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“A compaixdo pelos animais esta
intimamente ligada a bondade de
carater, e pode ser seguramente
afirmado que quem é cruel com os

animais ndo pode ser um bom homem’

(Arthur Schopenhauer)
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RESUMO

BAETA, Juliana Santana Valente, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, setembro de
2015.Influéncia da suplementacéo de ferro e vitaminas hematopoiéticas (vitamina

B12 e &cido félico) no tempo de recuperacdo do hematécrito em caes apés doac

de sangue. Orientador: Paulo Renato dos Santos Costa. Coorientador: Leandro Abreu
da Fonseca.

Este trabalho teve como objetivo determinar o periodo de recuperacdo do hematocrito
de cdes doadores apds multiplas doacbes de sangue, além de avaliar a resposta
reticulocitaria de animais suplementados e nao suplementados com ferro e vitaminas de
influéncia hematopoiética. Para isforam utilizados 10 cées adultos, de ambos os
sexos, com peso variando entre 25 e 30 kg, de comportamento ddcil, com hematdcrito
igual ou superior a 40% e em boas condi¢cdes de saude. Os animais foram separados em
dois grupos, contendo cinco cdes cada, sendo um grupfo(@ado por cdes que néo
receberam suplementag&o de vitaminas e minerais, além das contidas na alimentacgdo e o
outro grupo (@ formado por cdes que receberam suplementacdo a base de ferro e
vitaminas do complexo B. Foram realizadas trés coletas de 16 ml/kg de sangue de cada
animal em intervalos de 15 dias entre as coletas. Foi mensurado o hematocrito antes de
cada doacao J e imediatamente apds a doacag Seguidas de mensuracgdes diérias,

em conjunto com a contagem de reticul6cito, até que o0s animais recuperassem 0
hemataocrito inicial. A analise dos resultados mostrou reducéo significativa de até 2% do
hematdcrito de d'para T, no entanto a reducdo maxima sé pode ser observada pos 24
horas. O grupo dos animais ndo suplementados apresentou o inicio de recuperacédo do
hematécrito no quarto dia, na primeira e na segunda doacéo, porém na terceira doacao
essa recuperacao iniciou no quinto dia. Ja o grupo dos animais suplementados
apresentou o inicio de recuperacdo no quarto dia apds primeira coleta, porém na
segunda e terceira doacdo a recuperacao iniciou no terceiro dia. Os caes nao
suplementados recuperaram o hematdcrito apds 10 dias da doacdo, enquanto os caes
suplementados em apenas 7 dias. A analise dos reticulécitos mostrou que o grupo que
nao recebeu suplementacédo atingiu pico de producdo em 5 dias enquanto o grupo que
recebeu suplementacdo atingiu o pico em 3.d& valores maximos de reticul6citos

nao foram afetados pelo tratamento. Entretanto, houve diminuigdo desses valores entre a
segunda e a terceira doagcdo e entre a primeira e a terceira para angbegoss
Conclui-se que os caes do grupo suplementado apresentaram uma recuperacdo do
hematocrito mais rapida apos a doacdo, além disto, os cées foram capazes de doar 3
vezes em intervalos de 15 dias sem danos aparentes a saude, embora aparentemente
houvesse indicio desgaste medular.
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ABSTRACT

BAETA, Juliana Santana Valente, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, September,
2015.The influence of iron supplementation and hematopoietic vitamins (vitamin

Bi2 and folic acid) in the recovery time of the hematocrit levels in dogs afteridod
donation. Advisor: Paulo Renato dos Santos CofIa-advisor: Leandro Abreu da
Fonseca.

This present work aimed at determining the recovery period of the hematocrit level in
blood donor dogs after multiple blood donations. It also intended to evaluate the
reticulocyte response in animals receiving and animals not receing supplementation
with iron and vitamins of hematopoietic influence. For this purpose, 10 adult dogs of
both sexes were studied. Their weights varied between 25 and 30 kg, all of them were
well behaved and docile, with the hematocrit levels at 40% or higher, and all in perfect
good health. The animals were divided into two groups, with five dogs in each. The first
group (G) consisted of dogs that did not receive any supplementation of vitamins and
minerals in addition to the ones already contained in their diet. The second gepup (G
was formed by dogs that received iron and B complex vitamin supplementation. There
were three blood collections of 16 ml/kg each, in each animal, every 15 days. The
hematocrit was measured immediately before each don@iprand immediatly after

as well (To). In the following days the hematocrit and reticulocyte were measured to the
point when the animals recovered their initial levels of hematocrit. The analysis of the
results revealed a significant hematocrit decline of up to 2% freto T1. However,

the maximum reduction could only be noticed after 24 hours. The group of animals
without supplementation exhibited the begining of hematocrit recovery in the fourth day
in the first and second donations. However, in the third donation the recovery only
started in the fifth dayin the group of animals with supplementation the begining of the
recovery was observed in the fourth day after the first donation, but in the second and
third donations the recovery began in the third dde dogs that did not receive the
supplementation recovered the hematocrit levels 10 days after the donations, while the
dogs that received the supplementation recovered the initial volume in just Thays.
analysis of the reticulocyte showed that the group that did not receive the
supplementation reached raticulocyte production peak in approximately 5 days,
whereas the group that received the supplementation reached the production peak in
approximately 3 daysThe maximum values of reticulocyte were not affected by the
treatment. However, there was a decrease of those values between the second and the
third donation and between the first and the third donation in both groups. Thus, it can
be concluded thathe dogs from the group that received the supplementation showed
time optimization in their blood recovery after each donation. Furthermore, the dogs
were able to donate blood 3 times in an 15-day interval with no apparent damage the
their health.

vii



1. INTRODUCAO

A pratica da transfusdo sanguinea teve inicio no século passado na medicina
humana. Entretanto, foi somente no inicio do século XX que as conquistas tecnoldgicas
permitiram o uso mais difundido deste recurso. Na medicina veterinaria as terapias
transfusionais iniciaram na década de 1950, posteriormente houve um crescente
aumento nesta pratica estimulando o surgimento de bancos de sangue comerciais para
animais de companhia (LACERDA, 2005).

