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RESUMO

Exames hematoldgicos sdo essenciais para a avaliacdo da salde dos animais, e a minimizagdo
de erros em todas as etapas desses exames é fundamental para a precisdo dos resultados. Dentre
0s erros pré-analiticos mais comuns, inclui-se a transferéncia traumética do sangue para o tubo
de colheita, causando hemdlise nas amostras por danos mecéanicos a membrana das hemacias,
sendo este o principal erro associado a hemdlise in vitro. A literatura sugere que, para a espécie
caprina, 0 uso de sistemas a vacuo e agulhas de calibre reduzido é desaconselhado, uma vez
que esses métodos poderiam aumentar a ocorréncia de hemélise devido a maior fragilidade dos
eritrécitos da espécie. O tamanho reduzido das hemécias dos caprinos contribui para essa maior
fragilidade, sendo ainda possivel associa-la a outros fatores, tais como particularidades da
composicdo da membrana eritrocitaria e influéncia de fatores hormonais, nutricionais e
climaticos. Este estudo teve como objetivo avaliar a influéncia de dois métodos de colheita de
sangue em parametros hematoldgicos de caprinos adultos da raga Saanen: com sistema a vacuo
e agulha 25 x 0,7 mm; e por gravidade, com agulha 40 x 1,2 mm. Foram utilizados 50 caprinos
oriundos de propriedades de Garanhuns-PE e Alagoinha-PE, sem distingdo de manejo ou sexo,
considerados higidos apds exame fisico. Realizou-se colheita de sangue da veia jugular, com a
analise dos parametros hematoldgicos segundo metodologia padrdo. As variaveis quantitativas
foram submetidas a andlise descritiva, com dados apresentados por meio de médias e desvios-
padrdo. A distribuicdo normal dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk e a
homogeneidade das variancias, pelo teste de Levene. As variaveis que atenderam as premissas
distribuicdo normal e homogeneidade das variancias foram comparadas pelo teste t de Student.
Os demais dados foram avaliados pelo teste U de Mann-Whitney para amostras independentes.
O nivel de significancia utilizado foi de 0,05. Ndo foram observadas diferencas significativas
nos resultados de contagem de hemacias, hematocrito, volume corpuscular médio, leucocitos
totais e proteinas plasmaticas totais entre os dois métodos de colheita. Esses resultados indicam
que, sob as condicdes do estudo, o sistema a vacuo ndo induziu hemdlise significativa, e ambos

0s métodos sdo confiaveis para uso em caprinos.

Palavras-chave: Hematologia; Hemograma; Hemdlise; Pequenos ruminantes.



ABSTRACT

Hematological tests are essential for assessing animal health, and minimizing errors at all stages
of these tests is crucial for the accuracy of the results. Among the most common pre-analytical
errors is the traumatic transfer of blood into the collection tube, causing hemolysis in the
samples due to mechanical damage to the erythrocyte membrane, which is the main error
associated with in vitro hemolysis. The literature suggests that for the caprine species, the use
of vacuum systems and small gauge needles is not recommended, as these methods could
increase the occurrence of hemolysis due to the greater fragility of the species' erythrocytes.
The reduced size of caprine red blood cells contributes to this greater fragility, which can also
be associated with other factors, such as peculiarities in the composition of the erythrocyte
membrane and the influence of hormonal, nutritional, and climatic factors. This study aimed to
evaluate the influence of two blood collection methods on the hematological parameters of adult
Saanen goats: with a vacuum system and a 25 x 0.7 mm needle; and by gravity, witha 40 x 1.2
mm needle. Fifty goats from properties in Garanhuns-PE and Alagoinha-PE were used, with no
distinction of management or sex, considered healthy after a physical examination. Blood was
collected from the jugular vein, and hematological parameters were analyzed using standard
methodology. Quantitative variables were subjected to descriptive analysis, with data presented
as means and standard deviations. The normal distribution of the data was assessed by the
Shapiro-Wilk test, and the homogeneity of variances was assessed by the Levene test. The
variables that met the assumptions of normal distribution and homogeneity of variances were
compared using the Student's t-test. The other data were evaluated by the Mann-Whitney U test
for independent samples. The significance level used was 0.05. No significant differences were
observed in the results of red blood cell count, hematocrit, mean corpuscular volume, total
leukocytes, and total plasma proteins between the two collection methods. These results
indicate that, under the study conditions, the vacuum system did not induce significant

hemolysis, and both methods are reliable for use in goats.

Keywords: Hematology; Blood Count; Hemolysis; Small ruminants.
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1 INTRODUCAO

Avaliacbes hematoldgicas fornecem importantes informagdes acerca da saude de
ruminantes, sendo de grande relevancia que profissionais responsaveis pela execucdo dos
exames tenham conhecimento dos métodos corretos de colheita e processamento das amostras.
Para isso, devem-se levar em consideracdo as particularidades inerentes a cada espécie,
evitando-se assim falhas, que podem levar a erros nos resultados dos exames (Thrall et al.,
2015; Whipple; Leissinger; Beatty, 2020).

As hemécias dos ruminantes apresentam maior fragilidade em comparacdo com as de
outras espécies, sendo as dos caprinos particularmente mais susceptiveis a hemdlise, que é o
processo de destruicdo das hemacias, além de apresentarem caracteristicas distintivas, como o
tamanho reduzido. Tais particularidades suscitam questionamentos sobre a adequacdo dos
processos de colheita e processamento das amostras, bem como sobre a interpretacdo dos
resultados, que pode variar conforme o método empregado (Duncan; Prasse, 1982; Newcomer
et al., 2021).

Em relagdo a minimizacdo da hemolise nas amostras de sangue, a literatura
desaconselha a colheita de sangue de caprinos com sistemas a vacuo ou com agulhas de calibre
reduzido. A hipotese é de que estes métodos poderiam aumentar a probabilidade de hemolise,
uma vez que as hemacias dos caprinos sao mais susceptiveis a danos mecanicos em comparacao
com as de outras espécies (Newcomer et al., 2021).

A hemolise pode resultar em alteracdes nos testes de contagem de células sanguineas e
outros parametros hematologicos (Whipple; Leissinger; Beatty, 2020). Adicionalmente,
qguando os componentes intracelulares das hemacias sdo liberados no plasma, pode também
haver interferéncia na precisdo de exames laboratoriais, como avaliacBes bioguimicas. Por
exemplo, a presenca da hemoglobina liberada no plasma pode distorcer medicbes e
comprometer a avaliacdo da satde do animal (Larran et al., 2024).

Portanto, a minimizacdo da hemolise é essencial para garantir a qualidade das amostras
e a confiabilidade dos resultados diagndsticos em caprinos (Newcomer et al., 2021). Contudo,
hd uma caréncia de pesquisas que avaliem a interferéncia dos meétodos de colheita,
particularmente pelo uso de sistemas a vacuo com agulha de calibre reduzido, no que se refere
as alteracdes de resultados de parametros hematologicos de caprinos.

Nesse contexto, objetivou-se com o presente estudo estabelecer uma comparagéo entre
os resultados dos principais parametros hematoldgicos de caprinos, através de analise de

amostras obtidas por dois métodos de colheita diferentes: a vacuo, com agulha de calibre 25 x
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0,7 mm, e por gravidade, com agulha de 40 x 1,2 mm. Os objetivos especificos incluiram avaliar
a interferéncia dos dois métodos de colheita no eritrograma, leucograma e proteinograma de
caprinos.

A contribuicdo esperada foi a de proporcionar maior seguranga na interpretacdo de
resultados de anélises hematoldgicas de caprinos, considerando o método de colheita, tanto para
a prética clinica quanto para a precisdo de pesquisas cientificas.

A pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso dos Animais da Universidade
Federal do Agreste de Pernambuco (CEUA-UFAPE), sob licenca CEUAUFAPE2024020531
(Anexo B).

Foram utilizados na pesquisa 50 caprinos adultos da ragca Saanan, sem distincdo de
manejo ou sexo, oriundos de criatorios de Garanhuns-PE e de Alagoinha-PE, submetidos
previamente a exame clinico, de acordo com Pugh et al. (2020). Apenas animais considerados
higidos foram incluidos na avaliagéo.

Para execu¢do do hemograma, foi colhido de todos os animais selecionados, em tubos
de 4 mL contendo EDTA, sangue da veia jugular externa esquerda utilizando sistema a vacuo,
com agulhas 25 x 0,7 mm, e 4 mL de sangue da veia jugular direita por gravidade, com agulha
40 x 1,2 mm. Antes da venopuncao, foi feita antissepsia do local com alcool 70° e, apos remogéo
da agulha, foi feita compressdo local. A execucdo e andlise das amostras, bem como a
interpretacdo dos resultados do hemograma seguiu metodologia proposta por Thrall et al.
(2015).

Os tubos contendo as amostras foram identificados de acordo com o método de colheita
utilizado, e devidamente transportados em caixa isotérmica, evitando-se interferéncia de fatores
externos que pudessem predispor a hemdlise. No Laboratorio de Patologia Clinica do Hospital
Veterinario da Universidade Federal do Agreste de Pernambuco, foi realizada a andlise das
amostras de cada animal.

A contagem total de hemacias (x10%/uL) e de leucécitos (/uL) foi realizada em duplicata,
manualmente, por meio de leitura em hemocitémetro apds diluicdo (Weiss; Wardrop, 2010). A
determinacdo do hematdcrito (Ht) foi feita por microtécnica, utilizando-se tubos capilares de
vidro, com resultados expressos em porcentagem (%). Os valores absolutos de volume
corpuscular médio (VCM) foram obtidos a partir dos valores resultantes das contagens de
hemécias e dos hematdcritos, através de calculos matematicos. Para a dosagem de proteinas
plasmaticas totais (PPT), utilizou-se refratbmetro 6ptico, com resultados em grama por decilitro
(g/dL).
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Para avaliar os efeitos do tipo de colheita utilizada sobre os pardmetros hematoldgicos,
as variaveis quantitativas foram submetidas a analise descritiva, com dados apresentados por
meio de médias e desvios-padrdo. A distribuicdo normal dos dados foi avaliada pelo teste de
Shapiro-Wilk e a homogeneidade das variancias, pelo teste de Levene. As varidveis que
atenderam as premissas distribuicdo normal e homogeneidade das variancias foram comparadas
pelo teste t de Student. Os demais dados foram avaliados pelo teste U de Mann-Whitney para
amostras independentes (ndo paramétrico). O nivel de significancia utilizado foi de 0,05. Para
as andlises, foi utilizado o programa estatistico SPSS (Statistical Package of Social Science),
versdo 20.0 para Windows.

Como base teorica para a pesquisa, foi realizada uma revisdo de literatura a respeito do
tema, inicialmente tratando sobre a constituicdo sanguinea no que diz respeito a seus elementos,
seguindo para uma abordagem sobre a fragilidade caracteristica das hemacias da espécie
caprina e, posteriormente, para uma revisao sobre técnicas de exames hematoldgicos. Seguiu-
se, entdo, para o artigo cientifico, no qual foram apresentados a metodologia utilizada, os

resultados e a discussdo, com as consideracdes finais sobre a pesquisa.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia do método de colheita de sangue, a vacuo e por gravidade, sobre
parametros hematoldgicos de caprinos adultos da raca Saanen, utilizando, para cada método,

um calibre especifico de agulha.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analisar se 0 método de colheita de sangue, a vacuo e por gravidade, com calibres especificos
de agulha, interfere no eritrograma de caprinos da raca Saanen;
- Analisar se 0 método de colheita de sangue, a vacuo e por gravidade, com calibres especificos
de agulha, interfere no leucograma de caprinos da raca Saanen;
- Analisar se 0 método de colheita de sangue, a vacuo e por gravidade, com calibres especificos

de agulha, interfere nos valores de proteinas plasmaticas totais de caprinos da raca Saanen.
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3 CAPITULO | - REVISAO DE LITERATURA

A compreensdo da fisiologia sanguinea é essencial para a medicina veterinaria,
especialmente no que diz respeito as particularidades das espécies. O sangue é um tecido
conjuntivo com caracteristicas e funcdes Unicas, composto pelo plasma, parte liquida, e por
glébulos como hemécias, leucécitos e plaquetas (Carneiro; Junqueira, 2008). Cada um desses
elementos desempenha um papel especifico e fundamental para a manutengdo da satde, como
transporte de nutrientes, oxigenacdo dos tecidos, defesa imunoldgica e hemostasia (Barger;
Macneill, 2015).

Exames hematolégicos, como o0 hemograma, fornecem informagdes importantes sobre
a quantidade e a qualidade das hemécias, leucocitos e plaquetas, permitindo a deteccdo de
anemias, infeccdes e outras condicOes patologicas (Barger; Macneill, 2015). No entanto, a
interpretacdo desses exames deve ser feita com cautela, considerando-se as particularidades da
espécie e os fatores que podem influenciar os resultados, como a técnica de colheita e o
manuseio das amostras (Newcomer et al., 2021).

Os caprinos apresentam caracteristicas hematologicas peculiares que os diferenciam de
outras espécies. A fragilidade osmotica das hemécias caprinas, por exemplo, € um aspecto
importante a ser considerado, pois essas células sdo mais susceptiveis a hemolise, o que
repercute em uma necessidade de atencdo a aspectos relacionados a colheita e analise de
amostras sanguineas (Newcomer et al., 2021). Essa fragilidade pode ser influenciada por
diversos fatores, incluindo a composi¢do da membrana celular, a idade, o estado nutricional e
as condicGes ambientais (Igbokwe, 2018; Khalid, 2020).

Diante do exposto, objetivou-se com essa revisdo de literatura oferecer uma visdo
abrangente sobre o estado atual do conhecimento na area de hematologia voltada para a espécie
caprina. Para tanto, foi realizada uma revisdo sobre a constituicdo sanguinea de animais, no que
diz respeito a seus elementos, seguindo para uma analise sobre fatores relacionados a
fragilidade de eritrocitos e, por fim, para uma abordagem sobre aspectos relacionados a técnicas

de exames hematoldgicos, incluindo particularidades destes na espécie caprina.

3.1 CONSTITUICAO SANGUINEA: CARACTERISTICAS E FUNCOES DOS
ELEMENTOS FIGURADOS E CONSTITUINTES PLASMATICOS

O sangue € um tecido conjuntivo composto por uma parte liquida, o plasma, e pelos

glébulos sanguineos: hemacias, leucocitos e plaquetas (Carneiro; Junqueira, 2008). O plasma é
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composto por &gua, proteinas e outras moléculas como sais, vitaminas, carboidratos e lipideos.
Quanto as funcbes das células, as hemécias realizam transporte de gases sanguineos, 0s
leuc6citos atuam na defesa imunoldgica do organismo, e as plaquetas atuam no processo de
hemostasia (Barger; Macneill, 2015).

O sangue transita pelo organismo através do sistema circulatério, impulsionado pelas
contracOes ritmicas do coracgdo, percorrendo artérias, capilares e veias (Carneiro; Junqueira,
2008). A funcdo priméria do sangue é a de transporte de nutrientes, gases e hormdnios,
fundamentais para o metabolismo celular (Gonzélez; Silva, 2008). O oxigénio é transportado
dos pulmdes para os tecidos ligado a hemoglobina presente nos eritrocitos, enquanto o diéxido
de carbono é transportado dos tecidos para os pulmdes, ligado a hemoglobina e outras proteinas
eritrocitarias, ou dissolvido no plasma (Carneiro; Jungueira, 2008). Além disso, 0 sangue
desempenha um papel fundamental na termorregulacdo (Silva, 2017) e no transporte de
produtos oriundos do metabolismo celular para os 6rgéos excretores (Gonzéalez; Silva, 2008).

A volemia, que diz respeito ao volume sanguineo total, corresponde a aproximadamente
7,5% do peso corporal, sendo variavel de acordo com a espécie, idade e equilibrio hidrico do
organismo. A hipovolemia ocorre quando ha uma diminuicdo do volume sanguineo, como em
casos de hemorragia, desidratacdo e alteracGes renais. Em contrapartida, a hipervolemia pode
resultar de fatores como administracdo inadequada de fluidos ou retencéo de liquidos e sddio
(Silva, 2017).

As células tém um tempo de vida limitado e, portanto, para que se mantenham em
quantidades adequadas na circulacéo, € necessario que haja constante producéo e liberacdo de
novas células na corrente sanguinea, a partir do processo denominado hematopoiese (Reagan;
Rovira; DeNicola, 2008). Tal processo inicia-se na fase embrionaria, a partir do saco vitelinico.
No inicio da fase fetal, os principais locais de producdo de células sanguineas passam a ser o
figado, o baco e a medula 6ssea, e posteriormente, na segunda fase de desenvolvimento fetal, a
medula 6ssea e os 6rgaos linfoides (Gonzalez; Silva, 2008; Weiss; Wardrop, 2010).

Ap0s 0 nascimento e na fase adulta, o processo passa a ocorrer principalmente a partir
da medula éssea. No entanto, em situacdes de demanda aumentada, essa producdo pode ocorrer
também no baco, figado e linfonodos pela hematopoiese extramedular. As células sanguineas
na medula 6ssea tém origem em uma célula-tronco comum, pluripotente, que da origem a
células precursoras especificas, correspondentes a cada etapa do processo. Dela partem a
linhagem linfoide, da qual serdo gerados os linfocitos (T, B e células natural killers), e a
linhagem mieloide, da qual serdo gerados o0s eritrécitos, 0os demais leucocitos (granuldcitos e

mondcitos) e os megacariocitos (que geram plaguetas) (Reagan; Rovira; DeNicola, 2008).
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3.1.1 Série vermelha: hemacias

As hemacias, eritrocitos ou glébulos vermelhos sdo as células sanguineas mais
abundantes, representando aproximadamente 40% do volume globular. Compdem-se por cerca
de 61% de agua, 32% de proteinas (principalmente hemoglobina), 7% de carboidratos e 0,4%
de lipidios. A membrana eritrocitaria € composta por aproximadamente 20% de agua, 40% de
proteinas, 35% de lipidios e 6% de carboidratos. Nos mamiferos, as hemacias maduras séo
anucleadas e carecem de organelas, o que impossibilita a sintese de proteinas (Weiss; Wardrop,
2010).

