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INTOXICAGAO CUPRICA EXPERIMENTAL EM OVINOS: ASPECTOS CLINICOS E
LABORATORIAIS.
RESUMO - Os ovinos possuem tendéncia a acumular cobre no organismo. Quando a
capacidade de armazenagem hepatica se esgota, o cobre é liberado para o sangue
causando sinais clinicos da intoxicagdo. Para verificar as alteragbes presentes na
bioquimica sérica, hemograma, morfologia eritrocitaria, perfil de proteinas séricas e
concentragcdo de cobre sérico, durante as fases pré-hemolitica e hemolitica da
intoxicagao crénica por cobre, foram utilizados seis ovinos distribuidos aleatoriamente
em dois grupos: G-1 (controle) e G-2 (experimentalmente intoxicados). Os trés ovinos
do G-2, além da dieta diaria receberam 3mg de CuSO,. 5H,0/Kg PV, seguido de
aumentos semanais de 3mg de CuSO4. 5H,O/ Kg PV na dose diaria. Diariamente
realizou-se o exame fisico dos ovinos de ambos os grupos. Para obtengdo do
hemograma e dos componentes bioquimicos sanguineos foram colhidas amostras com
antes (MO — M3), durante (M4) e ap6s (M5 e M6) a crise hemolitica. Foram realizadas
necropsias dos ovinos do G-2 que morreram e dos ovinos do G-1, submetidos a
eutanasia ao fim do experimento e fragmentos do figado desses animais foram colhidos
para avaliagao histopatologica. Durante a fase pré-hemolitica evidenciaram-se poucas
alteragdes, entretanto durante a crise hemolitica os ovinos do G-2 apresentaram
anemia macrocitica normocrémica, predominio de hemacias com morfologia de
acantécitos, leucocitose por neutrofilia, elevagao nas atividades séricas de AST,GGT,
CK e hipercupremia; Os teores séricos de ceruloplasmina apresentaram-se diminuidos
e os teores de transferrina, proteina de 35.000 Da e IgG de cadeia leve apresentaram-
se aumentados no M2; os animais intoxicados apresentaram anorexia, membranas
mucosas ictéricas, fezes amolecidas de coloragdo verde-escura e hemoglobindria. A
necropsia observou-se mucosas, figado e demais tecidos de coloragdo amarelada, rins
enegrecidos e urina acastanhada e na histopatologia hepatica a megalocitose de
hepatdcitos, a desorganizacdao de corddes de hepatdcitos, colestase e infiltrado

inflamatario linfocitico peri-portal foram observados.

Palavras-chave: cobre, ovinos, intoxicagdo, hemacias, microscopia eletrbnica de
varredura, ceruloplasmina.
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EXPERIMENTAL CUPRIC POISONING IN SHEEP: CLINICAL AND
LABORATRIAL ASPECTS.
SUMMARY - Sheep have a tendency to accumulate copper in the body. When the liver
storage capacity is exhausted, copper is released into the blood causing clinical signs of
poisoning. Six lambs fed a basal diet were randomly assigned to 2 groups: G - 1
(control) and G-2 (experimentally intoxicated). The three sheep of the G-2, were
drenched initially with 3 mg of CuSQO,4. 5H,0/ kg bw daily for a week. Every week an
additional dose of 3mg CuSO4. 5H,0/ kg bw was included in the drench until signs of
copper poisoning appeared. Every day, the lambs were monitored clinically. before (MO
— M3), during (M4) and after (M5 and M6) to hemolytic crisis, sample blood were
obtained for biochemical analysis of AST, GGT and CK, blood count, serum proteins
and serum concentration of copper. The lambs of the G-2 that died in the course of the
experiment and the lambs of the G-1 euthanized at the end, were necropsied and
fragments of liver, were obtained for histopathology. During the pre-hemolytic phase few
changes were evidenced, however thought the hemolytic crisis the sheep of the G-2
were presented macrocytic normochromic anemia, a predominance of erythrocytes with
acantocytes morphology, leukocytosis by neutrophilia, elevation in serum activities of
AST, GGT and CK and hipercupremia; Serum levels of ceruloplasmin was presented
reduced and the levels of transferrin, 35,000 of protein and IgG- light chain were
increased in M2; the lambs of G-2 exhibited anorexia, jaundiced mucous membranes,
soften and dark-green feces and hemoglobinuria. Gross examination of poisoned lambs
revealed mucous membranes, liver and other tissues yellowish, dark kidneys and
brownish urine. Histopathology of the liver showed megalocitose of hepatocytes, the
disorganization of strands of hepatocytes, cholestasis and inflammatory infiltrate

lymphocytic peri-portal.

Keywords: copper, sheep, poisoning, erythrocytes, scanning electron microscopy,

caeruloplasmin.



1.  INTRODUGAO E REVISAO DA LITERATURA

Os tecidos animais, além das moléculas organicas também possuem moléculas
inorganicas que ocupam cerca de 2 a 5% do peso total do animal. Entre estes
elementos, os minerais possuem fungdes essenciais tanto na estrutura de tecidos e
biomoléculas, como no proprio metabolismo, participando como co-fatores enzimaticos,
ativadores hormonais, e como responsaveis pela pressdo osmotica e pelo equilibrio
acido-base. (GONZALEZ et al., 2000).

Dentre os minerais, o cobre (Cu) € um elemento essencial para sobrevivéncia
dos animais por atuar como componente de muitas metaloproteinas como a
ceruloplasmina, a superéxido dismutase (CuZnSOD) e a citocromo oxidase
(McDOWELL, 1992; UNDERWOOD & SUTTLE, 2001; BRADBERRY, 2007; ZHANG, et.
al., 2008).

ApoOs a ingestédo, o cobre é absorvido principalmente no intestino delgado e seu
transporte através da mucosa intestinal € controlado por uma metaloproteina chamada
metalotioneina. Quanto maior a concentragdo desta, menor a absor¢cdo de cobre
(ORTOLANI, 2002). Apos a passagem pela mucosa intestinal o cobre liga-se a
albumina e é transportado via circulagao porta-hepatica ao figado para ser incorporado
a ceruloplasmina e posteriormente atingir a circulagao sistémica distribuindo-se para
todo organismo (BRADBERRY, 2007).

A deficiéncia e a toxicidade do cobre em ruminantes ocorrem frequentemente em
muitas partes do mundo (MILTIMORE & MASON, 1971). O desenvolvimento da
deficiéncia ou do excesso de cobre depende tanto da concentragcado deste elemento na
dieta como das concentragées dos antagonistas que interferem com a absorgcdo e a

subsequente utilizagao para os processos metabdlicos (GOONERATNE et al., 1989).

Entre as espécies de animais, 0s ovinos sd0 0s mais sujeitos a apresentarem
tanto quadros de deficiéncia quanto de intoxicagdo pelo cobre (ORTOLANI, 1996;
GOONERATNE et al., 1989). A deficiéncia esta ligada a menor capacidade de absorgéo
do cobre por algumas ragas ovinas, enquanto a intoxicagdo cuprica deve-se a uma

menor capacidade de conjugacao entre o cobre e a metalotioneina, diminuindo a



excrecdo deste elemento no organismo, pela via biliar, e permitindo que o mesmo
acumule-se no figado (SOARES, 2004).

Concentragdes de 20 a 110 mg de Cu/ kg de matéria seca (MS) em ovinos sao
suficientes para causar quadros agudos de intoxicagdo, enquanto a ingestao de 3,5 mg
de Cu/ kg de peso corporal (P.C.), com teores na dieta variando de 20 a 25 ppm é
responsavel por causar quadros cronicos de intoxicagdo (RADOSTITS et al., 2002;
SMITH, 2006). HUMANN-ZIEHANK & BICKHARDT (2001) utilizando concentragao de
3,7 mg de Cu/ kg de P.C. por 84 dias, ndo verificaram o aparecimento de sinais clinicos
de intoxicacdo. SANSINANEA et al., (1996) induziram intoxicagdo cuprica em ovinos,
com a utilizagao de 10ml/kg de P.C. de uma solugao de sulfato de cobre pentahidratado
(CuSOq4. 5 H,0) a 2% por cinco dias na semana e verificaram o aparecimento de sinais
da intoxicacdo a partir da 12°. semana, com hemdlise durante a 15° semana. SOARES
(2004), obteve sintomas de intoxicagao cronica entre 30 e 96 dias com uma dose de 3
mg/ Kg P.C./ dia, acrescendo semanalmente 3mg/ Kg P.C. na dose diaria.

O acumulo de cobre pode ocorrer em trés circunstancias: na intoxicagéo primaria
causada pela ingestdo de quantidades excessivas de Cu; na intoxicagdo secundaria
fitbgena, na qual, apesar do Cu ser ingerido em quantidades normais, se produz o
acumulo do microelemento em consequéncia dos baixos niveis de molibdénio; na
intoxicacao secundaria hepatégena, na qual o Cu, ingerido em niveis normais, se
acumula no figado em consequéncia de lesdes hepaticas causadas por plantas que
contém alcaloides pirrolizidinicos (RIET-CORREA et al., 1989).

A intoxicagcao cuprica pode ser dividida em duas formas: intoxicacdo aguda,
decorrente da ingestdo abrupta de grandes quantidades de cobre, em um curto espaco
de tempo; e intoxicagdo cuprica acumulativa, onde o acumulo de cobre hepatico é
progressivo, podendo durar de meses a anos, até o desencadeamento da fase
hemolitica (ORTOLANI et al., 2003).

A intoxicacao crénica por cobre pode ser dividida em trés fases distintas: a pré-
hemolitica, a hemolitica e a pds-hemolitica. Durante a fase pré-hemolitica, ocorre o
acumulo de cobre no figado, sem aparecimento de sinais clinicos. O cobre se acumula

inicialmente nos hepatécitos perivenosos e posteriormente em outras areas do figado.



