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RESUMO

COSTA JUNIOR., Jair Duarte, M.Sc. Universidade Federal de Vicosa, setembro de
2006. Avaliacdo do sangue total de cdes armazenado em bolsas plasticas
contendo CPDA-1 e CDP/SAG-M. Orientador: José Antonio Viana. Co-
orientadores: José Dantas Ribeiro Filho e Lissandro Gongalves Conceigao.

Sendo a terapia transfusional considerada uma forma de tratamento emergencial, ¢
fundamental o desenvolvimento de tecnologias que permitam o armazenamento do
sangue canino sem que se percam suas caracteristicas bioquimicas e morfologicas. As
preferéncias pelas bolsas CPDA-1, por apresentar um melhor desempenho na
conservagao do sangue canino. Entretanto, ja ¢ utilizada na medicina humana uma bolsa
denominada CPD/SAG-M e que em estudos com outras espécies tem demonstrado
superioridade sobre a primeira bolsa. Para observacdo da qualidade do sangue
armazenado tem-se usado dosar as concentracdes do Potassio Plasmatico, da Glicose
Plasmatica, do 2,3-Difosfoglicerato (DPG), analise da Morfologia e de parametros
hemogasométricos como a Pressdo Parcial de Oxigénio, a Pressao Parcial de Dioxido de
Carbono e do Bicarbonato Plasmatico. Com o objetivo de avaliar e comparar as
alteragdes bioquimicas e hematoldgicas do sangue total de cdes armazenado em bolsas
CPDA-1 ¢ CPD/SAG-M, foram utilizados 14 cdes machos, adultos e saudaveis, das
ragas Pit Bull e Labrador, divididos em dois grupos, dos quais foi retirado sangue para o
estudo. Do primeiro grupo (G1) o sangue foi armazenado em bolsas CPDA-1 e do
segundo grupo (G2) em bolsas CPD/SAG-M. As amostras foram analisadas para:
Potassio Plasmatico, S6dio Plasmatico, Glicose Plasmatica, Proteina Plasmatica Total,
Numero de Hemadcias, DPG, pH Sangiiineo, pO,, pCO,, Bicarbonato, Morfologia
Celular e a presenca de Anisocitose, sendo coletados para as andlises laboratoriais: DO:
imediatamente apos a coleta do sangue dos animais; D7: sete dias apos a coleta; D14:
quatorze dias apos a coleta; D21: vinte ¢ um dias apds a coleta; D31: trinta e um dias
apos a coleta; D41: quarenta e um dias apds coleta. A avaliagdo dos resultados permitiu
concluir que: A bolsa CPD/SAG-M, em relacdo ao DPG apresentou maior vantagem
quando comparada a CPDA-1, pois O DPG, mesmo em pH inferior a 7, continuou a ser
produzido por, pelo menos, uma semana apds a estocagem do sangue na bolsa. As
concentragdes do potassio plasmatico ndo se elevaram a niveis significantemente
quando comparados com sangue humano ou eqiiino, armazenados em periodo

equivalente.
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ABSTRACT

COSTA JUNIOR., Jair Duarte, M.Sc. Universidade Federal de Vicosa, September of
2006. Evaluation of the total blood of dogs stored in plastic stock markets I
contend CPDA-1 and CDP/SAG-M. Adviser: Jose Antonio Viana. Co-adviser:
Jose Dantas Ribeiro Filho and Lissandro Gongalves Conceigao.

Being the transfusional therapy considered a form of emergency treatment, is
fundamental the development of technologies that allow the storage of the canine blood
without losing its characteristic biochemists and morphologics. The use of bag CPDA-1
has been preferred, because it is the one that has had the better performance in the
conservation of canine blood. However is already used in the medicine human a bag
called CPD/SAG-M and in studies with other species it has demonstrated superiority
comparing with the first bag. For observation of the quality of the stored blood it has
been used to dose the concentrations of the Plasmatic Potassium, of the Plasmatic
Glucose, the 2,3-Diphosphoglycerate (DPG), analysis of the Morphology and
haemogasometrics parameters as the Partial Pressure of Oxygen, the Partial Pressure of
Dioxide of Carbon and Plasmatic Bicarbonate. The present work had as objective to
evaluate and to compare the biochemists and hematologicals alterations of the total
blood of dogs stored in bags CPDA-1 and CPD/SAG-M. 14 male, adult and healthful
dogs, of the races Pit Bull and Labrador, were divided in two groups, which one blood
was removed for the study. For the first group (G1) the blood was stored in bag CPDA-
1 and for the group (G2) in bag CPD/SAG-M. The samples were analyzed for:
Plasmatic Potassium, Plasmatic Sodium, Plasmatic Glucose, Total Plasmatic Protein,
Number of Red Blood Cells, DPG, pH Sanguine, pO,, pCO,, Bicarbonate, Cellular
Morphology and the presence of Anisocytosis. The established moments for the
laboratory analyses were: DO: immediately after the collection of blood of the animals;
D7: seven days after the collection; D14: fourteen days after the collection; D21: twenty
and one days after the collection; D31: thirty and one days after the collection; D41:
forty and one days after collect. The evaluation of the results allowed to conclude that:
The bag CPD/SAG-M presented greater advantage when compared with the CPDA-1.
The DPG, even with pH lower then 7, continues being produced for, at least, one week
after the stocking of the blood in the bag. The concentrations of the Plasmatic Potassium
had not raised significantly the levels of blood when compared with human or equine,

stored in a period equivalent.



1. INTRODUCAO

Historicamente a primeira transfusdo de sangue se deu no século 15 onde o
tecido sangiiineo de dois jovens foi retirado e infundido em wum religioso.
Posteriormente foi relatada a primeira transfusdao envolvendo animais ja no século 19
(KRISTENSEN e FELDMAN, 1997; SCHMIDT e LEACOCK, 2002).

O inicio da moderna medicina transfusional veterinaria se deu na década de 50,
quando o surgimento de equipamentos apropriados tornou possivel a transfusdo em
animais (KRISTENSEN e FELDMAN, 1997).

A transfusdo sangiiinea, hoje considerada uma forma de terapia emergencial, ¢
considerado uma forma de transplante, tendo em vista que se trata de um tecido
transportado para outro individuo (NUSBACHER, 1994; KRISTENSEN e FELDMAN,
1997; ROZANSKI ¢ LAFORCADE, 2004). Segundo Brooks (1992), ¢ um transplante
tecidual temporario.

A terapia com componentes sangiiineos ¢ indicada em casos de anemias graves,
reposicdo do volume sangiiineo, restaura¢do da capacidade de transporte de oxigénio
aos tecidos e suplementag¢do de proteina plasmatica e dos componentes de coagulagdo
do sangue (O’ROURKE, 1983; KRISTENSEN ¢ FELDMAN, 1997; ROZANSKI e
LAFORCADE, 2004; CHIARAMONTE, 2004; LUCAS et al. , 2004).

Embora se conhegam as técnicas de separacdo dos componentes sangiiineos, a
terapia com sangue total ainda ¢ uma realidade em grande parte dos centros veterinarios,
sendo considerada como a ‘“viga-mestra” na terapia sangiiinea nestes lugares
(KRISTENSEN e FELDMAN, 1997; LUCAS et al., 2004).

O sangue ou os seus componentes pode ser usado logo apds a coleta ou
conservado a temperatura de 1 a 6°C para uso posterior; entretanto as plaquetas, em
sangue total, ndo permanecem viaveis por um periodo de 6 horas ou mais apds a coleta
(CHIARAMONTE, 2004). Quando o sangue conservado ¢ transfundido supde-se que os
eritrocitos estejam vidveis, ou seja, sem alteragdes funcionais, morfoldgicas e
bioquimicas (OU et al., 1975), ¢ com bom desempenho de suas fungdes suas fung¢des
(EISENBRANDT e SMITH, 1973). A estocagem sangiiinea para transfusao ¢ praticada
em medicina humana, desde que a primeira solu¢do preservativa, o citrato acido
dextrose (ACD) foi desenvolvida em 1943. Subseqiientemente, na drea médica, muitos
trabalhos tém sido realizados na tentativa de desenvolver meios para manter a

viabilidade e capacidade funcional do sangue estocado por longos periodos. A



estocagem em solucdes anticoagulantes objetiva manter a viabilidade e funcdo de cada
constituinte sangiiineo; prevenir alteracdes fisicas prejudiciais nos seus componentes e
evitar a proliferagao bacteriana (AUTHEMENT et al., 1986). A viabilidade do sangue
estocado esta na dependéncia da técnica da coleta, do anticoagulante, da temperatura de
conservagao, dos parametros bioquimicos e inclusive da freqiiéncia de homogeneizagao
durante o armazenamento (WILLER e RIEDESEL, 1985; AUTHEMENT et al., 1986;
LOPES et al., 1995; HOGMAN et al., 2002).

O valor terapéutico da transfusdo sangiiinea para vérias enfermidades ¢
amplamente reconhecido. De fato, transfusdes sangiiineas t€ém a mesma importancia dos
agentes antimicrobianos, técnicas cirurgicas, oxigenioterapia, anestesia € outros, como
um grande fator na redugdo da mortalidade dos animais domésticos (THORNTON,
1968).

Tendo em vista as dificuldades em manter os estoques de um banco de sangue
veterinario, ¢ imperativo o conhecimento de novas técnicas de preservacdo do sangue
canino, com fins de prolongar o tempo de conservacdo destas sem comprometer a
manuten¢do de seus parametros bioquimicos e morfoldgicos. Além disto, em medicina
veterinaria, poucos estudos t€m sido direcionados a conservag¢do do sangue canino para
transfusdo, sendo este um dos fatores limitantes no uso terapéutico do mesmo (SMITH,
MAHAFFEY ¢ BOARD, 1978; RIBEIRO FILHO et al., 1993).

