T7dA CH? 1dD® 2dD 3dD 4dD 5dD 15dD 30dD
38,56 38,68 39,32 39,34 39,80 38,85 38,40 38,5
Controle  #0,17 #0,10 0,36 0,30 0,10 0,35 0,5767
38,36 38,22 38,38 39,22 39,38 38,53 39,10 38,83 38,75 38,38 38,90
TT™ 0,18 0,19 0,11 10,23 0,19 0,67 +0,31 0,10 +0,25 0,23 0,55 10,0833

P 0,4492 0,0592 0,0672 0,7599 0,2637 10,7676 0,2951 0,2533
Letras minUsculas distintas nas na mesma linha indicam diferengas significativas entre os momentos. Letras mailsculas distintas nas colunas
indicam diferencas significativas entre os grupos. * Antes da CH. > CH — Crise Hemolitica — Hemoglobin(ria macroscépica. ° Depois da CH.
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Na analise da temperatura retal, verificou-se que ndo houve diferencas para o
conjunto de médias dos respectivos fatores grupos (P>0,05) e momentos (P>0,05), nas
fases pré-hemolitica, hemolitica e pds-hemolitica da intoxicagdo cuprica cumulativa
(Tabela 6; Grafico 4).
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Gréfico 4 - Valores médios e desvios-padrdo da temperatura retal (°C) de ovinos dos
grupos controle e tratados com tetratiomolibdato (TTM), nas fases pré-hemolitica,

hemolitica e p6s-hemolitica da intoxicacao cuprica cumulativa
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4.4.4. MOTILIDADE RUMINAL

Tabela 7 - Valores médios, desvios-padrdo e niveis de significancia (P) da motilidade ruminal (3 min) de ovinos dos
grupos controle e tratados com tetratiomolibdato (TTM), nas fases pré-hemolitica, hemolitica e pds-hemolitica da
intoxicacao cuprica cumulativa

Fases da Intoxicacéao

Grupos Pré-Hemolitica Hemolitica Po6s-Hemolitica P
30d A' 15dA 7dA CH? 1dD® 2dD 3dD 4dD 5dD 15dD 30dD
34 3,2 1,8 0,5 0,25 0,5 0,5 0,5
Controle 0,24 10,45 0,64 0,27 0,25 10,0 0,0001
a a ab b b b b b
3,6 3,0 2,0 0,4 0,0 0,0 0,38 0,63 0,75 3,0 3,38
TT™ +0,51 +0,01 0,61 +0,19 +0,0 +0,0 +0,23 0,13 0,14 0,35 0,37 0,0001
a a b c c c c c c a a

P 0,7328 0,1411 10,8276 0,7707 0,2924 0,0001 0,8304 0,6850

Letras minUsculas distintas nas na mesma linha indicam diferengas significativas entre os momentos. Letras mailsculas distintas nas colunas
indicam diferencas significativas entre os grupos. ! Antes da CH. > CH — Crise Hemolitica — Hemoglobindria macroscépica. 3 Depois da CH.
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Verifica-se, que para a motilidade ruminal (MR), houve efeito entre os grupos e
momentos. Considerando o grupo controle, maiores médias foram registradas na fase
que antecedeu a crise hemolitica e menores valores médios foram registradas no
momento da CH e nos dias subseqientes (P<0,0001). Percebe-se, ainda neste grupo,
gue na fase pré-hemolitica as médias 15 e sete dias antes do episodio da CH foram
menores.

Com relagdo ao grupo TTM, maiores médias foram registradas nos 30 e 15 dias,
seguido de sete dias a CH. Neste momento e do primeiro ao quinto dias apos a CH,
esses valores médios foram inferiores aos momentos da fase pré-hemolitica
(P<0,0001). Ja aos 15 e 30 dias ap6s a CH, os valores médios da motilidade ruminal
apresentaram-se analogos aos valores basais.

Considerando o efeito de momentos entre 0s grupos, apenas no segundo dia
apos a CH foi identificado diferenca significativa entre as médias da MR (P<0,0001),

guando o grupo controle evidenciou MR maior que o grupo TTM (Tabela 7; Gréfico 5).
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Gréfico 5 - Valores médios e desvios-padrao da motilidade ruminal (3 min) de ovinos
dos grupos controle e tratados com tetratiomolibdato (TTM), nas fases pré-hemolitica,

hemolitica e pds-hemolitica da intoxicagdo cuprica cumulativa
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4.4.5. PESO VIVO

Tabela 8 - Valores médios, desvios-padrao e niveis de significancia (P) do peso vivo (Kg) de ovinos dos grupos controle e

tratados com tetratiomolibdato (TTM), nas fases pré-hemolitica, hemolitica e pds-hemolitica da intoxicacdo cuprica

cumulativa
Fases da Intoxicacao
Grupos Pré-Hemolitica Hemolitica Po6s-Hemolitica P
30d A* 15dA 7dA CH? 1dD® 2dD 3dD 4dD 5dD 15dD 30dD
38,98 38,06 37,60 37,18 36,55 36,60 36,00 36,50
Controle  +0,67 +0,28 0,11 10,23 +0,53 0,60 0,0067
a ab abc abc bc bc c bc

38,46 37,72 37,40 37,04 36,60 36,35 36,35 36,25 35,63 35,48 34,88
™ +0,12 #0,79 +0,59 +0,59 +0,63 +0,36 +0,37 2,39 +2,11 2,05 2,38 0,0499

a a a ab b b b bc C C C

P 0,7000 10,6924 0,7517 0,8328 0,9018 0,7222 0,7063 0,09874

Letras minUsculas distintas nas na mesma linha indicam diferengas significativas entre os momentos. Letras mailsculas distintas nas colunas
indicam diferencas significativas entre os grupos. * Antes da CH. > CH — Crise Hemolitica — Hemoglobin(ria macroscépica. * Depois da CH.
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N&o se verificou efeito de grupos (P>0,05), porém houve efeito de momentos nas
diferentes fases da intoxicacao cuprica (P<0,05) para o peso vivo (PV) dos animais. No
grupo de animais controle, verificou-se que maiores médias do peso vivo foram
observadas nas fases pré-hemolitica e na CH em relagcdo aos dias da fase poés-
hemolitica (P=0,0067).

Quanto aos animais do grupo tratado com TTM, maiores médias também foram
identificadas nas fases pré-hemolitica e na CH, seguido de diminuicao do referido peso
Vivo na primeira semana apos a CH até os 15 e 30 dias apos o tratamento com TTM
(P=0,0499) (Tabela 8; Grafico 6).
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Grafico 6 - Valores médios e desvios-padrao do peso vivo (Kg) de ovinos dos grupos
controle e tratados com tetratiomolibdato (TTM), nas fases pré-hemolitica, hemolitica e

pos-hemolitica da intoxicagéo cuprica cumulativa
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4.4.6. VOLUME URINARIO

Tabela 9 - Valores médios, desvios-padréo e niveis de significancia (P) do volume urinario (mL/3h) de ovinos dos grupos
controle e tratados com tetratiomolibdato (TTM), nas fases pré-hemolitica, hemolitica e pds-hemolitica da intoxicacao

cUprica cumulativa

Fases da Intoxicacéao

Grupos Pré-Hemolitica Hemolitica Po6s-Hemolitica P
30d A' 15dA 7dA CH? 1dD® 2dD 3dD 4dD 5dD 15dD 30dD
170,0 120 120 64 30 30 30 40
Controle  +#30,0 +20,0 20,0 20,0 34,0 +0,0 +0,0 0,0115
a ab Aab ab b b b b
78,0 92 58 48 38 115 115 160 87,5 125 72,5
TT™ +33,0 £31,0 17,15 +13,15 +4,90 +49,07 49,10 40,0 12,5 +250 42,5 0,0504
ab ab Bab b b ab ab a ab ab ab

P 0,0743 0,4717 0,0464 0,6725 0,1930 10,3125 0,4950 0,2722

Letras minUsculas distintas nas na mesma linha indicam diferengas significativas entre os momentos. Letras mailsculas distintas nas colunas
indicam diferencas significativas entre os grupos. ! Antes da CH. > CH — Crise Hemolitica — Hemoglobindria macroscépica. 3 Depois da CH.
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Com relacdo ao volume urinario (VUr), verificou-se efeito de grupos e de
momento. Com base nos dados do grupo controle, foram encontrados maiores médias
de VUr na fase pré-hemolitica, seguida da Che periodo pods-hemolitico (P=0,0115).
Quanto aos animais do grupo tratado com TTM, maiores médias também foram
registrados nas fases pré-hemolitica e na CH e menores valores médios na CH e no
primeiro dia apos a CH, sendo que estes valores elevaram-se com o passar dos dias,

apresentando-se analogos ao momento basal (P=0,0504) (Tabela 9; Grafico 7).
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Grafico 7 - Valores médios e desvios-padrdo do volume urinario (mL/3h) de ovinos dos
grupos controle e tratados com tetratiomolibdato (TTM), nas fases pré-hemolitica,

hemolitica e pds-hemolitica da intoxicagdo cuprica cumulativa
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4.5. PARAMETROS HEMOGASOMETRICOS

4.5.1. Ph SANGUINEO

Tabela 10 - Valores médios, desvios-padrao e niveis de significancia (P) do pH sanguineo de ovinos dos grupos controle

e tratados com tetratiomolibdato (TTM), nas fases pré-hemolitica, hemolitica e pds-hemolitica da intoxicacdo cuprica
cumulativa

Fases da Intoxicacéo

Grupos Pré-Hemolitica Hemolitica Po6s-Hemolitica P
30d A 15dA 7dA CH? 1dD® 2dD 3dD 4dD 5dD 15dD 30dD
736 736 7,38 7,39 741 743 740 7,35
Controle  #0,09 #0,05 0,03 +0,05 +0,06 0,07 0,01 0,8676
742 736 7,40 7,41 741 743 744 743 743 744 747

™ +0,06 0,13 0,03 +0,06 +0,11 +0,05 0,05 0,05 0,03 0,01 0,06 0,4605

P 0,1151 1,000 0,8669 0,6505 0,5389 0,5415 0,4950

Letras minUsculas distintas nas na mesma linha indicam diferengas significativas entre os momentos. Letras mailsculas distintas nas colunas
indicam diferencas significativas entre os grupos. * Antes da CH. > CH — Crise Hemolitica — Hemoglobin(ria macroscépica. * Depois da CH.
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Na analise dos dados do pH sanguineo, nao foram identificadas diferencas para

0 conjunto de médias dos respectivos fatores: grupos (P>0,05) e momentos (P>0,05),

nas fases pré-hemolitica, hemolitica e pés-hemolitica da intoxicagédo cuprica cumulativa
(Tabela 10; Gréfico 8).