Durante o acumulo, os hepatdcitos aumentam consideravelmente seu numero de
lisossomos, organela na qual também se acumula o cobre. Atingindo o limiar maximo
de acumulo, ocorre morte celular difusa, promovendo a liberacdo expressiva de cobre e
de lisozimas. O cobre livre desloca-se para a corrente circulatéria, onde apés entrar nas
hemacias oxida a glutationa, substancia responsavel pela integridade destas células,
culminando com a hemolise, cerca de 24 horas apés (ORTOLANI, 1996).

Durante a crise hemolitica observa-se neutrofilia e anemia. Hd aumento dos
niveis sanguineos de cobre e dos niveis séricos de sorbitol desidrogenase (SDH),
arginase, aspartato amino transferase (AST), glutamato desidrogenase (GD),
ceruloplasmina, uréia e bilirrubina (MENDEZ, 2001). Uma crise hemolitica aguda com
hemoglobinemia e hemoglobinuria sdo achados importantes. Corpusculos de Heinz
podem ser encontrados nas hemacias coradas em esfregacos sanguineos (INABA,
2000).

A morte pode advir das graves lesdes hepaticas e renais e do grau de anemia.
Raramente os animais sobrevivem ao quadro clinico caracteristico de uma crise
hemolitica (KOWALCZYK et al. 1964; MENDEZ, 2001). Aqueles que conseguem
sobreviver se recuperam lentamente, no decorrer de duas a trés semanas, durante a
fase poés-hemolitica (ORTOLANI, 1996).

O mecanismo da hemolise promovida pela intoxicagao cuprica nao esta bem
elucidado. Segundo JAIN (1993) e INABA (2000) os efeitos citotoxicos ocorrem devido
a interacdo do cobre com uma série de compostos presentes nas membranas dos
eritrocitos gerando neste processo a formagao de agentes oxidantes, além da inibigao
de enzimas importantes para os glébulos vermelhos como a glutationa redutase e a
piruvato quinase, levando ao aumento na formacéo de metahemoglobina. A agéo direta
dos anions superoéxido e peroxido de hidrogénio no interior dos eritrécitos culmina com
a formagao dos corpusculos de Heinz.

O quadro clinico é variavel. Na forma aguda, destaca-se a dor abdominal, sede
intensa, diarréia e presenca de fezes hipercdlicas. Na forma acumulativa, chamam

atencdo a hemoglobinuria, a ictericia, a taquipnéia e a presenga de vasos episclerais



com coloragdo achocolatada. Em ambas as formas clinicas a morte pode sobrevir ao
redor de 30 a 40 horas (ORTOLANI, 1996; MENDEZ, 2001).

O diagnéstico pode ser obtido através do histérico, dos sinais clinicos, de provas
laboratoriais e de achados de necropsia. Valores superiores a 800 ppm de Cu/ Kg MS
no figado e 100 ppm de Cu/ Kg MS no rim sdo considerados conclusivos (RIET-
CORREA et al., 1989; ORTOLANI, 1996; LEMOS et al., 1997; MENDEZ, 2001). A
andlise de cobre na dieta também é recomendada. A dosagem de AST e GGT,
juntamente com a concentragdo sérica de cobre sdo os principais testes bioquimicos
para o diagnostico e acompanhamento da intoxicagdo cuprica (AUZA, et al., 1999),
além da dosagem de fosfatase alcalina (ALP) (TURK & CASTEEL, 1997), uma vez que
as enzimas que indicam dano hepatico podem estar elevadas 4 a 6 semanas antes da
crise hemolitca (MENDEZ, 2001). A AST é a primeira enzima proposta para
identificagdo de uma intoxicagdo crénica por cobre. O aumento nos niveis de GGT
indica lesbes muito antigas nos ductos biliares (UNDERWOOD & SUTTLE, 2001).
Segundo TENNANT (1997), a determinacdo da fungédo hepatica deve ser realizada
através da dosagem das enzimas AST, GGT e ALP, que indicam a presencga de lesdes
hepaticas agudas ou crénicas.

A necropsia dos animais revela lesbes macroscopicas caracterizadas por
ictericia generalizada, liquido seroso nas cavidades peritoneal, toracica e pericardica,
figado friavel de cor amarelo ou alaranjado, rins de coloragdo marrom escuro,
edemaciados e urina de cor vermelho escuro. No figado, os hepatdcitos estdo
aumentados de tamanho, pleomorficos e com vacuolos de diversos tamanhos em seu
citoplasma. Alguns nucleos apresentam-se na periferia dos hepatdcitos, em outros a
cromatina estd marginalizada, podendo observar-se vacuolos intranucleares. Observa-
se presenca de bile nos canaliculos biliares. No espaco porta ha proliferacdo de células
dos ductos biliares, proliferagao de tecido fibroso e infiltracao de células inflamatdrias.
As células de Kupffer se apresentam com pigmento marrom amarelado. No rim os
tubulos apresentam cilindros hialinos ou granulares avermelhados. Pode-se observar
fibroplasia intersticial. As lesbes renais sdo causadas pelo acumulo de cobre nas

células epiteliais, associado a hipercupremia e a hemoglobinuria que ocorrem durante a



crise hemolitica (BOSTWICK, 1982; RIET-CORREA et al., 1989; LEMOS, et al., 1997;
MENDEZ, 2001).

A terapia consiste na imediata remocao da dieta rica em cobre. Recomenda-se a
administracdo de 3,4 mg de tetratiomolibidato de aménio/ kg de peso corporal. Os
animais tratados apresentam melhora clinica rapida, diminuindo sensivelmente os
teores séricos de cobre e a atividade das enzimas indicadoras da funcado hepatica,
assim como interrompendo a hemdélise (HUMPHRIES et al., 1988; ORTOLANI, 1996;
AUZA et al., 1999; SOARES, 2004).

O controle desta intoxicagdo deve ser realizado, principalmente quando sao
utilizados ovinos de ragcas mais susceptiveis, como por exemplo Sulffolk e Texel, e em
animais estabulados, que recebam concentrados por longos periodos. Nestes casos,
recomenda-se que os niveis de cobre dietético ndo ultrapassem 10 ppm, a relagao
forragem/ concentrado ndo diminua de 60: 40 e os suplementos minerais nao
contenham mais que 800 ppm de cobre (ORTOLANI, 1996).



2. JUSTIFICATIVA

A intoxicacdo cuprica € um importante fato a ser considerado em uma criagao de
ovinos, uma vez que as exigéncias produtivas mediante a selegdo genética e os
sistemas de manejo intensivo tém aumentado o risco de desequilibrios nutricionais e de
doencas metabdlicas no rebanho (GONZALEZ et al., 2000).

Os ovinos apresentam tendéncia de acumular o cobre no organismo, portanto, o uso
de concentrados na alimentacao destes animais pode acarretar um sério aumento nos
teores hepaticos de cobre fazendo com que em situagdes de estresse, ou quando a
capacidade de armazenagem hepatica se esgote, o cobre seja liberado rapidamente
para o sangue causando intoxicacdo (GONZALEZ et al., 2000).

Tal enfermidade assume grande importancia, pois a grande maioria dos animais
acometidos € de alto potencial genético e valor econdmico, e a letalidade dos animais
nao tratados é superior a 80% (ORTOLANI, 1996).



3. OBJETIVOS

¢ Avaliar a fungao hepatica, mediante a determinacdao da atividade sérica das
enzimas AST, GGT e CK nas fases pré-hemolitica, hemolitica e pds-hemolitica

dos animais intoxicados;

e Obter o hemograma dos animais experimentalmente intoxicados nas fases da
intoxicagdo e do grupo controle, visualizando a morfologia eritrocitaria em

microscopia eletrénica de varredura (MEV);

e Detectar, com o auxilio da microscopia Optica, alteracbes no parénquima

hepatico dos ovinos intoxicados apds a fase hemolitica da intoxicacao;

e |dentificar o perfil de proteinas séricas em eletroforese em gel de poliacrilamida

(SDS-PAGE) dos ovinos, nas fases de intoxicagao e do grupo controle;

e Determinar a concentragdo sérica de cobre no soro sanglineo dos animais,

nas fases de intoxicagao e do grupo controle.



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais e Instalagoes

Foram utilizados seis ovinos adultos castrados higidos, sem raga definida,
alojados individualmente em gaiolas metabdlicas, equipadas com comedouros e
bebedouros plasticos, situados em area coberta, junto ao Laboratério de Apoio a
Pesquisa do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias/ UNESP/ Campus de Jaboticabal (FCAV/ UNESP). Antes do
inicio do experimento os ovinos que estavam em uma pastagem de capim Brachiaria
decumbens foram submetidos a um periodo de adaptagao de quinze dias. Durante esse
periodo, além do fornecimento da dieta realizou-se a desverminagéo desses animais

com albendazole (15 mg/kg de peso corporal).

4.2. Alimentos e alimentagao

Os animais receberam diariamente uma dieta composta de 700g de matéria seca
de feno de tifton 85 (Cynodon spp), agua a vontade e 200g de concentrado’. Os
alimentos foram submetidos a analise bromatologica antes do inicio do experimento,
verificando-se principalmente as concentragdes de cobre, molibdénio e enxofre
(Apéndice 1).

4.3. Delineamento e modelo de indugao da intoxicagao cuprica acumulativa
Os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos (G-1 e G-2) de

trés animais, ou seja:

e G-1: trés ovinos que receberam apenas a dieta mencionada no item 4.2
(controle);

e G-2: trés ovinos que receberam a dieta de G-1 + 3mg de CuSO,. 5H,0% Kg PV/
dia, em solugédo aquosa 5%, por via oral, com auxilio de uma seringa, na primeira

semana, seguido de aumentos semanais de 3mg CuSO4. 5H,0/ Kg PV na dose

" Nutriovinos - PURINA — Brasil.
? Sulfato de cobre pentahidratado — VETEC.



diaria, seguindo as recomendacdes de Soares (2004) até o aparecimento de
hemoglobinuria macroscopica.
Para a obtengcdo do hemograma e dos componentes bioquimicos do soro

sanguineo foram colhidas amostras de sangue nos momentos:

MO — Momento basal;

M1 — + 30 dias anteriores a crise hemolitica;
M2 — £ 15 dias anteriores a crise hemolitica;
M3 — £ 7 dias anteriores a crise hemolitica;
M4 — Dia da crise hemolitica;

M5 — 24 horas ap0s a crise hemolitica;

M6 — 48 horas apds crise hemolitica.

