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ABSTRACT

LEVELS OF THIOBARBITURIC ACID-REACTIVE COMPOUNDS IN
ERYTHROCYTES FROM ANEMIC SHEEP
This study evaluates the effects of anemia on plasma lipoperoxidation levels in anemic sheep.
A total of 30 animals were investigated, of which 10 were healthy and 20 were anemic
according to clinical examination confirmed by haematological analysis. Jugular venous
blood samples (10mL) were collected from each animal. These were stored in heparin and
EDTA tubes (5mL each) to determine Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) and
haematological profile, respectively. There was no statistically significant difference in
TBARS concentrations of healthy and anemic sheep. Therefore, we conclude that anemia

does not lead to lipoperoxidation.
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INTRODUCAO

No Brasil, assim como em outros paises de clima tropical e sub-tropical, os problemas
sanitarios, tém sido considerados fatores limitantes para a criagdo de ovinos (ROCHA et al.,
2007). Dentro deste contexto destacam-se as verminoses gastrointestinais, em sua maioria
provocada por Haemonchus sp. (BORBA, 1996), um nematddeo hemat6fago que causa anemia,
hipoproteinemia e diminuicdo do ganho de peso (ANDERSON, 1982).

A anemia é a reducdo na capacidade do sangue em suprir os tecidos com adequada
quantidade de oxigénio necessaria para as funcbes vitais celulares. As principais causas de
anemia envolvem a perda de sangue, a destruicao dos eritrocitos e a diminui¢do ou auséncia
na sua producdo (FELDMAN et al., 2000). Clinicamente a anemia caracteriza-se por
decréscimo do numero de eritrdcitos, da concentracdo de hemoglobina e do volume globular
(ROBINSON & HUXTABLE, 1988).

Durante a anemia a producéo de espécies reativas de oxigénio (ERO) estd aumentada e
pode ser toxica a células, tecidos ou 6rgdos quando ndo é neutralizada (STENVINKEL,
2003). O mecanismo pelo qual a anemia contribui para aumentar a producéo de ERO n&o esta
totalmente compreendido, mas estd relacionado a inadequada oxigenacdo tecidual,
determinando alteracBes no metabolismo celular energético, elevacdo no catabolismo de
catecolaminas e ativacdo leucocitaria (SARADA et al., 2002; STENVINKEL, 2003). O
aumento na produgdo de ERO ¢é controlado pelo sistema antioxidante enzimatico eritrocitario,
que representa 0 maior componente da capacidade antioxidante do sangue, e a diminuigéo
desse sistema antioxidante na anemia pode levar ao estresse oxidativo e a lipoperoxidagéo
(STENVINKEL, 2003).

A lipoperoxidagéo caracteriza-se por aumento na produgédo de substancias reativas ao
acido tiobarbitarico (TBARS) e malondialdeido (MDA) em conseqiiéncia do ataque das ERO
as membranas celulares, provocando perda de seletividade na troca ibnica e liberagdo do
contetdo de organelas, como as enzimas hidroliticas dos lisossomos, e formacao de produtos
citotoxicos, culminando com a morte celular (FERREIRA & MATSUBARA, 1997). Como a
membrana celular e a matriz intracelular sdo estruturas vitais para a célula, ndo é
surpreendente verificar que a lesdo induzida por ERO influencie na extensdo dos processos
das doengas (BULKLEY, 1983).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da anemia sobre a lipoperoxidagdo em
ovinos anémicos, através da determinacdo da concentracdo de TBARS eritrocitaria nesses

animais.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 30 ovinos, sendo 10 animais clinicamente sadios e 20 considerados
anémicos ao exame clinico, independentemente de sexo e raca, com idade acima de 3 meses,
criados em regime semi-extensivo e provenientes da regido de Botucatu-SP. Inicialmente, os
animais foram contidos e submetidos ao exame clinico onde a determinacdo da coloragdo da
mucosa ocular foi utilizada como método de triagem para distinguir animais sadios dos
considerados anémicos (grau 1 — rosea; grau 2 — palida; grau 3 — perlacea). Foram
considerados anémicos ao exame clinico os animais que apresentaram coloracdo de mucosa
ocular variando de grau 2 a 3.

Imediatamente ap6s o exame clinico, foram colhidos por venopuncéo da jugular 10mL
de sangue de cada um dos animais, sendo 5mL em tubos de ensaio heparinizados e 5mL em
tubos de ensaio contendo anticoagulante EDTA a 10%. Com as amostras dos tubos contendo
EDTA foram realizadas avaliacfes hematoldgicas por meio da contagem total de hemaécias,
hemoglobina e determinacdo do volume globular (JAIN, 1993). Dos ovinos considerados
anémicos ao exame clinico s6 foram efetivamente incluidos na pesquisa aqueles que
apresentaram hematocrito inferior a 27% (PUGH, 2005), os demais foram descartados. As
amostras de sangue dos tubos contendo heparina sddica foram utilizadas para a determinacéo
das TBARS atraves de um método colorimétrico previamente descrito (FERREIRA et al.,
1999).

