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PROTEINOGRAMA SERICO E SUA RELACAO COM A REPARACAO
OSSEA EM COELHOS (Oryctolagus cuniculus) SUBMETIDOS A
OSTECTOMIA PARCIAL DO RADIO

RESUMO - Os traumas 6sseos desencadeiam resposta inflamatéria aguda e
consequentemente alteram a concentracao sérica das proteinas de fase aguda
(PFAs), podendo essas serem um parametro para avaliagdo da evolucdo do
processo inflamatério relacionado a ortopedia. Objetivou-se avaliar a efetividade
da mensuracdo de PFAs como um biomarcador laboratorial para diagnéstico e
acompanhamento da inflamacéo relacionada a regeneracdo Ossea. Foram
utilizados 22 coelhos, machos jovens sendo realizado ostectomia parcial do osso
do rédio direito. Para acompanhamento da evolucdo do processo inflamatério
foram realizados hemograma, mensuracdo de PFAs (Albumina,
Ceruloplasmina, Haptoglobina, Proteina C Reativa e Transferrina) e
acompanhamento radiolégico. Foi observado a melhor correlacdo da
haptoglobina e da transferrina junto ao processo inflamatorio e achados
radiologicos frente as demais PFAs mensuradas. A haptoglobina apresentou
pico maximo 24 horas dos pds operatério e a transferrina apés 36 horas,
entretanto essa ultima PFA ja mostrou indicios de alteragdo (diminuiu) ja nas
primeiras 6 horas do pdés-cirdrgico, antecipadamente a resposta leucocitaria.
Conclui-se que o conjunto haptoglobina, transferrina e leucograma apresentaram
resultados promissores ao diagnostico e prognaostico de processos inflamatérios
relacionados a ortopedia.

Palavras-Chave: Fraturas Osseas, inflamacdo, ortopedia veterinaria,
proteinograma



SERUM PROTEINOGRAM AND ITS RELATION TO BONE REPAIR IN
RABBIT (Oryctolagus cuniculus) SUBMITTED TO PARTIAL RADIO
OSTECTOMY

ABSTRACT - The bone traumas trigger an acute inflammatory response. This
inflammatory response alters the serum concentration of several acute phase
proteins (PFAs). The PFAs which may be a parameter to evaluate the evolution
of the inflammatory process related to orthopedics. The objective of this study
was to evaluate the effectiveness of PFA measurement as a laboratory biomarker
for diagnosis and follow-up of inflammation related to bone regeneration. Partial
ostectomy of the right radius bone was performed in 22 young male rabbits.
There were performed blood count, PFAs measurement (Albumin,
Ceruloplasmin, Haptoglobin, C-Reactive Protein and Transferrin) and radiological
follow-up to follow up the evolution of the inflammatory process. There was
observe a best correlation between haptoglobin and transferrin with the
inflammatory process and radiological findings compared to the other measured
PFA. Heptoglobin showed a maximum peak 24 hours after surgery and
transferrin after 36 hours, however this last PFA has already shown signs of
alteration (decreased) in the first 6 hours after surgery, in advance of leukocyte
response. It was concluded that haptoglobin, transferrin and white blood cells
presented promising results for the diagnosis and prognosis of inflammatory
processes related to orthopedics.

Keywords: bone fractures, inflammation, proteinogram, veterinary orthopedics.
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CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

1. INTRODUCAO

A homeostase corporal pode ser afetada a partir de um estimulo nocivo
desencadeando um processo inflamatoério, local ou disseminado, o qual leva a
uma resposta de fase aguda (Gruys et al., 2006, Rubio et al., 2015). A resposta
inflamatdria aguda € mediada por proteinas (maioria glicoproteinas) que podem
aumentar (positivas) ou diminuir (negativas) diante da inflamacao. Dentre essas
estdo as proteinas de fase aguda (PFAs), sendo a proteina C reativa (pCR), 0
fibrinogénio, a haptoglobina e a ceruloplasmina as mais estudadas (Kent, 1992,
Cero6n et al., 2005, Marnell et al., 2005).