4.4. Exame fisico

Diariamente foi efetuado o exame fisico dos ovinos do G-1 e do G-2. O exame
iniciava-se com a inspecdo a distancia dos animais, avaliando-se o comportamento,
atitude e postura dos ovinos comparando-se 0s animais intoxicados com os do grupo
controle. Os ovinos que apresentaram algum tipo de alteragdo a inspecao foram
submetidos a exame fisico mais detalhado com avaliagdo da temperatura retal,
frequéncia cardiaca, frequéncia respiratéria, coloracdo de mucosas e motilidade

rumenal.

4.5. Colheita de material biolégico
4.5.1. Amostras de sangue

As amostras de sangue foram colhidas em 2 tubos esterilizados e siliconizados®,
devidamente identificados, sendo um, com capacidade para 4,5 mL, contendo em seu
interior o acido etileno diamino tetracético (EDTA) como anticoagulante e outro, sem
anticoagulante, com capacidade para 10 mL para obtencdo de sangue total e soro,

respectivamente.

*Vacutainer®
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As amostras contendo anticoagulante foram prontamente refrigeradas, conduzidas
ao laboratorio e utilizadas para realizagdo do hemograma e esfregago sanguineo, e
microscopia eletrbnica de varredura. As amostras sem anticoagulante foram
centrifugadas por durante 10 minutos a 3000 rpm e as aliquotas de soro foram
acondicionadas em tubos com capacidade de 2.000 uL4 e armazenadas a temperatura
de - 20°C, sendo utilizadas para realizagdo dos testes bioquimicos e dosagem de cobre

sérico.

4.5.2. Fragmentos de Figado

Os fragmentos de figado foram obtidos durante a necropsia, logo ap6s a morte dos
animais experimentalmente intoxicados e apds a eutanasia dos animais do grupo
controle. Apds a coleta, os espécimes de figado foram acondicionados em frascos
contendo formol a 10% neutro e tamponado com fosfatos, para realizagao dos exames

histopatolégicos.

4.6. Métodos analiticos
4.6.1. Amostras de sangue (soro e sangue total).
4.6.1.1. Hemograma Completo

A contagem total de leucécitos e hemacias foi realizada manualmente por meio da
diluicdo das amostras para contagem na camara de Neubauer. Para contagem de
hemacias realizou-se uma diluicdo de 1:200 em solugdo de NaCl 0,9% enquanto a
contagem de leucdcitos foi feita em uma diluicdo de 1:50 em solugdo lisante de
hemacias.

Os valores de hemoglobina foram determinados por método colorimétrico,

utilizando-se um conjunto de reagentes comerciais® com leitura sendo realizada no
analisador bioquimico semi-automatico LABQUEST® em comprimento de onda

adequado ao parametro analisado.

* Eppendorf®
> Labtest, Belo Horizonte — MG
6 Labquest, Labtest, Belo Horizonte — MG
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O volume globular foi obtido em tubos capilares de 75 mm, onde as amostras foram
centrifugadas a 13.000 rpm por 5 minutos e, posteriormente, lidas em uma tabela de
microhematdcrito.

Os indices hematimétricos, volume corpuscular médio (VCM) e concentragdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM) foram calculados com emprego de equagdes
descritas por JAIN (1993).

As contagens diferenciais de leucdcitos foram obtidas em esfregagos sanguineos,

corados pelo Rosenfeld, em microscopio éptico comum (THRALL, 2007).

4.6.1.2. Microscopia Eletronica de Varredura

Para a avaliagdo da morfologia eritrocitaria as amostras de sangue contendo EDTA
foram preparadas para realizagdo de MEV. Para isso, 100 ul de sangue foram
colocados em glutaraldeido 1,5% em tampao fosfato 0,1M, pH 7,4. Apds a fixagao por
uma hora a temperatura de 4°C, as células foram lavadas trés vezes com tampao
fosfato (0,1M e pH 7,4), desidratadas em uma série ascendente de acetona (25 a
100%), permanecendo 15 minutos em cada solugdo e com duas passagens na acetona
absoluta. Posteriormente, as células foram novamente suspensas com 100 ul de
acetona absoluta; duas gotas desta suspensdo foram colocadas sobre laminula de
vidro e seca rapidamente por evaporacdo. As laminulas foram cobertas com fina
camada de ouro (15nm)’ e examinadas no microscépio eletrénico de varredura® em
uma angulacédo de 33 a 45 graus negativos e voltagem de 15 kV, sendo os melhores

campos fotografados.

4.6.1.3. Bioquimica sérica

A avaliacdo da funcdo hepatica foi realizada por meio da determinacdo das
atividades das enzimas aspartato aminotransferase - AST (metodo UV-IFCC), gama
glutamil transferase — GGT (método de Szasz modificado) utilizando-se conjuntos de

reagentes comerciais LABTEST com as leituras realizadas em analisador bioquimico

7 Metalizador DESK-Il — DENTON VACCUM
8 JSM5410 - JEOL
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semi-automatico LABQUEST em comprimentos de ondas adequados aos parametros
analisados. Para determinacdo da atividade da enzima creatina cinase foi realizada

técnica de bioquimica seca com leitura no analisador bioquimico Reflotron®

4.6.1.3.1 Proteinograma sérico.

Os teores de proteina total (método do Biureto) foram obtidos com utilizagdo de
conjuntos de reagentes comerciais®; as leituras foram realizadas em analisador
bioquimico semi-automatico LABQUEST® em comprimento de onda adequado. Para o
fracionamento das proteinas, utilizou-se eletroforese em gel de acrilaminada contendo
dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), conforme técnica descrita por LAEMMLI (1970).
Apos o fracionamento, o gel foi corado durante 10 min em solugdo de azul de
coomassie e, em seguida, colocado em solugdo de acido acético a 7% para retirar o
excesso de corante, até que as fragbes protéicas se apresentassem nitidas. As
concentragbes dessas proteinas foram determinadas em  densitémetro
computadorizado'®. Como referéncia, utilizou-se solucdo marcadora'’ com pesos

moleculares 29.000, 45.000, 66.000, 97.400, 116.000 e 205.000 daltons (Da), além de

proteinas purificadas’ - albumina, IgG, haptoglobina, o-antitripsina e transferrina.

4.6.1.3.2 Determinacgao dos teores séricos de Cobre
O teor sérico de cobre foi determinado diluindo-se vinte vezes a amostra de soro em
HCI 0,AN (200uL de soro e 1.800uL de HCI) e realizando-se a leitura em

espectrofotometria de absorgéao atdmica (KARGIN et al., 2004).

4.6.2 Exame histolégico

As amostras de figados coletadas durante a necropsia foram acondicionadas em

formol a 10% tamponado com fosfatos, durante 24 horas. Apds a fixagdo, os

? Reflotron, Roche Sitemas de Diagndsticos
"% Shimadzu CS 9301 - Tokio, Japan.
" Sigma - Saint Louis, EUA.
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fragmentos foram desidratados, diafanizados, incluidos em parafina, cortados em
microtomo numa espessura de 3,0um e corados com hematoxilina e eosina (LUNA,
1968).

4.7 Analise estatistica

Para avaliacdo das variaveis estudadas realizou-se analise de variancia de medidas
repetidas, com um fator tratamento com dois niveis entre os animais (G-1 e G-2) e um
fator tempo com 7 niveis (MO, M1, M2, M3, M4, M5 e M6) dentro dos grupos.

Verificada significancia dos fatores principais e da interacao, aplicou-se o teste de
Tukey (P < 0,05). Para duas amostras independentes foi utilizado um teste “t de
Student” com 5% de significancia (VIEIRA, 1998).
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5 RESULTADOS
5.1. MANIFESTAGAO CLINICA

Com base nos dados obtidos pode-se verificar que o modelo de indugdao da
intoxicagao utilizado apresentou 100% de eficiéncia, uma vez que todos os animais
experimentalmente intoxicados (G-2) apresentaram sinais clinicos da intoxicacao e
como nao foram tratados morreram. A dose total de cobre fornecida aos ovinos até o

desencadear da crise hemolitica encontra-se descrita na Tabela 1.

Tabela 1 - Dose total de sulfato de cobre penta-hidratado fornecida (g) aos ovinos do
grupo G-2 e periodo total de intoxicagao.
Periodo total de Dose total de cobre

Animais intoxicacao. fornecida aos
(semanas) animais (g)
2-A 31 147,44
2-B 26 115,18
2-C 33 131,63

Os primeiros sinais clinicos foram evidenciados 24 horas antes da crise
hemolitica. Neste momento os ovinos apresentaram um quadro de inapeténcia
principalmente quando se oferecia ragdo concentrada aos animais, e apatia
caracterizada pelo decubito esternal e por ndo reagirem a estimulos ambientais, como a
colocagdo de comida nos comedouros. Além disso, os animais apresentaram as
mucosas levemente palidas e ndao apresentaram hemoglobinuria macroscopica. No
momento da crise hemolitica (M4), pode-se verificar hemoglobinuria macroscopica,
marcada pela coloragao acastanhada da urina e mucosas oculares amareladas e/ ou
achocolatadas. A apatia era acentuada (Figura 1) e os ovinos apresentavam-se
anoréxicos. Ao exame fisico evidenciou-se taquicardia, taquipnéia, hipotermia leve
(37,8°C), tempo de preenchimento capilar (TPC) de 2-3 segundos, atonia rumenal,
oliguria ou anuria. Nos momentos M5 e M6 os ovinos apresentaram prostragao,
desidratacao, taquicardia, taquipnéia, TPC maior que 3 segundos, fezes enegrecidas e
moles (Figura 2), sialorréia (Figura 3), tremores musculares, bruxismo, hipotermia
severa (35,6°C), atonia rumenal, andria ou oliguria, ataxia e halitose urémica. A
auscultacao pulmonar, neste momento, revelou a presenca de creptagdes. A sobrevida

dos animais apds a crise hemolitica foi de 2 a 5 dias.