A principal funcdo das hemacias é o transporte de oxigénio dos pulmdes para os tecidos,
mediado pela hemoglobina, o que possibilita que ocorra 0 metabolismo oxidativo (Barger;
Macneill, 2015). Desta forma, o direcionamento da energia dessas células a manutencéo de sua
membrana e de sua morfologia, as atividades enzimaticas e a outras funcbes essenciais tem
como objetivo assegurar o fornecimento adequado de oxigénio aos tecidos (Weiss; Wardrop,
2010). As hemacias também fazem o transporte de dioxido de carbono dos tecidos para o
pulmdo, e auxiliam na manutencdo do pH sanguineo (Barger; Macneill, 2015).

Ha variaces nos tamanhos das hemacias de espécies mamiferas, e a maioria destas,
como no caso dos ruminantes, apresenta hemacias com forma biconcava, que maximiza a
superficie de troca gasosa (Figura 1) (Reagan; Rovira; DeNicola, 2008). Caracteristicas dos
eritrocitos como tamanho, cor, morfologia e presenca de inclusdes devem ser avaliadas em

esfregacos sanguineos corados (Duncan; Prasse, 1982).

Figura 1 - Hemacias de diferentes espécies ruminantes
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Fonte: Reagan; Rovira; DeNicola (2008). A — hemdcias de caprino, B — hemécias de ovino, C -
heméacias de bovino. Aumento com objetiva de 100x.

Em caprinos, o0 namero de hemacias varia entre 8 e 17 milhdes por microlitro de sangue,
e a concentracdo de hemoglobina varia entre 8 e 12 g/dL (Newcomer et al., 2021). Essas
variagdes sdo influenciadas por fatores como idade, sexo, estado fisioldégico e condicOes

ambientais (Thrall et al., 2015). As menores hemacias sdo observadas na espécie caprina
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(Tabela 1) (Duncan; Prasse, 1982), enquanto a mais semelhante & hemécia humana é a canina
(Thrall et al., 2015).

Tabela 1 - Ndmero, didmetro e meia-vida das hemdcias por espécie animal

Espécie Numero (milhdes/pL) | Diametro (um) Meia-vida (dias)
Caprino 8-18 4,0 100
Ovino 9-15 4,5 100
Bovino 5-10 55 160
Equino 9-12 5,7 150
Felino 5-10 5,8 70
Suino 5-8 6,0 65
Canino 6-8 7 120

Fonte: Adaptado de Duncan; Prasse (1982)

O hematdcrito corresponde a propor¢do do volume de sangue ocupado pelas hemacias
e € expresso em porcentagem. Pode ser calculado por microtécnica ou em aparelho
automatizado (Ayres, 1994). Constitui um importante indicador da capacidade de transporte de
oxigénio do sangue, sendo sua avaliacdo essencial para o diagndstico e monitoramento de
diversas condicdes clinicas (Barger; Macneill, 2015). Pode ser influenciado por fatores como
desidratacdo, anemia e policitemia. Em caprinos, o hematdcrito varia entre 22% e 36%
(Newcomer et al., 2021).

O tamanho médio das hemécias é estimado por meio do Volume Globular Médio
(VGM) ou Volume Corpuscular Médio (VCM), um indice hematimétrico importante para
auxiliar no diagnostico das causas e classificacbes das anemias. Calcula-se a partir do
hematocrito e da contagem de hemacias, através da formula: VCM = (Htc/hemacias) x 10. O
volume celular é inversamente proporcional ao nimero de hemécias, desta forma, espécies com
valores mais baixos de VCM, como 0s caprinos, possuem um ndmero maior de eritrécitos
(Harvey, 2001; Silva, 2017; Thrall et al., 2015).

As hemacias podem ser classificadas como normo, micro ou macrociticas. Hemacias
normociticas tétm o VCM dentro do intervalo de referéncia para a espécie, como no caso dos
caprinos com VCM entre 16 e 25 fL. (Newcomer et al., 2021). A microcitose tem como principal
causa a deficiéncia de ferro. Neste caso, células precursoras de heméacias recorrem a um
processo continuo de divisdo celular que resulta em hemécias de tamanho reduzido, levando a

concentracdes de hemoglobina mais proximas do normal. Na macrocitose ha predominancia de
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hemécias grandes, o que eleva os valores de VCM. Esta condicdo pode ser causada pela maior
liberacdo de celulas imaturas, na regeneracdo, ou por deficiéncias vitaminicas, como de
Vitamina B12 ou folatos (Thrall et al., 2015). A anisocitose, que corresponde a variacdes no
tamanho das hemécias no esfregaco sanguineo, € comum em anemias regenerativas e
ferroprivas, onde pode-se observar uma combinacdo de hemécias de tamanhos normais e macro
ou microciticas, respectivamente (Silva, 2017).

A anemia relaciona-se a uma reducdo no valor total de heméacias, no hematdcrito e/ou
na concentracdo de hemoglobina (Hb). Pode ser classificada de acordo com a capacidade de
regeneracdo medular (regenerativa ou ndo regenerativa), com os valores de VCM, de
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e com o mecanismo patofisiolégico
envolvido (Quadro 1) (Silva, 2017).

O numero de eritrocitos pode se apresentar reduzido por perdas em casos de hemorragia,
por destruicdo (hemdlise), ou por diminui¢cdo em sua producéo. A classificacdo da anemia pela
resposta medular considera a distin¢cdo entre esses processos. Nas anemias regenerativas, a
medula Ossea responde a anemia, verificando-se na circulacdo a presenca de eritrocitos
imaturos, macrocitose, hipocromasia e policromasia. Nas ndo regenerativas, nao se verifica essa
resposta eritropoiética, devido a fatores como deficiéncia de ferro, inflamacdes croénicas,

faléncia renal, anemia aplésica e endocrinopatias (Barger; Macneill, 2015).

Quadro 1 - Interpretacdo clinica de pardmetros hematoldgicos eritrocitérios

| vem | cHem || Interpretagéo Clinica |
INormocitica [Normocrémica|N&o regenerativas, anemias das doengas cronicas. |

INormocitica [Hipocromica |lInicio da deficiéncia de ferro.
IMacrocitica |[Hipocrémica |Anemias regenerativas, hemorragia e hemélise.

Deficiéncia de vitamina B12, folatos, cobalto em ruminantes,
Mielose eritrémica,

Deficiéncia de ferro. |

Deficiéncia de ferro, cobalto e vitamina B6. Perda de sangue
cronica.

Macrocitica |[Normocrémica

Microcitica |[Normocrémica

Microcitica ||Hipocrémica

Fonte: Adaptado de Silva (2017).

A anemia ndo associada a perda ou destruicdo de eritrocitos geralmente decorre de uma
producdo inadequada de células sanguineas, sendo, portanto, ndo regenerativa (Barger;
Macneill, 2015). Apresenta como causa mais comum a presenca de doencas crbnicas, no
entanto, podem ocorrer formas leves dessa condicdo em ovelhas e cabras prenhes, com

deficiéncia de minerais essenciais como ferro, selénio, cobre e zinco (Pugh et al., 2020).
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As anemias podem ainda ser classificadas como absoluta (verdadeira), ou relativa,
quando ocorre uma falsa reducéo na contagem total de hemacias, hematocrito e concentracéo
de hemoglobina devido a hemodilui¢do, que leva a aumento de volume plasmatico, sendo
observada em animais prenhes, lactantes, filhotes e em casos de administragéo de fluidos (Silva,
2017).

O processo de maturacdo de novas hemacias denomina-se eritropoiese €, na fase adulta,
parte principalmente da medula 6ssea. A partir da linhagem mieloide, sucede-se uma série de
tipos celulares que passam por mudancas a cada etapa do processo de diferenciacdo de células
eritroides. Partindo dos rubriblastos, essas células precursoras passam por uma sequéncia de
diferenciagdes, progressivamente diminuindo de tamanho e apresentando concentragdes mais
altas de hemoglobina. Os rubriblastos dividem-se em pré-rubricitos, que ddo origem aos
rubicitos, os quais apresentam cromatina mais condensada e irdo sofrer divisGes e diferenciar-
se em metarrubricitos. A partir desse estagio, a maturacao prossegue com a expulsao do nucleo
picnotico e a producdo de reticulocitos, Gltima etapa antes da formagéo de hemacias maduras
(Reagan; Rovira; DeNicola,2008). Os reticuldcitos circulantes se apresentam em diferentes
quantidades de acordo com a espécie. Em caprinos, ovinos e bovinos, apresentam-se apenas
durante resposta regenerativa (Weiss; Wardrop, 2010).

Quanto a hemolise ou destruicdo de eritrdcitos in vivo, esta pode ser intra ou
extravascular, com causas intrinsecas, como deficiéncias de membrana ou de enzimas
hereditarias, e extrinsecas, como em casos de hemoparasitoses ou destruicdo imunomediada. A
hemolise intravascular ocorre no interior dos vasos sanguineos, enquanto a extravascular
envolve a fagocitose de eritrocitos anormais por macréfagos, geralmente no baco ou figado
(Thrall et al., 2015). Em ruminantes, sdo causas comuns de hemdlise as intoxicacdes por
plantas, deficiéncias de minerais, como cobre e fosfato, e hemoparasitoses, como infecgdes por

Anaplasma marginale, Babesia spp. e Trypanosoma spp (Roland; Drillich; lwersen, 2014).

3.1.2 Série branca: leucocitos

Os leucdcitos, ou glébulos brancos, sdo componentes fundamentais do sistema
imunologico, atuando tanto na resposta imune inata quanto especifica (Silva, 2017).
Apresentam-se em diferentes subtipos: neutréfilos, eosinéfilos, basoéfilos, mondcitos e
linfocitos. S&o produzidos e maturados na medula 6ssea, com a maturacdo de linfécitos T
ocorrendo no timo (Roland; Drillich; Iwersen, 2014). Em caprinos, a contagem total de

leucdcitos no sangue varia entre 4.000 e 13.000 células por microlitro (Newcomer et al., 2021),
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e a distribuicdo dos tipos de leucdécitos pode ser alterada por fatores como a condigéo clinica do
animal e a presenca de infec¢fes ou processos inflamatorios (Thrall et al., 2017). Leucdcitos
marginais encontram-se no revestimento endotelial dos vasos sanguineos, podendo se
desprender e se juntar aos leucdcitos circulantes em casos de aumento de pressao sanguinea,
modificando a contagem leucocitéaria (Roland; Drillich; lversen, 2014).

Os leucocitos podem ser classificados em duas grandes categorias: polimorfonucleares
(granuldcitos) e mononucleares (agranulécitos). Os granulécitos (neutréfilos, eosindfilos e
baséfilos) apresentam nicleo segmentado e grande quantidade de granulos citoplasmaticos.
Por sua vez, os agranuldcitos (mondcitos e linfocitos) apresentam quantidade
consideravelmente inferior de grénulos e apresentam nucleo arredondado, em formato de rim
ou ameboide (Figura 2) (Gonzalez; Silva, 2008; Harvey, 2001).

Figura 2 — Tipos de leucdcitos
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Fonte: Gonzalez Silva (2008). A — Neutrofilos, B- Eosmofllo C — Basdfilo, D — Mondcito, E — Linfdcito.
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Os neutrofilos desempenham um papel crucial na resposta inflamatéria, migrando para
os locais de inflamacdo por meio de quimiotaxia positiva e desempenham atividades de defesa,
incluindo fagocitose e degradacédo de patdgenos. Seus lisossomos se fundem aos fagossomos,
permitindo a destruicdo de microrganismos por meio de digestdo enzimatica (Thrall et al.,
2015). Atuam principalmente em infec¢bes bacterianas, combatendo também fungos, algas,
parasitas e virus (Silva, 2017).

Os neutrofilos possuem uma morfologia caracteristica, com nucleos polimorficos que
variam conforme o estagio de maturacdo: o metamieldcito neutrofilico ndo é encontrado no
sangue normal, enquanto os neutréfilos bastonetes possuem nucleos em formato de bastéo e
podem aparecer em pequenas concentra¢fes em sangue normal. J& os neutrofilos segmentados,
maduros, possuem nucleos divididos em 3 a 5 lobos (Figura 2.A) (Gonzélez; Silva, 2008). O
didametro dos neutrdfilos varia de 10 a 12 pum. Quando corados, os diversos granulos
citoplasméticos apresentam-se com coloracéo discreta, normalmente adquirindo um tom rosa-
alaranjado em bovinos (Reagan; Rovira; DeNicola, 2008).

Os eosindfilos (acidéfilos) sdo ausentes ou encontrados em quantidades muito baixas

em animais sadios. Morfologicamente se assemelham aos neutréfilos, apenas com tamanho um
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pouco maior, e com nucleo bastante segmentado. A morfologia dos granulos dos eosinofilos
varia conforme a espécie, sendo nos ruminantes, esféricos e uniformes (Reagan; Rovira;
DeNicola, 2008). Quando corados, adquirem coloragdo azulada com grénulos vermelhos ou
alaranjados (Figura 2.B) (Gonzalez; Silva, 2008).

As fungdes dos eosindfilos sdo vérias, ainda que pouco compreendidas. Eles
desempenham um importante papel no controle de reacdes alérgicas, aléem de apresentarem
certa capacidade fagocitica e de ativarem etapas do mecanismo de coagulagcdo. Tém também
acdo contra parasitos, realizando a degranulacdo apds ligarem-se a estes. A eosinofilia periférica
ocorre em quadros de alergia e de parasitismo, enquanto a eosinopenia absoluta ocorre em
condicdes de estresse (Voigt; Swist, 2011).

Os basofilos, assim como os eosinofilos, estdo presentes em baixa quantidade no sangue
periférico, sendo raramente observados em esfregacos sanguineos, e atuam em processos
alérgicos e inflamatorios. Seus granulos contém histamina, heparina, serotonina, peroxidases,
dentre outras enzimas relacionadas a resposta inflamatéria. Sua atuacdo, através da
degranulacéo, esta relacionada a sensibilidade de seus receptores de membrana a substancias
como prostaglandinas, imunoglobulinas e histamina, bem como a alérgenos, como poeira e
fungos (Voigt; Swist, 2011).

Os basofilos apresentam tamanho maior do que os neutrofilos, e nicleo segmentado. A
morfologia de seus granulos também varia conforme a espécie. Em animais de grande porte,
possuem granulos violeta-escuros, frequentemente em grande quantidade, podendo ocultar
partes do nucleo, com o citoplasma apresentando uma coloracéo levemente arroxeada (Figura
2.C) (Gonzélez; Silva, 2008; Thrall et al., 2015).

Os monacitos realizam fagocitose de materiais estranhos, tecidos danificados e células
cancerigenas, além de atuarem na regulacdo da resposta imune, apresentando antigenos aos
linfocitos T e participando da destruicdo de eritrocitos (Silva, 2017). Diferenciam-se em
macrofagos nos tecidos periféricos, onde processam antigenos (Voight; Swist, 2011).

S&o as maiores células leucocitarias, com citoplasma basofilico que se cora em tom de
cinza-azulado, com presenca de inimeros vaclolos. Seu ndcleo pode apresentar formas
variadas, alongadas, arredondadas ou forma de rim (Gonzalez; Silva, 2008; Voigt; Swist, 2011)
(Figura 2.D). Devido a sua morfologia variavel, podem ser confundidos no esfregaco sanguineo
com neutréfilos imaturos ou grandes linfocitos (Silva, 2017).

Os linfdcitos sdo as células sanguineas mais abundantes nos ruminantes. Apresentam
nacleo arredondado, com pouco citoplasma, que se cora em azul claro, e sdo ligeiramente

menores do que os neutrofilos (Figura 2.E). Em ruminantes, entretanto, ha também a presenca
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de grandes linfocitos (Reagan; Rovira; DeNicola, 2008). Linfdcitos reativos, comumente
identificados como células B produtoras de imunoglobulinas, apresentam citoplasma basofilico
e nlcleos irregulares. Linfocitos granulares, que contém granulos de coloracéo réseo-purpura,
sdo frequentemente encontrados em ruminantes e podem ser células T ou células natural killers
(Thrall, 2015).

Linfocitos B atuam na imunidade humoral e linfécitos T, na imunidade celular e na
resposta as citocinas, dividindo-se em células T indutoras, que apresentam o antigeno CD4,
auxiliam e coordenam a resposta imune; e em T citotOXxicas/supressoras, que apresentam o
antigeno CD8 e sdo diretamente responsaveis pela destruicdo de células infectadas ou anormais.
H4, ainda, uma terceira populacdo de linfocitos, presente em pequenas quantidades, da qual
fazem parte as células natural killers e os grandes linfocitos granulares (Thrall, 2015; Weiss;
Wardrop, 2010).

3.1.3 Plaquetas

As plagquetas, ou trombdcitos, sdo fragmentos citoplasmaticos derivados dos
megacariécitos da medula dssea, apresentando formato de disco plano (Figura 3) e varias
organelas (Weiss; Wardrop, 2010). Desempenham um papel essencial na hemostasia primaria,
formando coagulos, com a funcao de interromper temporariamente o sangramento apds lesao
no leito vascular. Além disso, contribuem para a modulacdo da resposta inflamatoria e
cicatrizacdo de feridas (Thrall et al., 2015; Voigt; Swist, 2011).

iigura 3 — Plaguetas de capri& —
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cor azul clara, com granulos citoplasmaticos de cor rosa a roxa, sao plaquetas
(setas). Aumento com objetiva de 100x.
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Cerca de 30% das plaguetas permanecem dentro do bago durante repouso. Na maioria
das espécies de mamiferos, as plaquetas permanecem na circulagdo por um periodo de 5-9 dias,
sendo entdo removidas pelos macrofagos do baco e do figado (Weiss; Wardrop, 2010). Em
caprinos, os valores de normalidade para contagem de plaquetas séo de 2,8 a 6,4 milhGes por
microlitro (Newcomer et al., 2020). A trombocitopenia corresponde a diminuicdo dos niveis de
plaquetas circulantes, e é o distlrbio de coagulacdo adquirido mais comum na medicina
veterinaria (Weiss; Wardrop, 2010). Pode ocorrer devido a diminuicdo da producdo, ao
aumento da destruicdo ou do consumo, ou a perda de plaquetas (Barger; Macneill, 2015).