A transfusdo sanguinea é uma forma de tratamento emergencial capaz de
produzir uma melhora substancial, porém transitéria da condi¢do clinica do paciente
exigindo a correcdo da causa primaria da enfermidade. Em muitos casos, multiplas
transfusdes sdo necessarias (FELDMAN & SINK, 2007).

Um dos primeiros fatores a ser considerado para a coleta € a escolha do doador.
Os cuidados a serem tomados na escolha dos cées sao de crucial importancia para a
seguranca dos proéprios doadores, bem como dos animais que serdo transfundidos. Por
isso, antes de cada doacao, o historico do doador deve ser avaliado. O animal deve ser
submetido a um exame fisico e a testes de controle laboratorial. O doador deve
preferencialmente ser um adulto jovem, de comportamento docil, ser DEA 1.1 (Dog
Erythrocyte Antigen) negativo, possuir hematocrito superior a 40%, pesar pelo menos
23 kg, ser vacinado contra as principais doencas infecciosas e ter protocolo de
vermifugacao atualizado; o doador ndo deve estar sob qualquer tratamento, ser isento de
doencas de possivel transmissibilidade hematdgena, livres de carrapatos ou outros
vetores de doencgas, além de nunca ter recebido terapia sanguinea ou qualquer um dos
hemoderivados (LANEVSCHI & WARDROP, 2001; HONHENHAUS, 2004; LUCAS,
et al. 2004; LACERDA, 2005; FELDMAN & SINK, 200MOROZ & VIEIRA,

2015.



Frente a escassez de animais que atendam as caracteristicas de um cae doador,
para se manter um banco de sangue que atenda a rotina de um hospital veterinario, faz-
se necessario padronizar o intervalo de tempo de doacgéo. Dessa forma, o procedimento
de doacédo/transfuséo se tornard mais confidvel, além de otimizar o reduzido nimero de
doadores, assegurando a eles uma qualidade de vida e a ndo ocorréncia de prejuizos a
sua saude.

Este estudo trabalhah#potese de que os animais apds as doacdes se regupera
hematologicamente em um periodo mais curto, do que o tempo relatado pela literatura,
estando aptos para novas doacgles, além disso, levanta-se a hipotese de que a
suplementacao de caes doadores com ferro e vitaminas do complexo B contribua para
acelerar o tempo de recuperacéo entre as doagoes.

Obijetivo deste trabalho foi determinar o periodo de recuperagdo do hematdcrito
de caes apdés multiplas doacdes de sangue, além de avaliar a resposta reticulocitéaria de
animais suplementados e nao suplementados com ferro e vitaminas de influéncia

hematopoiética.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Fisiologia dos Eritrocitos

Os eritrécitos, também chamado de hemaécias, células vermelhas ou glébulos
vermelhos, sdo as células mais numerosas do sangue. Seu citoplasma é composto por
1/3 de hemoglobina e 2/3 de 4gua e outras substancias (MOROZ & VIEIRA, 2015

Nos caes os eritrocitos maduros tém forma discoide, bicbncava, sem nucleo,
com uma depressao central. Tal formato permite 0 aumento da superficie de contato,
facilitando as trocas gasosas. A membrana plasmética eritrocitaria € flexivel o que
permite a deformacédo e passagem das células pelos estreitos sinusdides do bacgo e de
outros tecidos. A medida que a célula envelhece perde-se a flexibilidade
impossibilitando de atravessar pelos vasos sinusoéides do baco, onde fica retida e entdo é
fagocitada pelo sistema monocitico fagocitario (SMF). A vida média de um eritrécito
canino varia de 100 a 130 dias (REECE & SWENSON, 20BDEIROS, 2013
MOROZ & VIEIRA, 2015).

A funcao basica dos eritrocitos € desempenhada pela hemoglobina, e consiste no
transporte de oxigénio dos pulmdes para o tecido e de gas carbbdnico do tecido para os

pulmdes (REECE & SWENSON, 2006; GUYTON & HALL, 2011

2.2. Sintese e Metabolismo da Hemoglobina

A hemoglobina é um complexo proteina-ferro-protoporfirina que possui funcao
fisiologica central na ligacdo, transporte e entrega de oxigénio aos stecido
Aproximadamente 75% do ferro presente no organismo compdem as moléculas de
hemoglobina no interior das células de linhagem eritroide, sendo assim as alteracbes nas
concentracbes deste mineral podem desencadear alteracbes hematologicas

(CARVALHO et al., 2006; MEDEIROS, 2013).



A hemoglobina é composta por quatro cadeias polipeptidicas de globina e quatro
nacleos prostético de hen@heme é uma molécula Unica de protoporfirina IX ligada a
um atomo de ferro. Cada molécula de hemoglobina pode carrear de forma reversivel até
quatro moléculas de oxigénio ou gas carbdnico (MEDEIROS, 2013; MOROZ &
VIEIRA, 2015).

A sintese de hemoglobina acompanha o desenvolvimento dos eritrécitos na
eritropoese, comecando nos rubriblastos e prosseguindo até o estagio de reticuldcitos,
apresentando concentragdes diminuidas nos precursores mais jovens e mais elevadas
nas células mais maduras. A medida que as células vao se diferenciando, elas se tornam

menores e com concentragdes de hemoglobina maior (MEDEIROS, 2013).

2.3. Eritropoiese

Os eritrécitos séo formados através de um processo denominado eritropoese. Em
condi¢Bes normais de saude, a eritropoese ocorre no interior da medula éssea, atraves de
diferenciacdo e multiplicacdo das células tronco. Essa producdo é controlada por um
hormonio chamado eritropoetina (MOROZ & VIEIRA, 2015

A eritropoietina € um hormonio produzido pelas células peritubulares ,renais
quando o corpo esta sob efeito de hipdxia tecidual. A eritropoietina atua sobre a célula-
tronco da medula 6ssea, determinando a sua divisdo, com a producdo da unidade
formadora de colbnia da linhagem eritrocitaria (UFCe) (GARCIA-NAVARRO, 2005;
GUYTON, 201).