As diferentes espécies animais respondem de forma Unica aos
procedimentos inflamatorios, apresentando variacbes diferentes para
determinadas PFAs. As proteinas que se destacam significativamente sdo
nomeadas de PFAs maioritarias. Portanto para obter o diagnostico mais preciso
e com menor influéncia possivel de outros fatores, o ideal é aferir a PFA
maioritaria especifica de cada espécia (Jain, 1986). Varios fatores podem
influenciar as concentracbes basais de determinadas PFA tais como a
obesidade, doencas hepaticas, renais, intestinais, parasitarias e até mesmo a
gestacao interferindo no diagndstico (Kuribayashi et al., 2003, Ceron et al., 2005,
Eckersall e Bell, 2010, Nemzek et al., 2012). Em cédes por exemplo, 0 uso de
farmacos anti-inflamatérios como carprofeno, meloxicam e butorfanol nao
apresentam acéo sobre os valores de pCR, tornando essa PFA fidedigna como
biomarcador na avaliagdo de tratamentos. J4 os glicocorticoides levam ao
aumento da haptoglobina. Diante disto € essencial a andlise do protocolo
terapéutico em conjunto a PFA, para diferenciar a da influéncia do estado geral
do paciente e protocolo medicamentoso utilizado (Martinez-Subiela et al., 2004).

Procedimentos  cirargicos geram alteracdo na  homeostase,
desencadeando série de respostas de fase aguda no intuito de promoverem o
restabelecimento da normalidade corporal. A magnitude da alteracdo da
concentracéo sérica das PFA é diretamente relacionada ao grau de lesdo ou ao
trauma tecidual, como por exemplo, a pCR que pode auxiliar na determinagéo

da gravidade da afeccdo e no prognaostico (Surter et al., 2002, Ceron et al., 2005,



Nemzek, 2012). As PFAs, em geral, ndo respondem especificamente para cada
afeccdao, dificultando a utilizacdo destas para diagnosticar patologias subclinicas.
Entretanto tendo-se em mente a PFA primaria, os fatores externos envolvidos a
suspeita clinica definida, pode-se ter uma ferramenta de alta sensibilidade para
diagnosticar processos subclinicos e para efetuar o acompanhamento clinico da
afeccado (Céron et at., 2005).

No intuito de desenvolver métodos diagndsticos mais precoces, a
medicina atual tem como seus maiores desafios tornas as PFA em
biomarcadores adequados, para isso estudos intensivos com PFA estdo sendo
realizados tanto em humanos como animais. Apesar de ser resposta
inespecifica, essa avaliacdo favorece o monitoramento de pacientes, fornecendo
importantes informacdes quanto a gravidade e extensdo da afeccdo, além de
auxiliar no diagnéstico de apresentaces subclinicas (Murata et al., 2004,
Paltrinieri, 2007). Na medicina veterinaria ha poucos estudos relacionando
processos ortopédicos com o proteinograma sérico e perfil hematoldgico,
podendo ser alternativa e/ou adicional a verificagéo da eficiéncia de protocolos

escolhidos .

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Resposta Inflamatéria

O organismo entende como estimulo nocivo qualquer alteracdo que afete
a homeostase: alteracdes organicas como inflamacéo, leséo tecidual, traumas
ou cirurgias. Estas levam a uma série de reacdes sistémicas organicas e
metabdlicas, inicialmente ndo especificas, representada pela resposta de fase
aguda que é seguida da reacdes imunoldgicas especificas (Gruys et al., 2006,
Cruvinel et al., 2010, Rubio et al., 2015). O organismo apresenta diversas frentes
de protecéo durante a resposta de fase aguda, podendo estas serem de origem
neurolégica, hematoldgica ou ativacdo do sistema imune. A reacdo de origem
neurolégica (hipéfise e hipotdlamo) leva a alteragfes organicas como pirexia e
aumento de cortisol, ja na de origem hematoldgica leva a ativacéo de leucdcitos,
fibroblastos e células endoteliais, havendo liberacdo de citocinas. Por ultimo, a

ativagdo do sistema imune leva ao aumento linfocitario, além da producéo



hepética de proteinas especificas, denominadas proteinas de fase aguda (PFA)
(Gruys et al., 2006). Tanto a resposta hematologica, quanto a do sistema imune
leva a liberacédo de diversos mediadores inflamatorios que alteram a producao
das PFA (Kent, 1992, Murata et al., 2004). Sendo assim, as PFA sé&o
consideradas biomarcadores relacionados diretamente a reagédo (Eckersall e
Bell, 2010).

