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RESUMO

Anticoagulantes com diferentes formas de acdo tém sido utilizados na hematologia aviaria. Entretanto, poucos
estudos foram publicados sobre seu efeito e sobre os pardmetros hematol 6gicos dos avestruzes. Visando a preencher
essalacuna, realizou-se um estudo em quefoi comparado o efeito de dois anticoagulantesde rotina (EDTA - 2 mg/mL
sangue e daHeparina-10U/mL sangue) sobre os eritrdcitos de avestruzes. Paratanto, foram avaliados aintegridade, o
volume globular e a morfometria dos eritrocitos de amostras sanguineas de 20 aves, tratadas com ambos 0s
anticoagulantes. A integridade eritrocitaria foi estimada pelo grau de hemoglabinalivre no plasma, sendo o volume
globular obtido pelo método de micro-hematdcrito e os dados morfomeétricos (area, didmetro maior e menor) cal culados
automati camente em si stema computadorizado deimagem digital de altaresolucdo. A hemdlise estimada peladosagem
de hemoglobina plasmatica, o volume globular, a area e o didmetro maximo dos eritrdcitos foram significativamente
maiores nas amostrastratadas com EDTA. Paramelhor preservar aintegridade e amorfometriadoseritrdcitos, concluiu-
se que aheparinaé um anticoagul ante mais adequado que 0 EDTA paraavaliar asdiscrasias eritrocitarias dos avestruzes.

Palavr as- chave: Hemécias, interferénciade anticoagul ante, morfometriaeritrocitéria, técnicade colheita, hematologia
aviaria

ABSTRACT

Effect of ethylenediaminetetraaceticacid (EDTA) and heparin on erythrocytesof ostriches
(Struthio cameluslL.)

Anticoagulants with different modes of action have been used in avian hematology, however, few studies on
their effects on the hematological parameters of ostriches were published. Seeking to fill this gap, the effect of
two routine anticoagulants (EDTA - 2 mg/mL blood and Heparin - 10 U/mL blood) on erythrocytes of ostriches
was compared. Blood samples of 20 ostriches, treated with both anticoagulants were evaluated for integrity,
globular volume and morphometry of the erythrocytes. The erythrocyte integrity was estimated by the
concentration of free hemoglobin in plasma. The globular volume was obtained by the method of microhematocrit
and morphometric data (area, bigger and smaller diameters) were automatically calculated by a computerized
system for high resolution digital image. Hemolysis estimated by plasma hemoglobin, packed cell volume, area
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and maximum diameter of erythrocytes were significantly higher in the samples treated with EDTA. To better
preserve the integrity and morphometry of erythrocytes, it was concluded that the heparin rather than EDTA isa
more appropriated anticoagulant to evaluate erythrocyte dyscrasia in ostriches.

Key words: Anticoagulant interference, avian hematology, blood collection techniques, erythrocyte

morphometry, red blood cells (erythrocytes).

INTRODUCAO

A demanda mundial por produtos de alto valor agre-
gado proporcionou a populariza¢do da criagdo de aves-
truzes em diversos paises, cujo rebanho mundial, explora-
do zootecnicamente, chega a aproximadamente quatro
milhBesde aves. O Brasil apresentaum plantel em forma-
¢do naprimeirafase de producdo, com cercade dez anos
e aproximadamente 200 mil aves, distribuidas em varias
regidesdo pais (ACAB, 2005). Estima-se queaindustria-
lizagdo se inicie nos proximos trés anos. O interesse na
patol ogia clinica desses animais determinou a necessida-
de de estabelecer perfis hematol 6gicos para auxiliar no
diagndstico das doengas.

A Heparina possui agéo antitrombinica, impedindo a
coagulagdo, enquanto o &cido etilenodiaminotetracético
(EDTA) € um composto orgénico que age formando com-
plexos muito estaveis com diversos ions metdlicos. Em
raz&o dessa propriedade, o sal EDTA é usado como
anticoagulante do sangue, pois quela os ions de célcio,
gue promovem acoagul agdo sanguinea (Jain, 1993).

Pennock & Jones(1966) compararam o efeitodo EDTA
e daHeparinasobre os indices hematimétricos do sangue
humano e demonstraram que esse sal produz valores de
volume corpuscular médio (VCM) e de concentragcdo da
hemogl obina corpuscular média (CHCM) fal samente di-
minuidos, podendo comprometer o diagndstico das ane-
mias. Observaram que os valores do volume globular de
sangue colhido com concentracéo de EDTA superior a2
mg/ml diminuiram significativamente.