Em vista disto, propde-se avaliar, quantificar e comparar os efeitos do processo
de conservagdo sobre o sangue total de cdes armazenado nas bolsas CPDA-I1,
comumente utilizadas no meio veterinario, em relacao as bolsas CPD/SAGM, por meio

de pardmetros bioquimicos e hematoldgicos no decorrer de 41 dias de estocagem.



2. REVISAO DE LITERATURA

Apoés a implantagdo do primeiro banco de sangue humano, ainda na primeira
metade do século 20, iniciou-se uma corrida por conhecimento para desenvolver novos
componentes que assegurassem a melhor conservagdo do sangue estocado. Esses
avancos tém sido acompanhados pela medicina veterinaria que extrapola os resultados
das pesquisas da hematologia humana e tenta adaptar estas novas tecnologias em
beneficio dos pacientes veterinarios.

O objetivo primario da estocagem do sangue e seus componentes ¢ a
manuten¢do da viabilidade e da fungdo de cada constituinte; a prevencao de alteragdes
fisicas prejudiciais para os componentes sangiiineos e minimizar a prolifera¢do
bacteriana (AUTHEMENT et al.,1986).

A hemoglobina possui a capacidade de carrear oxigénio (O;) para os tecidos. A
captura e liberagdo do O, pela molécula de hemoglobina ¢ controlada por um
componente organico denominado 2,3-Difosfoglicerato (2,3-DPG ou DPQG) contido nas
hemacias de humanos, cdes e outras espécies animais. Este acido se liga a uma fenda na
hemoglobina, denominada sub-unidade 3, gerando a Deoxihemoglobina. Esta formacao
facilita a liberacdo do O, para os tecidos, pois estabiliza a hemoglobina e permite que
esta apresente uma baixa afinidade pelo O,. O aumento dos niveis do DPG acionado
pela hipoxia eleva a curva de dissociagdo da hemoglobina com o O, permitindo uma
melhor liberacdo deste gas aos tecidos (BUNN, 1971; EISENBRANDT e SMITH, 1973;
WARDROP et al., 1994; SCOTT et al. , 2005). Deste modo, quanto menor os niveis do
DPG, maior sera a afinidade da hemoglobina pelo O,. Conseqiientemente, mais dificil
serd a liberagdo do O, para os tecidos.

A adenosina trifosfato (ATP) ¢ um nucleotideo presente na célula. Este ¢
necessario no controle do balancgo eletrolitico pela bomba de sddio e potédssio, na
manuten¢do da forma celular, aumento da flexibilidade e possui uma particular acdo na
producédo de energia (SCOTT et al., 2005). Com a deple¢do nos seus niveis, ocorrerdo
alteracdes como perda do formato normal e aumento da fragilidade da membrana,
ocasionando maior grau de hemdlise, tanto durante a conserva¢do como apds a sua
administracao no paciente (EISENBRANT e SMITH, 1973; GUYTON e HALL, 1997,
HOGMAN et al., 2002; KURUP et al., 2003).

A bases da preservacao do sangue pelos principios de refrigeracdo se apéiam no

fato de que as reagdes bioquimicas e moleculares sdo retardadas pela redugdo da



temperatura. Com isto € possivel tracar estratégias de conservagdo do sangue coletado
(SCOTT et al., 2005).

Ao conjunto de alteragdes danosas sofridas pelo sangue armazenado, da-se o
nome de “lesdes de conservagao”. Estas sd3o um conjunto de injirias que minimizam a
taxa de sobrevida das células apés a transfusdao (CHIN-YEE et al., 1997).

Com a retirada do sangue da circulagdo, o metabolismo das células gera uma
reducdo do pH, principalmente devido a metaboliza¢do da glicose para lactato levando a
um acumulo de fons H". Com o uso da refrigeragio, em torno de 1 a 6° C, estas reagdes
bioquimicas sdo retardadas, possibilitando um maior periodo de conservacao do sangue
dentro das bolsas (AUTHEMENT et al., 1986).

O principal fator relacionado a redu¢do do DPG ¢ o pH. Niveis de pH maiores
de que 7,0 sdo tidos como propicios para a regeneragdo do DPG. Valores inferiores a
7,0, favorecem a degradagdo do DPG, contribuindo de forma significativa na
deteriorizagao da capacidade do eritrocito em carrear O, (HESS e GREENWALT, 2002;
KURUP et al., 2003).

O pH do sangue ¢ altamente dependente da temperatura. Assim, o sangue fresco
de caes coletado em citrato fosfato e dextrose (CPD) possui um pH em torno de 7,1 a
temperatura de 37° C. Em refrigeracdo de 4° C, o pH ¢ elevado a 7,6. Em temperaturas
de 37° C, a formagdo do lactato a partir da glicose ¢ por volta de duas vezes a sua
produgdo a 20° C e trés vezes mais do que a 15° C. Em func¢ao disto, as bolsas contendo
sangue coletado sdo imediatamente depositadas em locais refrigerados para minimizar a
producédo destes metabdlicos (WARDROP et al., 1994; KURUP et al., 2003). Acredita-
se que algumas destas substancias produzidas durante a estocagem do sangue sdo
responsaveis por reagdes adversas na pos-transfusdo. Reagdes que vao desde quadros
inflamatorios a imunodepressoes (CHIN-YEE et al., 1997).

Nao estd muito claro, mas Hess e Greenwalt (2002) afirmaram que o pH de 6,2
representa o limite minimo em que a célula continua a metabolizar, no sangue estocado.

O efeito de produtos com baixo pH em pacientes ¢ desconhecido, porém,
trabalhos prévios usando solugdes cristaldides em caes, demonstraram nenhum efeito
sobre o balanco acido basico quando solugdes com pH inferior a 5,7 foram usadas
(WARDROP et al., 1994).

As primeiras bolsas utilizadas em medicina veterindria para armazenar o sangue
coletado foram as contendo citrato acido e dextrose (ACD). Entretanto o sangue

conservado nesta solu¢do nao era preservado por mais de trés semanas (EISENBRAND



e SMITH, 1973). Com o tempo, foi observado que a suplementagdo de componentes nas
bolsas melhoravam consideravelmente os valores bioquimicos e hematoldgicos do
sangue armazenado. A estes suplementos deu-se o nome de Solugdes Aditivas (AS). A
partir dai surgiram diversas combinagdes de AS adicionadas ao anticoagulante das
bolsas. Porém, a composi¢ao mais utilizada na medicina veterindria ¢ a bolsa CPDA-1
(Citrato, Fosfato, Dextrose e Adenina) (WARDROP et al., 1994).

O citrato ¢ um anticoagulante que age sobre as fases célcio-dependentes na
cascata de coagulacdo (AUTHEMENT et al., 1986). Além disto, possui um efeito de
estabilizacdo da membrana celular, de forma a facilitar o influxo de ions HO',
promovendo uma manuten¢io do pH intracelular (HOGMAN et al., 2002). O fosfato,
além de ser um substrato para a producdo do DPG, ¢ também componente importante
no controle do pH (AUTHEMENT et al., 1986; KURUP et al., 2003).

A dextrose foi escolhida como fonte de energia, pois este carboidrato ndo é
consumido rapidamente pela célula em baixas temperaturas (1 a 6° C) contribuindo,
inclusive, com a manutengdo de niveis adequados de ATP (AUTHEMENT et al., 1986).

A hexoquinase e a fosfofrutoquinase sdo enzimas que participam da via
glicolitica produzindo energia dentro da célula. Com a queda do pH, muito comum
durante o processo de estocagem do sangue, estas enzimas sdo inativadas. Com isto
havera um maior consumo de ATP na tentativa de suprir as necessidades de energia (na
forma de Adenosina Difosfato — ADP). Em virtude destes acontecimentos, foi
preconizada a adigdo de adenina nas bolsas. Este processo prové um aumento do
adenilato que servira de substrato para nova sintese de ATP, aumentando as reservas
deste nucleotideo no interior das células (AUTHEMENT et al., 1986; HOGMAN et al.,
2002). Estudos realizados por Hess e Greenwalt (2002), demonstraram que a adi¢do de
adenina e fosfato eleva os niveis de ATP, mas ndo impedem o declinio posterior deste
nucleotideo nas semanas seguintes.

Além das bolsas contendo CPDA-1, na medicina também s3o usadas bolsas
contendo citrato, fosfato e dextrose acrescido (solugdo aditiva) de adenina, glicose e
manitol diluidos em solugdo salina (SAG-M). Esta solug¢do aditiva (SA) presente nas
bolsas CPD/SAG-M possui concentragdes diferentes dos compostos das bolsas CPDA-1
e acrescida do manitol. Esta ultima substancia apresenta a capacidade de estabilizar a
membrana celular, promovendo impermeabilizagdo a ions como o cloreto (CI),
mantendo niveis altos do pH intracelular e reduzindo a taxa de hemolise (HESS e

GREENWALT, 2002; HOGMAN et al., 2002).



Bolsas de polyvinyl chloride (PVC) recobertas com pléastico 2-diethyhexyl
phthalate (DEHP) que compde as bolsas (PL 146) tém-se mostrado efetivas na redugdo
da hemolise e nas perdas pela membrana durante a estocagem (HESS e GREENWALT,
2002; SCOTT et al, 2005). Além disto, possui propriedades especiais de
permeabilidade ao CO,. Durante a estocagem do sangue, a glicose consumida para
produzir ATP gera uma série de metabolitos, dentre eles o lactato e préotons. Estes
componentes, na presenca da anidrase carbdnica dos eritrocitos, sdo convertidos em
agua e CO,. O dioxido de carbono difunde-se para fora da bolsa prevenindo a reversao
da reacdo (HESS E GREENWALT, 2002). Segundo Hégman et al. (2002), este plastico
¢ permeavel apenas ao CO,, sendo pobremente transpassado por outros gases.