(750 -
7,45 -
7,40 -
7,35 -

I730-
7,25
7,20
7,15

7,10

N

30dA 15d A 7dA

0d

1dD 2dD 3dD 4dD 5dD 15dD

—o— Controle —e—TTM

30d D

S

Grafico 8 - Valores médios e desvios-padrdo do pH sanguineo de ovinos dos grupos

controle e tratados com tetratiomolibdato (TTM), nas fases pré-hemolitica, hemolitica e

pos-hemolitica da intoxicag&o cuprica cumulativa
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4.5.2. PRESSAO PARCIAL DE GAS CARBONICO SANGUINEO

Tabela 11 - Valores médios, desvios-padrdo e niveis de significancia (P) da presséo parcial de gas carbbnico (PCO,)

sanguineo (mmHg) de ovinos dos grupos controle e tratados com tetratiomolibdato (TTM), nas fases pré-hemolitica,

hemolitica e p6s-hemolitica da intoxicagdo cuprica cumulativa

Fases da Intoxicagcéo

Grupos Pré-Hemolitica Hemolitica Pos-Hemolitica P
30d A’ 15dA 7dA CH? 1dD® 2dD 3dD 4dD 5dD 15dD 30dD
4594 44,76 45,32 46,12 42,73 41,05 40,85 48,10
Controle 7,01 #3,57 +7,12 +4,60 +3,66 +4,03  +3,46 0,6442
43,46 45,74 38,78 47,50 4350 43,45 39,97 41,88 40,95 42,70 38,90
TT™ +8,01 #8,77 46,39 +5,73 +7,07 8,13 #7,22 #3,00 7,13 4634 1845 0,6512
P 0,3740 0,5040 0,1653 0,2198 0,8494 0,7245 0,8838 0,1610

Letras minUsculas distintas nas na mesma linha indicam diferengas significativas entre os momentos. Letras mailsculas distintas nas colunas
indicam diferencas significativas entre os grupos. * Antes da CH. > CH — Crise Hemolitica — Hemoglobin(ria macroscépica. ° Depois da CH.
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Na analise dos dados da presséo parcial de dioxido de carbono sanguineo, nao
foram identificadas diferencas entre os tratamentos e entre os grupos (P>0,05), nas
fases pré-hemolitica, hemolitica e pds-hemolitica da intoxicagdo cuprica cumulativa
(Tabela 11; Gréfico 9).
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Grafico 9 - Valores médios e desvios-padrao da pressdo parcial de gas carbonico
(PCO,) sanguineo (mmHg) de ovinos dos grupos controle e tratados com
tetratiomolibdato (TTM), nas fases pré-hemolitica, hemolitica e pds-hemolitica da

intoxicacdo cuprica cumulativa
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45.3. PRESSAO PARCIAL DE OXIGENIO SANGUINEO

Tabela 12 - Valores médios, desvios-padréo e niveis de significancia (P) da pressao parcial de oxigénio (PO,) sanguineo
(mmHg) de ovinos dos grupos controle e tratados com tetratiomolibdato (TTM), nas fases pré-hemolitica, hemolitica e

pdés-hemolitica da intoxicacéo caprica cumulativa

Fases da Intoxicacéo

Grupos Pré-Hemolitica Hemolitica Pos-Hemolitica P
30d A’ 15dA 7dA CH? 1dD® 2dD 3dD 4dD 5dD 15dD 30dD
40,02 38,82 38,80 30,70 26,05 32,35 31,60 30,40
Controle  +4,35 #3,00 9,51 +10,66 +4,31 #3,04 +2,86 0,1186
A

37,34 3518 36,30 30,30 28,18 24,88 28,27 29,15 29,15 4580 37,18
TTM +1,19 459 555 +5,06 +6,07 0,87 +299 13,47 4,66 +3,04 +2,08 0,0001
b bc bc bcd cd Bd cd bcd bcd a b

P 0,2210 0,1765 0,6256 0,9415 0,5740 0,0068 0,6094 0,7687

Letras minUsculas distintas nas na mesma linha indicam diferengas significativas entre os momentos. Letras mailsculas distintas nas colunas
indicam diferencas significativas entre os grupos. * Antes da CH. > CH — Crise Hemolitica — Hemoglobin(ria macroscépica. * Depois da CH.
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by

Na analise dos dados referentes a pressdo parcial de oxigénio sanguineo,
registrou-se efeito de grupos e momentos. Com relagcdo ao grupo controle, nenhuma
variacdo foi observada nos diferentes momentos (P=0,1186), porém no grupo de
animais tratados com TTM, maior média (P=0,0001) foi observada 15 dias apds a CH,
seguida de 30 dias apo0s e semelhantes aos momentos da fase pré-hemolitica (30dA,
15dA, 7dA). Os menores valores médios foram registrados da CH até o quinto dia
(Tabela 12; Grafico 10).
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Grafico 10 - Valores medios e desvios-padrédo da pressao parcial de oxigénio (POy)
sanguineo (mmHg) de ovinos dos grupos controle e tratados com tetratiomolibdato
(TTM), nas fases pré-hemolitica, hemolitica e pos-hemolitica da intoxicagdo cuprica

cumulativa
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4.5.4. CONCENTRACAO DE BICARBONATO SANGUINEO

Tabela 13 - Valores médios, desvios-padrdo e niveis de significancia (P) da concentracdo de bicarbonato (HCOs3)

sanguineo (mMol/L) de ovinos dos grupos controle e tratados com tetratiomolibdato (TTM), nas fases pré-hemolitica,

hemolitica e p6s-hemolitica da intoxicagdo cuprica cumulativa

Fases da Intoxicagéo

Grupos Pré-Hemolitica Hemolitica Pos-Hemolitica P
30d A’ 15dA 7dA CH? 1dD® 2dD 3dD 4dD 5dD 15dD 30dD
25,60 24,50 27,18 26,22 26,68 30,25 22,40 25,90

Controle 3,13  #2,00 5,45 +5,37 +4,76 #11,10 5,65 0,8343

27,16 26,54 23,66 29,18 27,42 27,40 26,60 27,40 25,05 28,63 26,58

™ 2,10 +1,69 3,15 +2,98 +8,00 5,80 506 297 4,70 250 3,74 0,8407

P 0,2823 0,1198 0,2454 0,3132 0,8852 10,6830 0,4053 0,6821
Letras minUsculas distintas nas na mesma linha indicam diferengas significativas entre os momentos. Letras mailsculas distintas nas colunas
indicam diferencas significativas entre os grupos. * Antes da CH. > CH — Crise Hemolitica — Hemoglobin(ria macroscépica. ° Depois da CH.
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Na andlise dos dados da concentracdo sanguinea de bicarbonato, ndo foram
identificadas diferencas para as médias entre 0s grupos e entre 0s momentos (P>0,05),
nas fases pré-hemolitica, hemolitica e pds-hemolitica da intoxicagédo cuprica cumulativa
(Tabela 13; Grafico 11).
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Grafico 11 - Valores médios e desvios-padrao da concentracdo de bicarbonato (HCO3)
sanguineo (mMol/L) de ovinos dos grupos controle e tratados com tetratiomolibdato
(TTM), nas fases pré-hemolitica, hemolitica e pos-hemolitica da intoxicagdo cuprica

cumulativa
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4.5.5. TOTAL DE DIOXIDO DE CARBONO SANGUINEO

Tabela 14 - Valores médios, desvios-padréo e niveis de significancia (P) do total de diéxido de carbono (tCO,) sanguineo
(mMol/L) de ovinos dos grupos controle e tratados com tetratiomolibdato (TTM), nas fases pré-hemolitica, hemolitica e

pds-hemolitica da intoxicacéo caprica cumulativa

Fases da Intoxicacéo

Grupos Pré-Hemolitica Hemolitica Pos-Hemolitica P
30d A’ 15dA 7dA CH? 1dD® 2dD 3dD 4dD 5dD 15dD 30dD
53,32 52,38 28,28 27,52 27,93 28,40 23,65 27,40
Controle  +4,28 6,69 5,04 +5,49 +4,84  +6,78 45,72 0,0010
a a b b b b b b

3550 35,38 24,92 30,62 30,76 29,15 28,27 28,43 29,92 30,15 27,55
™ 6,07 +7,73 +3,14 +3,06 6,95 5,61 +4,72 +326 4,36 247 £3,77 0,7006