Quando ocorre perda de grande quantidade do volume sanguineo, ha reducdo do
transporte de oxigénio para os tecidos, o que estimula a liberacdo de eritropoetina na
corrente circulatoriaA eritropoetina comeca a ser formada dentro de alguns minutos a

horas, e atinge sua produgcdo maxima em 24 horas. Contudo quase nenhum novo



eritrocito é liberado na corrente circulatéria nos cinco dias iniciais (KEER,; 2003
GUYTON & HALL, 2011).

O principal efeito da eritropoetina consiste na estimulacdo da producdo de
rubriblastos a partir das células-tronco hematopoética na medula 6ssea. Além disso,
uma vez formados os rubriblastos, a eritropoetina também estimula a diferenciacdo mais
rapida dessas células pelos diferentes estagios eritroblasticos e transporte para fora da
medula éssea até que haja producdo suficiente para carrear uma quantidade adequadas
de oxigénio aos tecidos (KEER, 20@G3JYTON & HALL, 2011).

A producdo e a maturacdo dos eritrocitos € um processo continuo, mas que
didaticamente pode ser dividido em seis etapas sucessivas a partir da UFCe, cada uma
delas constituindo um tipo celular: rubriblastos, pro-rubricitos, rubricitos
(ortocromaticos e policromaticos), metarrubricitos, reticulocitos e eritrécitos
(STOCKHAM & SCOTT, 201}

Quando a célula chega ao estagio de reticuldcitos € que a medula 6ssea comeca a
liberar a célula para a circulagdo. Do estagio de UFCe até reticuldcitos, o processo de
multiplicacdo e maturacdo celular ocorre no interior da medula 6ssea (MEDEIROS,
2013).

Os reticuldcitos sao células eritrdides imaturas que exibem RNA residual, estes
por sua vez, se precipitam ao entrar em contato com corantes supra-vitais, como azul de
metileno ou azulcresil brilhante formando reticulos, palavra que da origem ao seu nome.
Eles sdo metabolicamente mais ativos que os eritrécitos maduros, possuindo
aproximadamente 60% da hemoglobina de um eritrocito adulto e sendo liberados da
medula éssea pela acdo da eritropoietina (LO&RE 2006; MEDEIROS, 2013).

Os reticulécitos podem ficar na medula 0ssea por a@lti8s dias e entdo sao

normalmente liberados para a circulagcdo por diapedese através das ceélulas endoteliais



que revestem os sinusodides da medula, devido a acdo estimuladora da eritropoietina em
resposta a hipoxia tecidua’AVILA, 2011).

Apéds serem liberados da medula 6ssea, os reticulécitos maturam em eritrocitos
em 24 a 48 horas na circulagdo ou no bagco onde eles podem ser sequestrados
temporariamente (LOPES et al., 2008AVILA, 2011, STOCKHAM & SCOTT,

2011).

A contagem de reticulocitos € realizada para obter informacdo sobre a
integridade funcional da medula 6ssea, porque reflete sua atividade eritropoética. O
aumento no numero de reticulécitos circulantes, conhecido como reticulécitose, ocorre
em pacientes anémicos com medula 6ssea funcional, incluindo pacientes com perda de
sangue e hemolise ou que estejam sendo tratados para outras causas de anemia
(PEREIRAcetal., 2008; MEDEIROS, 2013).

Atualmente existem dois métodos de contagem de reticuldcitos, o método
manual e o método automético. O desenvolvimento de corantes fluorescentes
especificos para RNA nos anos 80 propiciou 0 uso da citometria de fluxo na contagem
de reticulécito, que realizam contagem mais precisa destas celllas e fornecem uma
variedade de parametros tais como, volume, concentracdo de hemoglobina e maturidade
celular (PEREIRAet al., 2008°’AVILA, 2011).

No entanto, a metodologia manual é a mais utilizada, devido ao baixo custo em
relacdo ao método automatizado, sendo este um empecilho para a utilizagdo do método.
Além disto, a contagem manual apesar de menos precisa, é considerada fidedigna na
avaliacdo dos reticulécitos, sendo uma boa ferramenta para o diagnostico de
enfermidades associadas com reticulocitose ould@V/(LA, 2011).

No céo adulto, sdo encontrados normalmente, menos de 1% de reticulécitos,

porém, em filhotes, o nimero pode alcancar 7% (LOPR&E, €006 ).



O volume exercido pelos eritrécitos no sangue é denominado de volume
globular (VG) sendo assim, o VG representa a percentagem de hemacias presentes no
sangue, que fisiologicamente esta entre 35 e 55% nos caepaEametro também é
conhecido pela técnica que o determina, hematocrito (Ht), do grego: hemaos sanguee

krytos compactacao (LASSEN & WEISER, 2007).

2.4. Metabolismo do Ferro

Devido a continua necessidade de reposicdo das hemécias, as células
eritropoéticas da medula Ossea estdo entre as células de mais rapido crescimento e
reproducao de todo o corpo. Assim sendo, sua maturacéo e intensidade de producao sao
afetadas por fatores nutricionais (GUYTON & HALL, 2011).

O ferro caracteriza-se por ser um metal de transicdo sendo necessario para varias
funcBes biolégicas, mas provavelmente a mais importante seja a producdo das células
vermelhas do sangue. Presente na hemoglobina, este mineral é de fundamental
importancia para o transporte de oxigénio e dioxido de carbono, essenciais a respiracédo
celular aerébica, além de fazer parte das moléculas de mioglobina nos musculos e dos
citocromos no figado. Uma inadequada concentracdo deste mineral no organismo afeta
diretamente a divisao celular além de levar a formacgéo de células eritrocitarias imaturas.
(CARVALHO et al., 2006; GROTTO, 2008; WEISS, 2010; GUYTON & HALL, 2011
TOSO, 2014).

Sua sintese é controlada rigorosamente por mecanismos enzimaticos e de
degradacéo, pois o acumulo de ferro é extremamente nocivo para os tecidos, uma vez
gue o ferro livre promove a sintese de espécies reativas de oxigénio que séo toxicas e
lesam proteinas, lipides e DNA causando graves lesbes celulares e teciduais

(GROTTO, 2008; GROTTO, 2010).