Figura 1 — Apatia em ovino com intoxicagao crénica experimental por
cobre, no dia da crise hemolitica.
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Figura 2 — Fezes enegrecidas e moles de ovino com intoxicagao
crénica experimental por cobre, 48 horas apds a crise hemolitica.
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Figura 3 — Prostracao e sialorréia em ovino com intoxicagao crbnica
experimental por cobre, 48 horas apds a crise hemolitica.

5.2. HEMOGRAMA

O hemograma assim como o leucograma revelou-se com variagao dentro dos limites
estabelecidos para a espécie durante todo o periodo pré-hemolitico (MO — M3).
Alteracdes consideraveis apenas foram encontradas apds o desencadeamento da crise
hemolitica. Na Tabela 2 e Figura 4 esta representado o numero médio de hemacias dos
ovinos dos grupos G-1 e G-2.

O numero de hemacias apresentou-se dentro da faixa de normalidade para a
espécie (9-15 x 10%puL, PUGH, 2005) mostrando que no modelo de intoxicacdo néo
ocorreram alteragbes na contagem de hemacias antes da fase hemolitica da
intoxicagdo (MO - M3). Apos o desencadeamento da crise hemolitica (M4 — MG6) os
valores de eritrécitos declinaram consideravelmente (P<0,05).

Os valores do hematécrito acompanharam os valores do numero de hemacias,

conforme ilustrado na Tabela 3.
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Tabela 2 — Valores médios e desvios padrido da contagem de hemacias (x 10%/yul) dos
ovinos do grupo controle (G-1) e dos experimentalmente intoxicados por cobre (G-2),
antes (MO — M3), durante (M4) e apds a crise hemolitica (M5 e M6).

MOMENTOS
Grupos

MO M1 M2 M3 M4 M5 M6
G-1 10,0+ 0™ 93+0,6™ 10,3+1,6™ 93+15% 97+15% 90+1,0% 93+0,6™
G-2 10,3+ 0,6 8,7+06™ 87+15% 83+15% 60+10% 47+21% 33+15%

Nota: letras maiusculas distintas na mesma linha indicam diferengas significativas (P<0,05) entre os
momentos. Letras mindsculas distintas nas colunas indicam diferencas significativas (P<0,05) entre os
grupos.

12,0 -

10,0 -

8,0

—A—G-1
6,0 -
—a—G-2

4,0 4

Hemacias (x 10 ¢/p1)

2,0 1

0,0
MO M1 M2 M3 w4 M5 Mo

Momentos

Figura 4 — Representacao grafica dos valores médios de hemacias (X106/u|) dos ovinos
do grupo controle (G-1) e dos experimentalmente intoxicados por cobre (G-2), antes (MO
— M3), durante (M4) e ap6s a crise hemolitica (M5 e M6).

Os valores de hematdcrito permaneceram dentro da faixa de normalidade até o
aparecimento da crise hemolitica. A partir de 24 horas apos o desencadeamento da
crise hemolitica (M5 e M6) esses valores reduziram-se significativamente (P<0,05). O
comportamento deste componente em fungdo dos momentos da intoxicacido € expresso

na Figura 5.
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Tabela 3 — Valores médios e desvios padrédo do hematdcrito (%) dos ovinos do grupo
controle (G-1) e dos experimentalmente intoxicados por cobre (G-2), antes (MO — M3),
durante (M4) e apds a crise hemolitica (M5 e M6).

Momentos
Grupos
MO M1 M2 M3 M4 M5 M6
G-1 32,7+0,6" 350+1,7% 343+2,1% 373+25" 343+4,9" 363+23% 337+12%
G-2 31,7£0,6° 32,6+£2,1% 31,3+21" 31,7£31% 273+6,6°® 18,0+3,6°° 157+31%®

Nota: letras mailsculas distintas na mesma linha indicam diferengas significativas (P<0,05) entre os

momentos. Letras minusculas distintas nas colunas indicam diferencas significativas (P<0,05) entre os
grupos.

40,0 -
35,0
30,0

25,0
—a— G-1
20,0

—a—G-2

15,0

Hematécrito (%)

10,0 ~
5,0

0,0

MO M1 M2 M3 M4 M5 M6

Momentos

Figura 5 — Representagao grafica dos valores médios do hematécrito (%) dos ovinos do
grupo controle (G-1) e dos experimentalmente intoxicados por cobre (G-2), antes (MO —
M3), durante (M4) e apds a crise hemolitica (M5 e M6).

Os teores de hemogoblina mantiveram-se sem alteragdes significativas entre os
ovinos dos grupos G-1 e G-2 nos momentos M0, M1, M2 e M3, encontrando-se com
variagao dentro dos valores estabelecidos para espécie (10 - 15,4 g/dL, PUGH, 2005).

A partir de M4, que representa o aparecimento da crise hemolitica pode-se notar uma
reducao significativa (P<0,05) nos teores de hemoglobina dos animais do G-2, quando

comparados ao G-1 e aos momentos anteriores(Tabela 4 e Figura 6).
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Tabela 4 — Valores médios e desvios padrao de hemoglobina (g/dL) dos ovinos do grupo
controle (G-1) e dos experimentalmente intoxicados por cobre (G-2), antes (MO — M3),
durante (M4) e apds a crise hemolitica (M5 e M6).

MOMENTOS
Grupos

MO M1 M2 M3 M4 M5 M6

G-1 10,5+ 0,4™  10,0£3,4™ 10,334 93+368" 89+1,4" 8,6+0,95° 8,6+0,7"%

G-2 10,0£0,3" 9,2+ 3,0 87+1,8" 87+28% 58+16% 42+1,0%® 3,8+1,2%

Nota: letras mailsculas distintas na mesma linha indicam diferengas significativas (P<0,05) entre os
momentos. Letras mindsculas distintas nas colunas indicam diferencas significativas (P<0,05) entre
0S grupos.

12,0 -

10,0 - ‘\'/‘\N.\‘___‘

3
:.3 8,0 -
e —a—G-1
s 6,0
o G2
S
£ 4,0 -
[
u

2,0

0,0

MO M1 M2 M3 M4 M5 M6
Momentos

Figura 6 — Representacao grafica dos valores médios de hemoglobina (g/dL) dos ovinos
do grupo controle (G-1) e dos experimentalmente intoxicados por cobre (G-2), antes (MO
— M3), durante (M4) e ap6s a crise hemolitica (M5 e M6).

Com base nos valores de hemacias, hematdcrito e hemoglobina foram calculados os
indices hematimétricos (Tabelas 5 e 6). A Figura 7 representa o comportamento do
volume corpuscular médio (VCM) dos eritrocitos em fungcdo do tempo, enquanto a
Figura 8 representa a cinética dos valores de hemoglobina corpuscular média (CHCM).
Os valores considerados normais sdo de 28 — 40 fL para VCM e 31-34 g/dL para
CHCM, segundo PUGH (2005).
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Os ovinos dos grupos G-1 e G-2 apresentaram até o momento M3 hemacias
normociticas e normocromicas. Quando o processo hemolitico se iniciou (M4), os
ovinos do grupo G-2 passaram a apresentar um quadro de anemia macrocitica
normocrémica que durou dois dias, enquanto as hemacias dos ovinos do grupo G-1

mantiveram-se normociticas e normocromicas.

Tabela 5 — Valores médios e desvios padrdo do volume corpuscular médio (fL) dos
ovinos do grupo controle (G-1) e dos experimentalmente intoxicados por cobre (G-2),
antes (MO — M3), durante (M4) e apds a crise hemolitica (M5 e M6).

Momentos
Grupos
MO M1 M2 M3 M4 M5 M6
G1 319+09° 359+09° 321+39° 381+35° 337+20° 374+20° 33704
G2 291+22¢ 359+32¢ 335+07° 358+66°  41+139®°  453+155% 369+93*

Nota: letras maiusculas distintas na mesma linha indicam diferencgas significativas (P<0,05) entre os momentos.
Letras minusculas distintas nas colunas indicam diferengas significativas (P<0,05) entre os grupos.

50,0 -
45,0
40,0 ~
35,0 -
30,0
25,0
20,0 ~
15,0
10,0

5,0

0,0

—a—G-1

—a—G-2

VCM (fL)

MO M1 M2 M3 M4 M5 M6

Momentos

Figura 7 — Representagéo grafica dos valores médios do volume corpuscular médio (fL)
dos ovinos do grupo controle (G-1) e dos experimentalmente intoxicados por cobre (G-
2), antes (MO — M3), durante (M4) e ap0s a crise hemolitica (M5 e M6).
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Tabela 6 — Valores médios e desvios padrdao da concentragdo de hemoglobina
corpuscular média (g/dL) dos ovinos do grupo controle (G-1) e dos experimentalmente
intoxicados por cobre (G-2), antes (MO — M3), durante (M4) e apds a crise hemolitica
(M5 e M6).

Momentos
Grupos
MO M1 M2 M3 M4 M5 M6
G1 323+16°  283+80°%  209+95°  245+78°  261+04°  235+16°  256+18°
G-2 316+06™ 282+97° 277+39% 275+94® 2523+107° 252+25% 26,174

Nota: letras mailsculas distintas na mesma linha indicam diferengas significativas (P<0,05) entre os
momentos. Letras minusculas distintas nas colunas indicam diferengas significativas (P<0,05) entre os
grupos.