A trombocitose, aumento nos niveis de plaquetas circulantes, é menos frequente,
podendo ocorrer por fatores fisiol6gicos, como a contragdo esplénica, mediada por epinefrina,
ou patologicos, como inflamagao ou hemorragia. Na trombocitose primaria ocorre proliferacdo
neoplasica de precursores plaquetarios, enquanto a secundaria (reativa), ocorre principalmente
por estimulacdo da medula 6ssea ou diminuicdo da atuacdo dos macrofagos do bago sobre as
plaquetas. A pseudotrombocitose é decorrente de erros laboratoriais de contagem, quando

fragmentos de outros tipos celulares sdo confundidos com plaquetas (Weiss; Wardrop, 2010).

3.1.4 Proteinas plasmaticas totais

As proteinas plasmaticas totais (PPT) sdo um conjunto de proteinas presentes no plasma
sanguineo, incluindo albumina, globulinas e fibrinogénio. Essas proteinas desempenham
funcbes vitais, como manutencdo da pressdo osmotica, transporte de substancias e defesa
imunologica. Alteracdes nos niveis de PPT podem indicar problemas de salde, como
desidratacdo, inflamacdo ou doencas hepaticas (Voigt; Swist, 2011). Em caprinos, a
concentracdo de PPT varia entre 6,0 e 7,5 g/dL (Newcomer et al., 2021).

A albumina ¢ a proteina mais abundante no plasma sanguineo, sendo responsavel pelo
transporte de varias substancias e pela manutencdo da pressdo oncotica. As globulinas sdo
divididas em varias fragdes, como al-globulinas, 02-globulinas, B-globulinas e y-globulinas,
que desempenham papéis importantes no sistema imunoldgico, além de auxiliarem no
transporte de lipidios e hormdnios. O fibrinogénio é uma proteina essencial para a coagulacéo
sanguinea (Gonzalez; Silva, 2008, Weiss;Wasrdrop, 2010).

As proteinas de fase aguda constituem um grupo de glicoproteinas cuja concentracéo
plasmética aumenta ou diminui em resposta a condi¢cBes inflamatorias. As que tém sua

concentracdo aumentada, como fibrinogénio, proteina C-reativa e haptoglobina sdo



29

classificadas em positivas; ja as que tém sua concentragdo diminuida, como pré-albumina,
albumina e transferrina classificam-se como negativas (Kaneko; Harvey; Bruss, 1997).

A anemia pode ser analisada em conjunto com os valores de PPT. Aumentos nesses
valores podem indicar desidratacdo, com reducdo do volume plasmaético, o que requer
interpretacdo dos indices eritrocitarios considerando esta condi¢do. Em casos de hemorragia,
ha perda concomitante de proteinas plasmaticas. Por outro lado, nas anemias hemoliticas, a
concentracdo de PPT pode néo apresentar alteracdes significativas (Silva, 2017).

3.2 FATORES RELACIONADOS A FRAGILIDADE DE ERITROCITOS

A fragilidade dos eritrocitos refere-se a susceptibilidade dessas células a hemolise
(Khalid, 2020; Thrall et al., 2015). Diversos fatores podem influenciar os processos biologicos
que causam variabilidade nesse fendmeno, como a composicdo da membrana celular, o
transporte de ions, a acdo das aquaporinas, a peroxidacéo lipidica e a eriptose (Igbokwe, 2018).

A resisténcia dos eritroctios pode ser testada através do teste de fragilidade osmotica
eritrocitaria (FOE), que consiste na exposicdo das hemacias a solucbes de diferentes
concentracdes de NaCl (Figura 4). Apesar de ndo ser utilizado rotineiramente devido a sua
complexidade, o teste constitui uma medida importante para avaliar a integridade e a resisténcia
das membranas eritrocitarias, especialmente em casos em que outros exames nao sejam
claramente interpretaveis (Thrall et al., 2015). Comumente tem-se o inicio da hemolise a NaCl
0,5%, e a hemolise completa a NaCl 0,3%, sendo a concentracdo que causa hemolise em 50%
das hemacias indicativa da fragilidade corpuscular média (FCM). O teste é utilizado para
diagnosticar condicdes como anemias hereditarias, avaliar a adaptabilidade dos eritrocitos a

diferentes graus de estresse e monitorar a sadde geral dos animais (Khalid, 2020).

Figura 4 — Curvas acumulativa e derivativa da fragilidade osmética dos eritrécitos de fémeas bovinas sadias
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A estrutura e a composicdo da membrana eritrocitaria influenciam sua maleabilidade e
resisténcia. A integridade da membrana é crucial para a fun¢éo das hemécias, e defeitos em sua
estrutura podem levar a uma maior fragilidade, resultando em hemolise (Cooper, 1997;
Igbokwe, 2018). Murador e Deffune (2007) destacam a importancia de proteinas de membrana,
como banda 3, glicoforinas e espectrina, na manutencdo da estabilidade e flexibilidade das
hemacias, especialmente sob condigdes de estresse mecanico.

A membrana eritrocitaria € composta por uma bicamada lipidica que inclui
fosfolipidios, colesterol e proteinas integrais e periféricas (Figura 5). As principais proteinas
integrais incluem a banda 3, que tem papel importante na conformacdo eritrocitaria e medeia a
troca de cloro e anions de bicarbonato (Wong, 2004); e a glicoforina A, que atua nas
propriedades mecénicas da membrana e contribui para manutencdo da carga negativa na
superficie do eritrocito. A espectrina, a actina e a proteina 4.1R formam o citoesqueleto da
membrana, proporcionando estabilidade e flexibilidade as hemacias (Cooper, 1997; Murador e
Deffune, 2007).

Figura 5 - Composicdo da membrana eritrocitaria
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H4, ainda, diversas outras proteinas de membrana que atuam na resisténcia eritrocitaria.
As aquaporinas, por exemplo, sdo canais de dgua essenciais para a regulacdo do volume celular
e da pressdo osmotica, permitindo o transporte seletivo de &gua, enquanto blogueiam a
passagem de ions e outras moléculas. J& os canais de ions permitem o movimento de ions
através das membranas, sendo fundamentais para a geracdo de sinais elétricos (Figura 6). O
equilibrio de agua e ions, por sua vez, é regulado por proteinas como a ATPase-Na*/K" e a

ATPase-Ca?*, que controlam o transporte de fons e o equilibrio osmético. Tais mecanismos sdo
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essenciais para a manutencao da integridade das hemacias, e disfungdes em seu funcionamento
podem causar diversos desequilibrios, predispondo a lesdes nessas células (Carli; Pereira, 2019;
Litwack, 2020; Rocha-Filho, 2003).

Figura 6 — Canais de 4gua e canais de fons em membrana de célula animal
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Fonte: Rocha-Filho, 2003.

As aquaporinas, bem como os canais de ions, ndo gastam ATP para transportar
moléculas de agua e ions, respectivamente, através da membrana. Eles permitem a passagem
rapida e seletiva por meio de um processo passivo, seguindo o gradiente de concentracdo. No
entanto, as bombas de fons, como a ATPase Na*/K* e a ATPase-Ca?", transportam ions contra
0 gradiente de concentracdo e requerem ATP para funcionar. Dessa forma, processos que
restrinjam a disponibilidade de ATP podem influenciar no equilibrio osmotico, alterando assim
a resisténcia eritrocitaria (Carli; Pereira, 2019; Litwack, 2020; Murador; Deffune, 2007; Rocha-
Filho, 2003).

Diversos outros fatores podem afetar a fragilidade dos eritrocitos, podendo ser divididos
em intrinsecos, como idade, sexo, raca, espécie, gravidez e fatores genéticos; e extrinsecos,
como nutricdo, agentes quimicos, doencas, transporte, temperatura, meios de incubacdo e

anticoagulantes (Igbokwe, 2018).

3.2.1 Fatores intrinsecos que afetam a fragilidade eritrocitaria

Em estudo comparativo da fragilidade osmotica de eritrocitos em meio salino, incluindo
Cabras Pequenas do Oeste Africano, Ovelhas Camaronesas e bovinos da raca White Fulani,
verificou-se que os eritrocitos caprinos apresentaram maior, e 0s bovinos menor fragilidade

osmética, com o0s ovinos apresentando valores intermediarios. Os autores associam a FOE ao
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volume dos eritrocitos, observando que os caprinos possuem menor VCM e, consequentemente,
menor resisténcia a lise osmotica em solucdo hipotdnica (Olusanya; Adepoju, 1979).

Al-Qawari e Mousa (2004) verificaram que o perfil lipidico e proteico das membranas
das hemécias de camelos era consideravelmente distinto em comparacdo com o de ovelhas e
cabras, ndo sendo observadas diferencas significativas entre essas duas espécies. Nas
membranas eritrocitarias dos camelos, os niveis dos fosfolipidios fosfatidilcolina e
esfingomielina, de colesterol e de proteinas eram significativamente superiores aos encontrados
nas ovelhas e cabras. Os autores interpretaram que 0s achados podem estar associados a maior
resisténcia dos eritrocitos dos camelos.

Fairley, Prince e Meuten (1988), por sua vez, compararam a resisténcia de eritrécitos de
caprinos Pigmeus e Toggenburg, com os primeiros demonstrando estatisticamente maior
fragilidade. No entanto, ndo houve diferencas significativas no tamanho ou formato das células,
nem na concentracdo de ATP entre as racas. As diferencas observadas nos testes foram
atribuidas a possiveis variagdes na composicdo das membranas celulares dos eritrocitos.

Ainda em estudo comparativo entre racas, Sant’Ana et al. (2001) identificaram
variacdes significativas na fragilidade dos eritrécitos de vacas Holandesas, que apresentaram
eritrocitos mais frageis; Gir, mais resistentes; e Girolandas com uma resisténcia intermediaria
a hemolise (Figura 7). Os autores sugerem que tais diferencas na FOE podem ser atribuidas a
fatores raciais especificos, como a composicdo da membrana dos eritrcitos e a adaptabilidade

das racas as condi¢cdes ambientais.

Figura 7 — Fragilidade osmética de eritrdcitos de fémeas bovinas das ragas Gir, Girolando e Holandesa
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Em estudo investigativo sobre a influéncia da idade e do sexo de caprinos Sahel sobre a
FOE, ndo foram verificadas diferencas estatisticas entre 0s sexos, entretanto, a idade apresentou
um impacto significativo, com maior fragilidade entre 1-1% anos e menor apds 1%2—-2 anos. O
ganho de peso aumentou com a idade, especialmente na transicdo de <1 para 1-1% anos. Os
resultados sugerem que a alteracdo na estabilidade da membrana dos eritrdcitos com a idade
pode estar relacionada a acdo dos hormdnios de crescimento, que afetam o metabolismo lipidico
e, consequentemente, a composicdo e a permeabilidade da membrana eritrocitaria (Igbokwe;
Ojo; Ighokwe, 2016).

Com relacdo as diferencas relacionadas ao sexo, o estudo de Ighokwe e colaboradores
(2016) apresentou resultados discordantes dos de Habibu et al. (2014), que utilizou a FOE como
biomarcador para avaliar o estresse oxidativo em cabras e bodes da ragca Red Sokoto. Neste, 0s
eritrocitos dos machos mostraram maior resisténcia quando comparados aos de cabras secas,
prenhes e lactantes. Atribuiu-se a explicagdo a menor influéncia de hormdnios sexuais
femininos, como o estrogénio, que pode aumentar a susceptibilidade dos eritrocitos ao estresse
osmotico devido a inducéo de hiperlipidemia e peroxidacdo lipidica. Além disso, ndo houve
diferenca no padréo de hemolise entre as cabras dos diferentes grupos, incluindo as de gestacdes
simples e maltiplas. Sugeriu-se que o balango energético negativo, e a estimulacdo da producéao
de espeécies reativas, resulte em niveis mais altos de antioxidantes, ajudando os animais a lidar
de forma mais eficaz com o estresse oxidativo.

Em estudo anterior, entretanto, a FOE de cabras Sahel variou significativamente de
acordo com o estado fisioldgico, diminuindo durante o terco final da gestacdo e aumentando
durante a lactacdo. A pesquisa conclui que as diferencas ocorreram possivelmente devido a
mudancas hormonais e metabolicas que alteraram a composicdo das membranas eritrocitarias.
Durante a gestacao tardia, a progesterona pode afetar a funcdo das proteinas de membrana,
contribuindo para maior estabilidade. Ja durante a lactacdo, a prolactina eleva o contetido de
sodio nas células, o que pode resultar no inchago dos eritrécitos devido a difusdo de agua para
seu interior. Apesar das diferencas na FOE, os indices eritrocitarios, como o0 VCM e a contagem
de eritrocitos, ndo variaram significativamente entre os grupos de cabras ndo prenhes, prenhes

e lactantes (Igbokwe; Ojo; Igbokwe, 2015).

3.2.2 Fatores extrinsecos que afetam a fragilidade eritrocitaria

Fatores relacionados a nutricdo podem afetar a fragilidade das hemacias. De acordo com

Thrall et al. (2015), a hipofosfatemia grave, com niveis de foésforo abaixo de 1 mg/dL, pode
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causar hemdlise em vérias espécies. A reducdo do fosforo intracelular inibe a glicolise
eritrocitaria, afetando a enzima gliceraldeido fosfato-desidrogenase e diminuindo a producao
de ATP nos eritrocitos, o que pode resultar em hemdlise. Além disso, a condicdo pode reduzir
os niveis de glutationa, aumentando a susceptibilidade a danos oxidativos. A hemoglobindria
pés-parto em vacas € uma das sindromes hemoliticas mais conhecidas associadas a
hipofosfatemia (Thrall et al, 2015).

Em estudo conduzido por Rezaei e Dalir-Naghadeh (2009), observou-se que a
deficiéncia aguda de selénio aumenta a FOE. Cordeiros com deficiéncia desse mineral
apresentaram valores de fragilidade corpuscular média mais altos em comparacdo aos
saudaveis. A deficiéncia reduz a atividade da enzima glutationa peroxidase (GSH-Px), levando
ao aumento de malondialdeido (MDA), marcador de dano oxidativo, nos eritrocitos.

Alguns medicamentos conferem também influéncia na resisténcia eritrocitaria. A
capacidade de reversdo in vitro de danos oxidativos na membrana de eritrocitos de caprinos,
causados por fenilidrazina, substéncia utilizada em laboratorio para induzir hemdlise, bem
como pela adicdo de Ca*™, foi observada através da adicdo de diltiazem, inibidor de canais de
Ca'* (Das; Bhattacharyya, 2010).

Harisa e Badran (2015), estudaram os efeitos de nanocarreadores de simvastatina,
medicamento utilizado para controle de hipercolesterolemia, sobre a hemolise e eriptose de
hemécias humanas. A incubacdo das células com plasma enriquecido com colesterol provocou
um aumento significativo na incorporacéo de colesterol, hemdlise e eriptose comparativamente
ao grupo controle. No entanto, na presenca dos nanocarreadores de simvastatina, observou-se
reducdo significativa nesses processos. Os resultados sugerem que essas moléculas podem
oferecer protecdo aos eritrocitos contra os efeitos nocivos da hipercolesterolemia, reduzindo a
fragilidade das hemacias e prevenindo a hemdlise.

Os efeitos citotoxicos de algumas substancias nocivas, como metais pesados, podem ser
avaliados através de analises laboratoriais. Igbokwe e colaboradores (2018) investigam como o
cloreto de mercurico afeta a estabilidade osmotica dos eritrocitos de cabras Sahel. Os resultados
mostraram que a substancia elevou a estabilidade dos eritrdcitos em solucdes salinas (Figura 8)
e sacaridicas. No entanto, em altas concentracdes de glicose e sacarose, causou desestabilizacdo
osmética, possivelmente devido ao estresse oxidativo induzido pelo mercuirio e ao aumento da

pressdo osmotica.
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Figura 8 — Curva de fragilidade de eritrdcitos caprinos em solugao
salina pura e em adicdo de cloreto de mercario
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Fonte: Ighokwe et al. (2018).

Fatores relacionados a sazonalidade, temperatura e transporte também exercem
influéncia na resisténcia ou fragilidade de eritrocitaria. A FOE foi avaliada como indicador
de estresse térmico e resiliéncia comparativamente entre caprinos e ovinos (Reddy et al., 2019)
e entre caprinos e bovinos (Adenkola; Agbendeh; Okpe, 2011). Em ambos o0s estudos,
observou-se aumento da FOE durante o verdo, com bovinos e ovinos apresentando maior
fragilidade que caprinos. Quanto aos indices hematoldgicos, 0s bovinos apresentaram reducao
significativa na contagem de eritrocitos e hemoglobina no verdo, enquanto caprinos e ovinos se
recuperaram mais rapidamente. O aumento no VCM destes durante o periodo de calor mais
intenso indica presenca de eritrécitos jovens, mais resistentes (Figura 9) Os achados indicam
que caprinos sdo mais resilientes ao estresse térmico, refletindo diferencas fisiologicas e
adaptativas entre as espécies (Adenkola; Agbendeh; Okpe, 2011; Reddy et al., 2019).
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Figura 9 — Fragilidade eritrocitaria de caprinos e ovinos em diferentes estagdes
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Minka e Ayo (2010) investigaram os efeitos de transporte rodoviario de 12 horas durante
estacao seca e quente sobre eritrocitos de cabras Red Sokoto, e o papel do &cido ascorbico (AA)
na modulacdo desses efeitos. O transporte causou aumentos significativos na contagem de
eritrocitos, hematocrito, hemoglobina e FOE no grupo controle, enquanto o grupo que recebeu
AA apresentou menores alteracdes. O aumento no hematocrito e no nimero de hemécias foi
explicado pela excitacdo, com liberacdo de catecolaminas, que induziram contracao esplénica.
O AA, por ser um potente antioxidante, ajudou a neutralizar os radicais livres e espécies reativas
de oxigénio, protegendo as membranas dos eritrocitos contra danos oxidativos e hemdlise.