Concentracdes excessivas de CO, devem ser controladas, pois este gas compete
com o DPG pelo sitio de ligagdo na hemoglobina. Quando o DPG ndo esta ligado a
hemoglobina, este fica sujeito a degradagio (HOGMAN et al., 2002).

Segundo d’Almeida et al. (2000), em estudos realizados com sangue humano e
de ratos, os niveis de DPG declinaram cerca de 17% e 18% respectivamente, ja na
primeira semana de estocagem em bolsasCPDA-1.

Apds serem infundidos no paciente, eritrocitos mantidos em solucdes
conservadoras, tém a capacidade de retornar a sintese do DPG. Esta recuperagao atinge
valores até 50% nas primeiras cinco horas apds a transfusdo. Entretanto, para que haja
recuperacdo total dos valores do DPG, sdo necessdrias 24 a 48 horas apds a infusdo
sangiiinea. Por isso, 0 uso de sangue armazenado por muito tempo em pacientes criticos
deve ser repensado, pois este material ndo transportara adequadamente O, para os
tecidos, sendo necessarias muitas transfusdes (WARDROP et al., 1994; SCOTT et al.,
2005). Além disto, segundo Kristensen e Feldman (1997), em pacientes enfermos, o
tempo de recuperagdo do DPG ¢ superior ao periodo mencionado de 24 a 48 horas.

Segundo Althement e colaboradores (1986), o sangue canino pode ser
armazenado por até 35 dias em bolsas CPDA-1 e até 21 dias em bolsas contendo ACD.
Esta informacdo ndo ¢ totalmente confirmada por Wardrop e colaboradores (1994) que
explicaram que apds o periodo de 21 dias, os niveis de DPG caem. Mesmo sendo as
células capazes de renovar os niveis de DPG apo6s transfusao, este processo levaria em
torno de 24 horas, o que impossibilita seu uso em pacientes criticos que necessitam de
uma imediata melhora na taxa de oxigenagdo. Por esta razdo, Kristensen e Feldman
(1997) recomendaram o uso de sangue canino armazenado por até 14 a 21 dias ou

sangue fresco.



Devido a alta concentracdo de dextrose, valores elevados de glicose sao
encontrados no sobrenadante das bolsas de sangue. Tais niveis sdo reduzidos a medida
que ha um consumo deste carboidrato pelas células, no decorrer da estocagem
(WARDROP et al., 1994).

A taxa de hemolise ¢ um notado marcador da falha no sistema de estocagem do
sangue. Esta pode se dar sob a forma de ruptura da célula por completo ou pela
liberacdo da hemoglobina contida nas microvesiculas formadas durante a estocagem,
mantendo a superficie celular intacta (HESS e GREENWALT, 2002).

A infusdo intravenosa de solucdes contendo hemoglobina ou componentes
hemolisados tem demonstrado efeitos adversos sobre a funcdo renal e o sistema de
coagulagdo (WARDROP et al., 1994).

A reducdo dos niveis de ATP levam a injlrias fisicas na membrana gerando
formagdes de agregados citoplasmaticos, esferocitose progressiva, endocitoses anormais
das células vermelhas, reducdo do tamanho e o surgimento de microvesiculas.
(WARDROP et al., 1994; SCOTT et al., 2005). A diminui¢do dos valores do ATP esta
intimamente relacionada com taxa de sobrevivéncia celular ap6s a transfusdo no
paciente (SCOTT et al., 2005).

Mudancas em vias metabolicas dos eritrocitos ocasionam alteracdes no
esqueleto citoplasmatico. Estas mudangas afetam diretamente a flexibilidade celular,
conseqiientemente elevando as taxas de eliminagao pelo sistema fagocitico macrocitario
(SFM) (SCOTT et al., 2005). A reducdo da flexibilidade esta intimamente relacionada
com a redugdo dos niveis do ATP (KORTE E VERHOEVEN, 2004)

Segundo Korte e Verhoeven (2004), uma morfologia adequada ¢ interessante,
mas ndo necessaria para assegurar a qualidade do eritrocito. Isto se da, provavelmente,
pela recuperagdo do formato normal das células vermelhas quando ressuspendidas em
plasma, como demonstrado in vitro por estes autores.

Assim como a hemoglobina, o aumento do nivel do potassio extracelular indica
um dos primeiros eventos que se relacionam com a piora da qualidade das células
vermelhas (KORTE E VERHOEVEN, 2004).

O potéssio ¢ um ion presente principalmente no fluido intracelular (FIC).
Apenas 2% do potassio organico esta presente no fluido extracelular (FEC). Ja o sodio
apresenta maiores concentracdes no FEC. Este equilibrio ¢ mantido, principalmente pela

“bomba de sodio e potassio” da membrana plasmatica que ¢ diretamente influenciado



por baixos valores do pH que por sua vez, pode levar a uma migracao do potassio
contido no FIC para o FEC (MEYER et al., 1995; BUSH, 2004).

Quando comparada com a espécie humana e outras espécies animais, a
concentragdo de potassio no FIC em caes ¢ muito menor, por isto, os niveis de potassio
no FEC apresentardao valores menores do que aqueles vistos, por exemplo, em amostras
de sangue eqiiino analisadas apos algumas horas. Conseqiientemente, espera-se que os
niveis plasmaticos do potassio ndo sofram elevagdes como as que ocorrem com sangue
humano, eqiiino ou em outras espécies (KERR, 2003; KORTE e VERHOEVEN, 2004).
Em amostras de sangue canino coletados sem solugdo aditiva (SA), ap6s 24 horas de
armazenamento, os niveis de potassio ndo excederam 1 mEg/L (ou mmol/L) a mais que
o valor mensurado imediatamente ap0s a coleta (KERR, 2003).

Apds a transfusdo do sangue no paciente, as células sdo capazes de restaurar o

gradiente de concentracdo dos ions potassio e sédio (KORTE e VERHOEVEN, 2004).



3. MATERIAL E METODOS

O projeto foi submetido a aprovacdo da comissdo de ética do departamento de

veterindria da Universidade Federal de Vigosa, estando protocolado com o niimero.

3.1 Local
A coleta do sangue, a estocagem e os exames laboratoriais foram realizados no
Hospital Veterindrio do Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de

Vigosa — Vigosa (MG), no periodo de margo a junho de 2006.

3.2 Coleta das Amostras

O procedimento de coleta foi realizado na sala de fluidoterapia do Hospital
Veterinario, sobre uma mesa de aco inoxidavel, posicionando os animais em decubito
lateral.

A conten¢do foi manual e executada por dois auxiliares. A venipungdo foi feita
na veia jugular, posicionando a agulha caudocranialmente, apds a depilacdo e anti-
sepsia com solugdo de alcool 70%.

Foi utilizado sangue de 14 caes adultos, machos, das racas Pit Bull e Labrador,
divididos em dois grupos, contendo 7 individuos cada um.

Os animais possuiam peso de 25 a 35 kg, de comportamento docil, em boas
condi¢cdes de saude, verificados pelo exame fisico, hemograma, pesquisa de
hematozodrios e parasitologico de fezes. Esses animais tinham hematdcrito de 35 a 40%
e de proprietarios residentes na cidade de Vigosa (MQ).

O sangue coletado foi estocado segundo a seguinte determinagao:

Grupo 1 (G1): Sangue conservado em bolsas contendo citrato fosfato dextrose e
adenina (CPDA-1"), totalizando um volume aproximado de 500mL de
volume total em cada bolsa, armazenadas sob refrigeracdo a temperatura
de 4° a 6° C. Nao foi separado o plasma do concentrado de hemacias.

Grupo 2 (G2): Sangue conservado em bolsas contendo citrato fosfato e dextrose na
bolsa primaria tendo como solugao aditiva, adenina glicose € manitol em
solugio salina (CPD/SAGM?). Instantes antes da coleta do sangue, 0

conteudo da bolsa satélite (contendo a solugdo aditiva), foi transportado,

! Bolsas plasticas triplas CPDA-1, para coleta de sangue — Fresenius hemocare.
? Bolsas plasticas triplas CPD/SAG-M, para coleta de sangue — Fresenius hemocare.
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assepticamente para a bolsa primaria. Apds este procedimento foi
coletado o sangue totalizando um volume aproximado de 500mL em
cada bolsa. A conservagdo se deu sobe refrigeracdo de 4° a 6° C. Desta

forma nao foi separado plasma do concentrado de hemadcias.

3.3 Momentos das Avaliac¢des Laboratoriais
A avaliacdo laboratorial do sangue total coletado e armazenado foi realizada em

seis momentos diferentes como demonstrado na Tabela 1:

Tabela 1. Momentos da avalia¢do laboratorial das amostras sangiiineas de 14 cées dos Grupos 1 ¢ 2.

Momentos Tempo das avaliac¢tes laboratoriais
Dia 0 (D 0) Imediatamente ap6s a coleta
Dia7 (D7) 7 dias ap0s a coleta

Dia 14 (D 14) 14 dias apos a coleta

Dia 21 (D 21) 21 dias apds a coleta

Dia 31 (D 31) 31 dias apo6s a coleta

Dia 41 (D 41) 41 dias ap0s a coleta

3.4 Avaliacdo Laboratorial

Antes da avaliagdo das amostras, foi realizada a homogeneizacdo do sangue
contido nas bolsas, seguida da retirada asséptica de 15mL de sangue para a mensuragao
das variaveis bioquimicas, da contagem de hemacias e preparagao do esfregaco para
analise morfologica das células.