P 0,1010 0,1572 0,2415 0,3025 0,5133 0,8909 10,3454 0,7967
Letras minUsculas distintas nas na mesma linha indicam diferencas significativas entre os momentos. Letras mailsculas distintas nas colunas
indicam diferencas significativas entre os grupos. * Antes da CH. > CH — Crise Hemolitica — Hemoglobin(ria macroscépica. ° Depois da CH.
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Com relacdo a concentracao total de diéxido de carbono no sangue, verificou-se
gue nao houve efeito de grupos, porém verificou-se efeito de momentos. Neste
contexto, diferencas foram identificadas nos animais do grupo controle (P=0,0010).
Maiores concentragfes totais de didxido de carbono foram observados aos 30 e 15 dias

anteriores a CH e menores nos momentos subsequentes (Tabela 14; Grafico 12).
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Grafico 12 - Valores meédios e desvios-padrao do total de dioxido de carbono (tCOy)
sanguineo (mMol/L) de ovinos dos grupos controle e tratados com tetratiomolibdato
(TTM), nas fases pré-hemolitica, hemolitica e pos-hemolitica da intoxicagdo cuprica

cumulativa
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4.5.6. EXCESSO OU DEFICIT DE BASE SANGUINEO

Tabela 15 — Valores médios, desvios-padréo e niveis de significancia (P) do excesso ou déficit de base (ABE) sanguineo
(mEqg/L) de ovinos dos grupos controle e tratados com tetratiomolibdato (TTM), nas fases pré-hemolitica, hemolitica e
pdés-hemolitica da intoxicacéo caprica cumulativa

Fases da Intoxicacéo

Grupos Pré-Hemolitica Hemolitica Po6s-Hemolitica P
30d A’ 15dA 7dA CH? 1dD° 2dD 3dD 4dD 5dD 15dD 30dD
300 1,26 1,36 3,04 1,70 055 -3,05 -0,40
Controle 2,34 #3,12 6,88 +5.21 +506 6,71 6,15 0,9027
214 1,40 1,38 3,10 210 210 1,25 328 165 463 2,380

™ +1,81 +3,06 £3,75 13,26 9,28 7,66 595 267 4,74 +195 +2,68 0,8789

P 0,5345 0,7897 0,4964 0,3763 0,9409 10,7854 0,4548 0,3054

Letras minUsculas distintas nas na mesma linha indicam diferengas significativas entre os momentos. Letras mailsculas distintas nas colunas
indicam diferencas significativas entre os grupos. * Antes da CH. > CH — Crise Hemolitica — Hemoglobin(ria macroscépica. ° Depois da CH.
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Na analise dos dados do excesso ou déficit de base no sangue, ndo foram
identificadas diferencas significativas para o conjunto de médias entre 0s grupos e
momentos (P>0,05), nas fases pré-hemolitica, hemolitica e pds-hemolitica da

intoxicacdo cuprica cumulativa (Tabela 15; Grafico 13).
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Grafico 13 — Valores médios e desvios-padrdo do excesso ou déficit de base (ABE)
sanguineo (MEg/L) de ovinos dos grupos controle e tratados com tetratiomolibdato
(TTM), nas fases pré-hemolitica, hemolitica e pos-hemolitica da intoxicagdo cuprica

cumulativa
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4.5.7. SATURACAO DE OXIGENIO SANGUINEO

Tabela 16 - Valores médios, desvios-padrdo e niveis de significancia (P) da saturacdo de oxigénio (sO;) sanguineo
(mMol/L) de ovinos dos grupos controle e tratados com tetratiomolibdato (TTM), nas fases pré-hemolitica, hemolitica e

pdés-hemolitica da intoxicacéo caprica cumulativa

Fases da Intoxicacao

Grupos Pré-Hemolitica Hemolitica Po6s-Hemolitica P
30d A' 15dA 7dA CH? 1dD® 2dD 3dD 4dD 5dD 15dD 30dD
67,34 73,50 64,58 51,40 47,73 64,70 53,20 54,10
Controle  #3,15 +14,60 7,17 +23,65 +9,68 +0,28 +21,07 0,1450
A

71,18 61,84 63,94 57,08 51,00 46,50 53,33 55,52 64,25 68,23 71,85
™ 4,22 #1791 +9,77 19,74 +13,86 +1,83 +4,81 #5223 13,94 2191 4,12 0,0845
B

P 0,1422 0,2920 0,9089 0,6329 0,7022 0,0002 0,9904 0,8232

Letras minUsculas distintas nas na mesma linha indicam diferencas significativas entre os momentos. Letras mailsculas distintas nas colunas
indicam diferencas significativas entre os grupos. * Antes da CH. > CH — Crise Hemolitica — Hemoglobin(ria macroscépica. ° Depois da CH.
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Na andlise dos dados da saturacdo de oxigénio sanguineo de ovinos intoxicados
pelo cobre e tratados ou ndo com TTM, ndo foram identificadas diferengas significativas
para o conjunto de meédias entre momentos (P>0,05), nas fases pré-hemolitica,
hemolitica e pos-hemolitica da intoxicacdo cuprica cumulativa; porém considerando o
fator grupos, maiores médias foram identificadas no grupo controle em relacdo ao grupo
TTM (P=0,0002) no segundo dia ap0s a CH (Tabela 16; Grafico 14).
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Grafico 14 - Valores médios e desvios-padrdo da saturacdo de oxigénio (sOy)
sanguineo (mMol/L) de ovinos dos grupos controle e tratados com tetratiomolibdato
(TTM), nas fases pré-hemolitica, hemolitica e pos-hemolitica da intoxicagdo cuprica

cumulativa
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4.6. METABOLISMO OXIDATIVO

4.6.1. CONCENTRACAO SANGUINEA DE MALONDIALDEIDO

Tabela 17 - Valores de medianas, percentis (P25 e P75) e niveis de significancia (P) da concentragdo sanguinea de
malondialdeido (MDA) (uMol/L) de ovinos dos grupos controle e tratados com tetratiomolibdato (TTM), nas fases pré-

hemolitica, hemolitica e pds-hemolitica da intoxica¢ao cuprica cumulativa

Fases da Intoxicacéo

Grupos Pré-Hemolitica Hemolitica Po6s-Hemolitica P
30d A1 15dA 7dA CH? 1dD® 2dD 3dD 4d D 5dD 15dD 30d D
0,23 0,43 0,56 1,04 3,63 2,38 2,43 5,19
Controle 0,11;0,47 0,41;0,45 0,50;0,61  0,80;1,12  2,34;4,10 2,34:4,10 1,52;3,23 5,19;6,18 0,0001
d d d cd abA bcA bcA aA
0,26 0,47 1,22 1,54 0,95 0,89 0,92 0,85 0,80 0,68 0,64
TT™ 0,10;0,30 0,46;0,50 0,59;1,24  1,30;1,60  0,90;0,99 0,851,0 0,881,19 0,78;1,10 0,76;1,23 0,49;0,79 0,49;0,84 (,0001
d cd b a bB bB bB bB b bc bc
P 0,5422 0,1570 0,1337 0,3364 0,0086 0,0379 0,0427 0,0034

Letras minusculas distintas nas na mesma linha indicam diferencas significativas entre os momentos. Letras mailsculas distintas nas colunas
indicam diferencas significativas entre os grupos. ! Antes da CH. > CH — Crise Hemolitica — Hemoglobindria macroscépica. 3 Depois da CH.
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Verificou-se efeito significativo para os fatores grupos e momentos da

concentracdo sérica de malondialdeido (MDA) de ovinos intoxicados pelo cobre e
tratados ou ndo com TTM.
Menores teores séricos de MDA foram constatados nos animais do grupo controle, nos
momentos correspondentes a fase pré-hemolitica. J& em relacdo ao momento da CH e
os demais da fase pds-hemolitica, este foram mais elevados, sendo que as maiores
médias foram obtidas no primeiro e quarto dias desta ultima fase (P<0,0001).

Quanto ao grupo TTM, menores teores de MDA também foram observados nos
momentos correspondentes a fase pré-hemolitica, obtendo-se elevacdo desta variavel
no momento da CH, seguindo-se de menores meédias na fase pos-hemolitica
(P<0,0001).

Comparando-se os grupos, dentro de cada momento, verifica-se que maiores
teores de MDA foram obtidos do primeiro ao quarto dias para os animais do grupo
controle, com nivel de significancia variando de 0,034 a 0,0427 (Tabela 17; Grafico 15).
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Gréfico 15 - Valores de medianas da concentragcdo sanguinea de malondialdeido
(MDA) (uMol/L) de ovinos dos grupos controle e tratados com tetratiomolibdato (TTM),
nas fases pré-hemolitica, hemolitica e p6s-hemolitica da intoxicagéo cuprica cumulativa
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4.6.2. CONCENTRACAO DE GLUTATIONA NOS ERITROCITOS

Tabela 18 - Valores de medianas, percentis (P25 e P7s) e niveis de significancia (P) da concentracdo da glutationa (GSH)
nos eritrocitos (mg de GSH/mL de sangue) de ovinos dos grupos controle e tratados com tetratiomolibdato (TTM), nas

fases pré-hemolitica, hemolitica e p6s-hemolitica da intoxicagdo cuprica cumulativa

Fases da Intoxicagao

Grupos Pré-Hemolitica Hemolitica Po6s-Hemolitica P
30dA’ 15d A 7dA CH? 1dD® 2dD 3dD 4dD 5dD 15dD 30dD
60,10 73,58 87,15 32,59 47,83 70,89 6554 27,77
Controle  55;92 70;109 48;96 28:35 25:81 5989 6598 28;114 0,0599
B

95,12 87,20 99,90 53,21 48,78 77,39 81,67 134,4 146,75 100,72 106,26
TT™ 79;108 85;110 99;114 43;61 34,65 69;82 6591 106;136 98;205 78;12 101;129 0,0001
A

P 0,1208 0,6141 0,1220 0,1876 0,9296 0,7073 0,0603 0,0352

Letras minUsculas distintas nas na mesma linha indicam diferencas significativas entre os momentos. Letras mailsculas distintas nas colunas
indicam diferencas significativas entre os grupos. ! Antes da CH. ? CH — Crise Hemolitica — Hemoglobindria macroscépica. 3 Depois da CH.
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Obteve-se efeito de grupos e momentos para os teores de glutationa (GSH) nos
ovinos intoxicados pelo cobre e tratados ou ndo com TTM. Com relagcdo ao grupo
controle, embora tais teores tenham sido menores no momento da CH, estes se
mantiveram analogos aos momentos antes e apos a CH (P=0,0599). Com relacdo ao
grupo TTM, menores médias da GSH foram registradas no momento da CH e nos
primeiros trés primeiros dias pos tratamento, em relacdo aos momentos da fase preé-
hemolitica (P<0,0001). As maiores médias foram obtidas no quarto e quinto dias do
tratamento, semelhantes aos valores basais dos 15 aos 30 dias.