2.1.1 Leucograma

O leucograma € caracterizado pela analise da composicdo da série
branca do sangue denominada leucécitos. Os leucocitos sdo células atuantes
predominantemente nos tecidos. Estes séo classificados como granuldcitos ou
agranuldécitos. Os granulocitos apresentam granulacéo no citoplasma especifica
qgue a partir da coloracéo e formas é possivel distingui-los fazendo parte desse
grupo os neutréfilos, eosindéfilos e basdfilos. Os linfocitos e os monécitos ndo
possuem essa granulacao citoplasméatica, fazendo parte dos agranoldcitos

(Swenson e Reece 1996).
2.1.1.1. Neutréfilos

Os neutrofilos sé@o caracterizados pelo citoplasma abundante com
granulos que se coram com corantes neutros apresentando nucleo dividido em
lobos ou segmentado. Possui funcdo de fagocitose, defendendo assim o
organismo de bactérias, virus e demais particulas estranhas. Cerca de 50% dos
leucdcitos estdo em capilares e pequenos vasos compreendendo um “pool”
marginal, o qual ndo aparece na contagem total de leucdcitos realizado em
exames laboratoriais. Estimulos nocivos que levam a liberacdo de adrenalina
mobiliza a por¢ao leucocitaria do “pool” marginal para corrente sanguinea. Em
casos de lesdes ou infec¢des (bactérias, virus) os neutrofilos séo atraidos para
o local devido a compostos quimiotaticos liberados pelas células lesadas

(Swenson e Reece 1996).



2.1.1.2. Eosinéfilos

Os eosindfilos sdo células particularmente com citoplasma repleto de
granulos grandes e que se coram com corantes acidos. SA0 menos humerosos
gue os neutrofilos sendo responsaveis pela fagocitose de complexo antigeno-
anticorpo. Condicdes alérgicas, choque anafilatico e parasitismo séo
caracterizados por aumento na contagem eosinofilica. Ja o estresse esta
associado ao quadro de eosinopenia, estando relacionada ao aumento do

cortisol circulante (Swenson e Reece 1996).
2.1.1.3. Basofilos

Os basofilos sdo encontrados na corrente sanguinea em quantidade
reduzida, tem citoplasma com granulos que coram perante corantes alcalinos.
Sédo associados a reacfes de hipersensibilidade uma vez que atuam no foco
inflamatorio liberando heparina, histamina, serotonina e enzimas lisossémicas

auxiliando o combate do agente nocivo (Swenson e Reece 1996).

2.1.1.4. Linfécitos

Os linfécitos sé@o células numerosas formadas a partir de tecidos linfoides
como linfonodos, placas de Peyer, baco, amigdalas e timo. Apresentam nucleo
grande, redondo, que se cora fortemente e pouco citoplasma. Atuam no
processo imunitario havendo linfocitos do tipo T e do tipo B. Os linfécitos T
trabalham tanto na resposta humoral com anticorpos como na imunidade
mediada por células; sdo atuantes nos processos alérgicos, células tumorais,
virus, fungos e bacilos. Os linfécitos B séo relacionados a imunidade humoral
(producdo de globulinas) e producdo de anticorpos. Aumento no cortisol
sanguineo (endogeno ou administracdo de esteroides) induzem o aumento

desse tipo celular (Swenson e Reece 1996).

2.1.1.5. Monbcitos

Os mondcitos sdo pouco numerosos, relativamente grandes, citoplasma

finamente granular e nucleo Unico. Tém funcdo fagocitica importante uma vez



que possuem sistemas enzimaticos que atuam sobre fragmentos de tecidos e
reacoes inflamatorias cronicas. Sdo denominados macrofagos ao sairem da
corrente sanguinea para agir em tecidos lesionados. Trabalham em conjunto
com os linfocitos T, os quais liberam fatores quimiotacticos ou de inibicdo de
macréfagos. Atuam sobre bactérias, virus, restos celulares e células tumorais