Para a andlise do 2,3- Difosfoglicerato (DPG) foram utilizados SmL do sangue
retirado das bolsas de ambos os grupos e centrifugado para a obten¢do de 1mL de
concentrado de hemacias. A partir dai, as amostras foram submetidas a desproteinizagao
pelo acido perclorico 0,6 M e neutralizadas com carbonato de potéssio 2,5 M. Na
seqiiéncia, foi realizada a centrifugag@o para separar o sobrenadante, este utilizado nas
reacdes bioquimicas que determinaram os valores do DPG. Foi utilizado o Kit
comercial para analise do DPG® por espectrofotometria em luz ultravioleta.

Para a mensuracdo da glicose, foi utilizado o sobrenadante (plasma) oriundo da
centrifugacdo do sangue para os testes do DPG. Esta amostra foi diluida na propor¢ao

de 1:9 (50uL do plasma adicionado a 450uL de dgua destilada). A partir desta dilui¢ao

3 Roche Diagnostics — Germany / 30 determinagdes — UV.
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foram realizados os testes. A glicose foi mensurada pelo kit enzimatico comercial® por
espectrofotometria colorimétrica’ para medigdes de glicose plasmatica. Esta diluigdo foi
necessaria, pois os valores extrapolaram a curva de leitura do aparelho. Portanto, o valor
obtido ao final das reac¢des foi multiplicado por 10 para a obten¢do do valor real.

Para as medic¢des do potassio e sddio plasmaticos, foi realizada inicialmente uma
dilui¢do de 1:79 (50uL do plasma em 3950uL de agua deionizada). Posteriormente foi
realizada leitura em aparelho de fotometria de chama® que promovia a leitura
concomitante do potassio e s6dio em mEq/L. O valor do sdédio era multiplicado por 2
para obtengdo do valor real. Para a calibragdo do aparelho foi utilizado o Padrio’, cujas
concentragoes de potassio e sédio eram, respectivamente, 5 mEq/L e 70 mEq/L.

As mensuragdes do pH, da pressdo parcial de oxigénio (PO,), pressdo parcial de
diéxido de carbono (PCO,) e bicarbonato (HCO5") foram realizadas através de aparelho
de hemogasometria®,

A medi¢ao da proteina total se deu retirando 50 pL do plasma a partir das
aliquotas retiradas das bolsas de ambos os grupos ¢ lidas em aparelho de Refratometria’.

A contagem das células vermelhas foi realizada com sangue total coletado das
bolsas de ambos os grupos e diluidas e solu¢do de Hayem na propor¢ao de 1:200 (20 puL
de sangue total em 4 mL de solucdo de Hayem) e contadas na cAmara de Neubauer'”.

A avaliacdo morfologica das hemadcias foi realizada por esfregaco de sangue
total retirado a partir do sangue coletado das bolsas de ambos os grupos e coradas pelo
método de panotipo rapido. Na leitura foi observado anisocitose, formagdo de
microvesiculas e presenca de equinocitose. O escore para esta avaliagdo estdo nas

Tabelas 02 e 03.

* Glicose Enzimatica GOD-RAP Cristal - 500 testes K. 054 — BIOCLIN.

> Espectrofotdmetro — Fc — 130 — CELM.

% Fotometro de Chama Micronel — B 462.

7 Padrio para analise de Sodio e Potéssio por Fotometria de Chama — Laboratério CELM.
¥ Gasometro ABL 5 — Radiometer / Copen Hagen.

? Refratdmetro: Atago, Hand Refractometer, Mod. Uricon cat n°. 135.

1% Contagem em cdmara de Neubauer segundo Jain (1986).
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Tabela 2. Escore de avaliagdo morfoldogica das hemadcias no esfregaco sangiiineo de 14 cies segundo
presenga ou auséncia de microvesiculas e equinocitose.

Caracteristica Escore

[S—

Auséncia de equinocitos e microvesiculas nas hemacias

Auséncia de equindcitos e microvesiculas em < 50% das hemacias
Auséncia de equindcitos e microvesiculas em > 50% das hemacias
Auséncia de microvesiculas e equindcitos em > 50% das hemacias
Auséncia de microvesiculas e equindcitos em < 50% das hemacias
Microvesiculas em < 50% e equindcitos em < 50% das hemacias
Microvesiculas em > 50% e equindcitos em < 50% das hemacias
Microvesiculas em < 50% e equindcitos em > 50% das hemacias
Microvesiculas em > 50% e equindcitos em > 50% das hemacias

O 00 1 &N L B W N

Tabela 3. Escore da avaliagao da Anisocitose dos eritrocitos no esfregaco sangiiineo.

Ausente Presente

Anisocitose 0 1

3.5 Analise Estatistica

A avaliacdo estatistica foi realizada ao termino da coleta dos dados
experimentais e analisada através do programa estatistico GraphPad InStat'', utilizando-
se para os dados paramétricos a andlise de variancia (ANOVA). Posteriormente os
dados que passaram pelas premissas da analise de variancia, foram submetidos ao teste
de Tukey, com grau de significancia de 5% (p<0,05), que avaliou o comportamento das
variaveis no decorrer do tempo.

Para a comparagao entre grupos, foi realizado o teste t de Student com grau de
significancia de 5% (p<0,05).

Para os dados ndo paramétricos, foi utilizado o teste de Spearman para a analise
da correlagdo entre as varidveis e posteriormente o teste de Wilcoxon para determinagao

do comportamento no tempo. Ambos com grau de significancia de 5% (p<0,05).

" GraphPad InStat 3.00 para Windows 98 — GraphPad Software, www.graphpad.com.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o posicionamento da agulha caudo-cranialmente na veia jugular o processo
de coleta do sangue foi rapido, perfazendo um total de 5 a 7 minutos em média para
todas as coletas. Estes resultados sao melhores que os encontrados por Oliveira (1998),
que realizando a pung¢do na veia safena lateral de caes, necessitou de 21 minutos, em
média, para preencher a bolsa. Provavelmente com a agulha direcionada contra o fluxo
sangiiineo, somado a puncdo em um vaso de maior calibre, houve maior entrada de

sangue em um menor tempo.

4.1 Proteina plasmética total

Nao houve, em cada grupo, variacdes significativas (p>0,05) na proteina
plasmatica total no periodo do estudo. Entretanto houve significancia (p<0,05) na
comparagado entre os dois grupos, com o Grupo 1 (G1) apresentando médias superiores
as encontradas nos do Grupo 2 (G2) (Tabela 4 e Figura 1). Este fendmeno se deu,
provavelmente, pela dilui¢do ocorrida no sangue contido nas bolsas do G2 pela solucdo
aditiva (SA), ndo existente nas bolsas do G1.

Pode-se notar um melhor desempenho do G2, pois, mesmo ndo havendo
diferencas significativas entre os dias 0 e o 41 do GI, analisando o Coeficiente de
Variagao do 41° dia (CV=10% para o G1 e o G2), ¢é possivel sugerir que houve uma
melhor preservagdo dos eritrocitos no G2, uma vez que o aumento da variavel proteina
plasmatica indicaria uma maior perda de componentes intracelulares.

Tabela 4. Valores médios (X) e desvio padrio (s) da proteina plasmatica total (g/dl) do sangue de 14 cés
armazenado nas bolsas do G1 e G2, nos momentos (D) analisados.

Grupos DO D7 D 14 D21 D31 D 41
G1 X 5,94 6,848 7,14 6,74 7,34 8,01

S 1,70 0,96 1,02 0,92 1,06 0,83

G2 X 5,31 4,38 4,78 4,28 4,45 5,28

S 1,26 0,59 0,54 0,46 0,51 0,54

Médias seguidas de letras iguais minusculas na linha, ndo diferem entre si, segundo o teste de Tukey (p<0,05).
Me¢dias acompanhadas de letras iguais maitsculas na coluna nao diferem entre si, segundo teste t de Student
(p<0,05).
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Figura 1. Representacdo dos valores médios da proteina plasmatica total (g/dl) do sangue armazenado
nas bolsas dos G1 e G2, nos momentos (dias) analisados.

4.2 Glicose plasméatica

No GI houve diferenga significativa (p<0,05) entre as médias no decorrer dos
dias de andlise. Porém, no G2 ndo houve diferencas significativas (P>0,05) entre as
médias nos dias analisados (Tabela 5 e Figura 2).

Existiram diferencas significativas quando comparadas as médias entre os
grupos, particularmente, observou-se uma diferenca (p<0,01) entre G1 e G2 no 41° dia.

A redugdo das concentracdes da glicose apresentada pelo G1 também foi
observada por Wardrop et al. (1994), em estudos de conservagdo do sangue canino em
bolsas CPDA-1.

Na comparacdo entre o0 DO e o D41 em cada grupo, o G2 demonstrou menor
reducdo da glicose ao final do periodo. Esta superioridade das bolsas do G2 pode ser
atribuida a melhor conservagdo do ATP, pois segundo Authenment et al. (1986) ¢
Hogman et al. (2002), com a queda do pH e um maior consumo da glicose celular, este
nucleotideo ¢ consumido na tentativa de manter as reservas de energia da célula.

Portanto, melhores niveis de ATP, representam um menor consumo da glicose celular.

Tabela 5. Valores médios (X) e desvio padrido (S) da glicose plasmatica (mg/dl) do sangue de 14 cies
armazenado nas bolsas do G1 e G2, nos momentos (D) analisados.