Oyewale (1991) avaliou os efeitos do pH e da temperatura sobre a FOE dos eritrocitos
de cabras e ovelhas West African Dwarf. Os resultados mostraram maior susceptibilidade
osmética a hemdlise dos eritrocitos caprinos do gque os ovinos. Além disso, a FOE de ambas as
espécies aumentou com a reducdo da temperatura, bem como com a reducgéo do pH.

Diversas enfermidades podem elevar o risco de hemdlise, tanto in vivo quanto in vitro.
As hemoparasitoses, como babesiose e anaplasmose predispdem a anemia hemolitica, com a
hemolise predominantemente intra e extravascular, respectivamente (Weiss; Wardrop, 2010).
No entanto, em diversos quadros, varios mecanismos podem ser acionados, levando ao aumento
da taxa de destruicdo de hemécias, como nos quadros de sepse. Effenberger-Neidnicht e

Hartmann (2018) listam como os fatores relacionados a sepse em humanos que mais induzem


https://link.springer.com/article/10.1007/s10753-018-0810-y#auth-Katharina-Effenberger_Neidnicht-Aff1
https://link.springer.com/article/10.1007/s10753-018-0810-y#auth-Matthias-Hartmann-Aff2
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a hemolise: reacOes de transfusdo, ativagdo do sistema complemento, coagulacéo intravascular
disseminada (CID), fluxo parado nos capilares, restri¢cdo de glicose para as hemacias, alteracdes
nas propriedades da membrana eritrocitaria, patogenos hemoliticos e eriptose (Figura 10). A
hemoglobina livre pode ser considerada um importante indicador do prognostico nesses casos,

segundo os autores.

Figura 10 — Mecanismos relacionados a sepse que podem induzir hemdlise
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Fonte: Adaptado de Effenberger-Neidnicht; Hartmann (2018).

Alguns fatores relacionados ao armazenamento de sangue para transfusdo contribuem
para a fragilidade eritrocitaria. De acordo com Yoshida, Prudent e D’ Alessandro (2019), lesbes
de armazenamento dos eritrocitos podem ser causadas por dois fatores principais: o acimulo
ou perda de metabdlitos essenciais, afetando a viabilidade e funcdo celular, e os danos
oxidativos, que reduzem a eficiéncia na entrega de oxigénio. Para mitigar tais efeitos, podem
ser usadas solucdes aditivas. Os danos oxidativos tém sido abordados de forma mais sistematica

nos Ultimos anos.
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3.3 EXAMES HEMATOLOGICOS E POSSIVEIS FALHAS

Exames laboratoriais sdo de fundamental importancia na pratica clinica, uma vez que
podem auxiliar no diagnostico de distirbios hematoldgicos e de diversas patologias, bem como
na determinacdo do tratamento e do progndstico do animal. Na rotina clinica, alguns desses
exames costumam ser realizados com grande frequéncia, sendo os resultados essenciais para a
instituicdo da terapéutica (Roland; Drillich; lwersen, 2014; Whipple; Leissinger; Beaty, 2020).

O hemograma € o principal exame hematoldgico na rotina veterinaria, constituido pelo
eritrograma, que fornece informag6es importantes sobre os glébulos vermelhos, as hemécias ou
eritrécitos; pelo leucograma, que fornece informag6es sobre os glébulos brancos, células de
defesa; e pelo plaquetograma, que compreende a quantificacdo e a avaliacdo morfoldgica das
plaguetas, importantes no mecanismo de coagulacdo. Os valores obtidos devem ser
interpretados com base em tabelas de referéncia para cada espécie e em associagdo com a
avaliacdo clinica do animal (Thrall, 2015). Para a maioria das espécies, esses exames podem
ser feitos com uso do analisador automatico, no entanto, esses aparelhos possuem certas
limitacGes, como no caso de analises de sangue caprino. Desta forma, muitas dessas analises
séo feitas manualmente, de acordo com técnicas especificas (Polizopoulou, 2010).

O eritrograma constitui-se por contagem total de hemacias (milhdes/mm? ou 10%/.L)),
hematocrito (Ht) (%), concentracdo de hemoglobina (g/dL), volume corpuscular médio (VCM)
(fL), concentracdo de hemoglobina corpuscular média (g/dL) e contagem de reticulécitos (%).
Para essas analises, o sangue deve ser colhido em tubos contendo anticoagulante, como EDTA.
Manualmente, a contagem total de hemécias pode ser feita com auxilio de hemocitdmetro,
segundo técnica especifica de diluicdo (Figura 11.A), enquanto a contagem de reticulécitos
pode ser feita por leitura de lamina ao microscépio, com objetiva de 100x. O valor de
hematocrito € obtido através de medicdo da proporcdo de sangue ocupada por eritrocitos em
tubos capilares, apos centrifugacdo, por microtécnica (Figura 11.B). O VCM pode ser obtido
através de calculos com base na contagem de eritrocitos e no valor de hematdcrito (Silva, 2017;
Thrall et al., 2015).
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Figura 11 — Técnicas manuais para realizacdo de eritrograma e proteinograma
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determinacéo de proteinas plasmaticas totais.

O leucograma constitui-se por contagem total de leucocitos (LT) e pela contagem
diferencial, ambas podendo ser feitas, para a maioria das especies, tanto em analisador
automatico quanto manualmente. Da mesma forma que no eritrograma, a contagem diferencial
pode ser feita por leitura de ldamina ao microscopio com objetiva de 100x, e a contagem total
com auxilio de hemocitémetro apds dilui¢do por técnicas especificas (Silva, 2017; Thrall et al.,
2015).

O proteinograma também € de grande relevancia na avaliacdo do quadro dos pacientes,
uma vez que fornece o teor proteico do plasma ou soro, relacionado principalmente ao aumento
ou reducédo de globulinas ou albumina em quadros inflamatorios e infecciosos, dentre outros.
Para deteccdo do teor de proteinas plasmaticas totais (PPT) por microtécnica, utiliza-se o
plasma obtido por centrifugacdo de capilares contendo amostra de sangue com anticoagulante.
Avalia-se, entdo, o teor de proteinas do plasma com auxilio de um refratdmetro, obtendo-se os
valores em g/dl (Figura 11.C) (Ayres, 1994; Pugh et al., 2020; Thrall, 2015).

Devido as caracteristicas das hemacias caprinas, que apresentam tamanho reduzido e
maior fragilidade comparativamente as de outros animais, 0s exames hematoldgicos para essa
espécie apresentam certas particularidades, com recomendacdes quanto aos métodos de colheita
de sangue e limitacGes nos usos de analisadores automaticos (Ibrhim, 2014; Newcomer et al.,
2021).

De forma geral, exames laboratoriais devem ser executados com atencdo as normas
especificas, e os profissionais envolvidos em todo o processo devem conhecer as técnicas de
colheita, transporte, armazenamento e processamento das amostras, evitando, dessa forma,
erros que podem invalidar os resultados dos exames (Humann-Ziehank; Ganter, 2012; Whipple;
Leissinger; Beatty, 2020).



40

3.3.1 Erros pré-analiticos, analiticos e pos-analiticos em exames hematoldgicos

Apesar da importancia dos exames laboratoriais na gestdo de casos clinicos e na tomada
de decisdes, como escolha da terapéutica a ser instituida, diferentes tipos de erros podem ocorrer
na medicina laboratorial, sendo classificados em pré-analiticos, analiticos e pos-analiticos.
Erros pré-analiticos, que ocorrem antes dos testes da amostra, sdo 0s mais comuns e incluem
selecdo e manuseio inadequados desta. Erros analiticos ocorrem durante os testes e podem
envolver falhas relacionadas a equipamentos ou reagentes. Erros pds-analiticos acontecem ap6s
a obtencdo dos resultados e podem incluir erros de transcri¢cdo ou falha na comunicagéo destes
(Whipple; Leissinger; Beatty, 2020).

Whipple, Leissinger e Beatty (2020) destacam que 0s erros pré-analiticos sdo 0os mais
comuns na medicina laboratorial, tanto em ambientes veterinarios quanto humanos, e referem-
se a escolha e solicitagdo do teste, técnica de colheita, manuseio, identificacdo, transporte e
armazenamento da amostra no laboratorio. Em estudo acerca de erros ocorridos em um hospital
veterinario educacional, os erros pré-analiticos representaram 75,3% de todos 0s erros em um
primeiro periodo e 81,9% em um segundo periodo de avaliacdo.

Humann-Ziehank e Ganter (2012) ressaltam a relevancia dos fatores pré-analiticos na
qualidade dos diagndsticos laboratoriais em animais de fazenda. Tais fatores podem provocar
variacdes significativas nas concentracdes de analitos bioquimicos e hematolégicos, levando a
conclusdes imprecisas e a decisdes equivocadas na conducgdo do caso clinico, como também
em pesquisas. Os fatores podem estar relacionados ao animal, como horario, alimentacao,
idade, sexo, medicamentos, estresse, entre outros; ou & técnica, como escolha do tubo,
anticoagulantes, procedimento de colheita, contaminacdo, armazenamento e transporte das
amostras.

Acerca de exames bioguimicos de ovinos, de acordo com Braun e colaboradores (2010),
0 primeiro passo para sua realizacdo é a selecao adequada dos testes e 0 gerenciamento eficiente
da fase pré-analitica. Os autores mencionam diversos fatores pré-analiticos que podem
influenciar os resultados das analises bioquimicas na espécie, como interferéncia do tipo de
anticoagulante, tempo de processamento para obtencdo de soro ou plasma, fatores climaticos,
estado fisiolégico do animal no momento da colheita, fatores nutricionais, transporte e
alojamento.

No estudo de Whipple, Leissinger e Beatty (2020) sobre erros em exames laboratoriais,

verificou-se uma quantidade significativa de amostras hemolisadas (Tabela 2). A hemolise é
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mencionada como uma condicdo que pode ser patoldgica ou resultante de erros pré-analiticos,
como técnica inadequada de colheita de sangue ou manuseio inadequado da amostra, e que
pode interferir nos resultados das analises laboratoriais, especialmente em métodos

colorimétricos.

Tabela 2 - Percentual de amostras hemolisadas em hospital veterinario educacional

Indice de hemolise Percentual de amostras
H3 13,0%
H4 1,3%
H5 0,70%
H6 0,35%
Hemolise total 5,7%

Fonte: Adaptado de Whipple; Leissinger; Beatty, 2020. O indice de hemolise é utilizado para avaliar a gravidade
da hemdlise nas amostras, variando de 1 (nenhuma ou minima hemolise) a 6 (hemélise acentuada). Amostras com
indice de hemdlise igual ou superior a 3 foram registradas, pois podem afetar os resultados das analises.

A hemolise pré-analitica pode afetar significativamente varios parametros bioquimicos,
podendo causar aumentos nas concentracdes de albumina, colesterol, fésforo e hemoglobina, e
diminuicGes nos niveis de calcio, creatinina, globulinas, bilirrubina total e proteinas totais. A
hemolise pode causar tanto a liberacdo de componentes intracelulares no soro quanto a diluigdo
deste, resultando em concentracdes alteradas dos analitos. A liberacdo de fosfato dos eritrocitos
pode aumentar os niveis de fosforo no soro, enquanto a dilui¢cdo do soro pode diminuir 0s niveis
de calcio. A hemoglobina e outros componentes intracelulares no soro podem interagir
guimicamente com os reagentes. Em analises espectrofotométricas, a hemoglobina liberada tem
um amplo espectro de absorcdo, o que pode interferir nas medicGes de outros analitos (Larran
et al., 2024).

As causas de hemdlise in vitro incluem técnicas inadequadas de colheita de sangue, e
falhas no armazenamento e transporte das amostras. A aplicacdo excessiva de pressdo ou a
utilizacdo de agulhas de calibre inadequado, podem causar a ruptura das heméacias. Embora os
sistemas a vacuo sejam eficientes, eles podem aumentar a sensibilidade das membranas a outros
fatores pré-analiticos, resultando também em hemdlise. Da mesma forma, agitacdo excessiva
das amostras ocorridas durante transporte ou manuseio, temperaturas extremas, tempo
prolongado de armazenamento e contaminagdo da amostra com substancias quimicas ou
reagentes durante a colheita ou processamento podem causar a degradagdo das hemécias e
resultar em hemdlise (Alekhin; Zhukov, 2022; Heireman et al., 2017).
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Erros analiticos e pds-analiticos s&o menos comuns do que os pré-analiticos, no entanto,
podem igualmente ter um impacto significativo na precisdo e utilidade de resultados
laboratoriais. Os erros analiticos ocorrem durante a fase de teste e incluem problemas
relacionados aos equipamentos, uso inadequado de reagentes, erros na medigéo e transferéncia
de liquidos, resultando em concentrac@es incorretas de amostras, e substancias enddgenas ou
exdgenas presentes nas amostras, podendo interferir nos resultados dos testes (Whipple,
Leissinger, Beatty, 2020).

Os erros pds-analiticos, por sua vez, ocorrem ap6s a geracdo dos resultados e incluem
erros ao transcrever os resultados dos testes para os registros, falhas na comunicacdo dos
resultados, validacdo incorreta dos dados gerados durante os testes e atrasos na liberacdo dos
resultados, podendo impactar negativamente na utilizacdo destes pelo clinico solicitante
(Whipple, Leissinger, Beatty, 2020).

Erros pre-analiticos, analiticos e poés-analiticos podem ser minimizados com a
implementacao de sistemas de gestdo de informagdes laboratoriais e educacéo adicional para a
equipe laboratorial e médicos veterinarios responsaveis pela colheita e envio das amostras
(Alekhin; Zhukov, 2022; Larran et al., 2024; Whipple, Leissinger, Beatty, 2020).

3.3.2 Particularidades dos exames hematologicos na espécie caprina

A composicao sanguinea desempenha um papel crucial na compreensao da fisiologia e
da salde dos individuos de cada espécie. Nos ruminantes, 0s caprinos apresentam
caracteristicas especificas que os distinguem de outras espécies, como 0s bovinos e ovinos. Um
exemplo é o fato de suas hemécias serem menores e mais susceptiveis a hemdlise in vitro, o
que pode representar um desafio significativo durante a colheita e analise de amostras
sanguineas. Adicionalmente, os caprinos apresentam uma proporcdo maior de linfocitos em
comparacdo a outras espécies de ruminantes, o que pode refletir diferencas em seus mecanismos
de resposta imunologica (Newcomer et al., 2021; Thrall et al., 2015). Valores de referéncia

para os dados hematoldgicos de caprinos sdo fornecidos na Tabela 3.

Tabela 3 - Parametros hematoldgicos de normalidade para caprinos

Parametro (Unidades) | Caprinos Adultos
Hematdcrito (%) 22-36
Hemoglobina (g/dL) 8-12
Contagem de eritrocitos (x10¢/pL) 8-17

Volume corpuscular médio (fL) 15-26
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Parametro (Unidades) \ Caprinos Adultos
CHCM (g/dL) 29-35
Contagem de plaquetas (x10%/pL) 2.8-6.4
Contagem total de leucdcitos (/uL) 4.000-13.000
Neutréfilos segmentados (/L) 1.400-8.000
Neutréfilos em banda (/pL) 0
Linfocitos (/pL) 2.000-9.000
Mondcitos (/pL) 0-500
Eosinofilos (/pL) 0-900
Basofilos (/uL) 0-100
Proteinas plasmaticas totais (g/dL) 6.0-7.5
Fibrinogénio (mg/dL) 100-500

Fonte: Adaptado de Newcomer et al. (2021).

A composigdo sanguinea dos caprinos pode ser modulada por fatores como idade, sexo
e estado fisiologico, bem como por fatores ambientais e de manejo, incluindo temperatura,
umidade, nutricdo e niveis de estresse. O estresse térmico, por exemplo, pode induzir alterac6es
nos parametros hematolégicos, como o aumento do hematocrito e da concentracdo de
hemoglobina. Além disso, a nutricdo inadequada pode resultar em deficiéncias de nutrientes
essenciais, impactando a producéo e a funcao de células sanguineas (Thrall et al., 2015).

Newcomer et al. (2021) fornecem diversas recomendacdes para colheita de sangue de
caprinos, no intuito de auxiliar na precisdo e confiabilidade dos resultados de analises
laboratoriais para a espécie. Segundo os autores, 0 sangue de caprinos nao deve ser colhido com
sistema a vacuo, uma vez que as hemacias da espécie sdo pequenas e particularmente
susceptiveis a hemolise. Sdo recomendadas agulhas de 18 ou 20-gauge (0,9 a 1,7 mm), com
comprimento de 1 a 1,5 polegadas (25,4 a 38,1 mm), para colheita de sangue de adultos, e de
22-gauge (0,7 mm) para neonatos. De acordo com Duncan e Prasse (1982), as agulhas mais
utilizadas para colheita de sangue de caprinos sdo as 40 x 1,0 mm, 40 x 1,2 mm e 40 x 1,6 mm.

A veia jugular é o vaso de preferéncia para a colheita na espécie (Duncan; Prasse, 1982),
devendo-se aplicar pressdo digital proximalmente, logo acima da entrada toracica, a fim de
bloguear o fluxo sanguineo. O anticoagulante recomendado para hemograma € o EDTA, e 0s
tubos devem ser preenchidos de maneira a garantir a proporcdo adequada entre sangue e
anticoagulante. As amostras devem ser processadas rapidamente apos a colheita e, caso haja
atraso, devem ser refrigeradas a 4°C por até 24 horas. Uma lamina de sangue seca ao ar deve
ser preparada logo apos a colheita para evitar alteragdes na morfologia dos leucécitos e a

separacgdo de parasitas dos eritrocitos (Newcomer et al., 2021; Silva, 2017).
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H& limitacdes quanto ao uso de analisadores automaticos para exames hematolégicos
de caprinos. Estudos apontam que esses aparelhos podem ndo ser totalmente precisos para a
espécie devido as diferencas nas caracteristicas de suas células sanguineas em comparagdo com
outras espécies, como o tamanho reduzido das hemacias. Ibrhim (2014), detectou reducdo
significativa nos valores de hematdcrito e de hemoglobina em resultados obtidos por analisador
automatico, em comparacdo com os obtidos por método manual. Tuna (2022) obteve valores
significativamente mais altos de contagem total de leucécitos e de neutréfilos, e mais baixos de

linfocitos com analisador automatico, comparativamente a método manual.