Analisando as medianas entre grupos dentro de cada momento, identificaram-se
maiores concentracdes de GSH no quarto dia ap6s a CH, no grupo de animais tratados
com TTM (P=0,0352) (Tabela 18; Grafico 16).
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Grafico 16 - Valores de medianas da concentracdo da glutationa (GSH) nos eritrocitos
(mg de GSH/mL de sangue) de ovinos dos grupos controle e tratados com
tetratiomolibdato (TTM), nas fases pré-hemolitica, hemolitica e pds-hemolitica da

intoxicacao cuprica cumulativa
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4.6.3. ATIVIDADE DA GLICOSE-6-FOSFATO-DESIDROGENASE

Tabela 19 - Valores de medianas, percentis (P2s e P7s) e niveis de significancia (P) da atividade da glicose — 6 — fostato —
desidrogenase (G-6-PD) no sangue (Ul/g Hb) de ovinos dos grupos controle e tratados com tetratiomolibdato (TTM), nas

fases pré-hemolitica, hemolitica e p6s-hemolitica da intoxicagdo cuprica cumulativa

Fases da Intoxicacéo

Grupos Pré-Hemolitica Hemolitica Po6s-Hemolitica P
30d A" 15dA 7dA CH? 1dD® 2dD 3dD 4dD 5dD 15dD 30dD
0,63 0,70 0,85 1,72 2,07 2,84 2,99 3,44
Controle 0,6;0,71 0,7;0,7 0,8;1,0 0,9;4,0 1,8;3,0 4,7;3,0 2,8;3,2 3,4;3,2 0,0001
c c c b aA a aA a
0,62 0,63 0,75 1,17 0,81 2,02 1,89 1,80 2,27 1,59 1,10
TT™ 0,3;0,7 0,6;0,9 0,7;0,8 0,9;1,3 0,714 1421 1519 1,7,29 2,224 1,5;1,8 0,9;1,7 0,0001
c c c b bB a aB a a a ab
P 0,0804 0,3620 0,0635 0,17775 0,0132 0,1300 0,0220 0,8972

Letras minUsculas distintas nas na mesma linha indicam diferencas significativas entre os momentos. Letras mailsculas distintas nas colunas
indicam diferencas significativas entre os grupos. ! Antes da CH. ? CH — Crise Hemolitica — Hemoglobindria macroscépica. 3 Depois da CH.
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A atividade da glicose-6-fosfato-desidrogenase (G6PD) teve efeito entre grupos e
momentos. Maiores valores da atividade da enzima G6PD foram observadas nos
momentos correspondentes a fase hemolitica e pds hemolitica em relacdo aos demais
momentos nas fases pré-hemolitica (P<0,0001). No grupo de animais tratados com
TTM, menores valores médios obtidas nas fases pré-hemolitica e no momento da CH,
enquanto que na fase pds-hemolitica, correspondente ao tratamento com TTM, maiores
médias foram obtidas do segundo ao 30 dias (P<0,0001).

Quanto ao contraste de meédias entre grupos dentro de cada momento, maiores
médias fora, registradas no primeiro e terceiro dias apoés a CH, para os animais do
grupo controle em relagdo ao grupo TTM (P=0,0132 e P=0,0220, respectivamente)
(Tabela 19; Grafico 17).
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Grafico 17 - Valores de medianas da atividade da glicose — 6 — fostato — desidrogenase
(G-6-PD) no sangue (Ul/lg Hb) de ovinos dos grupos controle e tratados com
tetratiomolibdato (TTM), nas fases pré-hemolitica, hemolitica e pds-hemolitica da

intoxicacao cuprica cumulativa
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4.6.4. HABILIDADE DE REDUCAO FERRICA PLASMATICA

Tabela 20 - Valores de medianas, percentis (P25 e P7s) e niveis de significancia (P) da habilidade de reducgéo férrica
plasmatica (HRFP) (uMol/L) de ovinos dos grupos controle e tratados com tetratiomolibdato (TTM), nas fases pré-

hemolitica, hemolitica e pds-hemolitica da intoxicacao cuprica cumulativa

Fases da Intoxicacéo

Grupos Pré-Hemolitica Hemolitica Pd6s-Hemolitica P
30dA’ 15d A 7dA CH? 1d D° 2d D 3d D 4d D 5dD 15dD 30dD
581,60 567,60 595,60 2266,80 3270,30 1550,20 1424,20 699,60
Controle 576;644 544;583 590;810 2003;2537 2589;5344 732;4369 971;1877  699;930 0,0002
C C C b a bc bc C

533,60 635,60 573,60 1804,80 2758,80 2612,40 1925,60 1370,80 1290,80 716,80 604,30
TT™ 532:582 615,681 574:642 909;1970 2171;2830 1415;4676 1372;2828 761;2335 709;2128 589,792 588;626 (,0005
d cd cd ab a a ab bcd bcd cd cd

P 0,3946 0,1123 0,2722 0,2409 0,1912 0,4693 0,4707

Letras minUsculas distintas nas na mesma linha indicam diferencas significativas entre os momentos. Letras mailsculas distintas nas colunas
indicam diferencas significativas entre os grupos. ! Antes da CH. ? CH — Crise Hemolitica — Hemoglobindria macroscépica. 3 Depois da CH.
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N&o foram registradas diferencas do método que avalia a habilidade de reducgéo
férrica plasmatica (HRFP) nos ovinos intoxicados e tratados ou ndo com TTM. J4 em
relacio aos momentos, dentro de cada grupo, verificou-se efeito significativo,
considerando-se as fases da intoxicacao cuprica.

No grupo controle maior HRFP foi registrado no primeiro dia apés a CH em
relacdo ao momento da CH e no segundo e terceiro dias apdés a CH. Os menores
valores de mediana foram registrados na fase pré-hemolitica e no quarto dia apés a CH
(P=0,0002).

Com relacdo ao grupo TTM, maiores valores foram observados no momento da
CH, seguido do primeiro ao terceiro dias da fase pds-hemolitica. Verificando-se, ainda,
gue estes os valores decresceram com o0 tempo, e que aos 30 dias apds inicio do
tratamento estes valores estiveram proximos aos valores registrados na fase pré-
hemolitica (P=0,0005) (Tabela 20; Gréafico 18).
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Grafico 18 - Valores de medianas da habilidade de reducéo férrica plasméatica (HRFP)
(uMol/L) de ovinos dos grupos controle e tratados com tetratiomolibdato (TTM), nas

fases pré-hemolitica, hemolitica e p6s-hemolitica da intoxicag&o cuprica cumulativa
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4.7. ANALISE DE RELACAO ENTRE VARIAVEIS

Correlacao significativamente positiva (P<0,0001; r=0,90) foi observada para a
concentracdo de HCO3; (mMol/lL) e ABE (mEg/L), ou seja, quanto maior for a
concentracdo sanguinea de HCO3 maior a concentracdo do ABE nos ovinos que foram
intoxicados com cobre, tratados ou ndo com TTM. A relacdo esta representada pela
equacao de regressao: HCO3=0,9287 g — 23,046 e demonstrada no gréafico 19.
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Gréfico 19 —Relacdo entre a concentragdo de HCOs; (mMol/L) e ABE (mEqg/L)
sanguineos em ovinos com ICC, tratados ou ndo com TTM, nas fases pré-hemolitica,

hemolitica e pds-hemolitica da intoxicagdo cuprica cumulativa
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Ocorreu uma correlacao significativa (P<0,0001; r=0,60) para que quanto maior
fosse a concentracdo de PCO3; (mmHg) maior a concentracdo de tCO, (mMol/L) no
sangue dos ovinos que foram intoxicados com cobre, tratados ou ndo com TTM. A

relacdo esta representada pela equacdo de regressdo: HCO3; = 0,766co2 — 1,1506 e

demonstrada no Grafico 20.
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Grafico 20 —Relacdo entre concentracdo de PCO3; (mmHg) e tCO, (mMol/L)
sanguineos em ovinos com ICC, tratados ou ndo com TTM, nas fases pré-hemolitica,

hemolitica e pds-hemolitica da intoxicagdo cuprica cumulativa
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A andlise da relacdo entre a concentragdo de HCO; (mMol/L) e pH
sanguineos dos ovinos que foram intoxicados com cobre, tratados ou ndo com TTM,
nas diferentes fases da indugédo experimental mostrou uma relagéo positiva (P<0,0001;
r = 0,52), representada pela equagédo: HCO3z = 0,0089,4+7,1603 e demonstrada no
gréfico 21.
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Grafico 21 —Relacédo entre a concentracdo de HCO3; (mMol/L) e pH sanguineos em
ovinos com ICC, tratados ou ndo com TTM, nas fases pré-hemolitica, hemolitica e pos-

hemolitica da intoxicacdo cuprica cumulativa
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Ocorreu uma correlacao significativa (P<0,0001; r=0,60) para que quanto maior

fosse a concentragcdo do ABE (mEg/L) maior o pH sanguineo nos ovinos que foram

intoxicados com cobre, tratados ou ndo com TTM. A relacdo esta representada pela

equagdao de regresséo: ABE = 0,0097 ,4+7,3817 e demonstrada no grafico 22.
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Grafico 22 —Relacédo entre a concentragdo do ABE (mEg/L) e o pH sanguineo em

ovinos com ICC, tratados ou ndo com TTM, nas fases pré-hemolitica, hemolitica e pos-

hemolitica da intoxicacdo cuprica cumulativa
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Uma relacao significativa e negativa (P<0,0004; r=-0.46) foi observada entre a
concentracdo de PCO, (mmHg) e o pH sanguineo nos ovinos que foram intoxicados
com cobre, tratados ou ndo com TTM. A relacdo esta representada pela equacédo de
regresséo: PCO; = 0,045,4+7,5954 e demonstrada no grafico 23.