Em humanos, acredita-se que ahemdlise causadapelo
EDTA sgjaoriunda de seu efeito osmético sobre amem-
branaeritrocitaria, cujaacdo hemoliticaét&o maior quan-
to maior for a concentragdo do anticoagulante (Blaxhall,
1973). Segundo Pinteric et al. (1975), o EDTA promove
alteracGes namembrana dos eritrécitos de humanos, mo-
dificando suamorfol ogia e desencadeando o processo de
hemalise osmética. V&rios autores relataram agregacéo
de eritrdcitos, plaguetas e, principalmente, leucocitos,
associadaapresencade EDTA (Deol et al., 1995; Lombarts
etal., 1999).

O volume globular de sangue de aves e répteis col hi-
doscom EDTA e Heparinafoi similar. Entretanto, obser-
varam-se maioresvaloresde VCM ede hemdlise nasamos-

tras colhidas com o primeiro anticoagulante (Hatting &
Smith, 1976). Segundo Fourie (1977), a Heparina é o
anti coagulante mais adequado paraa hematol ogiade pom-
bos. A hemdlise causada pelo EDTA foi observada em
avesgrou (Hawkey et al., 1983), corvo, peru ecalau (Dein,
1986). Diferentemente, Thrall (2004) afirmaqueaheparina
eo citrato podem ser utilizados nas andlises hematol Ogicas
de aves. Entretanto, o EDTA apresenta a vantagem de
preservar amorfologiae evitar aglomerados deleucdcitos.
A semelhanca do que ocorre com outras espécies
aviarias, ndo ha consenso quanto ao uso dos anticoagu-
lantes nahematol ogiados avestruzes. Kelly (1999), Spinu
et al. (1999) e Ben Romdhane et al. (2000) utilizaram o
EDTA, enquanto Raukar & Simpraga(2005) fizeram uso
do Citrato de Sodio e Palomeque et al. (1991) e Mushi et
al. (1999) utilizaram a Heparina como anticoagul ante de
escolha para estudos hematol 6gicos em avestruzes.

O efeito dos anticoagulantes sobre os parémetros
hematol 6gicos de avestruzes, até 0 momento, ndo foi bem
avaliado. Recentemente, Mafuvadze & Erlwanger (2007),
em estudo realizado com apenas oito avestruzes adultos,
verificaram que amostras sanguineas colhidas com
heparina sodica apresentaram fragilidade osmdética e vo-
lumeglobular (VG) menoresdo queascolhidascom EDTA
potassico. Na tentativa de explicar esses resultados,
Mafuvadze & Erlwanger (2007) hipotetizaram queo EDTA
promove um aumento do tamanho dos eritrécitos de aves-
truzes e, consequentemente, maioresvaloresdeV G Nes-
te mesmo estudo a conservacdo das amostras em tempe-
ratura ambiente ndo causou variagdo no valor do VG ao
longo do tempo (0,5, 6 e 12 horas).

Para realizac&o do presente estudo, considerou-se a
escassez e contradi¢do das informagbes da literatura
supracitada, assim como o fato de que nos primeiros
trés meses pds-nascimento a concentracdo de hemogl o-
binafetal instavel é maiselevada e que, neste periodo, a
estrutiocultura sofre sérios prejuizos por causa da ele-
vada taxa de mortalidade. Buscando melhor conhecer o
efeito hematol 6gicos dos anti coagul antes de rotina, de-
cidiu-setestar ahipétese de que o volume, aintegridade
e amorfometria eritrocitaria de avestruzes jovens dife-
rem em amostras col hidas com EDTA sddico e Heparina
sodica.
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MATERIAL EMETODOS

Selecéo dos animais

Utilizaram-se 20 avestruzes com idades entre 7 e 62
dias, sendo oito fémeas e doze machos, provenientes do
incubatorio do Curso de Medicina VeterindriadaUniver-
sidade Estadual PaulistaJulio de MesguitaFilho—UNESP
— Campus de Aragatuba, S&o Paulo. Como critério dein-
clusdo, consideraram-se apenas aves clinicamente sau-
daveis, no momento da coleta e, que, até 30 dias pos-
coleta apresentaram bom desenvolvimento corporal e ne-
nhuma doenca.