3.4 CONCLUSAO

A compreensdo da composicdo sanguinea dos ruminantes, especialmente dos caprinos,
é fundamental para a pratica veterinaria. As particularidades do sangue de caprinos, como sua
maior susceptibilidade a hemolise, destacam a importancia de abordagens especificas para essa
espécie. Estudos futuros devem continuar a investigar os fatores que influenciam na fragilidade
das hemaécias e desenvolver estratégias para assegurar a acuracia de exames hematoldgicos para

a espécie.
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RESUMO

Exames hematoldgicos séo essenciais para a avaliacdo da saude dos caprinos, e a
utilizacdo de técnicas adequadas de colheita de amostras € fundamental para a
precisdo dos resultados. A literatura sugere que, para a espécie caprina, 0 uso de
sistemas a vacuo e agulhas de calibre reduzido é desaconselhado, uma vez que esses
métodos poderiam aumentar a ocorréncia de hemalise, devido a maior fragilidade dos
eritrocitos da espécie. Este estudo teve como objetivo avaliar a influéncia de dois
métodos de colheita de sangue sobre parametros hematolégicos de caprinos adultos
da raca Saanen: um método com sistema a vacuo e agulha 25 x 0,7 mm e outro por
gravidade, com agulha 40 x 1,2 mm. Foram utilizados 50 caprinos higidos, sem
distincgdo de manejo ou sexo. A andlise dos parametros hematologicos seguiu
metodologias padrao. N&do foram observadas diferencgas significativas nos resultados
de contagem de heméacias, hematdcrito, volume corpuscular médio, leucdcitos totais
e proteinas plasmaticas totais entre os dois métodos de colheita (nivel de significancia
de 0,05). Esses resultados indicam que, sob as condi¢des do estudo, o sistema a
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vacuo nédo induziu hemdlise significativa, e ambos os métodos séo confiaveis para uso
em caprinos.

Palavras-chave: Hematologia. Hemograma. Hemdlise. Pequenos ruminantes.

ABSTRACT

Hematological tests are essential for assessing the health of goats, and the use of
proper sample collection techniques is crucial for the accuracy of the results. The
literature suggests that for the caprine species, the use of vacuum systems and small
gauge needles is not recommended, as these methods could increase the occurrence
of hemolysis due to the greater fragility of the species' erythrocytes. This study aimed
to evaluate the influence of two blood collection methods on the hematological
parameters of adult Saanen goats: one method using a vacuum system and a 25 x 0.7
mm needle, and another by gravity, with a 40 x 1.2 mm needle. Fifty healthy goats,
with no distinction of management or sex, were used. The analysis of the hematological
parameters followed standard methodologies. No significant differences were
observed in the results of red blood cell count, hematocrit, mean corpuscular volume,
total leukocytes, and total plasma proteins between the two collection methods
(significance level of 0.05). These results indicate that, under the study conditions, the
vacuum system did not induce significant hemolysis, and both methods are reliable for
use in goats.

Keywords: Hematology. Blood count. Hemolysis. Small ruminants

RESUMEN

Los exadmenes hematolégicos son esenciales para la evaluacion de la salud de los
caprinos, y la utilizacion de técnicas adecuadas para la recoleccién de muestras es
fundamental para la precision de los resultados. La literatura sugiere que, para la
especie caprina, el uso de sistemas de vacio y agujas de calibre reducido no se
recomienda, ya que estos meétodos podrian aumentar la ocurrencia de hemodlisis
debido a la mayor fragilidad de los eritrocitos de la especie. Este estudio tuvo como
objetivo evaluar la influencia de dos métodos de recoleccion de sangre sobre los
parametros hematolégicos de caprinos adultos de la raza Saanen: un método con
sistema de vacio y aguja 25 x 0,7 mm, y otro por gravedad, con aguja 40 x 1,2 mm.
Se utilizaron 50 caprinos saludables, sin distincién de manejo o sexo. El andlisis de
los parametros hematologicos siguidé metodologias estandar. No se observaron
diferencias significativas en los resultados de la cuenta de globulos rojos, hematdcrito,
volumen corpuscular medio, leucocitos totales y proteinas plasmaticas totales entre
los dos métodos de recoleccion (nivel de significancia de 0,05). Estos resultados
indican que, bajo las condiciones del estudio, el sistema de vacio no indujo hemalisis
significativa, y ambos métodos son confiables para su uso en caprinos.

Palabras clave: Hematologia. Hemograma. Hemdlisis. Pequefios rumiantes.
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1 INTRODUCAO

Avaliagbes hematoldgicas fornecem importantes informacdes acerca da saude
de ruminantes, sendo de grande relevancia que profissionais responséaveis pela
execucdo dos exames tenham conhecimento dos métodos corretos de colheita e
processamento das amostras. Para isso, devem-se levar em consideragdo as
particularidades inerentes a cada espécie, evitando-se assim falhas, que podem levar
a erros nos resultados dos exames (Thrall et al., 2015; Whipple; Leissinger; Beatty,
2020).

As hemacias dos ruminantes apresentam maior fragilidade em comparacao
com as de outras espécies, sendo as dos caprinos particularmente mais susceptiveis
a hemdlise, que € o processo de destruicdo das hemacias, além de apresentarem
caracteristicas distintas, como o tamanho reduzido. Tais particularidades suscitam
guestionamentos sobre a adequacdo dos métodos de colheita e processamento das
amostras (Duncan; Prasse, 1982; Newcomer et al., 2021).

A literatura desaconselha a colheita de sangue de caprinos com sistemas a
vacuo ou com agulhas de calibre reduzido. A hipétese é de que estes métodos
poderiam aumentar a probabilidade de hemdlise, uma vez que as heméacias dos
caprinos sdo mais susceptiveis a danos mecanicos em comparacado com as de outras
espécies (Newcomer et al., 2021).

Quando ocorre hemdlise, os componentes intracelulares das hemacias sao
liberados no plasma, o que pode interferir na precisdo dos exames laboratoriais, como
na contagem de eritrocitos e no hematdécrito. Além disso, a hemdlise pode afetar
negativamente a interpretacdo de resultados bioquimicos, pois a presenca de
hemoglobina no plasma pode distorcer as medi¢cdes e comprometer a avaliacao da
saude do animal (Larran et al., 2024).

Portanto, a minimizacdo da hemdlise é essencial para garantir a qualidade das
amostras e a confiabilidade dos resultados laboratoriais para caprinos (Newcomer et
al., 2020). Contudo, had uma caréncia de pesquisas que avaliem a interferéncia dos
métodos de colheita, particularmente pelo uso de sistemas a vacuo e com agulha de
calibre reduzido, no que se refere as alteracdes de resultados de parametros
hematolégicos de caprinos.

Nesse contexto, objetivou-se com o presente estudo avaliar a influéncia do

método de colheita de sangue por sistema a vacuo, com agulha de calibre 25 x 0,7
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mm, e por gravidade, com agulha de 40 x 1,2 mm, sobre pardmetros hematologicos

de caprinos adultos da raca Saanen.

2 REFERENCIAL TEORICO

Exames hematol6gicos, como eritrograma, leucograma e proteinograma, sao
fundamentais para a préatica veterinaria, pois fornecem informacdes de grande
relevancia sobre a saude dos animais. A contagem de hemécias por microlitro é
essencial para avaliacdo da capacidade de transporte de oxigénio do sangue. O
hematdcrito mede a proporcdo do volume de sangue ocupado pelas hemécias.
Alteracdes nos resultados desses exames podem indicar anemias, desidratacdo ou
policitemia. O volume corpuscular médio (VCM) reflete o tamanho médio dos
eritrécitos e é utilizado para classificar anemias. Hemacias normociticas, macrociticas
ou microciticas podem indicar diferentes tipos de anemias e suas causas subjacentes
(Gonzélez; Silva, 2008; Thrall et al., 2015; Silva, 2017).

O valor total de leucocitos por microlitro € de grande importancia para avaliacdo
do estado imunolégico dos animais, pois permite determinar a concentracéo dos tipos
de leucdcitos que compdem a contagem diferencial. Alteracbes no resultado desse
exame podem indicar infeccdes, inflamacgdes ou doencas imunolégicas (Thrall et al.,
2015). Os niveis de proteina plasmatica total (PPT), por sua vez, referem-se ao teor
de proteinas do plasma sanguineo, incluindo albumina, globulinas e fibrinogénio.
Alteracbes nos niveis de PPT podem indicar problemas como desidratacao,
inflamacé&o ou doencas hepaticas (Voigt; Swist, 2011).

Apesar da importancia dos exames laboratoriais na gestao de casos clinicos e
na tomada de decisdes, como escolha da terapéutica a ser instituida, diferentes tipos
de erros podem ocorrer na medicina laboratorial, sendo classificados em preé-
analiticos, analiticos e poOs-analiticos. Erros pré-analiticos, que ocorrem antes dos
testes das amostras, sdo 0s mais comuns e incluem selecao e manuseio inadequados
destas. Erros analiticos ocorrem durante os testes e podem envolver falhas
relacionadas a equipamentos ou reagentes. Erros pos-analiticos acontecem apés a
obtencao dos resultados e podem incluir erros de transcricdo ou falha na comunicagcao
destes (Whipple; Leissinger; Beatty, 2020).

Whipple, Leissinger e Beatty (2020) destacam que 0s erros pré-analiticos,

como a colheita e 0 manuseio inadequado das amostras, sdo comuns na medicina



53

laboratorial, tanto em ambientes veterinarios quanto humanos, e podem levar a
hemdlise in vitro, um dos principais problemas detectados nos laboratoérios. Segundo
Larran et al. (2024), a hemdlise pode alterar varios parametros bioquimicos,
resultando em aumentos nas concentracdes de albumina, colesterol, fésforo e
hemoglobina, e diminui¢cdes nos niveis de célcio, creatinina, globulinas, bilirrubina total
e PPT. Isso ocorre devido a liberagdo de componentes intracelulares no soro ou a
diluicdo deste, o que afeta as concentra¢cdes dos analitos. A liberagéo de fosfato pode
elevar os niveis de fésforo, enquanto a diluicdo pode reduzir os niveis de célcio, e a
hemoglobina liberada pode interferir nas analises espectrofotométricas, alterando as
medigOes de outros analitos.

As causas de hemodlise in vitro incluem técnicas inadequadas de colheita de
sangue, e falhas no armazenamento e transporte das amostras. A aplicacao excessiva
de presséao ou a utilizacdo de agulhas de calibre inadequado, podem causar a ruptura
das hemacias. Embora os sistemas a vacuo sejam eficientes, eles podem aumentar a
sensibilidade das membranas a outros fatores pré-analiticos, resultando também em
hemdlise. Da mesma forma, agitacdo excessiva das amostras durante o transporte ou
manuseio inadequado, temperaturas extremas, armazenamento prolongado e
contaminacdo com substancias quimicas ou outros materiais durante a colheita ou
processamento podem causar a degradacdo das hemacias e resultar em hemodlise
(Heireman et al., 2017; Alekhin; Zhukov, 2022).

Newcomer et al. (2021) fornecem diversas recomendac¢des para colheita de
sangue de caprinos, no intuito de auxiliar na precisao e confiabilidade dos resultados
de analises laboratoriais para a espécie. Segundo os autores, 0 sangue de caprinos
nao deve ser colhido com sistema a vacuo, uma vez que as hemacias da espécie sao
peqguenas e particularmente susceptiveis a hemolise. Sdo recomendadas agulhas de
18 ou 20-gauge (0,9 a 1,7 mm), com comprimento de 1 a 1,5 polegadas (25,4 a 38,1
mm), para colheita de sangue de adultos, e de 22-gauge (0,7 mm) para neonatos. De
acordo com Duncan e Prasse (1982), as agulhas mais utilizadas para colheita de
sangue de caprinos sdo as 40 x 1,0 mm, 40 x 1,2 mm e 40 x 1,6 mm.

A veia jugular € o vaso de preferéncia para a colheita na espécie (Duncan;
Prasse, 1982), devendo-se aplicar presséo digital proximalmente, logo acima da
entrada torécica, a fim de bloquear o fluxo sanguineo. O anticoagulante recomendado
para hemograma é o EDTA, e os tubos devem ser preenchidos de maneira a garantir

a propor¢cdo adequada entre sangue e anticoagulante. As amostras devem ser
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processadas rapidamente apds a colheita e, caso haja atraso, devem ser refrigeradas
a 4°C (Silva, 2017; Newcomer et al., 2021).

Além do tamanho reduzido, diversos fatores podem afetar a fragilidade dos
eritrécitos de caprinos. Animais mais jovens apresentam eritrocitos mais frageis, com
a resisténcia eritrocitaria aumentando a medida que alcancam a idade adulta
(Igbokwe; Ojo; Ighokwe, 2016). Hormdnios sexuais, como 0 estrogénio e a prolactina,
podem aumentar a susceptibilidade dos eritrécitos ao estresse osmético, enquanto a
progesterona pode afetar positivamente o funcionamento de proteinas de membrana,
conferindo maior resisténcia eritrocitaria durante a gestacdo (Ilgbokwe; Ojo; Igbokwe,
2015).

Deficiéncias nutricionais, como a falta de fosforo e selénio, podem aumentar a
fragilidade dos eritrocitos (Rezaei; Dalir-Naghadeh; 2009). A hipofosfatemia grave, por
exemplo, pode causar hemolise devido a inibicdo da glicolise eritrocitaria (Thrall et al.,
2015). O estresse térmico e o transporte prolongado podem ainda contribuir para o
aumento da fragilidade dos eritrécitos (Minka; Ayo, 2010; Adenkola; Agbendeh; Okpe,
2011; Reddy et al., 2019).

3 METODOLOGIA

A pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso dos Animais da
Universidade Federal do Agreste de Pernambuco (CEUA-UFAPE), sob licenca
CEUAUFAPE2024020531.

Foram utilizados 50 caprinos adultos da raca Saanen, sem distin¢cdo de manejo
ou sexo, oriundos de criatorios dos municipios de Garanhuns-PE (Latitude: 8°53'10"
S; Longitude: 36°29'23" O) e Alagoinha-PE (Latitude: 8°46'09" S; Longitude: 36°34'17"
O). A regido possui clima tropical de altitude, com temperaturas médias anuais
variando entre 16°C e 28°C. A pesquisa foi conduzida entre os meses de julho a
dezembro, com temperaturas médias em torno de 23°C. Os animais foram submetidos
previamente a exame fisico, de acordo com Pugh et al. (2020), e apenas o0s
considerados higidos foram incluidos na avaliacao.

Para execucao do hemograma, foi colhido de todos os animais selecionados,
em tubos de 4 mL contendo EDTA, sangue da veia jugular externa esquerda utilizando
sistema a vacuo, com agulhas 25 x 0,7 mm (Figura 1.A), e 4 mL de sangue da veia

jugular direita por gravidade, com agulha 40 x 1,2 mm (Figura 1.B). Antes da
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venopuncao, foi feita antissepsia do local com alcool 70° e, ap6s remocao da agulha,
foi feita compresséo local. O processamento e andlise das amostras, bem como a
interpretacédo dos resultados do hemograma seguiu metodologia proposta por Thrall
et al. (2015).

Figura 1. Colheita de sangue de caprinos adultos e higidos, da raca Saanen, por diferentes métodos.
A. Colheita com sistema a vacuo, B. Colheita por gravidade.

-

> il v

Fonte: Elaboradas pelos préprios autores.

Os tubos contendo as amostras foram identificados de acordo com o método
de colheita utilizado, e devidamente transportados em caixa isotérmica, evitando-se
interferéncia de fatores externos que pudessem predispor a hemolise. No Laboratério
de Patologia Clinica do Hospital Veterinario da Universidade Federal do Agreste de
Pernambuco, foi realizada a analise das amostras de cada animal.

A contagem total de hemacias (x10%uL) e de leucécitos (células/uL) foi
realizada em duplicata, manualmente, por meio de leitura em hemocitémetro apos
diluicdo (Weiss; Wardrop, 2010). A determinacdo do hematécrito (Ht) foi feita por
microtécnica, utilizando-se tubos capilares de vidro, com resultados expressos em
porcentagem (%). Os valores absolutos de volume corpuscular médio (VCM) foram
obtidos a partir dos valores resultantes das contagens de hemacias e dos
hematdcritos, através da férmula: VCM = (Htc/hemacias) x 10 (Thrall et al., 2015).
Para a dosagem de proteinas plasmaticas totais (PPT), utilizou-se refratdmetro optico,
com resultados em grama por decilitro (g/dL).

Para avaliar os efeitos do tipo de colheita utilizada sobre parametros
hematolégicos, as varidveis quantitativas foram submetidas a analise descritiva a

distribuicdo dos dados apresentada por meio das medidas de tendéncia central e de
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dispersao. A simetria da distribuicdo dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk
e a homogeneidade das variancias, pelo teste de Levene. As variaveis que
atenderam as premissas distribuicdo normal e homogeneidade das variancias foram
comparadas pelo teste t de Student. Os demais dados foram avaliados pelo teste U
de Mann-Whitney para amostras independentes (ndo paramétrico). O nivel de
significancia utilizado foi de 0,05. Para as analises, foi utilizado o programa estatistico
SPSS (Statistical Package of Social Science), versao 20.0 para Windows.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

As médias e desvios-padrao das variaveis total de hemacias por microlitro de
sangue, hematdcrito, volume corpuscular médio (VCM), proteinas plasmaticas totais

(PPT) e leucdcitos totais por microlitro estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Médias e desvios-padrédo de varidveis hematoldgicas de caprinos adultos, higidos, da raca
Saanen, a partir de amostras colhidas com sistema a vacuo e por gravidade.

Par&metro Colheita a vacuo Colheita por gravidade Valor de p
Hemacias (108/uL) 12,25+2,33 12,56+2,69 0,54
Hematacrito (%) 24,26 +4,17 24,74+4,60 0,59
VCM (fL) 20,27+4,50 20,07+3,41 0,99
PPT (g/dL) 7,00+0,74 6,98+0,69 0,88
Leucécitos totais (/uL) 8349,00+3114,37 8280,50+2904,54 0,91

Fonte: Elaborada pelos proprios autores.