35,0

30,0 | .\\./\
—
25.0 - W

20,0 G

15,0 - —a—G-2

HCM (g/dL)

10,0

5,0 -

0,0
MO M1 M2 M3 M4 M5 M6

Momentos

Figura 8 — Representacgao grafica dos valores médios da concentragdo de hemoglobina
corpuscular média (g/dL) dos ovinos do grupo controle (G-1) e dos experimentalmente
intoxicados por cobre (G-2), antes (MO — M3), durante (M4) e apds a crise hemolitica
(M5 e M6).

5.3. Microscopia Eletrénica de Varredura

Durante a fase pré-hemolitica da intoxicagao cuprica (MO — M3) verificou-se que
o ACi visualiz Ve i i Oni % u
85% das hemacias visualizadas através da microscopia eletrbnica de varredura

apresentavam-se com o padrao normal, também denominado discoide (Figura 9).
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Entretanto nos momentos M2 e M3 desta fase o padrao morfologico dos eritrécitos
comecgou a se alterar e outros formatos de hemacias, como macrdcitos (Figura 10A e
10B), quinizdcitos (Figura 10C) e dacridcitos (figura 10D) passaram a serem
visualizados em maiores propor¢des. No momento em que foi desencadeada a crise
hemolitica evidenciou-se alteragbes marcantes e persistentes na morfologia das

hemacias dos ovinos do grupo G-2 (Figuras 11 e 12).

15ky 87,500 s 15kU X7.508 Lpm 000001

Figura 9 — Eletromicrografia de hemacias de ovinos durante a fase pré - hemolitica (MO
— M3) da intoxicacao cuprica acumulativa. A, B, C e D - Aspecto normal das hemacias
(discocitos) de ovinos nos momentos MO e M1 da intoxicagdo cuprica acumulativa em
diferentes aumentos.
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Figura 10 — Eletromicrografia de hemacias de ovinos durante a fase pré-hemolitica (MO
— M3) da intoxicag&o cuprica acumulativa. Principais altera¢gdes morfolégicas vistas nas
hemacias entre os momentos M2 e M3 da intoxicagdo cuprica acumulativa: A, B —

Macraécito; C — Quinizocito; D — Dacridcito.

Durante a crise hemolitica (M4 — M6) destacou-se a presenga de acantocitos
(Figuras 11A, 11B e 11C), que sao eritrocitos espiculados, com severas projegdes em

sua superficie; estomatdcitos, coddcitos e ceratdcitos, além de corpusculos de Heinz.
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Figura 11 — Eletromicrografia de hemacias de ovinos durante a fase hemolitica (M4 —
M6) da intoxicagcao cuprica acumulativa. M4: A - Perda da homogeneidade morfolégica
das hemacias que apresentam-se em diferentes formas: macrdcitos («), acantécitos
(¢), e coddcitos (#); B - Presenga de estomatécitos (—). M5: C - Presenca de
acantécitos (#) e corpusculo de Heinz (—). M6: D - Alteragbes marcantes no padrao

celular e presencga de acantdcitos (1) e corpusculo de Heinz ().
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Figura 12 — Eletromicrografia de hemacias de ovinos durante a fase hemolitica (M4 —
M6) da intoxicacdo cuprica acumulativa. M6: A - Alteracbes marcantes no padrao
celular; B — queratécito; C - Presenca de cristais de hemoglobina depositados na

membrana de um eritrocito; D - Corpusculo de Heinz.

5.4. Leucometria

Assim como as hemacias, ndo ocorreram alteracdes na contagem de leucdcitos nos
momentos MO a M3, conforme valores ilustrados na Tabela 7. Os valores
permaneceram na faixa de normalidade para a espécie (4.000 a 12.000/ul — PUGH,
2005). A partir do momento M4 o numero de leucdcitos totais aumentou, atingindo
valores significativos (P<0,05) nos momentos M5 e M6. O comportamento dos

leucdcitos em fungdo dos momentos da intoxicacao esta representado na Figura 13.
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A leucocitose constatada nos momentos M4, M5 e M6 deve-se ao aumento de
neutrofilos segmentados, sendo este aumento significativo (P<0,05) nos momentos M5
e M6 (Tabela 8 e Figura 14). Os linfocitos por sua vez, permaneceram nos valores de
referéncia para a espécie (2.000 a 9.000/ ul — PUGH, 2005), entretanto, apresentaram

uma reducao quando comparados aos valores do grupo G-1 (Tabela 9 e Figura 15).

Tabela 7 — Valores médios e desvios padréo de leucocitos totais (x10% pL) dos ovinos
do grupo controle (G-1) e dos experimentalmente intoxicados por cobre (G-2), antes
(MO — M3), durante (M4) e ap6s a crise hemolitica (M5 e M6).

MOMENTOS
GRUPOS
M1 M2 M3 M4 M5 M6
G-1 106+29% 77+17° 84+27° 72+16° 83+2(0* 86+09° 91+08*
G-2 107 +4,7° 1,7+39% 99+12° 83+13" 126+72° 146+53°  154+83%

Nota: letras maiusculas distintas na mesma linha indicam diferengas significativas (P<0,05) entre os
momentos. Letras mindsculas distintas nas colunas indicam diferengas significativas (P<0,05) entre os
grupos

16,0 -
14,0
12,0
10,0

—a— G-1
8,0 -

—a—G-2

6,0 4

Leucécitos (x 10%/pl)

4,0
2,0

0,0

MO M1 M2 M3 M4 M5 M6

Momentos

Figura 13 — Representacéo grafica dos valores médios de leucdcitos totais (x10%/ uL)
dos ovinos do grupo controle (G-1) e dos experimentalmente intoxicados por cobre (G-
2), antes (MO — M3), durante (M4) e ap6s a crise hemolitica (M5 e M6).
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Tabela 8 — Valores médios e desvios padrdo de neutrdfilos segmentados (x10°/ pL) dos
ovinos do grupo controle (G-1) e dos experimentalmente intoxicados por cobre (G-2),
antes (MO — M3), durante (M4) e ap6s a crise hemolitica (M5 e M6).

Momentos
Grupos
MO M1 M2 M3 M4 M5 M6
G-1 34+11% 21+05* 24+05* 16+03* 27+03° 26+07° 28+0555"
G-2 43+15% 36+16° 36+07° 32+07° 69+46° 86+53" 106+58®

Nota: letras mailsculas distintas na mesma linha indicam diferencgas significativas (P<0,05) entre os momentos.

Letras minusculas distintas nas colunas indicam diferengas significativas (P<0,05) entre os grupos.

12,0
10,0 ~

8,0 4

—a— G-1

6,0 —a—G-2

4,0 -

e

0,0

Neutréfilos segmentados (x 103/p,l)

MO M1 M2 M3 M4 M5 M6

Momentos

Figura 14 — Representacao grafica dos valores médios e desvios padrao de neutréfilos
segmentados (x10% uL) dos ovinos do grupo controle (G-1) e dos experimentalmente
intoxicados por cobre (G-2), antes (MO — M3), durante (M4) e apés a crise hemolitica
(M5 e M6).
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Tabela 9 — Valores médios e desvios padrdo de linfocitos (x10% pL) dos ovinos do
grupo controle (G-1) e dos experimentalmente intoxicados por cobre (G-2), antes (MO —
M3), durante (M4) e ap6és a crise hemolitica (M5 e M6).

Momentos
Grupos MO M1 M2 M3 M4 M5 M6
G-1 6,8+30% 55+19% 57+19% 54+17% 54+19™ 58+16™ 6,0+1,3"
G-2 56+33% 59+22% 57+08% 47+09% 46+13% 54+15% 44+21™

Nota: letras mailsculas distintas na mesma linha indicam diferengas significativas (P<0,05) entre os
momentos. Letras mindsculas distintas nas colunas indicam diferencas significativas (P<0,05) entre os
grupos.
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Figura 15 — Representacdo grafica dos valores médios de linfécitos (x10°%/ pL) dos
ovinos do grupo controle (G-1) e dos experimentalmente intoxicados por cobre (G-2),
antes (MO — M3), durante (M4) e apds a crise hemolitica (M5 e M6).

5.5. Analises Bioquimicas do soro sangtineo

As atividades de AST, GGT e CK estao representados nas Tabelas 10, 11 e 12.
Os valores de AST mostraram que a atividade desta enzima manteve-se dentro dos
valores estabelecidos para espécie em todos os momentos nos animais do G-1. Em

relacdo ao G-2, pode-se verificar que a atividade sérica desta enzima aumentou
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significativamente a partir do M2, entretanto no M3 sua atividade foi mais marcante. No
M4 a atividade desta enzima atingiu valores mais elevados, entretanto a maior atividade

foi detectada no M6. A cinética desta enzima esta representada na Figura 16.

Tabela 10 — Atividades séricas médias e desvios padrdao da enzima aspartato
aminotransferase (U/L) dos ovinos do grupo controle (G-1) e dos experimentalmente

intoxicados por cobre (G-2), antes (MO — M3), durante (M4) e apds a crise hemolitica
(M5 e M6).

Momentos
Grupos MO M1 M2 M3 M4 M5 M6
G-1 86+15° 86+15° 10329 %+13° 70+4™ % +23° 13045
G-2 139+22° 137 +14° 177207 388+76°  567+134% 440+65%> 1030 +552°

Nota: letras mailsculas distintas na mesma linha indicam diferengas significativas (P<0,05) entre os
momentos. Letras mindsculas distintas nas colunas indicam diferengas significativas (P<0,05) entre os
grupos.
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Figura 16 — Representacéo grafica das atividades séricas médias da enzima aspartato
aminotransferase (U/L) dos ovinos do grupo controle (G-1) e dos experimentalmente
intoxicados por cobre (G-2), antes (MO — M3), durante (M4) e apds a crise hemolitica
(M5 e M6).
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A Tabela 11 apresenta os valores médios da enzima gama glutamiltransferase
em diferentes momentos. A cinética desta enzima esta representada na Figura 17.