Coleta das amostras

Em coletainica, utilizando-se agulhas (0,70 x 25 mm)
e seringas plasticas descartaveis, de cada ave, por
flebocentese da jugular, obtiveram-se trés mililitros de
sangue, que foram distribuidos equitativamente em trés
diferentes frascos plasticos. Tubo E: contendo 20 L de
solucéo aguosa de EDTA sddico* a 10% (2 mg/mL san-
gue); Tubo H: contendo 2 uL de Heparinasadica® (10 U/
mL sangue) e Tubo SA: isento de anticoagulante.

Andlises laboratoriais

Asamostras foram mantidas refrigeradas (4°C) até o
momento de seu processamento (2 a5 horas). O volume
globular (VG) foi determinado pelo método de micro-
hematécrito, conforme preconizado pelo National
Committeefor Clinical Laboratory Standards (NCCLS)
(2000), utilizando-se tempo de centrifugacdo de cinco
minutos eforgade centrifugagdo de 11.827 g. A concen-
tracdo de hemoglobinano soro e no plasmafoi determi-
nada pel o método da cianohemiglobina, utilizando-seum
conjunto reativo de Drabkin comercial® e leitura em
espectrofotdmetro’ com comprimento de onda de 540
nm. A coloragdo dos esfregacos sanguineos foi realiza-
dautilizando-se um conjunto de reativo panético rapido
comercial®. A determinac&o morfométricados eritrocitos
foi realizada com imagens obtidas por sistema de
mi croscopia éptica® (aumento 400X) acoplado acamera
de captura digital’® e analisadas por programa compu-
tadorizado de andlise de imagem?!! configurado para o
célculo autométi co de area e didmetros méximo e minimo
de estruturas elipticas. Os pardmetros morfométricos
foram estimados a partir das andlises individuais de no
minimo 100 eritrécitos de cada amostra de sangue col hi-
dacom EDTA eHeparina, totalizando o minimo de 2 000
eritrécitos por tratamento.

Andlise estatistica

Todos os parémetros foram previamente analisados
guanto anormalidade pel o teste de K olmogorov-Smirnov
e homocedasticidade pelo teste de Bartlett. Conforme os
resultados dessa andlise inicial, a significancia das dife-
rencas de todos os parametros quanto ao sexo, ao VG, a
areaeaosdimetros, entre ostratamentos EDTA eHeparina
foi calculadapeloteste T de Student pareado ou de Mann-
Whitney. Para a variavel hemoglobina, realizaram-se os
testes de Kruskall-Wallis e Dunn paraacomparagao mul -
tiplade postosreferentes aostratamentosEDTA, Heparina
e soro. Todas as andlises estatisticas supracitadas foram
realizadas em programa estatistico computadorizado®.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Todos os parédmetros analisados no presente estudo
ndo apresentaram diferenca estatistica (p<0,05) quanto
ao sexo, de modo que os dados foram analisados como
um todo, levando-se em consideracdo apenas os trata-
mentos (EDTA e Heparina).

As concentragfes de hemoglobina nos soros e em
amostras com Heparinaforam muito baixas e ndo diferi-
ram significativamente (Tabela 1), indicando que a
metodol ogia adotada na col eta e mani pul agdo das amos-
tras do experimento ndo promoveu perda significativa
daintegridade dos eritrécitos. Ja o grau de hemdlisein-
dicado pela concentracdo de hemoglobinano plasmade
amostras tratadas com EDTA foi superior (p<0,01) ao
verificado com amostras heparinizadas e do soro, inde-
pendentemente daidade (Tabela 1). Estamaior concen-
tracdo de hemoglobina no plasma colhido com EDTA
evidencia o efeito hemolitico mais acentuado desse
anticoagulante, quando comparado a Heparina, confor-
me descrito paraasavesgrou (Hawkey et al ., 1983), cor-
vo, peru e calau (Lumeij, 1986) e para avestruzes
(Mafuvadze & Erlwanger, 2007).