Em humanos, a absor¢éo do ferro ocorre no duodeno proximal. O processo se
inicia a partir do figado que secreta quantidades moderadas de apotransferrina na bile,
que flui pelo ducto biliar até o duodeno. No intestino delgado, a apotransferrina se liga
ao ferro livre e essa combinagdo € denominada transferrina. A transferrina € atraida e se
liga a receptores na membrana das células epiteliais intestinais, e pelo processo de
pinocitose, é absorvida pelas células epiteliais e posteriormente liberada para os
capilares sanguineos (GUYTON & HALL, 2011).

Quando o ferro é absorvido pelo intestino delgado, ele imediatamente se
combina, no plasma sanguineo, com a apotransferrina para formar a transferrina que é
em seguida transportada pelo plasma. O ferro na transferrina € labil, desfazendo-se
facilmente na medula 6ssea, onde passa para os precursores nucleados dos,eritrocitos
passando a ser utilizado na sintese de hemoglobina (GARCIA-NAVARRO; 2005
GUYTON & HALL, 2011).

Alguns fatores favorecem a absorgdo intestinal, como o &cido cloridrico
estomacal e a presenca de agentes solubilizantes coaicases, que reduzem o0s
compostos férricos (B8, transformando-os em ferroso fHe (GROTTO, 2008;
GROTTO, 2010).

A absorcao de ferro no intestino é extremamente lenta, e em situa¢cdes aormais
capacidade de absorcdo é de apenas alguns miligramas por dia. Isso significa que
mesmo quando grande quantidade de ferro esta presente na dieta, somente pequena
proporcéo pode ser absorvida (GUYTON & HALL, 2p11

A gquantidade de ferro absorvida € regulada pela necessidade do organismo.
Assim, em situagbes em que ha falta de ferro ou aumento da necessidade, ocorrera
maior absorcao deste elemento (GROTTO, 2008).

No citoplasma das células, o ferro em excesso se combina com a proteina

apoferritina, formando a ferritina, sendo essa a forma de reserva do ferro rapidamente



utilizavel. Uma vez a capacidade maxima de reserva atingida e havendo sobrecarga de
ferro no organismo, o mesmo é depositado no citoplasma dos macréfagos do sistema
monocitico fagocitario (SMF), sob a forma de hemossiderina (WEISS, 2010; GUYTON

& HALL, 2011).

Quando a quantidade de ferro no plasma diminui, parte do ferro no depdsito de
ferritina é mobilizada com facilidade e transportada sob a forma de transferrina pelo
plasma para as areas do corpo onde ha necessidade (GUYTON & HAL)., 2011

Em condi¢cbes normais, quando ndo ocorre perdas sanguineas ou gestacao, a
quantidade de ferro presente no organismo é preservada, sendo que somente uma
pequena quantidade € perdida ao dia (CARVALHO et al., 2006).

Ao contrario de outros minerais, a absor¢cdo do ferro é regulada pelas
necessidades do organismo, correspondendo ao grau de eritropoese existente no
momento. A deficiéncia de ferro prejudica a maturacdo e liberacdo de eritrécitos ndo

sendo possivel a producéo ideal destas células (STOCKHAM & SCOTT), 2011

2.5. Demais Substancias Eritropoiéticas

Além do ferro, algumas vitaminas sao essenciais para o processo de formacao
dos globulos vermelhos. A vitaminaBcianocobalamina) e o acido folico (vitamina
Bg) sdo necesséarias a medula éssea para o processo de formacdo e maturacdo dos
eritrocitos (REECE & SWENSON, 2006; GUYTON & HALL, 2011

O cobalto € o componente essencial da vitaminagBe contém 4,5% dess
mineral. Os microorganismos do tubo digestivo sdo capazes de sintetizades@e
que a dieta contenha concentracdes adequadas de cobalto. Em monogastricos a
deficiéncia de cobalto ndo ocorre, havendo em condi¢cfes especificas, a possibilidade de
deficiéncia de B. Este fato decorre por uma menor ingestado da vitamina e reducao na

sintese pelos microorganismo do intestino (ANTUNES, 2010).



A vitamina B2 é necessaria para o metabolismo normal de folato, portanto a
deficiéncia de vitamina 8 e acido folico levam a altera¢cdes hematoldgicas semelhantes
(HARVEY, 2008).

A vitamina B e o acido félico sdo essenciais para a sintese de DNA, visto que
cada uma delas, por modos diferentes, € necesséria para a formacédo do trifosfato de
timidina, uma das unidades essenciais da producdo de DNA. Por conseguinte, a
deficiéncia de cianocobalamina (vitaming)Bou acido félico (vitamina & resulta em
diminuicdo do DNA e consequente falha da maturagdo nuclear e divisdo celular
(REECE & SWENSON, 20Q65UYTON & HALL, 2011).

A medula 6ssea de animais com deficiéncia dessas vitaminas além de n&o
consegui regenerar com rapidez, produzem hemacias com membranas muito frageis,
irregular e ovalada em vez do formato bicobncavo usual. Essas células sdo capazes de
transportar normalmente oxigénio, porém sua fragilidade faz com que tenham sobrevida
curta, de metade a um tergco do normal (GUYTON & HALL, 2011

Outras vitaminas do complexo B, tais como a riboflavina, a tiamina e a
nicotinamida também ajudam na eritropoiese. Quando essas vitaminas sao deficientes, o
crescimento e desenvolvimento dos eritrécitos ficam prejudicados (REECE &

SWENSON, 2006GUYTON & HALL, 2011).

2.6. Medicina de Transfuséao

A transfusdo sanguinea também chamada de hemoterapia € uma forma de
transplante autdlogo, na quedrealiza a transferéncia do sangue total ou dos produtos
sanguineos de um individuo doador para um receptor, visando corrigir temporagiament
uma deficiéncia ou disfuncédo (PEREIRA & RAMALHO, 2001; MOROZ & VIEIRA,

2015.
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A hemoterapia € indicada em casos de anemias graves, reposi¢cdo do volume
sanguineo, restauracdo da capacidade de transporte de oxigénio aos tecidos, melhoria da
imunidade ou correcdo de disturbios de coagulacdo (COSTA JR et al., 2008; MOROZ
& VIEIRA, 2015).