Tabela 11 - Atividades séricas médias e desvios padrdao da enzima gama-
glutamiltransferase (U/L) dos ovinos do grupo controle (G-1) e dos experimentalmente
intoxicados por cobre (G-2), antes (MO — M3), durante (M4) e apés a crise hemolitica
(M5 e M6).

Momentos
Grupos MO MA1 M2 M3 M4 M5 M6
G-1 62+2 60+3" 71+23% 71+15° 57+11% 66+15° 71+15°
G-2 74+10® 103+28"° 175+75° 379+156°  486+286° 302+ 147 193+71%

Nota: letras mailsculas distintas na mesma linha indicam diferengas significativas (P<0,05) entre os
momentos. Letras mindsculas distintas nas colunas indicam diferengas significativas (P<0,05) entre os
grupos.
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Figura 17 — Representagdo grafica dos valores médios dos teores séricos de gama
glutamiltransferase (U/L) dos ovinos do grupo controle (G-1) e dos experimentalmente
intoxicados por cobre (G-2), antes (MO — M3), durante (M4) e apds a crise hemolitica
(M5 e M6).
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A atividade sérica de GGT manteve-se em valores superiores aos estabelecidos
para espécie tanto nos ovinos do G-1, quanto do G-2. Nos ovinos do G-2, a enzima
gama - glutamiltransferase foi um excelente indicador da crise hemolitica uma vez que a
mesma apresentou uma atividade crescente quando comparada aos animais do G-1,
atingindo teores séricos 40% maiores que o momento basal (MO) no M2.
Posteriormente a atividade sérica de GGT aumentou significativamente até o M4. Apos
o0 aparecimento da crise hemolitica a atividade sérica de GGT diminuiu, entretanto
manteve-se acima dos valores estabelecidos para espécie.

As atividades séricas de CK (Tabela 12) apresentaram alteracdes significativas
apenas nos momentos M4 a M6, nos ovinos do G-2. Nos ovinos do G-1 ndao foram
observadas elevacdes na atividade sérica de CK. A cinética da enzima creatina cinase

encontra-se representada na Figura 18.

Tabela 12 — Atividades séricas médias e desvios padrdo da enzima creatina cinase
(U/L) dos ovinos do grupo controle (G-1) e dos experimentalmente intoxicados por
cobre (G-2), antes (M0 — M3), durante (M4) e ap6s a crise hemolitica (M5 e M6).

Momentos
Grupos MO M1 M2 M3 M4 M5 M6
G-1 51+13% 62+24% 110+50™ 39+4™ 3 +3™ 54+17% 95+ 44’
G-2 54+ 4°  168+172° 43+12° 35+6™ 89+65°  436+219%°  840+385%

Nota: letras mailsculas distintas na mesma linha indicam diferengas significativas (P<0,05) entre os
momentos. Letras mindsculas distintas nas colunas indicam diferencas significativas (P<0,05) entre os
grupos.
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Figura 18 — Representacéo grafica das atividades séricas médias de creatina cinase
(U/L) dos ovinos do grupo controle (G-1) e dos experimentalmente intoxicados por
cobre (G-2), antes (MO — M3), durante (M4) e apds a crise hemolitica (M5 e M6).

5.6. Proteinograma Sérico

A técnica de eletroforese em gel de acrilamida contendo dodecil sulfato de sédio
(SDS-PAGE) permitiu a identificagdo de diferentes fragcdes protéicas com pesos
moleculares que variaram de 22.000 a 260.000 daltons (Da) em seis ovinos. Dentre as
fragbes protéicas identificadas (Tabela 13) ficou evidente que a proteina com peso
molecular de 122.000 Da (ceruloplasmina) com o decorrer da intoxicagdo manteve seus
niveis abaixo dos valores basais, aumentando apenas no momento M5 da intoxicagao
cuprica acumulativa. Em contrapartida, as proteinas com peso molecular de 83.000 Da
(transferrina), 35.000 Da e 27.000 Da (lgG de cadeia leve) tiveram aumentos de 326,
128 e 22% respectivamente, nos 15 dias que antecederam a crise hemolitica (M2). A
porcentagem de variagdo dessas proteinas encontra-se descrita na Tabela 14, e sua

cinética representada nas Figuras 20, 21, 22 e 23.
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FIGURA 19 - Representacao grafica da concentracao sérica de ceruloplasmina (mg/dL) dos
ovinos do grupo controle (G-1) e dos experimentalmente intoxicados por cobre (G-2), antes

(MO — M3), durante (M4) e ap6s a crise hemolitica (M5 e M6).
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FIGURA 20 - Representacao grafica da concentracao sérica de transferrina (mg/dL) dos
ovinos do grupo controle (G-1) e dos experimentalmente intoxicados por cobre (G-2), antes

(MO — M3), durante (M4) e ap6s a crise hemolitica (M5 e M6).
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FIGURA 21 - Representacdo grafica da concentragdo sérica da proteina de 35.000 Da
(mg/dL) dos ovinos do grupo controle (G-1) e dos experimentalmente intoxicados por cobre
(G-2), antes (MO — M3), durante (M4) e apéds a crise hemolitica (M5 e M6).
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FIGURA 22 - Representacao grafica da concentragao sérica de IgG de cadeia leve (mg/dL)
dos ovinos do grupo controle (G-1) e dos experimentalmente intoxicados por cobre (G-2),
antes (MO — M3), durante (M4) e apds a crise hemolitica (M5 e M6).
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Tabela 14 — Variagdo (%) das concentragbes séricas de proteinas comparada com as
concentracdes basais em ovinos submetidos experimentalmente a intoxicagdo cuprica
acumulativa (G-2).

Momentos
Proteina (PM)
M1 M2 M3 M4 M5 M6
Ceruloplasmina -27 -33 -8 -3 37 -21
Transferrina 56 126 30 76 12 19
PM 35.000 38 328 120 223 8 70
IgG cadeia leve 2 22 -42 49 28 33

5.7. Teores Séricos de Cobre

Os teores séricos de cobre permaneceram nos limites de normalidade da espécie (9,13 a
25,2 umol/L — PUGH, 2005) durante toda fase pré-hemolitica, correspondente aos momentos
MO a M3; entretanto, os animais do grupo G-2, que receberam o sulfato de cobre,
mantiveram os teores de cobre séricos significativamente maiores (P<0,05) quando
comparados com o grupo controle (Tabela 15).

Os dados apresentados na tabela 09 demonstram que no momento em que foi detectado
o aparecimento da crise hemolitica os teores de cobre sérico aumentaram significativamente
(P<0,05) e continuaram elevados por mais 72 horas. A cinética deste microelemento esta

representada na Figura 24.

Tabela 15 — Valores médios e desvios padrao dos teores séricos de cobre (umol/L) dos
ovinos grupo controle (G-1) e dos experimentalmente intoxicados por cobre (G-2), antes (MO
— M3), durante (M4) e ap6ds a crise hemolitica (M5 e M6).

MOMENTOS
GRUPOS
MO M1 M2 M3 M4 M5 M6
GA1 115+£04°  83+17° 87+17° 99+27% 86+27" 109+56™ 88+23"
G2 143+09° 193+124° 156+40° 176+55° 1368+9%60° 662+358° 480+266%

Nota: letras maiusculas distintas na mesma linha indicam diferengas significativas (P<0,05) entre os
momentos. Letras mindsculas distintas nas colunas indicam diferengas significativas (P<0,05) entre os
grupos.
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Figura 23 — Representagao grafica dos valores médios dos teores séricos de cobre (umol/L)
dos ovinos grupo controle (G-1) e dos experimentalmente intoxicados por cobre (G-2), antes
(MO — M3), durante (M4) e ap6s a crise hemolitica (M5 e M6).

5.8. ACHADOS DE NECROPSIA

5.8.1. Achados macroscoépicos

Durante a necropsia dos ovinos do grupo G-2 foram verificadas alteragbes como:
mucosas oculares e oral palidas ou amareladas, ictericia difusa, edema pulmonar, figado
aumentado de volume, amarelado, com bordas arredondadas. Os bagos dos animais
intoxicados quando comparados aos dos ovinos do grupo controle apresentavam-se
congestos e com volumes maiores, 0s rins apresentavam-se enegrecidos apos a retirada da
capsula renal, e nas bexigas urinarias encontrou-se urina com coloragdo ambar devido a
hemoglobinuria decorrente da anemia hemolitica. Os principais achados de necropsia estao
nas Figuras 24 a 33. Nos ovinos do grupo controle, ndo se encontraram alteragbes dignas de

nota.



Figura 24 — Mucosa ocular ictérica de ovino com intoxicagao cronica
experimental por cobre.

Figura 25 — Liquido espumoso na traquéia de ovino com intoxicagao
cronica experimental por cobre.
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Figura 26 — Tecidos subcutaneo, adiposo e muscular ictéricos de
ovino com intoxicagéo crénica experimental por cobre.

G p
Figura 27 — Grandes vasos da base cardiaca ictéricos em ovino com
intoxicacao crénica experimental por cobre.
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Figura 28 - Figado aumentado de volume, com bordas
arredondadas, coloragao amarelada e vesicula biliar repleta de ovino
com intoxicacdo cronica experimental por cobre.

Figura 29 —Supeicie de corte de figado (igura 28) de ovino com
intoxicacao crénica experimental por cobre.
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Figura 30 - Baco aumentado de volume e com bordas arredondadas
de ovino com intoxicagao crénica experimental por cobre.

Figura 31 - Hlperemla na superf|0|e de corte de baco (Figura 30) de
ovino com intoxicagao cronica experimental por cobre.
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Figura 32 - Rins aumentados de volume e com pontos enegrecidos
no parénquima renal de ovino com intoxicagao crénica experimental
por cobre.