Os testes estatisticos para todas as variaveis apresentaram valores de p>0,05,
indicando que nao houve diferenca significativa entre os métodos de colheita.

Embora Newcomer et al. (2021) recomende evitar o uso do sistema a vacuo
para colheita de sangue em caprinos devido a maior susceptibilidade das hemacias
da espécie a hemdlise, os resultados obtidos ndo corroboram essa orientacdo. Os
autores enfatizam que as hemacias caprinas sdo pequenas e particularmente
vulneraveis a danos mecanicos, o que pode prejudicar a qualidade dos resultados
laboratoriais. No entanto, os resultados obtidos no presente estudo ndo mostraram
alteracao significativa nos parametros do eritrograma, sugerindo que, sob as
condi¢Bes adotadas no estudo, o risco de hemdlise pode ser menor do que o previsto
pelo referencial.

A contagem total de hemacias néo diferiu significativamente entre os diferentes
métodos de colheita de sangue empregados, o que indica que a colheita a vacuo pode

ndo induzir lise eritrocitaria a ponto de causar alteracées nos resultados dos exames
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como sugere a literatura (Newcomer et al., 2021). A contagem total de hemacias é
um dos principais parametros do eritrograma e € fundamental para avaliar a
capacidade do sangue em transportar oxigénio (Thrall et al., 2015).

A auséncia de diferenga significativa entre os valores de hematdcrito das
amostras de sangue colhidas pelos diferentes métodos pode indicar que a hemolise
nao foi suficiente para interferir nos valores desse parametro, confirmando que a
técnica de colheita a vacuo ndo provocou erros substanciais sobre esses resultados.
O hematdcrito corresponde a proporcdo de volume sanguineo ocupado pelas
hemécias (Silva, 2017), e a hemolise in vitro, como observado por Whipple, Leissinger,
Beatty (2020) e Heireman et al. (2017), poderia afetar esse parametro, com a liberacao
do conteudo das heméacias para o plasma, levando a alteragdes nos resultados.

O volume corpuscular médio (VCM), utilizado na avaliacdo do tamanho das
hemacias e na classificacdo de anemias, também ndo demonstrou diferenca
significativa entre as amostras colhidas por sistema a vacuo e por gravidade. De
acordo com Thrall et al. (2015), variacées no VCM podem ser indicativas de diferentes
tipos de anemias, no entanto, no presente estudo, tais variagcbes ndo foram
influenciadas pelo método de colheita. A literatura ressalta que a hemdlise pode
interferir nos parametros do eritrograma (Whipple; Leissinger; Beatty, 2020;
Newcomer et al.,, 2021), entretanto, a auséncia de alteracdes significativas na
contagem de hemacias, no hematdécrito e no VCM sugere que o sistema a vacuo, com
o calibre de agulha utilizado, ndo causou danos substanciais aos eritrocitos de modo
a comprometer os resultados dos exames.

Os métodos de colheita utilizados nado influenciaram de forma significativa a
contagem de leucdcitos totais, que é um parametro essencial para avaliar o estado
imunolégico dos caprinos. Os valores de leucocitos podem ser influenciados por
diversos fatores, como infeccdes, inflamacdes ou disturbios imunoldgicos (Gonzalez;
Silva, 2008; Thrall et al., 2015). Portanto, € fundamental minimizar a possibilidade de
erros que possam comprometer a precisao dos resultados deste exame, a fim de evitar
interpretacdes incorretas acerca da saude do animal. A auséncia de diferencas
significativas nos valores sugere a confiabilidade de ambos os métodos de colheita
utilizados.

Os valores de PPT também ndo apresentaram diferenca significativa entre os
métodos de colheita. As proteinas plasmaticas totais, compostas principalmente por

albumina e globulinas, sdo importantes para a avaliagdo do estado nutricional,
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imunolégico e funcional do organismo. Alteracdes nos niveis de proteinas plasmaticas
podem refletir desidratacdo, inflamacao crénica ou doencas hepéticas (Thrall et al.,
2015). A hemodlise in vitro, como discutido por Whipple, Leissinger, Beatty (2020) e
Larran et al. (2024), pode causar alteragcbes nas concentracdes de proteinas
plasméticas, como aumento dos niveis de albumina e diminuicAo nos niveis de
globulina. No entanto, os resultados indicam que as diferencas nos métodos de
colheita ndo induziram hemdlise significativa para afetar os valores de PPT.

5 CONCLUSAO

Conclui-se que, para caprinos, o0 método de colheita de sangue com sistema a
vacuo e agulha de calibre reduzido nédo altera de forma significativa os parametros
hematoldgicos analisados, sendo possivel, na pratica clinica e em pesquisas
cientificas, optar-se por qualquer um dos méetodos estudados, sem comprometer os

resultados dos exames.
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tiene como objetivo ofrecer una sintesis concisa del contenido. Se recomienda seguir
la coherencia relacional al considerar la justificacion o problema que motiva la
investigacion. A continuacion, se delinean los objetivos de la investigacion, seguidos
de una descripcion de la metodologia utilizada. Se discuten los resultados obtenidos,
permitiendo asi la conclusién sobre la investigacién. Este resumen sigue las pautas
propuestas por Pires (2005).

Palabras clave: Entre 4 y 6 palabras clave, separadas por puntos y la letra inicial de
cada palabra en mayuscula. Por ejemplo: Derecho. Libertad. Patria. Brasil.

1 INTRODUCAO

Descrever a contextualizacdo, a questdo de pesquisa e a justificativa da
pesquisa, utilizando fonte Arial 12 e espacamento entre linhas de 1,5. O namero
maximo de autores permitidos é oito; caso o artigo apresente mais do que esse
namero, € necessario entrar em contato com a revista para consultar sobre a taxa
adicional para a inclusdo de um autor adicional. Quanto a extensdo do manuscrito,
este deve conter no maximo 20 paginas, ja incluindo as referéncias bibliogréficas. Os
trabalhos podem ser redigidos em portugués, inglés e espanhol.

No final da introducdo, os objetivos do trabalho devem ser claramente
delineados, de forma especifica e mensuravel. Caso deseje, é possivel criar um
subitem exclusivo para o objetivo. Além disso, € fundamental que sejam formulados
de maneira alcancavel, garantindo que o leitor compreenda completamente o escopo

do estudo e o que sera abordado e avaliado.

2 REFERENCIAL TEORICO

O referencial tedrico em um estudo compreende uma andlise critica e
organizada da literatura pertinente ao tema, fornecendo uma contextualizacdo teérica
e definindo os conceitos-chave. Deve conter de maneira abrangente as teorias,
modelos e pesquisas anteriores, identificando lacunas, contradicGes e consensos na

literatura que sao importantes para o foco do trabalho que esta sendo desenvolvido.
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2.1 TITULO DAS FIGURAS (QUADROS, TABELAS, ETC.)

O titulo da figura expde de forma concisa, mas discursiva, 0 conteldo da
imagem. A fonte do titulo deve ser Arial tamanho 10, com espacamento de 1,0,
centralizado. Cada figura deve ser numerada com algarismos arabicos sequenciais
dentro do texto como um todo, antecedida pela palavra "Figura". Exemplo: Figura 1,
Figura 2, Figura 3, e assim por diante. A fonte de citacdo deve ser simples, situada
abaixo da figura centralizada, utilizando Arial tamanho 10.

Por exemplo, figura:

Figura 1. Mapa da Cidade de S&o Paulo

3 o MUNICIPIO oe
%4 7 Qot“\ SASMpsengto '
&- Rigia v s Lo néb | Vil SAS

1034

%

santo 254 anieo
Fonte: mapas antigos de SP: 1954

Tabela 1. Listagem parcial de loteamentos implantados pela Companhia City até 1951 na cidade e

Sao Paulo
NO Nome do bairro Area (m?) Ano
1 Jardim América 1.091.118 1915
2 Anhangabau 170.849 061917
3 Butantan 2.341.379 101918
4 Alto da Lapa e Bela Alianca 2.126.643 1921
5 Pacaembu 998.130 1925
6 Alto de Pinheiros 3.669.410 1925
7 Vila América 186.200 1931
8 Vila Nova Tupi 180.000 1931
Fonte: Arquivo da companhia city, sem data.
Quadro 1. Resultados
RESULTADO CONCURSO
3 ausentes Técnico-Administrativo
3 deferidos em Educacéo
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Banca prevista, mas nao realizada por que | Docente do Magistério
ndo houve candidatos autodeclarados. Superior

Banca prevista, mas nao realizada por que | Docente do Magistério
ndo houve candidatos autodeclarados. Superior

34 ausentes Técnico-Administrativo
39 deferidos em Educagéo

1 indeferido — entrou com recurso e foi

deferido

Banca prevista, mas nao realizada por que | Docente do Magistério
ndo houve candidatos autodeclarados. Superior

7 ausentes Técnico-Administrativo
10 deferidos em Educacéo

Fonte: Elaborado pelos autores

Figuras censuradas (intimas), manter as tarjas se 0 autor mandar assim. mas
caso ele ndo tenha colocado nas partes intimas, manter como ele mandou. Apenas
cuidar com imagem do paciente.

Imagens tirada de pessoas tambem devem ter a tarjas no rosto considerado a

protecdo da identidade com o respeito a dignidade e a liberdade individual.

Figura 2. Pessoas trabalhando

- i
Fonte: Elaboradas pelos préprios autores.

2.2 SUBTITULO DE SECOES

Os titulos devem estar em caixa alta, em negrito, fonte Arial, tamanho 12.
Os subtitulos devem estar em caixa alta, sem negrito, fonte Arial, tamanho 12.

Seguindo o exemplo:

Tabela 2. Sequéncia de formacéo de titulos
Tipo Formato
Titulo da secao primaria 1 INTRODUCAO
Titulo da secao secundéria 1.1 TIPO DE PESQUISA
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Titulo da secéo terciaria 1.1.1 Definicéo de conceitos
Titulo da secao quaternaria 1.1.1.1 Opcdes de conceitos
Titulo da secéo quinaria 1.1.1.1.1 Negrito e em itélico
Titulo da secéo senaria 1.1.1.1.1.1 Sem negrito e italico

Fonte: Studies Publicacdes, 2024.

As citacOes dentro do corpo do trabalho devem seguir as normas da ABNT.

2.3 CITACAO NO TEXTO

O autor deve ser citado entre parénteses pelo sobrenome, separado por virgula
da data de publicacdo (Barbosa, 1980). Se o nome do autor estiver citado no texto,
indica-se apenas a data entre parénteses: Morais (1995) assinala... Quando se tratar
de citacdo direta (transcricdo literal do texto original) especificar pagina(s), essa(s)
devera(ao) seguir a data, separada(s) por virgula e precedida(s) de p. (Mumford, 1949,
p.513). As citagdes de diversas obras de um mesmo autor, publicadas no mesmo ano,
devem ser discriminadas por letra mindscula apés a data, sem espacejamento
(Peside, 1927a) (Peside, 1927b). Quando a obra tiver dois ou trés autores, separa-se
por ponto e virgula (Oliveira; Leonardo, 1943) e, quando tiver mais de quatro autores,
indica-se o primeiro seguido da expresséao et al. (Gille et al., 1960). Citacdes até 3
linhas devem vir entre aspas, seguidas do nome do autor, data e pagina. Com mais
de trés linhas, devem vir com recuo de 4 cm na margem esquerda, corpo menor
(fonte10), espaco simples e sem aspas, também seguidas do nome do autor, data e
pagina. As citacdes em lingua estrangeira devem ser apresentadas na mesma lingua
do texto e na chamada de citacdo apresentar a indicacdo traducéo nossa. Em nota de
rodapé apresentar a citacdo em sua lingua original. As expressodes latinas (idem,
ibdem, passim, loco citato, e sequentia) assim como a expressao confira (Cf.) ndo
podem ser utilizadas em chamadas de citacdo no corpo do texto. As expressdes apud
e et al. podem ser utilizadas no corpo do texto e em italico. Seguem abaixo alguns

exemplos de citacdes:
2.3.1 Citacao direta, com mais de trés linhas
Recuo de 4 cm

Tamanho da fonte 10

Espacamento simples
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Deve-se deixar um espaco de 1,5 entre o restante do texto e a citagao.
O alinhamento deve ser justificado.
Por exemplo:

Harvey (1993, p. 112) acrescenta a tudo isso mais um fator,

[...] enquanto abre uma perspectiva radical mediante o reconhecimento da
autenticidade de outras vozes, 0 pensamento pés-moderno veda
imediatamente essas outras vozes 0 acesso a fontes mais universais de
poder, circunscrevendo-as num gueto de alteridade opaca, da especificidade
de um ou outro jogo de linguagem.

2.3.2 Citacao direta, com menos de trés linhas

Segundo Prunes (2000, v. 2, p. 647-648) “a inconformidade dos demandantes,
sustentado laudo pericial técnico [...]".

2.3.3 Citacgao indireta

Quando se faz uma citacdo indireta, € preciso indicar, inicialmente, o
sobrenome do autor e depois a data de publicacdo da obra. Nao é obrigatoria a
indicacdo da pagina do trecho citado. Veja exemplos de citacdo indireta com apenas
um autor a seguir:

Por exemplo:

Conforme Herculano (2021), para gerar trafego organico é fundamental o uso
de técnicas de otimizacao.

Conforme Herculano (2021, p. 409), o marketing de contetdo consiste, entre
outras coisas, em escrever textos com autoridade no assunto (exemplo com
indicacdo da pagina, que nao € obrigatorio).

A visibilidade na internet €, muitas vezes, gerada pelo investimento em
marketing digital (Herculano, 2021).

Além disso, deve-se seqguir a formatacédo da Associacdo Brasileira de Normas
Técnicas. Emrelacdo a ABNT, a citacdo indireta se diferencia bastante da direta, pois
deve ser escrita “normalmente”, ou seja, conforme o restante do corpo do texto. Veja
a lista de normas:

Fonte Arial;

Tamanho 12;
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Espagamento entre linhas de 1,5;

Insercéo do sobrenome do autor e ano de publicacéo da obra entre parénteses.

Como foi possivel visualizar acima, a citacdo indireta deve ser escrita
conforme o restante do corpo do texto. A unica diferenga é somente a “adigdo” do

sobrenome do autor e do ano de publicacéo da obra entre parénteses.

2.3.4 Citacao indireta dois autores

Quando a citacado é de varios autores diferentes, é preciso inserir 0s seus
sobrenomes separados por “ponto e virgula” e seguidos dos anos de publicacéo da
obra. A ordem dos sobrenomes deve ser cronoldgica e crescente. Veja como deve ser
feito:

Por exemplo:

De acordo com diversos autores (Herculano, 1996; Holanda, 2010), o marketing
digital é importante para o crescimento...

O marketing digital auxilia o crescimento das empresas (Herculano, 1996;
Holanda, 2010).

2.3.5 Citacao indireta de varias obras

Quando a citacao é do mesmo autor, mas de varias obras diferentes, os anos
devem ser separados por virgulas, como é mostrado abaixo.

Por exemplo:

O marketing digital pode melhorar a comunicacdo entre marca e publico
(Herculano, 1996, 2016, 2018).

Conforme Herculano (1996, 2016, 2018), o marketing digital € uma boa

estratégia para divulgacdo de um novo produto.

2.3.6 Citacao indireta de mais de quatro autores na mesma obra

Quando uma obra possui mais de quatro autores, recomenda-se usar a
expressao “et al.” ou “e col.”, sequida do ano de publicagdo. Isso serve para nao
precisar escrever 0os sobrenomes de todos os escritos do trabalho.

Por exemplo:
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De acordo com Herculano et al. (2018) A publicacdo nas midias sociais € uma
nova forma de tornar uma empresa mais visivel no mercado.
A publicagdo nas midias sociais envolve a inser¢cdo de artes no feed e nos

stories (Herculano et al, 2018).

2.3.7 Citacao do autor com mais de uma obra publicada no mesmo ano

Esse tipo de citagdo deve ser feita quando sao citadas obras publicadas em
anos diferentes do mesmo autor.

Usam-se letras mindsculas, em ordem alfabética a partir da letra a, logo apés
a data.

Por exemplo:

As midias sociais tornam as empresas mais visiveis (Herculano, 1998a).

De acordo com Herculano (1998a, 1998b), as midias sociais tornam as

empresas mais visiveis.

2.3.8 Método de citacdo numérica

Esse € um método de citacdo indicado por nimeros, como 0 home ja diz. Veja
o0 exemplo logo abaixo, conforme a ABNT:

Por exemplo:

Conforme Herculano, o marketing digital € uma estratégia capaz de construir
um publico-alvo qualificado para a marca (2);

Conforme Herculano, as estratégias SEO podem ajudar no crescimento de uma

marcaz.

3 METODOLOGIA

A metodologia de um artigo delineia os procedimentos empregados para
conduzir a pesquisa, incluindo o tipo de estudo, a selecdo da amostra, os métodos de
coleta e andlise de dados, consideracdes éticas e limitagdes do estudo. Sua descri¢cao
detalhada e transparente € essencial para garantir a replicabilidade e a confiabilidade
dos resultados, além de proporcionar uma base soélida para a interpretacdo e a

generalizacao dos achados.
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3.1 FORMULAS E EQUACAO

Em meio a um texto, as formulas e equacdes devem ser representadas em
linha. Deve-se usar um espacamento maior, que comporte seus elementos
(expoentes, indices e outros); Quando apresentadas fora do paragrafo, sdo alinhada
a esquerda, se houver vérias formulas ou equacbes deve-se identifica-las com
algarismos ardbicos sequenciais ao longo do texto e entre parénteses ( ) na
extremidade direita da linha, quando divididas em mais de uma linha por falta de
espaco as equagdes ou formulas devem ser interrompidas antes do sinal de igual “=”
ou depois dos sinais de adi¢do, subtracao.