7,6
75 - S X
75 -
74 -
74 -
73 -
73 -
7,2 -
7,2 - .
7.1 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 70,0 80,0 90,0

PCO, (mmHg)

. J

.
o ® y =-0,0045x + 7,5954
r=-0,46

pH

Grafico 23 —Relagédo entre a PCO, (mmHg) e o pH sanguineo em ovinos com ICC,
tratados ou ndo com TTM, nas fases pré-hemolitica, hemolitica e pds-hemolitica da

intoxicacao cuprica cumulativa
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A andlise de relacdo entre o teor sérico de malondialdeido (uMol/L) e atividade
da glicose-6 fosfato-desidrogenase (Ul/g Hb) evidenciou uma alta relacdo positiva
(P<0,0001; r = 0,60) nos animais que foram intoxicados pelo cobre, tratados ou néo

com TTM, e esta relagdo esta expressa pela equacdo: G6PD = 0,4918ypa + 0,8327 €

ilustrada no grafico 24.
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Grafico 24 —Relacédo entre o MDA (umol/L) e a G6PD (Ul/g Hb) em ovinos com ICC,

tratados ou ndo com TTM, nas fases pré-hemolitica, hemolitica e pds-hemolitica da

intoxicacao cuprica cumulativa
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A andlise de relacdo entre a concentracdo sérica de malondialdeido (uMol/L) e
do método que avalia a habilidade de reducéo férrica plasmatica (uMol/L) evidenciou
uma alta relagcéo positiva (P<0,0001; r = 0,71) nos animais que foram intoxicados pelo
cobre, tratados ou ndo com TTM, e esta relacdo esta expressa pela equacdo: HRFP = -
6,2861ypa° + 986,44 ypa + 483,44 e ilustrada no gréfico 25.
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Grafico 25 —Relacéo entre o MDA (umol/L) e o método HRFP (umol/L) em ovinos com
ICC, tratados ou ndo com TTM, nas fases pré-hemolitica, hemolitica e pos-hemolitica

da intoxicacao cuprica cumulativa
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Ocorreu correlagéo significativa (P<0,0001; r=0,70) para que quanto maior
fosse a concentracao sérica do cobre (UMol/L), maior o teor sérico de MDA (uMol/L) nos
ovinos que foram intoxicados com cobre, tratados ou ndo com TTM. A relacdo esta
representada pela equagéo de regressdo: MDA=0,0227 ¢,s,+0,1948 e demonstrada no

gréfico 26.
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Grafico 26 —Relacéo entre concentracdo sérica do cobre (uUMol/L) e da concentracdo
de MDA (uMol/L) em ovinos com ICC, tratados ou ndo com TTM, nas fases pre-

hemolitica, hemolitica e pds-hemolitica da intoxicagdo cuprica cumulativa
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Ocorreu moderada relacdo negativa (P<0,05; r = - 0,32) entre 0 cobre sérico e a
GSH, ou seja, quanto maior a concentracdo sérica do cobre (LMol/L) menor a atividade
da GSH (mg GSH/mL de sangue) nos ovinos que foram intoxicados com cobre, tratados
ou ndo com TTM. A relacdo esta representada pela equacdo de regressdo: CuSr =

0,4103gs4+93,293 e demonstrada no gréafico 27.
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Gréfico 27 —Relagdo entre a concentracdo sérica do cobre (UMol/L) e a atividade da
GSH (mg GSH/mL de sangue) em ovinos com ICC, tratados ou ndo com TTM, nas

fases pré-hemolitica, hemolitica e p6s-hemolitica da intoxicag&o cuprica cumulativa
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Ocorreu uma moderada correlagcdo negativa, com efeito quadratico (r = - 0,50),
entre o teor sérico de cobre (uUMol/L) e a habilidade de reducado férrica plasmatica
(uMol/L) nos ovinos que foram intoxicados com cobre, tratados ou ndo com TTM. A
relacdo estd representada pela equacdo de regressdo: CuSr = -0,2805urep’ +
42,6974rrp + 182,61 e demonstrada no grafico 28.
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Grafico 28 —Relacéo entre o teor sérico de cobre (UMol/L) e a habilidade de reducéo
férrica plasmatica (uMol/L) em ovinos com ICC, tratados ou ndo com TTM, nas fases

pré-hemolitica, hemolitica e pds-hemolitica da intoxicagdo cuprica cumulativa
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5. DISCUSSAO
5.1. ASPECTOS CLINICOS DA INTOXICACAO CUPRICA E TRA TAMENTO

Com base nos dados referentes a dose acumulada de cobre necessaria para a
definicdo do quadro de intoxicacdo cuprica nos ovinos (Tabela 1), os teores séricos
(Tabela 2; Gréfico 1) e hepaticos de cobre (Tabela 2), é possivel considerar que o
protocolo de inducdo da ICC foi eficiente, sendo possivel a reproducdo com as
caracteristicas clinicas que sdo frequentemente encontradas em situacfes naturais,
pela ingestdo e consequente acumulo de cobre hepético ao longo do tempo. No campo
sabe-se que a crise hemolitica € determinada pelo excesso de cobre hepatico e pela
liberacdo do cobre livre para a corrente circulatéria desencadeando alteracdes de
diferentes sistemas, culminando com a morte dos animais.

Como comprovado por Machado (1998) e Soares (2004), a administracdo de
doses progressivas e corrigidas pelo peso vivo de sulfato de cobre permitiu a inducéo
da ICC, principalmente pelo fato de se ter uma condicdo de previsibilidade para o
aparecimento do quadro de crise hemolitica, diferentemente de outros modelos que séo
utilizados com uso de doses fixas e continuas (GOONERATNE et al., 1981; SUTTLE,
1986; HUMPHRIES, 1988; LEMOS et al. 1997; UNDERWOOD e SUTTLE, 1999;
ANTONELLI, 2007).

Outros achados semelhantes aos de Machado (1998) foram em relagdo ao
exame fisico, considerando-se os sinais vitais registrados nas diferentes fases da
intoxicacdo: fase pré-hemolitica, hemolitica e pds-hemolitica. Importante ressaltar que
0S animais apresentavam mudanca de comportamento na semana que antecedia a
crise hemolitica, e que era visivel a mudanca dos aspectos organoléptico da matéria
fecal dos animais, quando estas se apresentavam de pastosas a diarréicas, aderidas a
muco, de coloracdo enegrecida e com odor nauseabundo. Estes indicadores foram
fortemente indicativos para o acompanhamento da evolugcdo do quadro quando se
esperava observar a hemoglobindria macroscépica. Era marcante, também, a
diminuicdo progressiva do apetite, em que o0s animais rejeitavam a oferta de
concentrado e priorizavam o consumo do feno, por conseguinte, & medida que se

aproximava da crise hemolitica, os animais rejeitavam também o feno e a agua
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oferecidos. O estado de hiporexia que evoluiu para anorexia pode ser explicada pelo
conjunto de alteracdes organicas desencadeadas desde a hemdlise intravascular e
consequente alteracbes de outros sistemas, como o hepatico (MACHADO, 1998), e o
renal (SOARES, 2004).

O elevado teor de cobre sérico (Tabela 2; Gréafico 1), que teve seu auge nha crise
hemolitica, provocou uma sequéncia de reacfes em cadeia que desencadearam
intensas alteracdes e estas foram confirmadas no trabalho mais recentes a este pelo
Antonelli (2007).

Quanto aos parametros fisicos, evidencia-se que ocorreram modificacfes
significativas nas diferentes fases da intoxicacdo, para a frequéncia cardiaca,
freqUéncia respiratdria, motilidade ruminal, peso vivo e volume urinario.

O processo hemolitico é consideravel quando animais s&o intoxicados pelo
cobre, visto que estes podem perder de 50 a 75% de seus eritrocitos (Machado, 1998),
advindo uma severa anemia (SOARES, 2004; ANTONELLI, 2007). Como mecanismo
compensatorio, 0 organismo tem a capacidade de prover maior resisténcia vascular
periférica, permitindo efetivo volume circulatério na micro circulagdo, no intuito de
manter o débito cardiaco e, como paralelo a isso, justifica-se 0 aumento da frequiéncia
cardiaca, permitindo a micro circulagdo projetar volume sanguineo suficiente para
diversos 6rgaos.

A bradipnéia observada de modo significativo nos animais do grupo TTM
também foi identificada por Machado (1998), Lemos et al (1997) e Sarginson e Scott
(1996). Machado (1998) ressalta que seria de se esperar a taquipnéia frente a condicado
de anemia do tipo hemolitica e taquicardia compensatoria como Vvisto nos animais,
contudo este perfil pode ser melhor explicado pela insuficiéncia renal registrada
(SOARES, 2004). Melhor anélise desse perfil sera feita com o conjunto das variaveis da
hemogasometria, uma vez que se observou uma alcalose metabdlica, pela retencao de
bicarbonato e refletido na ABE sanguinea dos animais intoxicados pelo cobre.