Figura 33 - Rim aumentado de volume com regido -cortical
enegrecida e pelve renal amarelada de ovino com intoxicagdo
crénica experimental por cobre.
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5.8.2. Achados histopatolégicos

Foram encontradas alteragdes microscopicas nos figados, rins e bagos dos animais
experimentalmente intoxicados com cobre. Outros érgaos, como coragao, bexiga, intestinos,
adrenal, pré-estbmagos, olhos, musculos esqueléticos e sistema nervoso central néo
apresentaram alteragdes dignas de nota. Os cortes histologicos de figado apresentaram:
desorganizagdo de corddes de hepatdcitos (Figuras 34 e 39); presenga de infiltrado
inflamatorio neutrofilico multifocal e leve (Figuras 35 e 36); megalocitose, colestase intra-
hepatica e extra-hepatica multifocal (Figuras 37 e 38); necrose de hepatdcitos
centrolobulares O bago dos animais apresentava congestdo difusa e acentuada de polpa
vermelha, e a microscopia dos rins exibia degeneragdo de tubulos renais corticais, com
presenga de pigmento avermelhado e amarronzado no citoplasma, presenca de acentuada
quantidade de hemacias na luz de tubulos renais corticais, infiltrado inflamatério linfocitico
multifocal no intersticio, congestdao difusa e moderada de vasos sanguineos, edema

glomerular multifocal leve e calcificacao multifocal e moderada de tubulos renais medulares.

Figura 34 — Fotomicrografia de figado, apresentando desorganizacao de corddes
de hepatécitos de ovino com intoxicagao crénica experimental por cobre. 10x. HE.



Figura 35 - Fotomicrografia de vesicula biliar exibindo edema e infiltrado
inflamatdrio linfocitario (setas) na submucosa da vesicula biliar de ovino com
intoxicagao crbénica experimental por cobre. 10x. HE.

4
] I

Figura 36 - Fotomicrogri de figado apreentando infiltrado inflamatdrio
linfocitico periportal (setas) de ovino com intoxicagado crbnica experimental por
cobre. 20x. HE.
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Figura 37 - Fotomicrografia de figado exibindo infiltrado periportal (seta amarela)

e acentuada colestase extra-hepatica (seta fina) e intra-hepatica (seta larga) de

ovino com intoxicagao cronica experimental por cobre. 4x. HE.
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Figura 38 - Fotomicrografia de figado apresentando colestase extra-hepatica (seta
fina) e intra-hepatica (seta larga) de ovino com intoxicagao crénica experimental
por cobre.10x. HE.
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Figura 39 - Fotoicrograia de fgad eibindo desorganizagéo de corddes de
hepatécitos, megalocitose (seta fina) e areas de necrose de hepatdcitos (seta
larga) de ovino com intoxicagao crbénica experimental por cobre. 40x. HE.
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6. DISCUSSAO

Conforme trabalhos realizados por ORTOLANI (1996), MACHADO (1998) e SOARES
(2004) a intoxicagao crbénica por cobre em ovinos apresenta uma fase pré-hemolitica e
hemolitica, sendo que durante a fase pré-hemolitica, sem que haja informacgdes relevantes
no histérico dos animais, o diagndstico clinico € extremamente dificil.

Para desencadeamento da fase hemolitica, o protocolo experimental proposto por
MACHADO (1998) e utilizado neste trabalho apresentou grande eficacia. Entretanto, a
quantidade total de sulfato de cobre fornecida aos animais do G-2, foi elevada quando
comparada aos resultados encontrados por MACHADO (1998) e SOARES (2004). A
provavel explicacdo para essa diferenga encontra-se no padrao racial dos animais, sendo
que MACHADO (2008) utilizou animais cruzados (2 sangue Sulfok x %2 sangue Crioulo) e
SOARES (2004) ovinos da raga Santa Inés, enquanto no presente estudo os animais eram
sem raga definida. Esses resultados fortalecem a premissa de que algumas ragas de ovinos
como a Sulfok e a Texel sdo mais susceptiveis a intoxicagdo do que a Scotish Blackface, a
Merino e a Welch, e a predisposi¢ao tem relagdo direta com uma maior capacidade de
absorver o cobre dietético e posteriormente reté-lo no figado (ORTOLANI, 1996).

Ap6s a saturacao hepatica e a liberacdo de cobre no plasma, ocorrem danos
expressivos nas membranas dos eritrocitos, culminando com um quadro de anemia
hemolitica, promovendo uma redugao de 60% dos valores iniciais de eritrécitos. A eliminagao
de hemoglobina pela urina, induz um quadro de hemoglobinuria macroscopica, levando a
necrose tubular aguda, assim, mesmo que 0s ovinos se recuperem da anemia, 0S Mesmos
podem desenvolver um quadro de insuficiéncia renal aguda, levando-os a morte
(ORTOLANI, 1996). Entretanto vale ressaltar que antes do inicio da crise hemolitica os
animais exibem sinais clinicos, como apatia, inapeténcia e anorexia. O momento do
aparecimento desses sinais clinicos foi semelhante aos obtidos por ORTOLANI et al. (2003),
enquanto SOARES (2004) notou o aparecimento de diarréia com muco e anorexia cerca de
quatro e dois dias antes da crise hemolitica, respectivamente. A presenga dos sinais clinicos
evidenciados neste estudo associados com um histérico compativel de intoxicagao indicaria

o inicio de tratamento preventivo a crise hemolitica.
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Com o desenvolvimento da crise hemolitica o quadro clinico do animal se agrava
rapidamente. Neste momento os sinais clinicos apresentados pelos ovinos do G-2 foram
semelhantes aos relatados por ROUBIES et al. (2008). No dia da crise, ocorre uma baixa no
numero de hemacias afetando o transporte de oxigénio e nutrientes adequados para
manutencao da homeostase corporal, fazendo com que os animais apresentem um quadro
marcante de apatia e dispnéia. Além desses sinais, a presenga de mucosas achocolatadas
foi muito comum. MACHADO (1998) observou mucosas achocolatadas até o terceiro dia
apos a crise hemolitica, sendo que posteriormente a coloracdo das mucosas passou para
ictérica. Segundo JAIN (1993), a observagao de mucosas achocolatadas deve-se a presencga
de metahemoglobina.

Devido & hemolise, ocorreram alteragdes significativas nos hemogramas dos animais
do G-2, quando comparados aos do G-1 e aos momentos anteriores ao M4. Dessa maneira,
o numero de hemacias declinou aproximadamente 50% no decorrer de 48 horas apos a
detecgdo da crise hemolitica. Resultados semelhantes foram obtidos por MACHADO (1998),
ORTOLANI (2003), SOARES (2004) e ROUBIES (2008). A reducé&o no numero de hemacias
associada ao processo hemolitico possibilitou uma reducéo significativa nos valores de
hematocrito e de hemoglobina.

Em relacdo a morfologia eritrocitaria pode-se verificar que durante os momentos MO a
M3 houve predominio de hemacias com padrao discoide e cerca de 15% na forma de
macrocitos, quinizécitos e dacriocitos. Segundo JAIN (1993) e FELDMAN (2000) a presenga
de dacridcitos se deve a alteracdes no citoesqueleto protéico das hemacias devido a eventos
deformantes. Estas alteragcdes sao observadas principalmente nas anemias associadas com
a presenca de corpusculos de Heinz, talassemias e mielofibrose. Os macrdécitos representam
eritrocitos morfologicamente normais possuindo volume corpuscular médio acima do normal,
enquanto os quinizdcitos compreendem hemacias com uma faixa central de hemoglobina,
formando dois espacos livres na superficie das hemacias, criando um aspecto de uma célula
triconcava. Apesar deste tipo de células estarem associadas a quadros de anemia em
humanos e caes (FELDMAN, 2000), no presente estudo o encontro de baixa porcentagem
destas células tanto no G-1 quanto no G-2 sugere que alteragdes morfolégicas podem estar

presentes devido ao metabolismo e constante renovacgao eritrocitaria.



50

Os mecanismos que promovem as alteragdes morfolégicas nas membranas das
hemacias ndo estdo completamente elucidados. O mecanismo da hemolise promovida pela
intoxicagao cuprica nao esta bem elucidado. Segundo JAIN (1993) e INABA (2000) os efeitos
citotoxicos ocorrem devido a interagdo do cobre com os grupos sulfidrilas das proteinas de
membrana dos eritrécitos e da peroxidacao lipidica das membranas, gerando neste processo
a formacao de agentes oxidantes, além da inibicao de enzimas importantes para os glébulos
vermelhos como a glutationa redutase, 6-glicose-D-fosfato e a piruvato quinase, ocasionando
inibicdo do metabolismo oxidativo celular, permitindo que o cobre lesione a membrana
eritrocitaria, alterando sua morfologia e gerando um quadro hemolitico. Entretanto, pode-se
afirmar baseado nos estudos de SOARES (2004), que todas as lesbes a membrana dos
eritrécitos estéo relacionadas a alteragdes no metabolismo oxidativo eritrocitario gerado pelo
cobre.

O padrao eritrocitario nos momentos M4 a M6 foi marcado pela presengca de
acantocitos, que séao eritrécitos espiculados, com severas projegdes em sua superficie. A
presenca destes deve-se as alteracdes nos fosfolipideos de membrana dos eritrocitos, e
geralmente estdo associados a presenca de doengas hepaticas difusas, e dietas com altos
niveis de colesterol. Segundo SOARES (2004), Durante a crise hemolitica ocorre uma
diminui¢cdo na quantidade de glutationa reduzida eritrocitaria e aumento dos teores séricos de
malonildialdeido, confirmando a presenga de danos oxidativos nos eritrécitos e demais
tecidos. Estomatécitos estdo relacionados com a presenca de doenga hepatica obstrutiva e
associados a anemias crbénicas em caes. Os coddcitos, comumente chamados de células
alvo (“target cells”) sao eritrocitos com uma area central densa de hemoglobina, devido a
alteragcbes da membrana celular ou pelo decréscimo dos niveis de hemoglobina celular ou
ambas as causas. S4o encontrados nas anemias hipocrémicas e em doencgas hepaticas que
levam a colestase (FELDMAN, 2000).