Grupos DO D7 D14 D21 D31 D 41
G1 X 805,8" 581,87 470,24 4594 352,54 2428
S ___________ 1210 182 ] 170, 1975 1896 141.8
G2 X 675,34 635,6™ 695,75 574,04 516,94 542,48
S 95,2 100,2 89,4 178,3 69,1 175,1

Meédias seguidas de letras iguais minusculas na linha, ndo diferem entre si, segundo o teste de Tukey (p<0,05).
Meédias acompanhadas de letras iguais maitisculas na coluna ndo diferem entre si, segundo teste t de Student
(p<0,05).
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Figura 2. Representacdo dos valores médios da glicose plasmatica (mg/dl) do sangue armazenado nas
bolsas dos G1 e G2, nos momentos (dias) analisados.

4.3 Sodio plasmético

O GI1 nio apresentou diferencgas significativas (p>0,05) entre os momentos das
analises. Entretanto, na observacao do G2, foram encontradas diferencas significativas
(p<0,05) somente entre os dias 7 e 14. Porém, no 41° dia de anélise, os niveis do sddio
no G2 foram, estatisticamente, os mesmos encontrados no 1° dia. Na analise entre
grupos, houve diferencgas significativas apenas entre os dias 21 e 31 (Tabela 6 e Figura
3).

Sabendo que o sodio ¢ um eletrdlito extracelular, pode-se concluir que ndo
houve perda de agua para o exterior das bolsas, pois, desta forma, haveria um aumento
na concentracdo deste ion. Estes dados corroboram os achados de Hess ¢ Greenwalt

(2002) quando afirmaram que o plastico das bolsas permite a saida apenas do CO,.

Tabela 6. Valores médios (X) e desvio padrdo (S) do sddio plasmatico (mEq/L) do sangue de 14 cies
armazenado nas bolsas do G1 e G2, nos momentos (D) analisados.

Grupos DO D7 D 14 D21 D31 D 41
G1 X 138,7* 161,3* 146,7* 173,7% 175,74 165,3™
8380 __________ 247 . 376 .. 102 54 285
G2 X 153,74 140,9*° 162,3* 146,35 148,3%"  158,9%"
S 95,2 100,2 89,4 178,3 69,1 175,1

Meédias seguidas de letras iguais minusculas na linha, ndo diferem entre si, segundo o teste de Tukey (p<0,05).
Médias acompanhadas de letras iguais maitisculas na coluna ndo diferem entre si, segundo teste t de Student
(p<0,05).
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Figura 3. Representacdo dos valores médios do sodio plasmatico (mEq/L) do sangue armazenado nas
bolsas dos G1 e G2, nos momentos (dias) analisados.

4.4 Potéssio plasmético

Na andlise dos momentos, houve um acréscimo significativo (p<0,05) nos niveis
de potassio de ambos os grupos. Na comparagdo entre grupos, também foi observada
diferenca significativa (p<0,05) (Tabela 7 e Figura 4).

Por ser um ion intracelular, o aumento nos niveis do potassio extracelular
representa uma reducdo na capacidade da membrana em manter as concentragdes de
potassio no meio intracelular, ou até mesmo, indicar hemolise.

Observando os dados ¢ possivel constatar um melhor desempenho do G2 sobre o
G1, sugerindo uma melhor preservagdo da membrana plasmatica, podendo, inclusive,
ser um indicador indireto dos niveis de ATP. Esse nucleotideo estd intimamente
relacionado a membrana plasmatica, sendo, também, responsavel pelo equilibrio
eletrolitico da célula.

A variagdo entre as médias do dia 0 e do dia 41, em ambos os grupos, confirma
as conclusdes de Kerr (2003) e de Korte e Verhoeven (2004) quando afirmaram que em
cades os niveis intracelulares do potassio sdo menores quando comparado com outras
espécies, € sua concentracdo plasmatica ndo se elevaria na mesma propor¢do que a
observada em eqiiinos ¢ humanos. Kurup et al. (2003), em estudo com sangue humano
encontraram niveis de potassio plasmatico, no 28° dia, em torno de 43 ¢ 61 mEq/L nas
bolsas CPD e SAG-M respectivamente.

Provavelmente em fungdo da diluicdo do sangue na solucdo aditiva contida nas
bolsas, o potassio plasmatico tenha apresentado valores inferiores aos fisioldgicos no

dia 0.
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Tabela 7. Valores médios (X) e desvio padrdo (S) do potassio plasmatico (mEq/L) do sangue de 14 cies
armazenado nas bolsas do G1 e G2, nos momentos (D) analisados.

Grupos DO D7 D14 D21 D31 D41
G1 X 2,04 4,0M 3,9% 4,8M 53" 51
S 08 08 ! 09 0406 10
Gz X 2,4Ad 2,6BCd 3,3Aabc 3’1Babc 3’3Bab 3’8Ba
S 0.4 0.5 03 0.4 0.5 0.5

Médias seguidas de letras iguais minusculas na linha, ndo diferem entre si, segundo o teste de Tukey (p<0,05).
Meédias acompanhadas de letras iguais mailsculas na coluna ndo diferem entre si, segundo teste t de Student
(p<0,05).

56
o

E . - - & - -Média G1
2 5 —a— Média G2
7]

\S 1

(@]

D— 0 T T T T 1

0 7 14 21 31 41
Tempo (Dias)

Figura 4. Representagéo dos valores médios do potassio plasmatico (mEq/L) do sangue armazenado nas
bolsas dos G1 e G2, nos momentos (dias) analisados.

Feita a correlacdo entre as médias do potassio em fun¢ao do pH para o G1 e G2
respectivamente, observou-se uma significdncia nas comparacdes (p<0,01)
apresentando uma forte correlacdo para G1 (r=-0,92449) e G2 (r=-0,9375), resultando
em um alto coeficiente de correlacdo para estes grupos (Figura 5). Desta forma, pode-se
dizer que os valores do potéssio plasmatico sdo inversamente proporcionais aos valores
do pH sangiiineo. Confirmado pelos achados que mostraram que a elevacao do potassio
extracelular em 85% no G1 e 88% no G2, ¢ explicada pela queda do pH. Estes achados
concordam com as afirmacdes de Bush (2004), quando disse que a membrana
plasmatica é diretamente influenciada pela reducdo do pH, influenciando, desta forma,

na migra¢ao do potassio contido no fluido intracelular para o meio extracelular.
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Figura 5. Representagéo grafica da comparacao entre a variavel potassio plasmatico em fungdo do pH.
Observar que existe uma tendéncia no aumento nos niveis do potassio a medida que ha uma
queda no pH.

4.5 Namero de eritrocitos
Estatisticamente nao houve diferencas significativas (p>0,05) para o nimero de
eritrocitos em ambos os grupos durante o tempo. Na comparagdo entre o G1 e o G2,
houve diferenca significativa (p<0,05) apenas no 7° dia de andlise (Tabela 8 e Figura 6).
Embora tenha sido observada uma coloragdo avermelhada do plasma durante os
dias das andlises em ambos os grupos, sugerindo hemolise, a redu¢do do nimero de
hemaécias nas bolsas, especialmente nas do G2, ndo foi considerada significativa.

Tabela 8. Valores médios (X) e desvio padrao (S) do nlimero de eritrocitos por uL, do sangue de 14 cdes
armazenado nas bolsas do G1 e G2, nos momentos (D) analisados.

Grupos DO D7 D 14 D21 D31 D41
X
G1 5803333% 6428333 5151667  4911667** 5673333  5485000™*
e S ,,,,,,,,,, 1220273 1718481 | 1187155 1169571 1431722 1143132
G2 X 5547143% 49257145 4461429™ 4057143 4928571 4292857
S

766827 1390190 1186528 503677 792999,1 553676
Meédias seguidas de letras iguais minusculas na linha, ndo diferem entre si, segundo o teste de Tukey (p<0,05).

Me¢édias acompanhadas de letras iguais mailsculas na coluna nao diferem entre si, segundo teste t de Student
(p<0,05).
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- - & --Média G1
—— Média G2

NUumero de heméacias
(por mcL)

Figura 6. Representacéo dos valores médios do Numero de Hemacias por uL no G1 e G2, nos momentos.
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4.6 2,3-Difosfoglicerato (2,3-DPG ou DPG)

Houve diferenca significativa (p<0,01) na avaliagdo do comportamento da
variavel DPG no decorrer do tempo em ambos os grupos. Entretanto, nao foi encontrada
diferenca significativa (p>0,05) quando a comparagao foi entre os grupos (Tabela 9 e
Figura 7).

Foi observado um aumento significativo (p<0,05) nos niveis do DPG no dia 7 de
ambos os grupos. Estes resultados contrariam os achados por Eisenbrandt e Smith
(1973), Smith et al. (1978), quando estudaram o comportamento bioquimico do sangue
canino armazenado em solu¢do de 4cido citrico e dextrose e das observagdes feitas por
D’Almeida et al. (2000), em sangue humano ¢ de ratos conservados em bolsas CPDA-1.

A explicacdo para o aumento nos niveis do DPG apds o dia 0, alcancando picos
no 7° dia, em ambos os grupos, pode estar no fato de que as solugdes conservantes das
bolsas ja possuem altos niveis de adenina, energia (na forma de dextrose) e fosfato.
Segundo Scott et al. (2005), o fosfato ¢ substrato para a produgao de mais DPG.

Embora Wardrop et al. (1994), Hess e Greenwalt (2002) e Kurup et al. (2003)
tenham observado em seus estudos que existe uma tendéncia no colapso na producdo de
DPG em valores de pH inferiores a 7, neste estudo foi observado um aumento do DPG
entre os dias 0 e 7, com niveis do pH abaixo de 7 em ambos os grupos. Porém, apos este
periodo, houve uma queda continua dos valores do DPG.

Como citado por D’Almeida et al. (2000), o sangue de diferentes espécies,
quando expostos aos mesmos tipos de conservagdao, podem apresentar diferencas no
comportamento dos parametros bioquimicos e hematologicos. Com isto ¢ plausivel a
diferenga observada com o sangue canino em comparacao a outras espécies.