Exemplo de equacéao:

d (AB) = <-x 100 (1)
onde:
d(AB)= declividade expressa em porcentagem

dVv= distancia vertical (equidistancia)

dH = distancia horizontal

Exemplo de formulas:

oN Ul =

=G 3 @

3.2 MARCADORES

Os Marcadores sédo divisbes enumerativas referentes a um periodo do
paragrafo. Observa-se a seguinte configuracéo:
a) o texto anterior ao primeiro marcador termina com dois pontos;
b) iniciam-se no recuo de paragrafo e sdo escritas com o entrelinhamento normal;
c) sdo enumeradas com letras minasculas ordenadas alfabeticamente, seguidas
de sinal de fechamento de parenteses. Se a quantidade de marcador exceder

a quantidade de letras do alfabeto, use letras dobradas: aa), ab), ac), etc.;



70

d) o texto do marcador inicia-se com letra minascula, exceto no caso de comegar
com nomes proprios, sdo encerradas com ponto e virgula, exceto a ultima que
€ encerrada com ponto.

Como no exemplo a baixo:

a) os espacamentos dos marcadores sdo de recuo a esquerda de 0,75 por
deslocamento de 0,5;

b) os espacamentos dos marcadores sdo de recuo a esquerda de 0,75 por
deslocamento de 0,5;

c) os espacamentos dos marcadores sao de recuo a esquerda de 0,75 por

deslocamento de 0,5.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados e discussdes de um artigo devem ser apresentados de maneira
clara e organizada, com base nos dados coletados e nas analises realizadas durante
o estudo. Inicialmente, os resultados devem ser apresentados de forma objetiva e
concisa, utilizando tabelas, graficos e estatisticas, se aplicavel, para destacar as
principais descobertas. Em seguida, na secdo de discussdo, os resultados séo
interpretados a luz da literatura existente, destacando semelhancas, diferencas e
implicacbes para a teoria e pratica.

Além disso, séo discutidas as limitagcdes do estudo e possiveis direcdes para
pesquisas futuras. E fundamental que tanto os resultados quanto a discussdo sejam
fundamentados em evidéncias sdlidas e que contribuam significativamente para o

avanco do conhecimento sobre o tema abordado.

5 CONCLUSAO

A conclusdo de um artigo deve sintetizar os principais achados do estudo de
forma sucinta, destacando as contribuicdes significativas para o campo de pesquisa.
Deve reiterar os objetivos do estudo e resumir as descobertas mais importantes,

enfatizando sua relevancia e implicacao pratica ou tedrica.

AGRADECIMENTOS
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REFERENCIAS

Aqui estdo exemplos de referéncias, fonte e espagamentos de acordo com as normas
da ABNT. Lembre-se de que esses exemplos sao simplificados, e vocé deve adapta-
los conforme as especificagbes da sua instituicdo e da norma ABNT mais recente.
Com a formatacéo da fonte Arial, Tamanho 12, Espacamentos simples e alinhado a
esquerda. As citac6es devem ser colocadas em ordem alfabética.

Livros com apenas um autor
SOBRENOME, Nome. Titulo: subtitulo (se houver). Edi¢cdo (se houver). Local de
publicacdo: Editora, ano de publicacéo da obra.

Exemplo:
KRENAK, A. Ideias para adiar o fim do mundo. S&o Paulo: Companhia das Letras,
20109.

Livro com até trés autores
SOBRENOME, Nome; SOBRENOME, Nome; SOBRENOME, Nome. Titulo: subtitulo
(se houver). Edicéo (se houver). Local: Editora, ano de publicacao.

Exempilo:
ARUZZA, C.; BHATTACHARYA, T.; FRASER, N. Feminismo para os 99%: um
manifesto. S&o Paulo: Boitempo, 2019.

Livro com mais de trés autores
SOBRENOME, Nome et al. Titulo: subtitulo (se houver). Edicdo (se houver). Local:
Editora, ano de publicacéo.

Exemplo:
DILGER, G. et al. Descolonizar o imaginario: debates sobre pds-extrativismo e
alternativas ao desenvolvimento. Sao Paulo: Fundacdo Roxa Luxemburgo, 2016.

Referéncia da Constituicdo Federal ou Estadual
LOCAL. Titulo (ano). Descricao. Local do 6rgéo constituinte, ano de publicacéo.

Exemplo:
BRASIL. Constituicdo (1988). Constituicdo da RepuUblica Federativa do Brasil.
Brasilia, DF: Centro Gréfico, 1988.

Artigo de periddico ou revista
SOBRENOME, Nome abreviado. Titulo do artigo. Titulo da Revista, Local de
publicacdo, nimero do volume, paginas inicial-final, més e ano.

Exemplo:

KILOMBA, G. A mascara, Revistas USP, n. 16, p. 23-40, 2016.

Artigo em um evento

SOBRENOME, Nome. Titulo do trabalho apresentado. In: TITULO DO EVENTO, n°
do evento, ano de realizacao, local (cidade de realiza¢do). Titulo do documento (anais,
resumos, etc). Local: Editora, ano de publicacdo. Paginas inicial-final.

Exemplo:
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SILVA, J. A contribuicdo de Paulo Freire na Pedagogia. In: JORNADA DE
PEDAGOGIA, n° 3, 2019, Florian6polis. Resumos. Floriandpolis: Editora X, 2020, p.
20-50.

Referéncia de monografia, dissertacao ou tese

SOBRENOME, Nome. Titulo: subtitulo (se houver). Ano de apresentacédo. NUmero de
folhas ou volumes. Categoria (drea de concentracdo) — Instituicdo, Local, ano da
defesa.

Exemplo:

CARNEIRO, A. S. A construcao do outro como nao-ser como fundamento do ser.
2005. Tese (Doutorado em Educacédo) — Curso de Educacdo — Universidade de S&o
Paulo, Sao Paulo, 2005.
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Universidade Federal do Agreste de Pernambuco (UFAPE) Grau de Escolaridade: Graduagao Incompleta
Treinamento: Nao Nome Completo: José Oriel Tavares Medeiros E-mail: medeirosleo08@gmail.com
Telefone: (87) 99909-0468 CPF: 099.061.484-03 Institui¢ao: Universidade Federal do Agreste de
Pernambuco (UFAPE) Grau de Escolaridade: Graduagao Completa Treinamento: Nao Nome Completo:
Lucio Esmeraldo Honorio de Melo E-mail: luciomeloufrpe@gmail.com Telefone: (81) 99979-5987 CPF:
334.776.124-34 Instituicao: Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) Grau de Escolaridade:
Doutorado Incompleto Treinamento: Nao

4. Dados Complementares

Resumo do Projeto de Pesquisa / de Extensao / de Aula Pratica / de Treinamento: A caprinovinocultura é
importante atividade para a economia brasileira, sendo a regido nordeste a principal produtora. A atividade
sofre com baixos indices produtivos e falta na padronizagao. Para melhorar tais indices, € essencial a
prevencao de enfermidades nos animais, com o exame fisico, hematologia e abordagem clinico-cirurgica
eficiente possuindo fundamental importancia para defini¢ao do diagndstico e prognostico. Espera-se com a
execucdo do projeto conhecer as principais enfermidades de pequenos ruminantes na microrregiao de
Garanhuns, a elaboracao de parametros clinico-laboratoriais especificos da regiao; o desenvolvimento de um
aplicativo para a anota¢ao de dados do exame clinico; um protocolo de colheita de sangue em ovinos e
caprinos com o uso de técnica que produza menor interferéncia em parametros hematologicos; e a avaliagdo
de um protocolo de sedagdo alternativo com o uso do midazolam e reversao com flumazenil.

Objetivos (na integra): Elaborar parametros clinicos de normalidade em caprinos da raga Saanen e ovinos da
raga Santa Inés adultos; Elaborar parametros clinicos de normalidade em caprinos da raga Saanen neonatos e
ovinos da raga Santa Inés neonatos; Estabelecer os parametros hematologicos de normalidade em caprinos da
raga Saanen e ovinos da raga Santa Inés adultos; Estabelecer os parametros hematologicos de normalidade
em caprinos da raga Saanen e ovinos da raga Santa Inés neonatos; Definir parametros hematologicos de
normalidade em caprinos da raga Saanen e ovinos da raga Santa Inés neonatos; Conhecer as principais
enfermidades que acometem pequenos ruminantes criados na microrregiao de Garanhuns; Elaborar aplicativo
para a anotagao de dados do exame clinico de caprinos e ovinos; Avaliar a influéncia do método de colheita
de sangue em parametros hematologicos de caprinos e ovinos; Avaliar o efeito sedativo do midazolam em
oViNnos e caprinos mesticos e a sua reversao com flumazenil.

Justificativa: A caprinovinocultura ¢ importante atividade para a economia brasileira, sendo Pernambuco um
estado que se destaca como o segundo maior produtor de ovinos e caprinos no Brasil. Entretanto, a atividade
sofre com baixos indices produtivos e falta na padronizagdo. Os indices produtivos em pequenos ruminantes
estao alicercados ao tripé genética, alimentacao e sanidade. Na avaliagao sanitaria, o exame fisico e a
hematologia possuem fundamental importancia para defini¢ao do diagndstico e prognosticagao de
enfermidades. Para que se identifique alteragdes, ha necessidade do uso de parametros de referéncia cujos
valores sdo deficientes diante da grande variedade entre ragas e regides. A toxicidade de algumas drogas de
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uso comum em bovinos e outras espécies € ainda desconhecida em caprinos e ovinos da regiao, bem como o
uso de protocolos alternativos de sedagao, anestesia e analgesia ja testados e empregados em outras espécies
e ragas de caprinos e ovinos.

Relevancia: A detec¢ao de enfermidades em pequenos ruminantes encontra dois principais empecilhos
técnicos, que sdo a formagao deficiente voltada para essas espécies em instituicoes de ensino (grande foco em
bovinos) e a dificuldade na obtencao de parametros clinicos de normalidade, tendo em vista a grande
variedade entre ragas e regides. Existe, ainda, uma dificuldade na padronizagao de outras atividades, como a
terapia medicamentosa, estudo da toxicidade de algumas drogas de uso comum em bovinos — e que € ainda
desconhecida em caprinos e ovinos — e uso de protocolos alternativos de sedagao, anestesia e analgesia
nessas espécies. Apos padronizagdo de parametros e metodologias voltadas para espécies e ragas mais
comuns de caprinos e ovinos na micro-regiao de Garanhuns, facilita-se o conhecimento dos problemas que
acometem os pequenos ruminantes, sendo o primeiro passo para novas pesquisas e implementagao de
medidas de intervengao para avango da atividade na regiao.

Referéncias:

5. Dados dos Modelos Animais
Modelo Animal

Nome Cientifico: Ovis aries

Nome Vulgar: Ovino

Justificar o uso da Espécie Animal Escolhida: A ovinocultura é uma importante atividade para a economia
brasileira. A regiao nordeste é a principal produtora de ovinos. Pernambuco se destaca como o segundo maior
produtor de ovinos no Brasil. A atividade softe, especialmente na regido nordeste, com baixos indices
produtivos e falta na padronizagao do produto. Os indices produtivos em pequenos ruminantes estao
alicercados ao tripé genética, alimentagao e sanidade. Apds a padronizagao dos parametros de referéncia e
metodologias diagnosticas e terapéuticas, facilita-se o conhecimento dos problemas que acometem os
pequenos ruminantes, sendo o primeiro passo para novas pesquisas e implementagao de medidas de
intervengao para avango da atividade na regiao.

Procedéncia

Procedéncia: Fazenda Tipo Animal: Ovino
Linhagem / Raga: Santa Inés

Idade: 2 | Periodo: Anos

Peso Aproximado: 45

Quantidade de Machos: 0

Quantidade de Fémeas: 30

Quantidade de Total: 30

Planejamento

Numero de Grupos: 2

Especificar cada grupo (controle, tratado, utilizado para treinamento, se for o caso) e nimero de animais por
grupo: Serao utilizados dois grupos com oito animais que serao submetidos a sedagao com midazolam e
serdo controles deles mesmos. O primeiro grupo recebera a sedagdo com midazolam e posterior reversao com
o antagonista flumazenil, enquanto o segundo grupo ( (apos intervalo de 15 dias) recebera o midazolam, mas
nao sera antagonizado.

Quais critérios e / ou referéncias cientificas foram utilizados para definir o tamanho da amostra: Outros
estudos cientificos.

Descrigao de Materiais e Métodos: Os animais serdo submetidos a jejum solido de 12 horas, mantendo-se a
agua disponivel ad libitum até duas horas antes da sedagao. Apds tricotomia e antissepsia, uma veia jugular
externa de cada animal sera acessada com cateter 18G, fixado e acoplado a um plug adaptador PRN. Os



grupos estudados receberdo 0,6 mg/kg de midazolam por via intravenosa ao longo de 15 segundos em duas
ocasides com intervalo de 15 dias. Todos terao os scores de sedacao avaliados e pontuados de acordo com
uma escala. Apos um periodo de 20 minutos, um grupo recebera 0,02 mg/kg de flumazenil por via
intravenosa ao longo de 15 segundos; e o outro grupo recebera 0,02 mg/kg de solugao salina por via
intravenosa ao longo de 15 segundos, e os scores serdo novamente reavaliados até que o animal se encontre
com comportamento equivalente ao score 0 de sedagao. Os animais também serao monitorados quanto aos
sinais de vocalizagao, piloere¢ao, saliva¢ao, timpanismo ruminal, defecagdo e micgao.

Analise Estatistica: Os dados e parametros estudados serao avaliados quando a normalidade pelo teste de
Shapiro-Wilk. Variaveis de distribui¢ao normal serdo descritas por suas médias + desvio padrdo, enquanto as
demais serao utilizadas suas medianas. Os escores de sedagao avaliados ao longo do tempo serdo comparados
pela analise de variancia (ANOVA) por duas repeti¢oes. Os tempos de pico de sedagdo, tempo de retorno a
estacao quadrupedal serdo comparados pela analise de Mantel-Cox. Todos os valores de P ? 0.05 serao
considerados significantes.

Outras Informagdes Relevantes: Os animais serao controles deles mesmos, visto que um grupo nao sera
antagonizado e recuperara de forma natural, a fim de avaliar a eficacia da reversao com o flumazenil e avaliar
o tempo de recuperagao do midazolam, nessa dose, em ovinos. Os tempos de cada evento relevante (ataxia,
dectibito, alimentacgao, etc.) sera cronometrado e anotado para posteriores analises.

Grau de Invasividade: GI2 = Experimentos que causam estresse, desconforto ou dor, de leve intensidade

Condi¢ao Animal

Comentar obrigatoriamente sobre os itens abaixo e as demais condigdes que forem particulares a espécie: 1.
Alimentagdo normal até 12h antes do experimento; 2. Agua disponivel ad libitum até duas horas antes do
experimento; 3. Um animal por baia de 2x1,5m em baias uma ao lado da outra; 4. Sim ( local aberto)
Endereco e local onde sera mantido o animal durante o procedimento experimental (biotério, fazenda,
aviario, laboratorio, outro): Fazenda Experimental da UFRPE.

Ambiente de Alojamento: Baia Tipo de Cama: Estrado

Numero de Animais por Ambiente de Contencao: 1

Dimensdes do Ambiente de Contengao dos Animais: 2x1,5m

Periodo Total de Manutengao dos Animais no Experimento: 15 dias

Profissional Responsavel: Luiz Carlos Fontes Baptista Filho

E-Mail do Responsével: luiz.baptista@ufape.edu.br

Procedimento

Descreva o estresse / dor Intencional nos animais e justifique: Estresse durante contengao fisica para exame
clinico e colheita de material biologico (sangue). Dor durante a colocagao de cateter intravenoso e colheita de
material biologico (sangue).

Uso de anestésicos com dose (UI ou mg/kg), via de administragao:: Midazolam Smg/mL na dose de 0,6
mg/kg IV; Flumazenil 0,5 mg/SmL na dose de 0,02 mg/kg IV.

Imobilizagao / Conten¢ao do Animal: Contencao fisica para colocagao de cateter intravenoso e colheita de
material biologico (sangue).

Extragao de Materiais Biologicos: Colheita de sangue pela veia jugular externa e colheita de fezes direto da
ampola retal.

Jejum (em horas): 12 horas

Restrigao Hidrica (em horas): 2 horas

Cirurgia
Finalizacao

Destino dos Animais Mortos e / ou Tecidos / Fragmentos: Nao se aplica;
Forma de Descarte da Carcaga: Nao se aplica.
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Destino dos animais sobreviventes apos a conclusao do experimento / aula ou retirados no decorrer do
experimento / aula: Os animais retornarao ao rebanho de convivio habitual da Fazenda Experimental. Outras
Informagoes Relevantes: Justificativa da nao utilizagao de métodos alternativos e da necessidade do uso de
animais: Os parametros a serem avaliados dependem de variaveis fisiologicas inerentes as espécies, racas €
individuos em questao. Resumo do procedimento (relatar todos os procedimentos com os animais): Os
animais selecionados serdo pesados, passarao por tricotomia e serao separados dos demais em baias
individuais, sendo submetidos a jejum solido e hidrico. Na primeira ocasiao, o grupo recebera midazolam por
via intravenosa ao longo de 15 segundos. Apos 20 minutos, recebera o antagonista flumazenil por via
intravenosa ao longo de 15 segundos. Apos 15 dias, na segunda ocasiao, o mesmo grupo recebera novamente
o midazolam por via intravenosa ao longo de 15 segundos. Apds 20 minutos, recebera no lugar do
antagonista flumazenil, o volume equivalente de solugao fisioldgica por via intravenosa ao longo de 15
segundos. Nas duas etapas, os animais serao avaliados mediante o uso de uma escala de sedacao, e
cronometrados e anotados os eventos mais relevantes. Apds os animais retornarem ao escore 0 da escala
(comportamento normal), em ambas as ocasides, sera fornecida alimentagao e agua novamente e os animais
voltarao ao rebanho de convivio habitual.

Modelo Animal

Nome Cientifico: Ovis aries

Nome Vulgar: Ovino

Justificar o uso da Espécie Animal Escolhida: A ovinocultura é uma importante atividade para a economia
brasileira. A regiao nordeste € a principal produtora de ovinos. Pernambuco se destaca como o segundo maior
produtor de ovinos no Brasil. A atividade softe, especialmente na regiao nordeste, com baixos indices
produtivos e falta na padronizagao do produto. Os indices produtivos em pequenos ruminantes estao
alicer¢ados ao tripé genética, alimentacao e sanidade. Apos a padronizagao dos parametros de referéncia e
metodologias diagnosticas e terapéuticas, facilita-se o conhecimento dos problemas que acometem os
pequenos ruminantes, sendo o primeiro passo para novas pesquisas e implementagao de medidas de
intervencao para avango da atividade na regido.