Com relacéo a temperatura retal, foi possivel registrar uma tendéncia (P=0,0833)
para quadro de hipertermia da fase pré-hemolitica a crise hemolitica. Machado (1998)
reporta que embora o quadro clinico no dia da hemoglobindria macroscépica tenha sido

semelhante nos ovinos dos varios grupos intoxicados, tratados com diferentes doses de
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TTM, logo em seguida ao estabelecimento dos tratamentos ocorreram diferencas
perceptiveis quanto a intensidade e a duracdo dos sinais clinicos. A tendéncia a
hipertermia na crise hemolitica pode ser um dos fatores que justificasse a anorexia e a
menor motilidade ruminal dos ovinos, além da uremia (SOARES, 2004) que per se pode
causar desde hiporexia até anorexia (BLOOD e RADOSTITS, 1989; MACHADO, 1998).
Uma hipertermia de intensidade moderada em ovinos intoxicados pelo cobre pode ser
justificada pela presenca de debris celulares oriundos da hemdlise intravascular, os
guais atuam como pirégenos que estimulam o centro termorregulador (BLOOD e
RADOSTITS, 1989). Machado (1998) cita a relacao existente entre a hipertermia com a
hipomotilidade ruminal, visto que Veenendaal et al. (1980) estudaram o papel das
prostaglandinas circulantes na génese de pirégenos (endotoxinas), induzindo a estase
ruminal em caprinos.

Os animais do grupo que recebeu o TTM mantiveram diminuidos os pesos Vvivos
ao logo de 30 dias apés o recebimento da primeira dose de TTM. Machado (1998)
constatou que 29 dias ap0s a crise hemolitica o grupo de animais que receberam TTM
na dose 3,4 mg/kg/PV ndo apresentaram diferencas significativas do peso corporal em
relacdo ao grupo controle e que sua vez foram maiores que o0 grupo que recebeu 1,7
mg/kg/PV, indicando que a dose de maior potencial quelante restabeleceu mais
rapidamente o estado geral dos animais.

Ja em relagdo ao volume urinario, este foi menor na crise hemolitica e para os
animais do grupo controle esta diminuigéo foi constante até o 6bito. Quanto aos demais
do grupo TTM, percebe-se uma recuperacdo da diurese ao longo do tempo. Soares
(2004) registrou marcantes alteracbes na hemodinamica renal, as quais sempre
precedem o0 aumento da concentracdo sérica de uréia e creatinina, registrando
expressiva diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular durante a crise hemolitica,
denominada pela taxa de depuracdo enddgena de creatinina. Como aqui analisado, a
dréastica reducéo dessa taxa definiu, consequentemente, a oliguria e anuria.

Como visto nos perfil de diferentes variaveis, no momento ap0s a crise
hemolitica, coincidindo com o recebimento do TTM, foi possivel verificar uma evolugéo
satisfatoria da condicado clinica dos animais, constatando-se que o uso de TTM na dose

de 3,4mg/kg/PV foi suficiente para debelar o grau de injdria nos diferentes sistemas,
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com controle efetivo do sistema cardio-respiratorio, temperatura corporal, recuperacao
do apetite, aumento da ingestdo de alimentos, recuperacdo do aspecto das fezes e
urina e estado de alerta. Ao contrario dos animais deste grupo, 0s animais que nao
receberam o TTM vieram a 6bito rapidamente. Incontestavel a eficiéncia do uso de TTM
na intoxicagdo cuprica em ovinos, mesmo que em diferentes doses, como as que
classicamente tém sido recomendadas (1,7 e 3,4 mg/kg/PV) (GOONERATNE et al.,
1981; GOONERATNE e CHRISTENSEN, 1984; HUMPHRIES et al., 1986;
KUMARATILAKE e HOWELL, 1989; SUTTLE, 1995; MACHADO, 1998; SOARES,
2004). Torna-se necessario averiguar a hipétese de que o uso de maiores doses deste
produto seja capaz de oferecer melhor condi¢do clinica aos animais imediatamente
apos a crise hemolitica, verificando se o potencial quelante deste produto pelo cobre

favorece uma recuperacdo mais rapida e mais eficiente.

5.2. PERFIL HEMOGASOMETRICO

Com base no conjunto de dados avaliados, percebe-se que os animais
manifestaram um perfil de discreta acidose respiratoria e alcalose metabdlica. As
alteracdes hemogasomeétricas dos ovinos intoxicados pelo cobre foram semelhantes as
observadas por Machado (1998) e Morgado et al. (2007), os quais também trabalharam
com ovinos e identificaram tal perfil. Como visto nos resultados, efeitos de grupos e
momentos foram identificados, sendo que a abordagem mais significativa foi
identificada no momento da crise hemolitica.

O que chama a atencdo em relacéo a intoxicacao cuprica cumulativa em ovinos
€ o fato de nunca se ter avaliado os perfis respiratérios e metabdlicos. O Unico registro
de disturbio &cido-basico, com caracteristicas de acidose respiratoria e alcalose
metabolica foi registrada por Machado (1998) e Morgado et al. (2007), sendo este perfil
notavelmente reproduzido neste experimento, com o mesmo perfil, tanto em ovinos da
raca lle-de-France como da Santa Inés.

Ao contrario do que se verificou nesse estudo, Quiroz-Rocha et al. (2000) e
Ortolani (2003) reportam que a acidose metabodlica € o problema mais frequente de

desequilibrio acido-basico em medicina veterinaria, apresentando-se quando existe
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uma perda de bicarbonato ou um aumento de acidos organicos. Torna-se inédito e
importante o respectivo perfil hemogasomeétrico encontrado na espécie ovina quando
intoxicada pelo cobre, visto se tratar de uma das principais enfermidades nesta espécie,
ndo so no Brasil, mas em todo o mundo.

No caso da acidose respiratoria, como foi vista aqui, pode ser caracterizada pelo
aumento da PCO, (hipercapnia), a qual € mais comumente associada a hipoventilacao
alveolar, o que esta relacionada com o perfil clinico de baixa frequiéncia respiratéria e
até mesmo disfuncéo renal.

O perfil de acidose respiratéria foi acompanhado de alcalose metabdlica
(DIBARTOLA, 2007). Segundo este trabalho, os mecanismos de compensacdo de
natureza renal e também respiratoria, como esperados no disturbio acido-basico
definido pela intoxicacdo cuprica, é de elevacdo da concentracdo do HCOj; (alcalose
metabdlica) e aumento da presséo parcial de CO, (acidose respiratoéria).

O hipoventilacéo, verificada pela menor frequéncia respiratéria (Tabela 5; Grafico
3), pode ser explicada pelo fato de que a resposta respiratoria a alcalose metabdlica ser
resultante da diminuicdo da concentracdo de H* que acompanha a alcalose metabdlica,
e esta estimula quimiorreceptores responsaveis pelo decréscimo da ventilagéo alveolar.
A hipoventilacdo alveolar secundaria ou de adaptacdo mantém o pH quando ha
aumento da concentracdo plasméatica de HCO; (QUIROZ-ROCHA et al., 2000;
DIiBARTOLA, 2007).

Como ficou registrada, a menor frequiéncia respiratéria no momento em que se
caracterizou a crise hemolitica, evidenciando uma condi¢cdo de hipoventilagédo, foi
significativamente menor neste momento em relagdo aos momentos da fase pre-
hemolitica, e, segundo Martinelli (2006) e DiBartola (2007), esta resposta frente a
alcalose metabolica geralmente parece ser menos acentuada do que aquela da acidose
metabdlica. Realmente, nao foi identificada uma deplecéo forte desta freqiiéncia, a qual
foi recuperada nos animais do grupo tratado com TTM, verificando-se mais uma vez a
importancia do uso do TTM, que tem grande poder quelante sobre o cobre livre
circulante.

Como visto nos perfis da PCO, depois da CH, esta variavel apresentou um perfil

de recuperacdo, considerando-se os valores anteriores a CH. Conforme Almosny
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(2003), em situacOes de acidose respiratéria, os sistemas amortecedores respondem
imediatamente, porém a resposta ndo € completa e duradoura. A causa precisa ser
corrigida, senédo a acidose persistira. No caso do grupo tratado com TTM, este perfil foi
longitudinalmente analogo ao momento basal, cuja acao de quelacdo do cobre permitiu
uma evolucao clinica satisfatoria.

Outra consideragdo importante a fazer em relagcdo ao perfil da acidose
respiratoria € que esta também é responsavel pelo aumento da freqiiéncia cardiaca
(Tabela 4; Gréafico 2), aumento da temperatura retal (Tabela 6; Gréafico 4) e vaso-
dilatacdo periférica, sendo responsavel por estimulo simpéatico (ALMOSNY, 2003;
DIBARTOLA, 2007), e tal observacao foi coincidente com achados clinicos observados
nos animais desse estudo.

Com base nos dados, a alcalose metabolica encontrada foi, certamente, definida
pela retencdo de bicarbonato sanguineo e refletida na ABE sanguinea, os quais se
apresentaram em niveis elevados na crise hemolitica. Tal achado também foi discutido
por Machado (1998) e mais recentemente por Morgado et al. (2007). Machado (1998)
descreveu que na compensacdo da alcalose metabdlica, detectado em ovinos
intoxicados por cobre, o organismo diminui a freqiéncia respiratéria com o intuito de
elevar a PCO; no sangue, e este perfil foi registrado nos experimentos com 0 mesmo
modelo de indugéo a ICC, particularmente nos animais do grupo TTM, no momento da
crise hemolitica.