Em andlise de correlagdo entre a variavel DPG em fun¢do do pH, somente o G2
apresentou correlacdo significativa (p<0,05), demonstrando um coeficiente de
determinagdo de 67% (r= 0,8172). Porém, analisando-se a correlacdo entre estas
variaveis a partir do pico de producdo do DPG, ocorrido até o 7° dia, existe uma
correlacdo significativa (p<0,05) e um coeficiente de determinagao alto entre a variavel
DPG em fung¢do do pH para ambos os grupos (=0,97 para G1 e r=0,94 para G2). Desta
forma, a reducdo do DPG ¢ explicada em 95% e 88% pelo decréscimo do pH para o G1

e G2 respectivamente, a partir do 7° dia (Figura 8).
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Tabela 9. Valores médios (X) e desvio padréo (S) do 2,3-difosfoglicerato (mmol/L) do sangue de 14 cies
armazenado nas bolsas do G1 e G2, nos momentos (D) analisados.

Grupos DO D7 D14 D21 D31 D41

Gl X 2,470 5,5% 30 2,470 5 0,07
e R 08 08 04 08 . 06 04

G2 X 3,540 5,008 2,970 1,94 1,64 1,1

S 1,8 0,3 0,7 0,8 0,8 0,6

Médias seguidas de letras iguais minusculas na linha, ndo diferem entre si, segundo o teste de Tukey (p<0,05).
Meédias acompanhadas de letras iguais mailsculas na coluna ndo diferem entre si, segundo teste t de Student

(p<0,05).

- - & - -Média G1
—&— Média G2

DPG (mmol/L)

Tempo (Dias)

Figura 7. Representagdo dos valores médios do DPG (mmol/L) do sangue armazenado nas bolsas dos G1
e G2, nos momentos (dias) analisados.
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Figura 8. Representagdo grafica da comparagao entre a varidvel DPG em fungio do pH a partir do 7° dia.
Observar que existe uma tendéncia na reducao nos niveis do DPG a medida que ha uma queda

no pH.
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4.7 pH

Na analise do pH, foi encontrada diferenca significativa (p>0,05) entre as
médias de cada grupo durante o tempo do estudo. Entretanto, ndo houve diferenca
significativa (p>0,05) na comparacgdo entre os grupos (Tabela 10 e Figura 9).

Os valores para o pH no dia zero também foram encontrados por Wardrop et al.
(1994) em bolsas CDPA-1 com sangue canino, onde obteve uma média 6,98 no pH.
Entretanto estes dados ndo corroboram aos fornecidos por Kurup et al. (2003) em seu
trabalho com sangue humano, onde, no dia zero, obtiveram valores em torno de 7,38
para bolsas CPDA-1 e 7,33 para bolsas CPD/SAG-M.

O decréscimo do pH logo no primeiro dia confirma os achados de Ribeiro Filho
et al. (1994) e Hess et al. (2002) quando observaram que o pH das solugdes contidas nas
bolsas ¢ acido. Desta forma, é capaz de reduzir o pH do sangue ainda no primeiro dia de
armazenamento. Segundo Ribeiro Filho et al. (1994), a queda do pH durante o tempo de
analise se da, possivelmente, pelos metabdlitos acidos provenientes do metabolismo
anaerdbico dos eritrocitos durante a conservagao.

Segundo Kurup et al. (2003), a redugdo do pH promove um aumento da taxa de
degradacao do DPG e uma redugdo na producao do mesmo, prejudicando, desta forma,

a manutencao das caracteristicas bioquimicas e morfoldgicas do sangue armazenado.

Tabela 10. Valores médios (X) e desvio padréo (S) do pH sangiiineo no interior das bolsas do G1 e G2,
nos momentos (D) analisados.

Grupos DO D7 D 14 D21 D31 D 41
G1 X 6,96 6,76"° 6,614 6,50* 6,33% 6,23
e S ____________ 0,05 . 003 ___...003 . 006 . 0,07 0,09
G2 X 6,97 6,78 6,63 6,53 6,39% 6,27

S 0,01 0,04 0,05 0,04 0,04 0,06

Médias seguidas de letras iguais minusculas na linha, ndo diferem entre si, segundo o teste de Tukey (p<0,05).
Médias acompanhadas de letras iguais mailsculas na coluna ndo diferem entre si, segundo teste t de Student
(p<0,05).



22

- - & - -Média G1
—&— Média G2

Tempo (Dias)

Figura 9. Representagdo dos valores médios do pH do sangue armazenado nas bolsas dos G1 e G2, nos
momentos (dias) analisados.

4.8 Pressédo parcial de oxigénio (pO,)

Houve, nos grupos, um aumento significativo (p<0,05) nos niveis da pO,. Na
comparag¢do entre grupos, nao foi observada diferenca (p>0,05) (Tabela 11 e Figura 10).

Ficou claro o aumento da pO, em ambos os grupos. Este dado corrobora os
encontrados por Ribeiro Filho et al. (1994), onde, em estudos com sangue bovino em
bolsas CPDA-1, relataram que o plastico das bolsas ¢ permeavel ao O,. Este fato pode
explicar o aumento dos niveis da PO, no sangue. Entretanto, contraria as afirmagdes de
Hogman et al. (2002), quando afirmam que o plastico ¢ permeavel apenas ao CO,,
sendo pobremente transpassado por outros gazes.

Embora ndo tenham sido observadas diferengas significativas entre os valores do
41° dia entre os grupos, pelo grafico € possivel observar que o G2 apresentou uma
discreta melhora nos niveis da pO,, sugerindo que este grupo disponibilize uma

concentragdo maior de O, para o paciente transfundido.

Tabela 11. Valores médios (X) e desvio padrao (S) da pO, (mmHg) do sangue armazenado nas bolsas do
G1 e G2, nos momentos (D) analisados.

Grupos DO D7 D 14 D21 D31 D 41
G1 X 65,24 84,5M° 94,24 109,244 1205 151,8™
S 45 166 M2 83 573709
G2 X 56,74° 87,64 106,14 142,34A%® 167,04 1774
S 4,9 13,5 37,6 73,9 84,5 74,8

Meédias seguidas de letras iguais minusculas na linha, ndo diferem entre si, segundo o teste de Tukey (p<0,05).
Meédias acompanhadas de letras iguais maitisculas na coluna ndo diferem entre si, segundo teste t de Student
(p<0,05).



23

200 -

-- & --Média G1
—&— Média G2

pO2 (mm Hg)

0 7 14 21 31 41
Tempo (Dias)

Figura 10. Representagdo dos valores médios da pO, (mmHg) do sangue armazenado nas bolsas dos G1
e G2, nos momentos (dias) analisados.

4.9 Pressdo parcial de dioxido de carbono (pCOy)
A pCO; apresentou um aumento inicial, estabilizando durante os dias 14 e 21,
passando a reduzir a partir do dia 31 até o 41° dia para ambos os grupos. Esta variacao

somente foi significativa (p<0,05) para o G1 (Tabela 12 e Figura 11).

Tabela 12. Valores médios (X) e desvio padrdo (S) da pCO, (mmHg) do sangue de 14 cdes armazenado
nas bolsas do G1 e G2, nos momentos (D) analisados.

Grupos DO D7 D14 D21 D31 D41
G1 X 60,3 101,24 121,24 121,8 102,88 79,34
D a8 o 194 246 213 300
G2 X 64,4™ 72,45 86,6™ 86,7 81,6 70,1
S 9,1 7,9 13,6 20,9 29,8 29,2

Meédias seguidas de letras iguais minusculas na linha, ndo diferem entre si, segundo o teste de Tukey (p<0,05).
Meédias acompanhadas de letras iguais maitisculas na coluna ndo diferem entre si, segundo teste t de Student
(p<0,05).
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Figura 11. Representagdo dos valores médios da pCO, (mmHg) do sangue armazenado nas bolsas dos
G1 e G2, nos momentos (dias) analisados.
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Na comparagao entre grupos, foi observado que os valores da pCO, do G1 foi
superior aos valores observados no G2 nos dias sete, 14 ¢ 21 (p<0,05). Esta variacao do
G1 também foi observada por Ribeiro Filho et al. (1994), quando estudaram o sangue
bovino em bolsas CPDA-1.

O aumento dos niveis da pCO, até o dia 14 se deu, provavelmente, pela
neutralizagdo do acido latico, resultando na produgdo de CO,. A partir do 21° dia, talvez
pela exaustdo celular, a velocidade de produgdo deste gas foi reduzida, sendo assim
ultrapassada pela quantidade de dioxido de carbono que atravessa o plastico na bolsa
como mencionado por Hess e Greenwalt (2002). Desta forma pode ser justificada a
reducdo dos niveis deste gas a partir do 31° dia.

Segundo Hogman et al. (2002), altos niveis da pCO, expdem o DPG a uma
maior taxa de degradacdo, provavelmente por competir por seu sitio de ligacdo na
hemoglobina. Mesmo tendo observado niveis da pCO, estatisticamente iguais em
ambos os grupos no 41° dia, no GIl, a pressdo parcial do CO;, se elevou
significativamente mais que o G2 nos dias sete, 14 e 21, expondo, neste periodo, o DPG
a uma maior degradacdo. Baseado nestes achados ¢ possivel afirmar que, por ter
estatisticamente mantido estaveis os niveis da pCO, no decorrer do periodo, o G2

apresentou um melhor desempenho.

4.10 Bicarbonato plasmético (HCOj3)

Uma redugdo gradual e altamente significativa foi observada em ambos os
grupos (p<0,01). Na comparacdo das médias do bicarbonato entre grupos mostrou
diferencas significativas entre os dias sete e 14 no G1 e G2 (p<0,05). Nos demais dias
das andlises ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos (Tabela 13 e
Figura 12).