Procedéncia

Procedéncia: Fazenda Tipo Animal: Ovino
Linhagem / Raga: Santa Inés

Idade: 30 | Periodo: Dias

Peso Aproximado: 7 kg

Quantidade de Machos: 10

Quantidade de Fémeas: 10

Quantidade de Total: 20

Planejamento

Numero de Grupos: 1

Especificar cada grupo (controle, tratado, utilizado para treinamento, se for o caso) e niimero de animais por
grupo: Como o estudo sera para obtengao dos valores de referéncia e observagao da dinamica hematologica
de neonatos, eles serdo seus proprios controles. Para isso serao utilizados 20 animais.

Quais critérios e / ou referéncias cientificas foram utilizados para definir o tamanho da amostra: Foi utilizado
artigo cientifico para definir o tamanho da amostra, sendo ele: ARFUSO, F. et al. Daily dynamic changes of
blood acid-base status and vital parameters in lambs and goat kids over the first seven days after birth. Small
Ruminant Research, v. 197, 5 p., 2021.

Descrigao de Materiais e Métodos: Serao utilizados 20 cordeiros de ragas nativas e mestigas de nativas de
ambos os sexos, oriundos de criatorios da microrregiao de Garanhuns — PE. As fémeas gestantes deverao
possuir idade entre 2 e 5 anos, clinicamente saudaveis, que nao apresentem problemas no parto, e que sejam
criadas de forma extensiva. Apds o nascimento, os cordeiros serdo submetidos ao exame fisico e



hematologico desde o primeiro dia do nascimento (D-1) e diariamente para os 6 dias subsequentes (D-2 a D-
7),no dia 15 (D-15) e no dia 30 (D-30). Sera realizado a mensuragao da temperatura retal (TR), frequéncia
cardiaca (FC), frequéncia respiratoria (FR), avaliagao de linfonodos supertficiais e colheita de sangue em
todos os tempos de avaliagao.

Analise Estatistica: Sera avaliado se os constituintes do hemograma apresentarao distribuicao paramétrica,
segundo o teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Serao calculadas as médias aritméticas, desvios-
padrdo, e a comparagao entre médias dos grupos pelo teste de Tukey, usando o software estatistico SPSS 20.0
(Microsoft®), para avaliagao da diferenga (p>0,05) dos parametros em diferentes faixas etarias. Os valores
de referéncia serdo determinados por calculo dos percentis entre 2,5 e 97,5 (intervalo de confianga de 95%)
Outras Informagoes Relevantes: Sem mais informagdes.

Grau de Invasividade: GI1 = Experimentos que causam pouco ou nenhum desconforto ou estresse

Condi¢ao Animal

Comentar obrigatoriamente sobre os itens abaixo e as demais condi¢des que forem particulares a espécie: 1.
Alimentagdo fornecida duas vezes ao dia; 2. Agua disponivel ad libitum; 3. Uma fémea com seu/seus
filhote/filhotes por baia de 2x1,5m em baias uma ao lado da outra; 4. Sim ( local aberto)

Endereco e local onde sera mantido o animal durante o procedimento experimental (biotério, fazenda,
aviario, laboratorio, outro): Fazenda Experimental da UFRPE.

Ambiente de Alojamento: Baia Tipo de Cama: Estrado

Numero de Animais por Ambiente de Contengao: 2

Dimensoes do Ambiente de Contengao dos Animais: 2x1,5m

Periodo Total de Manutengéo dos Animais no Experimento: 35 dias

Profissional Responsavel: Luiz Carlos Fontes Baptista Filho

E-Mail do Responsavel: luiz.baptista@ufape.edu.br

Procedimento

Imobilizagao / Contengao do Animal: Contencao mecanica (Cabresto), para avaliagao fisica e colheita de
sangue.
Extracao de Materiais Biologicos: Colheita de sangue por venopunc¢ao jugular.

Cirurgia
Finalizacao

Destino dos Animais Mortos e / ou Tecidos / Fragmentos: Lixo biologico.

Forma de Descarte da Carcaca: Nao se aplica

Destino dos animais sobreviventes apos a conclusao do experimento / aula ou retirados no decorrer do
experimento / aula: Os animais retornarao ao rebanho de convivio habitual da Fazenda Experimental. Outras
Informacoes Relevantes: Justificativa da nao utilizacao de métodos alternativos e da necessidade do uso de
animais: Os parametros a serem avaliados dependem de variaveis fisiologicas inerentes as espécies, racas e
individuos em questao. Resumo do procedimento (relatar todos os procedimentos com os animais): Os
animais selecionados serdo acompanhados por ultrassonografia retal e separados 5 dias antes da proximidade
do parto, e serdo acompanhadas para observacao de possiveis intercorréncias. Caso nao haja intercorréncias
no parto e os cordeiros estejam saudaveis, serao submetidos a colheita de sangue e exame fisico nos dias 1, 2,
3,4,5,6,7, 15 e 30, totalizando 9 intervengdes.

Modelo Animal

Nome Cientifico: Capra hircus
Nome Vulgar: Caprino
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Justificar o uso da Espécie Animal Escolhida: A caprinocultura € uma importante atividade para a economia
brasileira. A regiao nordeste € a principal produtora de caprinos. Pernambuco se destaca como o segundo
maior produtor de caprinos no Brasil. A atividade sofre, especialmente na regiao nordeste, com baixos
indices produtivos e falta na padronizag¢ao do produto. Os indices produtivos em pequenos ruminantes estao
alicercados ao tripé genética, alimentacgdo e sanidade. Apos a padronizagao dos parametros de referéncia e
metodologias diagnosticas e terapéuticas, facilita-se o conhecimento dos problemas que acometem os
pequenos ruminantes, sendo o primeiro passo para novas pesquisas e implementag¢ao de medidas de
intervencao para avango da atividade na regido.

Procedéncia

Procedéncia: Fazenda Tipo Animal: Caprino
Linhagem / Raga: Saanen

Idade: 2 | Periodo: Anos

Peso Aproximado: 35 kg

Quantidade de Machos: 15

Quantidade de Fémeas: 15

Quantidade de Total: 30

Planejamento

Numero de Grupos: 2

Especificar cada grupo (controle, tratado, utilizado para treinamento, se for o caso) e niimero de animais por
grupo: Serao utilizados dois grupos com oito animais que serao submetidos a sedacao com midazolam e
serdo controles deles mesmos. O primeiro grupo recebera a sedagdo com midazolam e posterior reversao com
o antagonista flumazenil, enquanto o segundo grupo (apds intervalo de 15 dias) recebera o midazolam, mas
nao sera antagonizado.

Quais critérios e / ou referéncias cientificas foram utilizados para definir o tamanho da amostra: Outros
artigos cientificos.

Descrigao de Materiais e Métodos: Os animais serao submetidos a jejum solido de 12 horas, mantendo-se a
agua disponivel ad libitum até duas horas antes da sedagao. Apds tricotomia e antissepsia, uma veia jugular
externa de cada animal sera acessada com cateter 18G, fixado e acoplado a um plug adaptador PRN. Os
grupos estudados receberao 0,6 mg/kg de midazolam por via intravenosa ao longo de 15 segundos em duas
ocasiOes com intervalo de 15 dias. Todos terao os scores de sedacao avaliados e pontuados de acordo com
uma escala. Apos um periodo de 20 minutos, um grupo recebera 0,02 mg/kg de flumazenil por via
intravenosa ao longo de 15 segundos; e o outro grupo recebera 0,02 mg/kg de solugao salina por via
intravenosa ao longo de 15 segundos, e 0s scores serao novamente reavaliados até que o animal se encontre
com comportamento equivalente ao score 0 de sedagdo. Os animais também serdo monitorados quanto aos
sinais de vocalizagao, piloeregao, salivagao, timpanismo ruminal, defecagao e micgao.

Analise Estatistica: Os dados e parametros estudados serdo avaliados quando a normalidade pelo teste de
Shapiro-Wilk. Variaveis de distribui¢ao normal serao descritas por suas médias + desvio padrao, enquanto as
demais serao utilizadas suas medianas. Os escores de sedagdo avaliados ao longo do tempo serdo comparados
pela analise de variancia (ANOVA) por duas repeti¢oes. Os tempos de pico de sedacdo, tempo de retorno a
estagdo quadrupedal serdo comparados pela analise de Mantel-Cox. Todos os valores de P ? 0.05 serao
considerados significantes.

Outras Informagdes Relevantes: Os animais serao controles deles mesmos, visto que um grupo nao sera
antagonizado e recuperara de forma natural, a fim de avaliar a eficacia da reversao com o flumazenil e avaliar
o tempo de recuperagao do midazolam, nessa dose, em caprinos. Os tempos de cada evento relevante (ataxia,
dectibito, alimentagao, etc.) sera cronometrado e anotado para posteriores analises.

Grau de Invasividade: GI2 = Experimentos que causam estresse, desconforto ou dor, de leve intensidade

Condi¢dao Animal



Comentar obrigatoriamente sobre os itens abaixo e as demais condig¢des que forem particulares a espécie: 1.
Alimentagdo normal até 12h antes do experimento; 2. Agua disponivel ad libitum até duas horas antes do
experimento; 3. Um animal por baia de 2x1,5m em baias uma ao lado da outra; 4. Sim ( local aberto)
Endereco e local onde sera mantido o animal durante o procedimento experimental (biotério, fazenda,
aviario, laboratorio, outro): Fazenda Experimental da UFRPE.

Ambiente de Alojamento: Baia Tipo de Cama: Estrado

Numero de Animais por Ambiente de Contengao: 1

Dimensdes do Ambiente de Contengéo dos Animais: 2x1,5m

Periodo Total de Manutencgéo dos Animais no Experimento: 15 dias

Profissional Responsavel: Luiz Carlos Fontes Baptista Filho

E-Mail do Responsavel: luiz.baptista@ufape.edu.br

Procedimento

Descreva o estresse / dor Intencional nos animais e justifique: Estresse durante contencao fisica para exame
clinico e colheita de material bioldgico (sangue). Dor durante a colocagao de cateter intravenoso e colheita de
material biologico (sangue).

Uso de anestésicos com dose (UI ou mg/kg), via de administra¢ao:: Midazolam Smg/mL na dose de 0,6
mg/kg IV; Flumazenil 0,5 mg/SmL na dose de 0,02 mg/kg IV.

Imobiliza¢ao / Contengao do Animal: Contencao fisica para colocagao de cateter intravenoso e colheita de
material biologico (sangue).

Extragao de Materiais Biologicos: Colheita de sangue pela veia jugular externa e colheita de fezes direto da
ampola retal.

Jejum (em horas): 12 horas

Restri¢ao Hidrica (em horas): 2 horas

Cirurgia
Finalizacao

Destino dos Animais Mortos e / ou Tecidos / Fragmentos: Nao se aplica.

Forma de Descarte da Carcaca: Nao se aplica.

Destino dos animais sobreviventes apos a conclusao do experimento / aula ou retirados no decorrer do
experimento / aula: Os animais retornarao ao rebanho de convivio habitual da Fazenda Experimental. Outras
Informagoes Relevantes: Justificativa da nao utilizagao de métodos alternativos e da necessidade do uso de
animais: Os parametros a serem avaliados dependem de variaveis fisiologicas inerentes as espécies, racas €
individuos em questao. Resumo do procedimento (relatar todos os procedimentos com os animais): Os
animais selecionados serdo pesados, passarao por tricotomia e serao separados dos demais em baias
individuais, sendo submetidos a jejum solido e hidrico. Na primeira ocasiao, o grupo recebera midazolam por
via intravenosa ao longo de 15 segundos. Apos 20 minutos, recebera o antagonista flumazenil por via
intravenosa ao longo de 15 segundos. Apos 15 dias, na segunda ocasiao, o mesmo grupo recebera novamente
o midazolam por via intravenosa ao longo de 15 segundos. Apds 20 minutos, recebera no lugar do
antagonista flumazenil, o volume equivalente de solugao fisioldgica por via intravenosa ao longo de 15
segundos. Nas duas etapas, os animais serao avaliados mediante o uso de uma escala de sedagao, e
cronometrados e anotados os eventos mais relevantes. Apds os animais retornarem ao escore 0 da escala
(comportamento normal), em ambas as ocasides, sera fornecida alimentagao e agua novamente e os animais
voltarao ao rebanho de convivio habitual.

Modelo Animal

Nome Cientifico: Capra hircus
Nome Vulgar: Caprino
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Justificar o uso da Espécie Animal Escolhida: A caprinocultura € uma importante atividade para a economia
brasileira. A regiao nordeste € a principal produtora de caprinos. Pernambuco se destaca como o segundo
maior produtor de caprinos no Brasil. A atividade sofre, especialmente na regiao nordeste, com baixos
indices produtivos e falta na padronizag¢ao do produto. Os indices produtivos em pequenos ruminantes estao
alicercados ao tripé genética, alimentacgdo e sanidade. Apos a padronizagao dos parametros de referéncia e
metodologias diagnosticas e terapéuticas, facilita-se o conhecimento dos problemas que acometem os
pequenos ruminantes, sendo o primeiro passo para novas pesquisas e implementag¢ao de medidas de
intervencao para avango da atividade na regido.

Procedéncia

Procedéncia: Fazenda Tipo Animal: Caprino
Linhagem / Raga: Saanen

Idade: 30 | Periodo: Dias

Peso Aproximado: 7 kg

Quantidade de Machos: 10

Quantidade de Fémeas: 10

Quantidade de Total: 20

Planejamento

Numero de Grupos: 1

Especificar cada grupo (controle, tratado, utilizado para treinamento, se for o caso) e niimero de animais por
grupo: Como o estudo sera para obtengao dos valores de referéncia e observagao da dinamica hematologica
de neonatos, eles serao seus proprios controles. Para isso serdo utilizados 20 animais.

Quais critérios e / ou referéncias cientificas foram utilizados para definir o tamanho da amostra: Foi utilizado
artigo cientifico para definir o tamanho da amostra, sendo ele: ARFUSO, F. et al. Daily dynamic changes of
blood acid-base status and vital parameters in lambs and goat kids over the first seven days after birth. Small
Ruminant Research, v. 197, 5 p., 2021.

Descricao de Materiais e Métodos: Serao utilizados 20 cabritos saanen de ambos os sexos, oriundos de
criatorios da microrregido de Garanhuns — PE. As fémeas gestantes deverao possuir idade entre 2 e 5 anos,
clinicamente saudaveis, que nao apresentem problemas no parto, e que sejam criadas de forma extensiva.
Apos o nascimento, os cabritos serdao submetidos ao exame fisico e hematologico desde o primeiro dia do
nascimento (D-1) e diariamente para os 6 dias subsequentes (D-2 a D-7), no dia 15 (D-15) e no dia 30 (D-
30). Sera realizado a mensuragao da temperatura retal (TR), frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratoria
(FR), avaliacao de linfonodos superficiais e colheita de sangue em todos os tempos de avaliagao.

Analise Estatistica: Sera avaliado se os constituintes do hemograma apresentarao distribui¢ao parameétrica,
segundo o teste de normalidade de Kolmogorov-Smimov. Serao calculadas as médias aritméticas, desvios-
padrao, e a comparagao entre médias dos grupos pelo teste de Tukey, usando o software estatistico SPSS 20.0
(Microsoft®), para avaliagao da diferenga (p>0,05) dos parametros em diferentes faixas etarias. Os valores
de referéncia serao determinados por calculo dos percentis entre 2,5 e 97,5 (intervalo de confianga de 95%)
Outras Informagdes Relevantes: Sem mais informagdes.

Grau de Invasividade: GI1 = Experimentos que causam pouco ou nenhum desconforto ou estresse

Condi¢ao Animal

Comentar obrigatoriamente sobre os itens abaixo e as demais condigdes que forem particulares a espécie: 1.
Alimentagio fornecida duas vezes ao dia; 2. Agua disponivel ad libitum; 3. Uma fémea com seu/seus
filhote/filhotes por baia de 2x1,5m em baias uma ao lado da outra; 4. Sim ( local aberto)

Endereco e local onde sera mantido o animal durante o procedimento experimental (biotério, fazenda,
aviario, laboratorio, outro): Fazenda Experimental da UFRPE.

Ambiente de Alojamento: Baia Tipo de Cama: Estrado

Numero de Animais por Ambiente de Contengao: 2



Dimensdes do Ambiente de Contengao dos Animais: 2x1,5m
Periodo Total de Manutencao dos Animais no Experimento: 35 dias
Profissional Responsavel: Luiz Carlos Fontes Baptista Filho
E-Mail do Responsével: luiz.baptista@ufape.edu.br

Procedimento

Imobilizacao / Contengao do Animal: Contengao mecanica (Cabresto), para avaliagao fisica e colheita de
sangue.
Extracao de Materiais Biologicos: Colheita de sangue por venopungao jugular.

Cirurgia
Finalizacao

Destino dos Animais Mortos e / ou Tecidos / Fragmentos: Lixo biologico.

Forma de Descarte da Carcaga: Nao se aplica;

Destino dos animais sobreviventes apos a conclusao do experimento / aula ou retirados no decorrer do
experimento / aula: Os animais retornarao ao rebanho de convivio habitual da Fazenda Experimental. Outras
Informagoes Relevantes: Justificativa da nao utilizacao de métodos alternativos e da necessidade do uso de
animais: Os parametros a serem avaliados dependem de variaveis fisiologicas inerentes as espécies, racas e
individuos em questao. Resumo do procedimento (relatar todos os procedimentos com os animais): Os
animais selecionados serdo acompanhados por ultrassonografia retal e separados 5 dias antes da proximidade
do parto, e serao acompanhadas para observagao de possiveis intercorréncias. Caso nao haja intercorréncias
no parto e os cabritos estejam saudaveis, serao submetidos a colheita de sangue e exame fisico nos dias 1, 2,
3,4,5,6,7, 15 e 30, totalizando 9 intervengoes.
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