No Brasil os estudos na area de hemoterapia veterinaria sdo escassos. Em 1968,
iniciaramseos estudos para instalacdo de banco de sangue veterinario no Brasil, porém,

0 primeiro banco de sangue surgiu somente em 1998. No entanto para o clinico
veterinario é de suma importancia a existéncia de bancos de sangue veterinérios, pois
facilita a obtencdo do sangue de qualidade a ser utilizado em situacdes de eaergénci
(MOROZ & VIEIRA, 2015).

Assim como em outras terapias clinicas, os riscos potenciais da transfuséo
devem ser ponderados, e todo o esforco deve ser feito para fornecer uma transfuséo
segura por meio de selecdo adequada dos doadores, tipagem sanguinea destes, coleta e
armazenamento apropriado das bolsas e reacdo cruzada do sangue antes de cada
transfusédo (LACERDA, 2005).

As informagfes quanto a quantidade de sangue a ser coletada de cada doador
relacionada ao intervalo de tempo entre as doagOes variam pouco entre O0S
pesquisadores.

Segundo Feldman & Sink (2007), caes pesando pelo menos 23 kg séo capazes
de doar 450 ml de sangue a cada 21 a 28 dias, segundo o0 mesmo autor um céo pode
doar um méaximo de 22 mi/kg; ja Vap & Brown (2007), afirmam que os caes podem
doar de 13 a 17 ml de sangue/kg de peso corporal, em intervalos @equéaso
semanas. Lacerda (2005) afirma que cédes podem doar de 16 a 18 ml/kg a Gada trés
guatro semanas, devendo ter pelo menos 28 kg. Segundo Schneider (1995) os cées que
doam grandes volumes regularmente deverdo receber suplementacdo nutricional e

serem monitorados para possiveis efeitos adversos.
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A coleta de sangue para transfusdo em caes pode ser realizada com bolsas de
coleta e armazenamento de sangue humano. O local de eleicdo para a coleta € a veia
jugular. Antes da doacéo deve-se realizar a tricotomia e antissepsia do local. A bolsa de
sangue deve ser constantemente homogeneizada durante todo o procedimento de coleta
para evitar a formacao de coagulos, sendo que todo o processo de coleta deve durar de 5
a 15 minutos (BABO, 1998; KERR, 2003; LACERDA, 2005; FELDMAN & SINK,
2007).

O armazenamento do sangue total e do concentrado de eritrocitos deve ser
realizado sob refrigeracdo de 1 a 6° C, jA& os derivados do plasma devem ser
armazenados em congelador com temperaturas inferiores a - 18° C. Deve-se ter atengcao
com relacdo aos prazos de validade dos contetudos das bolsas, o que varia de acordo
com cada hemocomponente e em qual solucdo conservadora é armazenada (PEREIRA

& RAMALHO, 2001; FELDMAN & SINK, 2007; COSTA JR et al., 2008
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Determinar o periodo minimo de recuperacdo do hematdcrito de cdes doadores de
sangue para novas doacgdes, sem comprometirasattde, além de avaliar a influéncia
da suplementacédo com ferro e vitaminas hematopoiéticas na formacdo e maturacdo dos

eritrocitos.

3.2. Objetivos especificos

a) Determinar o periodo minimo de recuperag¢do do hematdcrito inicial de caes
doadores apds multiplas doacdes.

b) Avaliar a resposta reticulocitaria durante o tempo de recuperacdo do
hematdcrito.

c) Avaliar a influéncia da suplementacdo com ferro e vitaminas do complexo
B na recuperacdo do hematdcrito e na resposta reticulocitaria apos as

doac0Oes de sangue.
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4. METODOLOGIA

4.1. Animais

Foram utilizados 10 (dez) cdes adultos, com idade variando entre 2 e 5 anos, de
ambos os sexos, sendo 5 machos e 5 fémeas, com peso variando entre 25 e 30 kg, de
comportamento docil, com hematdcrito igual ou superior a 40% e em boas condicfes de
saude, atestado pelo exame fisico, hemograma completo, bioquimica renal e hepatica,
além de negativos para erliquiose, anaplasmose e babesiose por método
imunocromatografico, brucelose (imunodifusdo em agaregelishmaniose (ELISA e
imunofluorescéncia indireta), além dos protocolos vacinal e de vermifugacéo
atualizados.

Os animais foram separados de forma aleatéria em dois grupos, contendo cinco
animais em cada grupo conforme segue:

Grupo XGy): Caes que néo receber suplementacdo de vitaminas e minerais,
além das contidas na alimentacéao.

Grupo 4Gy): Caes que receberam, além da alimentacdo padrdo, a adicdo de
suplemento a base de acido félico, acido nicotinico, cobalto, cobre, ferro quelado,
pantotenato de calcio €B tiamina(Ba), riboflavina (B), piridoxina (B), vitamina C,
vitamina Kz, cianocobalamina (B) e zinco.

A suplementagcdo do G2 foi iniciada imediatamente ap0s cada doacdo e
interrompida quando os mesmo atingiam o hematocrito inicial.

Todos os animais foram provenientes do grupo de cées doadores de sangue do

Hospital Veterinario da UFV.

4.2. Coleta das Bolsas de Sangue

Os doadores foram conduzidos ao ambulatoério clinico do Hospital Veterinario do
Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa (DVT/UFV), Vicosa-
MG. Previamente ao procedimento de coleta, os animais foram posicionados em
decubito lateral, contidos manualmente e realizada a tricotomia e antissepsia do local
com é&lcool 70%. A venopuncéo foi realizada na veia jugular.

De cada animal fora coletados 16 mL/kg de sangue total, utilizando uma
balanca para precisar o volume doadamrmazenado em bolsas plasticas contendo
citrato fosfato dextrose adenina (CPDA-Bs bolsas de sangue coletadas foram
encaminhadas para o Setor da Clinica Médica e Cirargica de Pequenos Animais do

Hospital Veterinario da UFV para utilizagdo na rotina. Apés o procedimento de coleta,
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foram respeitados todos os procedimentos para estabilizacdo do paciente e facilitar
hemostasia no local.