Segundo Luna (2002), o bicarbonato ¢ uma base fraca e que ¢ responsavel por
mais de 50% da capacidade tamponante do meio extracelular. Por isso, esta redu¢do nos
valores sangiiineos do HCO3™ pode ser por um consumo deste ion no controle da acidez.

Provavelmente o consumo do bicarbonato foi equivalente a producao de acido
metabolico no interior das bolsas.

Este declinio do bicarbonato também foi encontrado por Ribeiro Filho et al.

(1994), em estudo com sangue bovino conservado em bolsas CPDA-1.
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Embora o G2 tenha mostrado maiores niveis de bicarbonato no 7° e 14° dias em
relagdo ao G1, houve uma equiparacdo dos valores dos grupos testados até o 41° dia,
ndo demonstrando vantagem da bolsa do G2 sobre a do G1 no que se refere a esta

variavel.

Tabela 13. Valores médios (X) e desvio padrio (S) do HCO; (mmol/L) do sangue de 14 ces
armazenado nas bolsas do G1 e G2, nos momentos (D) analisados.

Grupos DO D7 D14 D21 D31 D41
G1 X 13,24 13,77 11,0%° 8,5 5,27 3,00
______________________ S 2008 Ll 10 08 08
G2 X 13’8Aa 10, le 8’7Bbc 6,9Acd S’OAde 3’3Ae
5 2,1 0,9 1,6 2,0 1,8 1,5

Meédias seguidas de letras iguais minusculas na linha, ndo diferem entre si, segundo o teste de Tukey (p<0,05).
Meédias acompanhadas de letras iguais mailsculas na coluna ndo diferem entre si, segundo teste t de Student
(p<0,05).

[EEN
o1

S
E 107 - & --Média G1
o 5 | —a— Média G2
S
©)
I

O T T T T 1

0 7 14 21 31 41
Tempo (Dias)

Figura 12. Representacdo dos valores médios do HCO;™ (mmol/L) do sangue armazenado nas bolsas dos
G1 e G2, nos momentos (dias) analisados.

4.11 Morfologia

Na andlise das varidveis presencga de equinocitose e presenga de microvesiculas,
foi encontrada correlagdo significativa (p<0,05) entre as varidveis em ambos os grupos.
Desta forma, ¢ possivel afirmar que o aumento do nimero de equindcitos foi
acompanhado pela elevagdao do nimero de microvesiculas.

Entretanto, ndo houve diferengas significativas (p>0,05) entre os grupos no
decorrer do tempo. Com isto, concluiu-se que as alteracdes morfologicas presentes nos
grupos foram estatisticamente semelhantes, ndo sendo possivel definir qual grupo sofreu

menos alteracdes morfoldgicas (Tabela 14).
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Hess et al. (2000), demonstraram que nao ha correlagdo das alteragdes na
morfologia com o grau de hemolise, mas pode ter alguma relacdo com os niveis de

ATP.

Tabela 14. Analise estatistica da comparagdo entre G1 ¢ G2 para as varidveis presenga de equindcito e
presenca de microvesiculas no decorrer do tempo. Notar que o grau de significancia foi
superior a 5% (p>0,05).

DO D7 D14 D21 D31 D 41

Gl G2 Gl G2 Gl G2 Gl G2 Gl G2 Gl G2

Tratamento 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1
Médias 30 35 62 62 64 62 78 18 78 18 80 15
Dados 5 6 5 6 5 6 5 6 5 6 5
Valor do Teste 0,09411 0,37827 0,57590 0,09696 0,0 0,60386
Variancia 2822727 2795455  27,13636  26,59091  22,09091  24,68182
Significancia 0462517 035262°  0,28235°  0,46138" 0,5" 0,27298"

* Nao houve significancia (P>0,05).

Korte e Verhoeven (2004) afirmaram que a manuten¢do da morfologia ¢
desejavel, mas nao necessariamente suficiente para manter a qualidade dos eritrocitos,
uma vez que estas alteracdes sdo, em parte, reversiveis apds ressuspensdo em plasma.

Entretanto para Wradrop et al (1994) estas alteragdes podem ser irreversiveis.

4.12 Anisocitose

Foi observado anisocitose em todos os momentos de ambos 0s grupos.

Esta anisocitose provavelmente se deu pelo ingurgitamento das células em
contato com as solugdes aditivas. Segundo Korte ¢ Verhoeven (2004), as solugdes
presentes nas bolsas sdo capazes de promover uma edemaciacao das células. Com
conseqiiente aumento em seu volume.

Tais alteragdes ndo foram observadas na mesma proporgdo por D’Almeida et al.
(2000), que relataram a ocorréncia de ligeiras mudangas morfoldgicas nas células
vermelhas de humanos e ratos conservadas em bolsas CPDA-1.

Segundo afirmacdes de Hess e Greenwalt (2002), este efeito edemaciante sobre
as c¢lulas ¢ desejavel, pois reduziria alteragdes morfologicas como as
microvesiculagdes e a formacao de equinocitos.

E provavel que a separagdo dos componentes sangiiineos, plasma e concentrado
de hemacias, das bolsas CPD/SAG-M apresentem um desempenho ainda melhor dos

parametros observados ao final do periodo de 41 dias. Especialmente, se retirados os
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leucocitos do concentrado de hemacias, pois, segundo Scott et al. (2005), as células
brancas presentes no armazenado consomem as reservas energéticas e liberam enzimas
biorreativas que causam danos as células vermelhas.

Além disto, as bolsas CPD/SAG-M possuem uma bolsa primaria (CPD) que
recebe o sangue total e de onde sdo separados os componentes sangiiineos. A partir dai,
as células vermelhas seriam transportadas para a segunda bolsa contendo a solugdo
preservativa SAG-M. Com este processamento, a solugdo preservativa ndo seria diluida
pelo plasma e as reservas de energia seriam de uso exclusivo das hemécias, que ndo

sofreriam danos pela presenca dos leucdcitos.
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5. CONCLUSOES

Apds a andlise dos resultados obtidos e nas condi¢des deste estudo, pode-se
concluir, até o 41° dia de armazenamento do sangue canino em bolsas CPDA-1 e

CPD/SAG-M que:

O 2,3-difosfoglicerato continua a ser produzido mesmo em pH inferior a sete nas
bolsas CPDA-1 e CPD/SAG-M por, pelo menos, uma semana.

As concentragdes do potassio plasmatico ndo se elevam de forma significante
quando comparadas com humanos e eqiiinos, principalmente nas bolsas CPD/SAG-M.

A bolsa CPD/SAG-M demonstrou maiores vantagens quando comparada a
CPDA-1, mantendo o sangue vidvel por, pelo menos, 41 dias de estocagem, no que se
refere as varidveis proteina plasmatica total, glicose plasmatica, potassio plasmatico,
pOs e pCO,.

E mais indicado o uso das bolsas CPD/SAG-M para a conservagio do sangue
canino sob refrigeracdo em um periodo minimo de 41 dias de armazenagem em relagdo

as bolsas CPDA-1.
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7. ANEXO

Tabela Anexada 1. Valores da Proteina Plasmatica Total (g/dL) em cada animal do estudo, seguido da
sua média aritmética (M) e do desvio padrdo (S) no decorrer do periodo (D) das

analises.

Grupos Animal DO D7 D14 D21 D31 D41
2 7,8 7,8 8 7,5 7,8 8
3 7,6 7,8 8,3 7,8 9 9,5
4 4 6,8 7 6,5 7,2 7,6

Grupo 1 5 4 6,7 7 6,5 7 8
6 6,6 6,7 7 6,8 7 8
7 5,4 52 54 52 5,8 7
M 59 6,8 7,1 6,7 7,3 8,0
S 1,70 0,96 1,02 0,92 1,06 0,83
8 7 4 4,8 3,9 4 5
9 7 4 4,2 3,8 4 4,8
10 4,2 4 4,5 3,8 3,9 4,8
11 51 4,9 52 4,8 5 5,8

Grupo 2 12 5 4.9 52 4.5 4,9 5,6
13 5 5 51 4.8 5 5,8
14 3,8 3,5 3,8 4 42 45
M 5,3 4,3 4,7 4,2 4.4 5,2
S 1,26 0,59 0,54 0,46 0,51 0,54

Tabela Anexada 2. Valores da Glicose Plasmatica (mg/dL) em cada animal do estudo, seguido da sua
média aritmética (M) e do desvio padrdo (S) no decorrer do periodo (D) das andlises.

Grupos Animal DO D7 D 14 D21 D 31 D41
2 764 578 533 537 394 489
3 696 522 173 263 136 60
4 786 528 481 395 367 221

Grupo 1 5 957 522 495 367 319 228
6 950 522 443 372 214 177
7 682 819 696 820 685 282
M 805,8 581,8 470,2 459,0 352,5 242.8
S 1210 118,2 170,1 197,5 189,6 141.8
8 758 651 677 763 521 560
9 561 674 671 667 515 892
10 662 688 596 456 476
11 676 567 682 598 571 587

Grupo 2 12 625 603 639 212 555 493
13 617 485 622 508 400 328
14 815 807 891 674 600 461
M 675,3 635,6 695,7 574,0 516,9 542.,4

S 95,2 100,2 89,4 178,3 69,1 175,1
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Tabela Anexada 3. Valores do Sédio Plasmatico (mEq/L) em cada animal do estudo, seguido da sua
média aritmética (M) e do desvio padrdo (S) no decorrer do periodo (D) das andlises.