Morgado et al. (2007) encontraram valores de HCO; e ABE bem acima dos
valores de normalidade citados por Ortolani (2003), quando avaliando os valores
obtidos no momento inicial da indugdo experimental com os valores no momento da
crise hemolitica, encontrou de 28,3 a 33,8 mMol/L do HCO3; sanguineo e de 6,3 a 9,2
do ABE na crise hemolitica. Embora néo tenha identificado diferencas significativas com
os valores basais, estes estiveram bem acima dos valores de normalidade e com o
mesmo perfil observado neste experimento, caracterizando-se, em ambos os estudos,
um perfil de alcalose metabdlica frente a acéo litica do cobre livre no sangue, associado
ao estresse oxidativo eritrocitario, como descreveu Soares (2004). Morgado et al.
(2007) ainda citam que o quadro hemolitico faz com que o animal n&o consiga regular o

excesso de base através da reagdo com o CO; e, por conseguinte, ocorre elevacdo dos
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teores de ABE para haver um tamponamento e evitar que se instale um quadro de
alcalose, embora nessa situacdo metabdlica tenha acontecido no momento da crise
hemolitica, justificando um desequilibrio acido-basico a ser considerado na avaliacao
dos animais nessa condig&o clinica.

Neste experimento foi possivel identificar uma significativa relagéo positiva entre
estes dois parametros (r=0,90; p <0,0001). Tais observacbes sdo de extrema
importancia na compreensao da fisiopatologia da intoxicacdo cuprica em ovinos, uma
vez que estes séo os trabalhos pioneiros sobre tal assunto.

Importante considerar, também, a relacdo existente entre as variaveis do perfil
hemogasomeétrico, como visto com relagdo a HCO3 com o ABE (r = 0,90), PCO, com a
tCO2 (r = 0,60) e, considerando o perfil do pH sanguineo, as concentracdes de HCOg3 (r
= 0,50), ABE (r = 0,60) e PCO;, (r = -0,46) definiram uma influéncia significativa no perfil
deste parametro sanguineo. Torna-se evidente que a intoxicacao pelo cobre em ovinos
define claramente alteracdo tanto respiratoria quanto metabdlica, particularmente no
momento da crise hemolitica. Conforme descreve DiBartola (2007), ndo havendo
deplecdo de volume ou disfungéo renal, &€ extremamente dificil induzir um quadro de
alcalose metabdlica; ficando evidente que os animais com tal intoxicacdo apresentam
significativas alteracdes da funcdo renal, além da volemia, visto que neste caso ocorre
significativa lise hematica e compromete sobremaneira a dindmica circulatoria, podendo
estabelecer situacao de choque hipovolémico.

Em estados de insuficiéncia renal, como comprovado por Soares (2004), o qual
identificou este tipo de disturbio frente a avaliacdo de diferentes variaveis da funcao
renal nos animais que fizeram parte deste mesmo estudo, reforca-se a teoria de
Carlson (1989), que menor filtracdo de bicarbonato pelos glomérulos esta
acompanhada de aumento da reabsorcdo deste, elevando-se, por conseguinte, sua
concentragcdo no sangue, identificando-se um estado de alcalemia. O rim regula o
metabolismo do bicarbonato de sédio, mantendo estavel a sua concentragdo seérica
(Martinelli, 2006). Assim sendo, a resposta fisiolégica do organismo a alcalose
metabdlica é a de elevar a PCO,, de tal maneira que a cada 10 mEqg/L de aumento de

bicarbonato corresponda um aumento da PCO, de aproximadamente 6 mmHg. Neste
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estudo foi possivel obter uma relacdo moderada e positiva entre a PCO, com a
concentracao sanguinea de HCO3; (P=0,0014; r=0,40).

A avaliacdo da andlise associativa das concentracdes de HCO3; e ABE (r=0,90; p
<0,0001) (Gréfico 19) é possivel enfatizar a importancia do estado de insuficiéncia renal
como a causa responsavel pelo ébito. O aumento nas concentracdes sanguineas
destes indicadores reflete a existéncia, no momento do Obito, uma tendéncia de
acumulo de tampdes no sangue, a qual é decorrente da falha no sistema renal
(MACHADO, 1998; ORTOLANI, 2003; SOARES, 2004). Como o ABE indica
indiretamente a quantidade de tampdes existentes dentro do sangue, a relacdo deste
com o HCOj; evidenciou que quanto mais positivos forem os valores da ABE mais
tampdes estdo se acumulando no sistema, indicando um quadro de alcalose metabdlica
(ORTOLANI, 2003).

A funcéo dos rins € manter a constancia do meio interno. Para isto, ele excreta
agua, promove a troca de ions e mantém o organismo em equilibrio. Os tubulos renais
secretam ions H* na urina tubular, e para cada mol de &acido secretado, um mol de
bicarbonato (base) aparece no sangue (ALMOSNY, 2003).

Com base nos fatores que influenciam a reabsorcdo renal de bicarbonato,
DiBartola (2007), considera que a taxa de filtracdo glomerular e o volume do fluido
extracelular sejam constantes e que a quantidade de HCO3 reabsorvida pelos rins sera
equivalente aquela filtrada. Assim sendo, na situacéo de disfuncdo renal causada pela
ICC, como observado por SOARES (2004), o HCO3 pareceu ter concentracdo tubular
minima; de modo que a reabsorcdo renal de HCOjz foi amplamente diferente da
reabsorcdo do sodio. No estudo de Soares (2004), a ICC causou intensa reducdo na
capacidade de reabsorcao tubular, manifestada pela glicosuria, menor densidade
urinaria, maior excrecao urinaria de fésforo, sédio, potassio, cloro, cobre, ferro, além de
maior atividade da enzima NAG na urina, a qual serviu de forte indicador bioquimico
para caracterizar precocemente disfuncdo renal frente a consecutiva ingestédo
acumulada de cobre pelos ovinos. Tal estado gerou uremia, oliglria ou anuria e
provocou a morte dos animais que nao receberam tratamento com TTM.

Mais uma vez se confirma os dados aqui encontrados, pois DiBartola (2007)

ressalta que a reabsorcédo renal de HCO3; aumenta com a elevacdo da PCO, e diminui
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com a reducdo dessa PCO,, além de que esse efeito pode ser mediado pela reducéo
ou aumento do pH no interior das células dos tubulos renais e pela maior ou menor
disponibilidade de H" para secrecao.

Reportando sobre a resposta renal a alcalose metabdlica, em animais saudaveis,
0s rins excretam rapida e efetivamente os alcalis. A alcalose metabdlica persiste
apenas quando a excrecao renal de HCO3 esté prejudicada. Isto pode ocorre quando
ocorre reducado da taxa de filtracdo glomerular (diminuicdo de HCOj3 no filtrado), taxa de
administracdo alta de alcalis ou por estimulos para os rins reterem sodio, na presenca
de déficit relativo de cloro (DIBARTOLA, 2007). Segundo Almosny (2003), a verdadeira
compensacdo que ocorre na alcalose metabdlica € de origem renal, mediante a
excrecdo de HCO3;. Claramente percebe-se que os ovinos intoxicados pelo cobre tém

relacdo entre a dindmica renal e o perfil acido basico.

5.3. METABOLISMO OXIDATIVO

O conjunto de indicadores da atividade oxidativa tanto eritrocitaria quanto da
lipoperoxidacdo revelou significativas alteracdes, particularmente quando feito analise
estatistica dos diferentes momentos, dentro de cada grupo, nas diferentes fases da
intoxicacdo. E de se notar a importancia da fase hemolitica na interpretacdo de tais
perfis. Com relacdo a concentracdo de MDA, G6PD e HRFP, estas apresentaram
aumento significativo, porém a GSH apresentou, neste momento, uma expressiva
diminuicao.

Com relacdo aos teores seéricos de cobre, ao longo dos momentos, verifica-se
gue estes indicadores acompanharam o perfil do cobre, mostrando fortes evidéncias de
um estado de estresse oxidativo. Pode-se perceber que a subita elevacdo dos niveis
séricos de cobre na crise hemolitica refletiu em um correspondente declinio da
concentracdo de GSH e aumento dos outros indicadores. Conforme Martins-Mateo et
al. (1990), concentragdes de MDA, GSH e outras substancias podem ser usadas como

indices de danos de lipoperoxidacdo de membranas celulares, oriundos do estresse
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oxidativo induzido por inUmeros fatores, como neste caso, o efeito do cobre excessivo
no organismo.

A lipoperoxidacgéo induzida pelo cobre foi inicialmente reportada por Hochstein et
al. (1980), os quais postularam que o cobre aumenta a formagao de radicais livres que
levam a decomposicdo dos acidos graxos nos fosfolipidios em membranas, causando
dano oxidativo para o eritrocito.

O estresse oxidativo afeta a membrana eritrocitaria por causa da lipoperoxidacao
pelas EROs. A concentracdo do MDA elevada e as atividades das enzimas modificadas
€ uma representacao explicita da resposta celular frente ao ataque dos radicais livres,
confirmado pela relagcéo linear e positiva existente entre pares de variaveis, como visto
com o MDA x G6PD (r = 0,60; P<0,0001) e MDA x HRFP (r = 0,71; P<0,0001) (Gréficos
24 e 25, respectivamente). Quanto maior foi & concentracdo sérica do MDA, maior as
atividades destas enzimas indicadoras do metabolismo oxidativo.

Estudos tém demonstrado que a capacidade antioxidante dos eritrécitos esta
diminuida na ICC (SANSINANEA et al., 1993). Essa menor capacidade estd associada
com o aumento da reatividade do acido tiobarbitarico (TBA) na lipoperoxidacéo induzida
pelos peroxidos de hidrogénio.

Os teores crescentes de MDA na fase pré-hemolitica e os elevados na fase
hemolitica confirmam a presenca de danos oxidativos nos eritrocitos e demais tecidos,
pois esta substancia é o produto de final da oxidacdo pelos radicais livres de alguns
lipideos (LUDAT et al., 2000). Como escrito por Tsai et al. (1993), nos mamiferos as
membranas sdo dotadas de grande quantidade de &cidos graxos polinsaturados as
guais estdo sujeitas as injurias peroxidativas. Tais oxidacdes das membranas lipidicas,
determinam elevada permeabilidade das células, de modo que o efeito em cascata da
lipoperoxidacdo é capaz de romper tanto membranas lisossomais quanto celulares
(BREMNER, 1998; COSTA et al., 2004).