Foram realizadas trés coletas em intervalos de quinze dias, quando se espera a
recuperacdo do hematocrito aos valores pré-doacdo. Segundo VALENTE (2009), os
animais recuperam o volume sanguineo inicial em 10 a 12 dias apés a doacéo, tendo
porém avaliado somente uma doacdo. As coletas das bolsas de sangue seguiram o
protocolo estabelecido no quadrol.

Quadro 1: Protocolo de doacéo.

Doagéo 1 Doagéo 2 Doagéo 3

Dia zero 15 dias apos a primeira doacd( 30 dias ap0Os a primeira doaca

4.3. Analises laboratoriais

As analises laboratoriais foram realizadas no Laboratério de Patologia Clinica
Veterinaria do Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vigcosa
(DVT/UFV). As coletas de sangue foram realizadas diariamente sendo 0s animais
submetidos a contencéo fisica e as amostras acondicionadas em tubos com EDTA.

O hematdcrito foi realizado por meio da técnica de micro hematdcrito, como
descrita por Stockham & Scott (2011). O mesmo foi realizado antes da doagéo (T
imediatamente apos {)I sendo monitorado diariamente, a fim de acompanhar o
comportamento do hematdcrito até os niveis prévios a coleta.

Também foi realizada contagem diaria de reticulécitos. As contagens de
reticuldcitos foram realizadas por técnica manual em microscopia Otica, conforme
descrito por Lassen e Weiser (2007). Volumes iguais (100 puL) de sangue total e azul
cresil brilhante foram homogeneizados em tubos de ensaio e mantidos em banho maria
a 37PC durante 15 minutos. ApoOs este periodo, foi realizado esfregaco sanguineo
convencional. Depois de seca, a lamina foi contra corada com pandético rapido para
facilitar a visualizacao dos reticuldcitos. A determinacédo do percentual de reticuldcitos
foi realizada por contagem de 1000 eritrécitos, classificando-os como reticuldcitos ou
células adultas. A contagem absoluta de reticulécitos foi obtida através da multiplicacéo
do percentual de reticulécitos pela contagem de eritrdcitos, sendo estes obtidos através
do analisador hematolégico automatico Humacoun®plus

Antes de cada doacdo e apds a recuperacdo do animal, foram realizadas as

seguintes analises com o objetivo de acompanhar a saude dos animais:
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e Hemograma completo

e Contagem de reticulécitos

e Ferro sérico

e Ureéia

e Creatinina

e AST (Aspartatoaminotransferase)
e ALT (Alanina aminotransferase)

e Proteina Sérica Total

e Albumina

4.4. Analises dos dados

Os valores de hematocrito ers & T: foram submetidos ao teste de Wilcoxon
para avaliar se houve diminuicdo desses valores imediatamente apds a coleta. O
hematocrito foi ainda avaliado por ANOVA para medidas repetidas com dois fatores,
doacdo e dia de coleta, para cada tratamento, para determinar em que momento o
hematocrito atinge valores significativamente crescentes. As taxas de reducdo do
hematocrito e a taxa de aumento de reticulécito, os dias em que foram observados os
menores niveis de hematdcrito e os maiores niveis de reticulécitos, e o dia de
recuperacdo do hematocrito também foram avaliados pelo teste ANOVA para dois
fatores, considerando o tratamento e a doa¢do como variaveis independentes. Em caso
de significancia, foi procedido o teste de Tukey. Todos os testes foram realizados no

programa SigmaPlot 11.0, considerando 5% de nivel de significAncia.

4.5. Aspectos éticos da pesquisa

Todos os procedimentos foram realizados seguindo as resolu¢gbes do Conselho
Federal de Medicina Veterinaria (CFMV) e do Colégio Brasileiro de Experimentacao

Animal (COBEA), sendo o experimento registrado e aprovado pela Comissdo de Etica
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na Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Vigcosa (CEUA/UFV), sob o

numero 30/2014.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

ApoGs arélise dos resultados foi observada reducédo de até 2% do hematdcrito de
Topara T (p<0,001) nas trés doagdes (respectivamente p= 0,002, p=0,008 e p= 0,008),
no entanto a redugdo maxima do hematocrito s6 pode ser observada apds 24 horas, ndo

havendo para este fator interferéncia do tratamento ou doacéo (Figura 1, Anexol).
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Figura 1: Representacéo gréfica do comportamento do hematdcrito no decatieerpdn nas trés
doacbes.
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A diminuicdo o hematdcrito deppara T pode ser explicado pela ativagcdo do
sistema renina-angiotensina-aldosterona, onde apds a queda da pressdo arterial
ocasionada pela retirada de sangue, ocorre a ativacdo de uma enzima denominada
renina. A renina age enzimaticamente sobre o angiotensinogenio liberando angiotensina
[, alguns segundos apos a liberagdo de angiotensina |, dois aminoacidos sédo removidos
da angiotensina |, formando a angiotensina Il. A angiotensina |l promove
vasoconstricdo e diminui a excre¢do de sal e agua pelos rins, elevando o volume de
liquido extravascular, e devido a absorcdo de liquidos pelos vasos leva a uma
hemodilui¢ao, justificando a reducdo do hematdcrito.

Outra explicacdo para tal reducdo consiste na interacdo das forcas de Starling,
onde apdés uma perda aguda de considerado volume de sanguineo, ocorre queda da
pressao arterial fazendo com que ocorra a translocacao de liquidos do intersticio para os
capilares, ocasionando hemodiluicdo com consequente reducao do hematécrito.

Segundo Alves et al. (2008), apesar da expansdo vascular ocasionada pela
hemodiluicdo ocorrer lentamente, os fluidos extravasculares comegam a ser mobilizados
para o0 espaco intravenoso poucos minutos apés a perda aguda de sangue. Isso explicaria
o fato de apesar da reducdo maxima do hematdcrito ter sido observada em 24 horas,
haver uma reducao pequena, porém significativa logo ap6s a doacao.