Além de acantocitos e codocitos evidenciou-se a presenca de queratécitos, que sao
eritrocitos irregulares com espiculas, estando relacionados com a presencga de coagulagao
intravascular disseminada, anemia hemolitica microangiohepatica e faléncia renal. A

presenca de corpusculos de Heinz foi constatada 48 horas apds a crise hemolitica.
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Durante a crise hemolitica os animais do G-2 apresentaram um quadro de leucocitose
com neutrofilia e linfécitos dentro dos valores estabelecidos para a espécie (PUGH, 2005);
entretanto, os linfocitos apresentaram-se em menor numero quando comparados ao G-1.
Estes achados corroboram os resultados de MENDEZ,(2001).

A enzima gama glutamiltransferase foi um excelente indicador da intoxicagéo cronica
por cobre nos ovinos do grupo G-2, uma vez que sua atividade comecou a aumentar 30 dias
antes do aparecimento da crise hemolitica (M1) possuindo atividades mais intensas nos
momentos M2 e M3 da intoxicacdo experimental. Com o desencadeamento da crise
hemolitica sua atividade foi ainda maior. Resultados semelhantes foram encontrados por
MACHADO (1998), AUZA, et al., (1999) e MENDEZ (2001), que verificaram que a atividade
de GGT se elevou em torno de 28 dias antes da manifestagao da crise hemolitica. LEMOS et
al. (1997), também evidenciaram aumentos nos niveis de GGT, entretanto, esses aumentos
foram identificados a partir de 21 dias antes do aparecimento das alteragdes clinicas. A
possivel explicacdo para um aumento precoce de GGT, pode estar relacionado a um quadro
de compressao de ductos biliares, devido a congestao hepatica.

Tratando-se da AST, enquanto MACHADO (1998) obteve aumentos significativos na
atividade desta enzima com 14 dias antes da crise hemolitica, neste estudo o aumento na
atividade de AST foi notado sete dias antes da manifestacdo clinica da intoxicagcao
experimental (M3), apresentando atividade sérica superior a 300 U/L. UNDERWOOD &
SUTTLE (2001), relataram que a enzima AST é um excelente indicador de intoxicagao
cuprica, entretanto pode-se evidenciar neste estudo que a atividade de GGT apresentou um
aumento mais precoce. Apesar da GGT ser um indicador precoce da intoxicagédo cuprica, os
aumentos de AST, podem indicar com maior precisdo o aparecimento da crise hemolitica,
uma vez que esta enzima indica a presenga de necrose hepatica (TENNANT, 1997).

Em relagéo a atividade sérica de CK evidenciou-se que sua cinética tanto nos ovinos
do G-1, quanto no G-2 mantiveram-se sem diferenca consideravel até o M4. Nos momentos
M5 e M6 notou-se um aumento significativo na atividade sérica de CK nos ovinos do G2. O
aumento na atividade sérica da CK, nos momentos M5 e M6, pode estar relacionado com o

decubito apresentado pelos ovinos intoxicados, o0 que gera um quadro de lesdo muscular.
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Os teores séricos de proteina total mantiveram-se semelhantes entre os ovinos do G-1
e G-2 durante todas as fases da intoxicagao crénica por cobre. Através da eletroforese em
gel de poliacrilamida pode-se evidenciar o comportamento de algumas proteinas durante os
momentos da intoxicacdo. Dentre essas proteinas, a ceruloplasmina, a transferrina, a
proteina de 35.000 Da e a IgG de cadeia leve foram as que apresentaram alteracbes
marcantes durante os momentos de intoxicagao.

A ceruloplasmina apresentou reducdo de seus teores séricos nos ovinos do G2
durante os momentos M1 a M4, quando comparados aos valores basais, € no M5 (24 horas
apos a crise hemolitica) sua atividade aumentou 37%. FLORIS et al. (2000) descrevem que
em pacientes humanos com a doenca de Wilson (intoxicagao crénica por cobre) apresentam
teores circulantes de ceruloplasmina reduzidos ou indetectaveis. O aumento de
ceruloplasmina observado no M5 ocorre pelo fato da ceruloplasmina ser uma proteina de
fase aguda e responder ao processo inflamatério desencadeado pela hemdlise.
GUTTERIDGE et al. (1980) relatam que a ceruloplasmina atua como um importante
antioxidante, inibindo processos de peroxidacgao lipidica de forma muito mais potente que a
superéxido dismutase e a catalase. Assim durante a crise hemolitica a ceruloplasmina
executa um papel de protecao celular contra radicais livres corroborando com o trabalho de
SOARES (2004) que encontrou a presenca de maior atividade antioxidante durante o auge
da crise hemolitica.

A transferrina € uma proteina de fase aguda negativa, cujos teores séricos tendem a
diminuir na presenga de condicéo inflamatéria (KANEKO, 1997). Entretanto neste estudo
essa proteina apresentou-se com atividade elevada nos ovinos do G-2 nos momentos M1 a
M6 da intoxicacdo cuprica acumulativa, tendo seu aumento maximo no M2, quando atingiu
126% quando comparado ao M0O. O aumento da transferrina no M2 coincidiu com o momento
em que ocorreu a maior redugao sérica da ceruloplasmina nos ovinos do G-2. No M4 a
transferrina apresentou um aumento de 76% nos ovinos do G-2. O aumento dos teores
séricos de transferrina podem estar associados a lesdo hepatica (KANEKO, 1997)
relacionada com o acumulo de cobre.

O aumento de IgG de cadeia leve principalmente no momento M4 pode estar

relacionado tanto as lesdes hepaticas quanto a anemia hemolitica presente (KANEKO,



53

1997). A proteina de 35.000 Da apresentou-se elevada durante os momentos M1 a M6 da
intoxicagado cuprica acumulativa, apresentando uma elevagéo de 328% em sua atividade no
M2.

O quadro clinico patolégico assim como as alteragdes morfolégicas nos eritrocitos
foram influenciados diretamente pela quantidade de cobre liberado, além da resposta
individual apresentada dos animais.

A liberacdo de cobre na circulagdo sanguinea ocorreu no M4, nos ovinos do G-2.
Entretanto, notou-se que os animais do G-2 apresentaram teores séricos de cobre
significativamente mais elevados que os ovinos do G-1 nos momentos M2 e M3, porém essa
elevacado encontrou-se dentro dos limites estabelecidos para a espécie. No momento M4 os
teores séricos de cobre elevaram-se significativamente e nos momentos M5 e M6 esses
valores reduziram em relagdo ao M4, entretanto permaneceram elevados.

Os achados bioquimicos associados as alteragbes obtidas no proteinograma sérico
sugerem que a lesédo hepatica tenha se iniciado no M2, ocorrendo um periodo de 15 dias
para completa saturagao dos hepatdcitos e liberacdo de cobre na corrente circulatéria.

A necropsia dos animais intoxicados revelou ictericia generalizada, figado friavel de
cor amarelada, rins de coloragdo marrom escuro, e urina com coloragao acastanhada. Na
histopatologia hepatica evidenciou-se hepatécitos aumentados de tamanho, pleomérficos e
com vacuolos de diversos tamanhos em seu citoplasma e colestase intra e extra-hepatica
corroborando com os trabalhos de BOSTWICK (1982), RIET-CORREA et al. (1989), LEMOS,
et al. (1997), MENDEZ, (2001) e ROUBIES et al. (2008) A desorganizagdo dos corddes de
hepatdcitos e a presenga de infiltrado inflamatério linfocitico periportal nao foi evidenciada em

outros trabalhos.
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7. CONCLUSAO

Com a realizagao deste trabalho pode-se concluir que:

O modelo experimental utilizado apresentou-se eficaz;

A enzima GGT apresentou-se como um indicador precoce da intoxicagcao
cuprica acumulativa;

Os teores séricos de ceruloplasmina apresentaram-se diminuidos e os teores
de transferrina, proteina de 35.000 Da e IgG de cadeia leve apresentaram-se
aumentados 15 dias antes da crise hemolitica;

Os principais sinais clinicos dos animais intoxicados foram: anorexia, mucosas
amareladas, fezes amolecidas de coloragéo verde-escura e hemoglobinduria;
Durante a crise hemolitica os ovinos intoxicados apresentaram um quadro de
anemia macrocitica normocrémica associado a leucocitose por neutrdfilia,
elevacao nas atividades séricas de AST e GGT, predominio de hemacias com
morfologia de acantécitos e hipercupremia;

Os principais achados de necropsia caracterizam-se por mucosas, figado e
demais tecidos de coloragdo amarelada, rins enegrecidos e urina acastanhada;
As principais alteragdes histolégicas no figado dos animais intoxicados foram:
megalocitose de hepatocitos, desorganizagdo de corddes de hepatdcitos,

colestase intra e extra-hepatica e infiltrado inflamatério linfocitico peri-portal.
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APENDICE 1

Tabela 16 — Composigdo bromatolégica do feno de capim Tifton e ragdo concentrada

oferecidos aos ovinos, durante o experimento.

Alimentacéao
Composicao Bromatolégica
Feno Concentrado

Matéria seca (%) 88,25 89,34
Matéria mineral (%) 4,75 17,81
Proteina Bruta (%) 5,25 9,43
Fibra Bruta (%) 34,25 20,10
Extrato Etéreo (%) 1,78 1,52
Extrativo Nao Nitrogenado (%) 53,98 51,16
Calcio (%) 0,47 1,56
Fésforo (%) 0,21 0,34
Enxofre (%) 0,15 0,19
Cobre (ppm) 5,0 7,0

Molibdénio (ppm) 1,15 0,30
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