Grupos Animal DO D7 D14 D21 D31 D41
2 184 178 184 184 184 188
3 110 172 82 154 178 112
4 80 112 162 176 176 186

Grupo 1 5 162 174 124 174 172 176
6 158 170 172 178 176 156
7 138 162 156 176 168 174
M 138,7 161,3 146,7 173,7 175,7 165,3
S 38,0 24,7 37,6 10,2 5,4 28,5
8 156 116 152 158 158 162
9 152 120 156 164 148 168
10 158 138 168 146 128 158
11 150 150 162 148 156 168

Grupo 2 12 146 166 168 138 160 150
13 152 144 174 148 148 168
14 162 152 156 122 140 138
M 153,7 140,9 162,3 146,3 148,3 158,9
S 4,9 16,5 7,4 12,6 10,5 10,5

Tabela Anexada 4. Valores do Potassio Plasmatico (mEq/L) em cada animal do estudo, seguido da sua
média aritmética (M) e do desvio padrdo (S) no decorrer do periodo (D) das andlises.

Grupos Animal DO D7 D 14 D21 D 31 D41
2 3,2 4,1 4,2 4,3 4,6 49
3 1,8 4,5 2,3 4,6 6 3,5
4 0,8 2,7 4,5 53 5,7 6,5

Grupo 1 5 1,9 4,5 3.4 5 54 6
6 1,9 4,8 5 52 54 5
7 2,4 3,4 3,9 4.4 4,4 49
M 2,0 4,0 3,9 4,8 53 51
S 0,8 0,8 0,9 0,4 0,6 10
8 2,8 1,8 29 3,2 3,4 3,6
9 29 2,1 3 3,4 3,1 3,8
10 2,6 2,5 3.4 3 2,7 3,7
11 2,1 2,8 3,2 3 3,7 4

Grupo 2 12 1,9 3,2 3,5 2,9 3,6 3,6
13 2,1 2,9 3,7 3,7 4 4,6
14 2,2 2,8 3,1 2,5 29 3
M 24 2,6 3,3 3,1 3,3 3,8

S 0,4 0,5 0,3 0,4 0,5 0,5
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Tabela Anexada 5. Valores do Numero de Hemacias (por uL de sangue) em cada animal do estudo,
seguido da sua média aritmética (M) e do desvio padrdo (S) no decorrer do periodo
(D) das analises.

Grupos Animal DO D7 D14 D21 D31 D41

2 3390000 4200000 2770000 2740000 3130000 3770000
3 6010000 6410000 5700000 5960000 7430000 7200000
4 6820000 5850000 5440000 4970000 5750000 5580000
Grupo 1 5 6080000 6300000 5590000 5050000 6290000 5010000
6 6100000 6310000 6010000 4840000 6110000 6090000
7 6420000 9500000 5400000 5910000 5330000 5260000
M 5803333 6428333 5151667 4911667 5673333 5485000
S 1220273 1718481 1187155 1169571 1431722 1143132
8 6420000 5100000 3870000 3580000 5030000 4350000
9 5480000 4670000 3200000 4230000 4210000 4550000
10 4100000 3690000 3880000 4120000 5770000 3910000
11 6130000 4120000 4150000 4520000 4720000 3820000
Grupo 2 12 5500000 4050000 4140000 3520000 4080000 3700000
13 5200000 5000000 5200000 3620000 6190000 5310000
14 6000000 7850000 6790000 4810000 4500000 4410000
M 5547143 4925714 4461429 4057143 4928571 4292857
S 766827 1390190 1186528 503677 792999 553676

Tabela Anexada 6. Valores do 2,3-Difosfoglicerato (mmol/L) em cada animal do estudo, seguido da sua
média aritmética (M) e do desvio padrdo (S) no decorrer do periodo (D) das andlises.

Grupos Animal DO D7 D14 D21 D31 D41
2 25 6,3 3,6 3 1,3 1,2
3 2,8 5,8 3,5 2,8 2 1,6
4 0,9 4.4 2,9 1,6 11 0,6

Grupo 1 5 2,7 51 2,8 2 1,4 0,8
6 3 4,6 2,8 1,6 0,9 0,5
7 2,4 4,68 3,6 3,4 25 11
M 2,4 51 3,2 2,4 1,5 1,0
S 0,8 0,8 0,4 0,8 0,6 0,4
8 0,2 4,8 2,3 1 0,9 0,7
9 2,8 5 2,3 1,2 0,9 0,6
10 2,75 5,3 2,25 1,3 1,2 0,5
11 51 5,6 34 2,6 2,4 1,4

Grupo 2 12 55 57 3,6 2,2 2,1 2
13 4,8 53 3,8 3,2 2,7 1,4
14 3,01 49 2,5 1,8 1,2 0,8
M 3,5 5,2 2,9 19 1,6 11

S 1,8 0,3 0,7 0,8 0,8 0,6
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Tabela Anexada 7. Valores do pH sangiiineo em cada animal do estudo, seguido da sua média aritmética
(M) e do desvio padrio (S) no decorrer do periodo (D) das analises.

Grupos Animal DO D7 D14 D21 D31 D41
2 7,03 6,79 6,65 6,6 6,44 6,36
3 7,02 6,77 6,6 6,5 6,36 6,27
4 6,93 6,77 6,62 6,47 6,25 6,19
Grupo 1 5 6,92 6,77 6,62 6,51 6,36 6,25
6 6,93 6,77 6,58 6,46 6,26 6,14
7 6,94 6,7 6,59 6,44 6,3 6,14
M 6,96 6,76 6,61 6,50 6,33 6,23
S 0,05 0,03 0,03 0,06 0,07 0,09
8 6,97 6,76 6,6 6,48 6,36 6,25
9 6,97 6,75 6,61 6,51 6,38 6,29
10 6,98 6,76 6,58 6,49 6,34 6,17
11 6,98 6,83 6,69 6,58 6,43 6,34
Grupo 2 12 6,98 6,82 6,66 6,58 6,43 6,32
13 6,98 6,82 6,69 6,55 6,37 6,25
14 6,95 6,73 6,61 6,53 6,41 6,28
M 6,97 6,78 6,63 6,53 6,39 6,27
S 0,01 0,04 0,05 0,04 0,04 0,06

Tabela Anexada 8. Valores da Pressdo Parcial de Oxigénio (mmHg) em cada animal do estudo, seguido
da sua média aritmética (M) e do desvio padrdo (S) no decorrer do periodo (D) das

analises.

Grupos Animal DO D7 D 14 D21 D 31 D41
2 69 98 114 160 207 247
3 71 111 132 151 157 167
4 64 67 73 81 83 98

Grupo 1 5 64 76 80 89 104 144
6 65 80 93 107 128 204
7 58 75 73 67 44 51
M 65,2 84,5 94,2 109,2 120,5 151,8
S 4,5 16,6 24,2 38,3 57,3 70,9
8 52 85 98 145 247 251
9 52 87 99 119 132 163
10 52 105 168 253 259 204
11 62 79 82 97 121 178

Grupo 2 12 61 82 90 99 110 140
13 62 106 146 231 252 264
14 56 69 60 52 48 42
M 56,7 87,6 106,1 142,3 167,0 177,4

S 4,9 13,5 37,6 73,9 84,5 74,8
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Tabela Anexada 9. Valores da Pressdo Parcial de Dioxido de Carbono (mmHg) em cada animal do
estudo, seguido da sua média aritmética (M) e do desvio padrdo (S) no decorrer do
periodo (D) das analises.

Grupos Animal DO D7 D14 D21 D31 D41
2 59 90 99 91 78 60
3 60 92 107 113 109 91
4 57 107 127 134 113 75

Grupo 1 5 58 104 122 121 98 65
6 58 100 117 109 83 51
7 70 114 155 163 136 134
M 60,3 101,2 121,2 121,8 102,8 79,3
S 4,8 9,1 19,4 24,6 21,3 30,1
8 74 70 78 71 49 38
9 75 73 87 89 85 71
10 73 68 74 62 50 57
11 54 69 90 93 89 69

Grupo 2 12 57 69 92 94 99 82
13 58 68 73 73 66 47
14 60 90 112 125 133 127
M 64,4 72,4 86,6 86,7 81,6 70,1
S 9,1 7,9 13,6 20,9 29,8 29,2

Tabela Anexada 10. Valores do Bicarbonato Plasmatico (mmol/L) em cada animal do estudo, seguido da
sua média aritmética (M) e do Desvio Padrdo (S) no decorrer do periodo (D) das

analises.

Grupos Animal DO D7 D 14 D21 D 31 D41
2 15 13 10 8 5 3
3 15 13 10 8 6 4
4 11 15 12 9 5 3

Grupo 1 5 11 14 12 9 5 3
6 14 10 7 4 2
7 14 13 12 10 6 4
M 13,2 13,7 11,0 8,5 52 3,2
S 2,0 0,8 11 1,0 0,8 0,8
8 16 9 7 5 3 2
9 17 10 8 7 5 3
10 9 7 4 3 2
11 12 11 10 8 6 4

Grupo 2 12 13 11 10 8 6 4
13 13 10 8 6 4 2
14 12 11 11 10 8 6
M 13,83 10,14 8,71 6,86 5,00 3,29

S 2,14 0,90 1,60 2,04 1,83 1,50
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Tabela Anexada 11. Escore, segundo Tabela 2, determinado para as células vermelhas dos animais nas
avaliacdes morfologicas no decorrer do periodo (D).

Grupos Animal DO D7 D14 D21 D31 D41
2 3 3 6 6 6 6
3 3 7 5 8 8 8

Grupo 1 4 3 6 6 9 9 9
5 6 7 7 8 8 8
6 8 8 8 8 9
8 2 9 8 9 8 8
9 3 6 1 7 8 8

Grupo 2 10 6 8 6 6 8
11 6 3 4 8 8 8
12 2 7 8 9 9 9
13 8 6 8 8 8 4