Esse achado néo corrobora com os relatados por Tvedten & Weiss (1999), Glick
Wilson & Aielo (2002), Valente (2009) e Guyton & Hall, 2011, que afirmam que o
hematdécrito ndo sofre alteracéo na primeira hora ap6s a perda aguda de sangue.

Os cées deste estudo doaram o equivalente a 16 ml/kg ou aproximadamente 20%
do volume sanguineo, e apresentaram queda do volume sanguineo de aproximadamente
8% em ambos 0s grupos apos as trés doacodes.

Durante analise de recuperacao do hematocrito no decorrer dos dias, observou-se

que o grupo dos animais ndo suplementados apresentou o inicio de recuperacdo do
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hematdécrito no quarto dia, na primeira e na segunda doacéo, porém na terceira doacéo
essa recuperacao inicia somente no quinto dia (p<0,001). Ja o grupo dos animais
suplementados apresentou o inicio de recuperacao no quarto dia apds primeira coleta,
porém na segunda e terceira doagao a recuperacao iniciou no terceiro dia (p<0,001).

Apds uma perda aguda de grande volume de sangue, ha redugdo no transporte de
oxigénio para os tecidos estimulando dessa forma a liberacdo de eritropoetina na
corrente circulatéria. Essa por sua vez é responsavel pela regulagdo da eritropoese,
estimulando dessa forma a producdo de novos eritrécitos. Este estimulo é iniciado
dentro de poucos minutos a horas, e atinge sua producdo maxima em 24 horas, contudo
novo eritrécito sdo observados na forma de reticulécitose a partir de 48 a 96 horas apos
a perda sanguinea (KEER, 2003; GUYTON & HALL, 2011; LACERDA & HLAVAC,

2015. Estas informagOes diferem do presente estudo que observou significativa
recuperacdo do hematécrito no quarto dia para ambos 0s grupos, e a partir da segunda
coleta, o grupo suplementado passou a recuperar o Ht no terceiro dia.

O Grupo suplementado e o grupo ndo suplementado obtiveram inicio de
recuperacao juntos no quarto dia, isso se deve provavelmente ao fato de os animais do
grupo suplementado s6 terem comecado a receber suplementacdo apds a primeira
doacédo, estando desta forma em pariedade com o grupo nao suplementado, a partir de
entdo o grupo suplementado obtém resposta otimizada em relacdo ao grupo nédo
suplementado, demonstrando efeito da suplementacéo.

A diferenca no tempo de inicio de recuperacdo do grupo nao suplementado
observada neste estudo € sugestivo de desgaste medular, uma vez que na primeira e na
segunda doacéo o inicio da recuperacédo se deu, de maneira significativa, no quarto dia,
e na terceira doacdo se inicia somente no quinto dia. Em contrapartida, o grupo dos
animais que receberam suplementacdo apresentou, ap0s primeira doagéo,

significativo da recuperacao, no quarto dia. Porém, na segunda e terceira doacbes esse
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inicio se deu no terceiro dia, mostrando que houve otimizagdo da recuperacao. Tal
condicdo provavelmente foi influenciada pela presenca das vitamgasBB que
atuam no processo de maturacédo celular, podendo acelerar o mesmo.

Na analise do tempo de recuperacdo do hematdcrito foi observado que os caes
ndo suplementados recuperaram 0 volume sanguineo ap6s 10 dias da doacéo,
diferentemente dos caes suplementados que recuperaram o hematdcrito inicial sete dias
apos.

A diferenca no tempo de recuperacdo dos grupos suplementados para 0s nao
suplementados pode ser explicada devido a disponibilidade de ferro e outros nutrientes
presente no suplemento, uma vez que o ferro € o componente essencial na formacao da
porcdo heme das moléculas de hemoglobina, principal componente das heméacias, desta
forma a disponibilidade do ferro otimiza a resposta do organismo.

Segundo Guyton & Hall, 2011, em avaliacgbes em humanos, quando grande
quantidade de eritropoetina é liberada, se houver quantidade abundante de ferro e outros
nutrientes, a producao eritrocitaria pode aumentar em 10 vezes ou mais comparada a
normal.

Além disso, sabe-se que as vitaminag B By participam da producdo e
maturacdo dos eritrécitos. Desta forma, entende-se que, quando em abundancia, estas
vitaminas também possam auxiliaraceleracdo da producédo e maturacdo destes.

Este achado corrobora com Valente (2009) que afirmou que cdes doadores,
quando ndo suplementados, recuperam o hematdcrito inicial apos 10 dias da coleta.

Entretanto, este resultado contraria aos encontrado por Lacerda (2005),
Honhenhaus (2007), Vap & Brown (2007), e Feldman & Sink (2007) que afirmam que
cées doadores estdo aptos a uma nova doacado somente a partir da terceira ou quarta

semana apos a doacéao.
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A andlise dos reticul6citos mostrou que 0s animais que nao receberam
suplementacao atingiram o pico de producao de reticuldcitos erfire o 8 dia apos,
enquanto os animais que receberam suplementacao atingiram o pfodiaa@p3:0,001)

(Figura 2, Anexo 2)
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Figura 2: Representacéo grafica do comportamento do Reticuldcito no decorrer dp tesrés doagdes.
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Segundo Stockham & Scott (2011), a resposta de reticul6citos ndo esta
totalmente esclarecida, mas alguns autores relatam que o pico de producao pode ser
observado antes do sétimo dia. Neste estudo o pico de producdo de cdes nao
suplementados foi observado no quinto dia. Ja os animais suplementados obtiveram
otimizacdo deste resultado, sendo observado o pico de reticulidcitosterceiro dia.

Este achado pode ser explicado devido a influencia dos nutrientes hematopoiéticos,
como a vitamina B (cianocobalamina) e a vitamina Bacido félico) que atuam na
formacdo do DNA e poderiam otimizar a maturagdo nuclear assim como acelerar o
processo de divisao celular das mesmas.

Os valores maximos de reticulocitos ndo foram afetados pelo tratamento
(p=0,0942). Entretanto, houve diminuicdo desses valores entre a segunda e a terceira
doacédo e entre a primeira e a terceira doagédo para ambos os grupos (p = 0,008).