Independentemente da faixa etéria dos avestruzes, a
grande maioria (95%) das amostras com EDTA apresentou
VG maior do que asamostrastratadas com Heparina, sendo
amaior diferencade 9%. Diferentemente, Hatting & Smith
(1976) constataram valoresde VG similaresem amostrasde
aveserépteis colhidas com EDTA e Heparina. Entretanto,
verificaram maioresvaloresdeVCM ehemodlise nasamos-
tras colhidas com o primeiro anticoagulante. Emborao efei-
to hemoalitico tenhasido maior em amostras com EDTA, o
VG médio de amostras obtidas com esse sal foi significati-
vamente superior aoscom Heparina (Tabelal). Este acha-

4 EDTA Titriplex |l GR for analysis, Merck, UK

5 Heptar, 5000U, Eurofarma, S&o Paulo-SP

¢ Liquido de Drabkin, Newprov, Maringa-PR

7 Espectrofotdometro CELM E205D, S&o Paulo-SP
8 Instant Newprov, Maring&PR
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12 SAS/Software, Statistical Analysis System Institute, 1997, USA
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Tabela 1. Médiae desvios padréo do volume globular, do teor de hemogl obina plasmética e séricae damorfometriados eritrocitosde

amostras de sangue de avestruzes colhidas com EDTA e Heparina.

EDTA HEPARINA Soro P-value
Hemoglobina(g/L) 33+242 0,1+0,3" 02+02° <0,01
Volumeglobular (L/L) 0,30+ 0,042 0,26 + 0,03 ° 0,007
Area (um?) 103,13 £ 14,552 99,67 + 14,72 < 0,0001
Diametro maximo (um) 15,51+ 1,142 15,42 +1,64° 0,03
Diémetro minimo (um) 8,65+ 1,032 8,98+ 1,17° < 0,0001

* Letras ndo coincidentes na mesma linha indicam diferenca significativa

do aparentemente contraditorio deve-se a um efeito
osmotico do EDTA sobre os eritrécitos, ocasionando
maior hemalise e aumento do volume das células mais
resistentes ndo lisadas, conformejadescrito em humanos
(Blaxhall, 1973; Pinteric et al. 1975) e em avestruzes
(Mafuvadze & Erlwanger, 2007). Segundo Jain (1993) o
EDTA sequestra os ions Ca™ responsaveis pela ativacao
dabombadeNa" e K* damembranacelular, permitindo a
livre entrada de &guapara o interior dacélula, promoven-
do seu intumescimento e consequente lise. Andreasen et
al. (1997) e Mafuvadze & Erlwanger (2007) afirmam que
os eritrécitos dos avestruzes apresentam diferentes graus
de fragilidade osmética, causados pelas interagdes qui-
micas com 0 EDTA e que este mecanismo de hemdlise
necessita de uma melhor investigacao.

Mafuvadze & Erlwanger (2007) hipotetizaram aindaque
0 EDTA causa aumento do tamanho dos eritrécitos de
avestruzes. Defato, amédiadaareadoseritrdcitos obtida
com EDTA foi significativamente superior a obtida com
Heparina(Tabelal), sendo os menoreseritrécitos (30-99
pm?) maisfrequentes em amostras heparinizadas, enquanto
oseritrécitos maiores (100-150 pm?) sdo mais numerosos
em amostrascom EDTA (Figural).

Amostras colhidas com EDTA, quando comparadas
as heparinizadas, apresentaram diferencas significativas
guanto ao didmetro maior e menor (Tabela 1), apresentan-
do eritrdcitos mais alongados. Essas diferencas devem
ser consideradas em estudos que utilizam a morfometria
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Figura 1. Frequéncia de eritrdcitos de acordo com a area, em

amostras sanguineas de avestruzes colhidas com EDTA e
Heparina

eritrocitéria para desenvolvimento de contadores
automatizados e parainvestigacdo comparativadaevolu-
¢30 e adaptacdo das espécies.

O conjunto dos resultados obtidos indica que, paraa
adequada interpretagdo dos valores eritrocitarios dos
avestruzes, deve ser considerado o tipo de anticoagul ante
utilizado na colheita da amostra. Amostras colhidas com
EDTA podem mascarar o diagnostico de processos ané-
micos, quando considerado o valor de referénciade VG
obtido com sangue heparinizado. Por outro lado, quando
considerada a contagem eritrocitaria, a amostra colhida
com EDTA pode induzir a um falso diagndéstico de ane-
mia, por causa do efeito hemolitico desse sal.

CONCLUSOES

Para andlises quantitativa e morfométrica dos
parémetros eritrocitérios de avestruzes, aHeparinasidica
(10 U/mL sangue) demonstrou ser um anticoagulante mais
adequado do que 0 EDTA sddico (2 mg/mL sangue).
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