A andlise estatistica dos resultados foi realizada utilizando-se o teste ndo-paramétrico

de Mann-Whitney, sendo significativo quando p< 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao exame clinico ndo foram observadas alteragdes nos principais parametros
fisiologicos, exceto pela coloragdo das mucosas nos animais anémicos, com 15 ovinos
apresentando coloracdo grau 2 (15/20 — 75%) e 5 apresentando coloracdo grau 3 (5/20 —
25%). Com relagéo aos achados hematoldgicos, dos 20 animais anémicos, 50% (10/20) e 70%
(14/20) apresentaram valores de hemoglobina e hemécias abaixo dos valores de referéncia,
respectivamente. Dentre os animais sadios, 30% (3/10) apresentaram hemacias abaixo dos
valores de referéncia para a espeécie, entretanto, 0 VG permaneceu normal. Com relacdo a
concentracdo de TBARS no sangue dos animais, ndo foi verificada alteracéo estatisticamente
significativa entre ovinos sadios [MED=145674,5 +91324,88 (p = 0,758)] e anémicos
[MED=154963,3 +88159,97 (p = 0,758)].
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A oxidacéo do eritrocito tem sido estudada como modelo para avaliar o dano oxidativo
sobre biomembranas. Quando ha ataque dos radicais livres sobre as membranas dos
eritrocitos ocorre oxidacdo dos lipidios e proteinas causando hemolise. (SIES, 1993). De
acordo com IMAI et al. (1991), geralmente ocorre aumento nos valores de TBARS em
situacOes de estresse oxidativo, como o observado durante a anemia.

O fato do marcador escolhido para determinar o status oxidativo nos animais deste
estudo ndo ter aumentado nos ovinos anémicos pode ser explicado pelas caracteristicas do
quadro de anemia que geralmente acomete ovinos criados em regime semi-extensivo. Como
nesses animais o processo anemiante se da por perda cronica de sangue devido a hemorragia
externa e ndo por hemdlise, ndo ha liberacdo de grande quantidade de hemoglobina e ferro, o
que favoreceria a ocorréncia de reac@es oxirredutoras dependentes de ferro livre.

O ferro tem a capacidade de doar elétrons, prontamente, interconvertendo-se entre a
forma férrica (Fe**) e ferrosa (Fe?"). Esta propriedade o torna um componente muito Gtil em
citocromos, em moléculas que ligam e transportam oxigénio (hemoglobina e mioglobina), e
em muitas enzimas que realizam processo “redox”, funcionando como transportadoras de
elétrons. Entretanto, também pode causar danos aos tecidos, atuando como catalisador durante
a formacdo de ERO. Um exemplo é a producdo do radical hidroxil, a espécie reativa mais
citotoxica, facilitada pelo ferro, que catalisa a interacdo do anion superoxido e do peréxido de
hidrogénio através das reac6es de Fenton e Haber-Weiss (SCHIMMEL & BAUER, 2002).

No caso deste estudo, em funcdo do comprometimento da via de formacdo de ERO
dependente de ferro livre devido a perda crénica de sangue por hemorragia externa, é possivel
que o estresse oxidativo induzido pela anemia nédo tenha atingido magnitude suficiente para
induzir a lipoperoxidacao.

Além disso, cabe ressaltar o papel do sistema antioxidante enzimatico eritrocitario na
manutenc¢do do status oxidativo celular. De maneira geral, em resposta & constante exposi¢éo
ao estresse oxidativo, o sistema antioxidante reage inicialmente com um decréscimo das
enzimas viaveis, seguido por elevacdo devido a mobilizacdo dos estoques em outros 6rgéos e
aumento na producgdo (SILVA, 2009). Embora as concentracdes desses antioxidantes néo
tenham sido determinadas neste estudo e, com base nessa conjectura, é provavel que esse
efeito compensatorio tenha contribuido para manter sob controle o aumento de ERO induzido
pela anemia crénica, impedindo assim a agdo deletéria das ERO sobre a membrana e,

consequentemente, a lipoperoxidacéo.
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CONCLUSOES
Os resultados deste estudo sugerem que a anemia por perda cronica de sangue devido
a hemorragia externa em ovinos ndo provoca danos teciduais expressivos, uma vez que ndo
induz a lipoperoxidacdo. Entretanto, a determinacdo dos principais antioxidates enzimaticos
faz-se necessaria para avaliar melhor o papel da anemia sobre o status oxidativo nos

eritrocitos desses animais.
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