Segundo Oliver (2010), em estado fisiolégico, as células eritrocitarias demoram
meses para completar seu processo de amadurecimento até a liberacao de reticuldcitos
na corrente circulatéria. O presente estudo mostrou reducdo dos valores absolutos de
reticuldcitos a partir da segunda doacao, o que pode ser interpretado como diminuicédo
da capacidade hematopoiética imediata da medula 6ssea.

Esse achado possivelmente se deveducdo da reserva medular, uma vez que
as coletas eram realizadas a cada 15 dias ndo havendo tempo suficiente para producao
do mesmo numero de células que anteriormente. No entanto, Reece & Swenspn (2006
afirmam que a eritropoetina estimula as células-tronco comprometidas, incluindo os
rubriblastos, pré-rubrictos e rubricitos jovens, visando aumentar a sua atividade mitética
para a producgéo e liberagdo mais rapida de reticulocitos e eritrocitos maduros. Dessa
forma, uma vez ocorrido a perda de 20% do volume sanguineo, ocorre entdo a
estimulacdo da liberacdo de eritropoetina através da hipoperfuséo renal, levando a

aceleracdo do processo de producéo celular por parte da medula.
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Seja pelo esgotamento da reserva medular ou pelo desgaste de producdo da
medula, o presente estudo mostrou que a capacidade hematopoiética sofre alteracao,
levantando a hipétese que futuras coletas em intervalos reduzidos poderiam levar a
exaustdo medular, fazendo com que a mesma nao consiga manter a recuperacao

adequada, mesmo para animais suplementados.
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6. CONCLUSOES

Apds a andlise dos resultados obtidos e nas condi¢cdes deste estudo, pode-se

concluir que:

A suplementacéo vitaminica acelera a recuperacéo do hematocrito.
Imediatamente apos o término da coleta de 16ml/kg, os caes apeesenta
reducao do hematdécrito com nadir até 24 horas;

O pico de reticulocitose ocorreu de forma mais precoce nos animais
suplementados.

Os valores absolutos de reticuldcito sofreram reducdo na comparacao entre as
trés coletas, porém sem interferir no tempo de recuperacédo do Ht para ambos
0S grupos;

Os cées foram capazes de doar 16ml/kg, em trés coletas com intervalos de 15
dias sem danos a saude, porém demonstrando indicios de desgaste da

producéo hematopoiética;
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ANEXO |

Hematocrito (/) TO T1 Dial | Dia2 Dia3 | Dia4d Dia5 | Dia6 Dia7  Dia8 | Dia9 Dial0
3 10 Media 46 | 45 | 382 392 @ 40 | 40,4 41,6 42 424 43 | 44 | 458
% Coleta E;;;’;‘; 141 | 141 148 | 1,79 | 245 1,82 | 089 | 141 055 1,0 @ 1,0 | 1,64
5 50 Media 456 = 45 | 378 | 392 392 404 416 422 422 | 432 | 438 | 46
Q .
2 | Coleta E:g;’;‘; 152 | 1,22 | 164 1,10 | 228 1,14 | 1,14 | 1,30 | 1,48 | 1,48 | 084 @ 141
(@]
19 50 Media 46,4 454 384 39 | 398 | 402 | 412 | 416 428 426 44 @ 454
Coleta E:g;’;‘; 089 | 1,14 152 | 212 | 217 228 | 084 | 089 | 084 | 055 | 071 @ 1,52
10 Media 46,6 446 392 @ 40 @ 40,6 43 | 43 | 448 | 455 465
| Coleta D%V | 444 089 130 | 1,87 195 071 122 | 1,92 | 1,91 | 2,12
S Padrio
g 50 Media 46,8 45 | 386 | 396 42 | 422 432 | 438 464
= .
E |Coleta| Desvio 1,10 | 1,22 | 0,89 | 055 | 1,22 | 1,92 | 1,92 | 217 | 1,34
% Padrao
3 50 Media 46,6 452 392 | 408 416 428 434 | 454 465
Coleta ~ Desvio 134 | 130 084 | 130 | 1,14 | 130 | 207 | 219 | 212
Padrao

Tabela 1: Demonstracdo das médias e desvios padrao do hematécrito (%) nos dias, durante as trés coletas e nos dois grupos.
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N3o Suplementados

Suplementados

Reticuldcitos (/uL)

10
Coleta

20
Coleta

30
Coleta

10
Coleta

Coleta

Tabela 2: Demonstracao dos valores de média e desvio padrdo da contagem de
nos dois grupos.

Media
Desvio
Padrao

Media
Desvio
Padriao

Media
Desvio
Padrio

Media
Desvio
Padrio

Media
Desvio
Padrao

Media
Desvio
Padréo

TO
18.722
4740,77
23.272
3407,57
20.814
7601,75
22.864
12507,73
33.576
9000,60
28.978
17889,12

Dia 1
13.900
5702,28
16.868
5761,23
14.874
5790,79
14.284
6295,75
20.768
12404,58
18.618
14256,60

Dia 2
19.120
6948,57
18.914
6735,19
16.442
5860,78
21.990
9305,40
25.140
14939,97
21.526
10120,04

ANEXO 2

Dia 3
21.098
6480,92
22.618

14057,67
16.494
1093,75
30.894
18418,41
38.428
15738,17
31.604
16668,78

Dia 4
30.138
15142,37
27.320
15194,72
19.072
2179,20
30.076
16286,56
32.000
12823,89
17.286
9495,32

30

Dia 5
43.140
13345,17
32.614
14524,62
23.708
437295
32.052
15512,60
30.658
21621,62
16.096
7549,06

Dia 6
34.578
10339,56
34.270
9962,38
27.524
7422,73
24.924
15168,03
22.486
10673,28
13.584
6539,06

Dia 7
27.232
9590,13
30.520
9302,26
23.182
8686,97
19.137,50
9704,83
18.894
7866,78
15.570
5218,45

Dia 8
19.320
7154,02
24.060
9823,87
21.162
6140,76
12.460
1131,37

Dia 9
18.312
5949,90
19.920
9880,90
15.732
6166,16

Dia 10

11.900
2646,42
16.830
8029,58
13.928
3327,75

reti¢idgitoss dias, durante as trés coletas e