Interessante verificar que os teores de MDA foram significativamente inferiores
nos primeiros dias apos a crise hemolitica nos animais que foram tratados com TTM,
indicando que este medicamento reduziu a reacdo em cascata da formacéo de radicais
livres e esta reacédo foi coincidente com a diminuicdo nos teores séricos de cobre livre,

marcadamente deletério ao organismo quando em excesso. Ja em relagédo ao teor de
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MDA nos animais do grupo controle, verificou-se que estes teores mantiveram-se
maiores nos dias subsequentes a crise hemolitica, caracterizando-se forte e persistente
peroxidacdo nas membranas celulares dos eritrécitos.

Com tal caracterizagdo da elevada lipoperoxidagcdo frente a intoxicacdo pelo
cobre observado neste trabalho, Suematsu et al. (1977) e Matsumura et al. (1982)
reforcaram a idéia de que altos teores séricos de lipoperdoxidos em pacientes com
doenca hepética podem ser um importante mecanismo que induz danos celulares em
muitos tipos de degeneracao tecidual e estdo correlacionados com a severidade da
enfermidade. De fato, existiu uma relagao altamente positiva (r= 0,70; p<0,0001) entre
0s teores séricos de cobre e a concentracdo de MDA (Grafico 26), indicador seguro da
lipoperoxidagéo e danos significativos do sistema renal, onde Soares (2004) constatou
uma relagdo negativa entre o MDA e o taxa de depuracdo enddgena de creatinina (r= -
0,60; p< 0,0001). Em outras palavras, os radicais livres foram também agentes
importantes no surgimento das lesdes renais, abrandadas quando do uso de TTM.
Outras relagbes do cobre foram identificadas, sendo este com a GSH (r = - 0,32;
P<0,05), com a HRFP (r = - 0,50; P<0,05), estando estas relacdes representadas,
respectivamente, nos Graficos 27e 28. Com base nos perfis destas relacdes, é possivel
interpretar o benéfico efeito do TTM na quelagcéo do cobre e recuperacao dos animais.

Analisando a GSH, sua reducéo foi causada provavelmente pelo cobre livre que
penetrou na hemacia e se ligou aos radicais sulfidrilas, presentes na membrana
citoplasmatica, formando grupos dissulfetos e, na sequéncia, radicais livres, os quais
promoveram danos celulares, propiciando fragilidade da membrana eritrocitéria, ou
seja, quanto mais velho for o eritrécito mais predispostos 0 mesmo estard a hemalise,
enquanto que os jovens sdo muito resistentes (HOWELL et al., 1987). Thompson e
Todd (1976) reportam que embora a elevagdo do cobre sangiiineo esteja associada
com a crise hemolitica na ICC, a queda brusca na GSH nédo €, per se, devido
exclusivamente a acao direta do cobre.

O baixo nivel de GSH sanguineo observado poderia refletir na producéo reduzida
de GSH devido a reduzida disponibilidade de NADPH ou deplecdo de GSH por enzimas
antioxidantes em resposta ao estresse oxidativo, como neste caso causado pela ICC
(SANSINANEA et al.,, 1996; SIEMS et al. 2000). A glutationa se oxida, podendo
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novamente voltar a forma reduzida, sob catélise da enzima glutationa redutase. Para o
pleno funcionamento desta enzima € necessaria a formacdo de NADPH, produzida no
eritrocito pela enzima glicose-6-fosfatodesidrogenase. O NADPH é um importante
substrato para a enzima GSH e, contudo, importante para a producdo de GSH
(BEUTLER, 1993). Esta claro, contudo, que a via pentose-fosfato de eritrécitos de
ovinos é adequado para manter uma satisfatoria atividade da GSH e que este
mecanismo € completamente operante durante a crise hemolitica (SOARES, 2004).

N&o apenas a GSH eritrocitaria é degradada, mas alteragdes oxidativas ocorrem
na hemoglobina de eritrocitos de ovinos, evidenciado pela presenca de
metahemoglobina e corpusculos de Heinz (ISHMAEL et al., 1972; SIVERTSEN, 1980;
GRUNE et al., 2000). Tal perfil foi verificado por Machado (1998), identificando elevada
atividade da metahemoglobina. Tanto McCay et al. (1981) quanto Graham et al. (1989),
Sansinanea (1996) e Soares (2004) identificaram reducdo na atividade da GSH
relacionado com situacbes de lipoperoxidacdo, e, neste caso, particularmente
relacionada com a intoxicagéo pelo cobre.

Como se pode ver nos processos hemoliticos quando ocorre uso adequando de
um quelante de cobre (TTM), identifica-se rapida recuperacdo dos niveis de glutationa
eritrocitaria, consistente com um provavel influxo de células vermelhas jovens
(THOMPSON e TODD, 1976; SIEMS et al. 2000).

Parece que a liberacdo de cobre no sangue, na crise hemolitica, esteva
associada ao aumento do estado oxidativo. Thompson e Todd, (1976) reportam que
este fato ocorreu, possivelmente, pela liberacdo do cobre e simultanea de outros
componentes do figado. No momento da crise hemolitica os teores de cobre no sangue
elevaram-se e a atividade da GSH diminuiu.

Alguns dias antes da crise hemolitica os niveis de G6PD mantiveram-se nos
limites andlogos ao momento basal. Proximo a crise hemolitica, a atividade desta
enzima aumentou progressivamente. O presente experimento comprovou que no 4°
dias para os animais do grupo controle e no 5° dia para os do grupo TTM, apenas 0s
eritrécitos jovens sobreviveram a crise hemolitica, j& que a atividade da G6PD
detectada era maxima (Tabela 15). O marcado aumento da atividade da G6PD deveu-

se a populacao resistente e jovem de ceélulas vermelhas do sangue. Os reticuldcitos
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encontrados durante a crise hemolitica também indica rapido influxo de eritrocitos
imaturos (ISHMAEL et al., 1972). Machado (1998) detectou um nimero maximo destas
células exatamente no 5° e 6° dias poés-crise hemolitica. A alta atividade de G6PD
confirma os idénticos resultados obtidos por Thompson e Todd (1976) e contrapbem 0s
achados de Sansinanea et al. (1996), os quais publicaram que os eritrécitos de ovinos
intoxicados pelo cobre exibem tanto uma diminuicdo da atividade da G6PD como
aumento do estresse oxidativo devido ao elevado nivel de cobre. Consideraram, ainda,
gue a baixa atividade da G6PD pode ser resultado das alteracdes na estrutura das
proteinas das enzimas pela acdo dos radicais livres. Verifica-se, portanto, a
necessidade de avaliar mais pormenorizadamente o perfil oxidativo de ovinos
intoxicados pelo cobre, visto que divergéncias de resultados foram identificadas. Com o
desenvolvimento de novos modelos de indugcédo da ICC poder-se-a concretizar o perfil
da G6PD e melhor discuti-los.

Sansinanea et al. (1996) observou uma possivel relacdo entre a reducédo da
atividade da G6PD, reduzida disponibilidade de glicose e reduzido nivel de GSH no
eritrocito de ovinos intoxicados pelo cobre. Juntos, estes efeitos poderiam causar menor
capacidade antioxidante dos eritrocitos e, portanto poder contribuir para o
desenvolvimento da hemdlise que é caracteristica da ICC em ovinos.

Pela primeira vez também foi realizado um ensaio testando a habilidade de
reducdo férrica plasmética (HRFP) (Tabela 20; Grafico 18) em ovinos intoxicados por
cobre. A HRFP indica a capacidade antioxidante presente no plasma (BENZIE e
STRAIN, 1996). Maiores valores deste indice foram detectados durante o auge da crise
hemolitica. A interpretacdo deste resultado indica que o organismo do animal intoxicado
teve uma resposta compensatoéria frente a um enorme desafio oxidante por meio de
uma significativa atividade antioxidante. Isto fica comprovado pela alta correlagédo
positiva (r=0,71) entre 0 MDA e a HRFP (Grafico 25). Um antigo ensaio estudou in vitro
o grau de hemolise que o cobre provocava em hemacias suspensas em solucéo salina
isotdnica e em plasma.

Enquanto que 50 pg Cu/ 100 mL foram suficientes para provocar hemdélise em
hemacias suspensas em salina, quantidade muito superior foi necessaria para 0 mesmo

efeito em suspensao plasmatica (HOWELL et al., 1987). Os autores atribuiram esta



101

protecdo a presenca de proteinas e aminoacidos plasmaticos que poderia se combinar
com o cobre livre, tornando-o complexado e atoxico.

Considerando as analises dos perfis no grupo controle, identifica-se o persistente
aumento da atividade enzimética da G6PD, MDA, HRFP e do proprio teor sérico de
cobre, de modo que este aumento representa uma persistente producéo de radicais

livres no organismo.
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6. CONCLUSOES

1- O tratamento com o TTM promove a melhora gradual do quadro clinico,
significativa melhora no perfil clinico e hemogasométrico em ovinos intoxicados pelo

cobre.

2- A intoxicacdo cuprica provoca grande formacdo de radicais livres, ao quais
provocaram aumento na lipoperoxidacdo e reducdo na quantidade de glutationa
reduzida nos eritrocitos, estimulando a capacidade antioxidante do plasma; porém o
uso de TTM diminui a concentracdo destes radicais, aumentando a formacdo de

glutationa reduzida eritrocitaria.

3- A intoxicagdo curpica cumulativa em ovinos define distdrbio respiratério e
metabdlico, caracterizado por uma discreta elevacdo da concentragdo sanguinea do
HCO; (alcalose metabdlica) e aumento da pressao parcial de CO, (acidose respiratoria)

sanguinea.
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