(Swenson e Reece 1996).
2.1.1.6. Leucograma de Estresse

Alteracdes fisioloégicas decorrente de um episodio estressante podem
estimular a o aumento do cortisol circulante e consequentemente modificagdes
na homeostase. Sao condicbes condizentes com estresse fisiolégico a
insuficiéncia renal, cetoacidose diabética, desidratacdo, doenca inflamatéria e
dor (associada a traumas) (Trall, 2007). Nesses casos € possivel observa um
fenbmeno descrito como leucograma de estresse, que é caracterizado pela
alteracdo da quantidade de algumas células sanguineas circulante (neutrofilia,
linfopenia, monocitose e eosinopenia). Os neutréfilos em geral sdo liberados na
sua forma madura e ha diminui¢cdo da migracdo destes para os tecidos. O cortisol
alto diminui a porcentagem de linfécitos circulantes, podendo ser decorrente da
alteracdo da circulacao linfatica, redistribuicdo e em alguns casos como a no
hipoadrenocorticismo ocorre linfélise. Em gatos observa-se a monocitose
associada ao estresse principalmente em traumas dolorosos como
atropelamento (Meyes, 1995, Bush, 2004).

2.2 Proteinas de Fase Aguda

As PFAs séo sintetizadas pela via hepatica e, em sua maioria, sao
glicoproteinas, sendo classificadas como positivas ou negativas. As positivas,
como a proteina C reativa (pCR), fibrinogénio, haptoglobina, ceruloplasmina,
apresentam aumento da concentracdo sanguinea perante estimulo inflamatorio
(Kent, 1992, Cerdn et al., 2005, Marnell et al., 2005). Estas ainda sdo divididas
em maiores, moderadas e menores a partir da propor¢céo de aumento perante o

processo inflamatorio:



e Maiores: observa-se aumento da concentracdo sanguinea de 100 a 1000
vezes em comparacao ao inicial num periodo de 24 a 48 horas apés estimulo
e possuem tempo de meia vida curto.

e Moderadas: apresentam aumento de 5 a 10 vezes comparado ao inicial,
sendo que 0 aumento e a diminui¢cdo da concentracao sérica sdo mais lentos
gue as PFAs maiores, estando presente nos processos cronicos (pico ocorre
dentro de 48 a 72 horas).

e Menores: aumentam sua concentracdo lentamente, 50 a 100% a mais dos
valores basais (Murata et al. , 2004; Ceron et al, 2005; Eckersall e Bell, 2010,
Tothova et al., 2014).

As PFA negativas apresentam decréscimo de pelo menos 25% na
concentracdo sérica comparada ao seu basal em resposta ao processo
inflamatério, fazendo parte destas a albumina e transferrina (Cerén et al., 2005,
Paltrinieri, 2007, Eckersall e Bell, 2010).

Caracteriza-se também as PFAs como maioritarias, tendo cada espécie
(até mesmo racas em caes) um tipo de proteina que se destaca frente as demais
no processo inflamatoério das demais. Esta é uma das maiores dificuldades que
a medicina veterinaria se depara ao estudar as PFAs. Tendo em vista essa
informacédo, é necessario definir o comportamento das PFA espécie-especifica
antes de fazer estudo comparativos entre espécies. Um exemplo é a pCR que
em humanos e caes apresentam valores expressivos, sendo amplamente
estudada; ja nos equinos estes valores sdo menores; e nos felinos e bovinos séo
insignificantes (Kjelgaard-Hansen e Jacobsen, 2011).

Vem-se estudando intensivamente as PFAs, tanto na medicina como na
veterinaria, uma vez que estas favorecem o monitoramento de pacientes,
fornecendo importantes informagfes quanto a gravidade e extensédo da doenca
com carater inflamatorio ou infeccioso. Ainda podem auxiliar no diagndstico de
afeccdes subclinicas, sendo possivel detectar alteragcbes nas concentracoes
séricas antes mesmo de ser observado aumento leucocitario (Murata et al., 2004,
Paltrinierl, 2007). A concentragdo sérica das PFAs é dependente da magnitude
do processo inflamatorio, podendo ser utilizada como fator de monitoramento e
evolucdo do tratamento. Na Figura 1 observa-se um exemplo (adaptado) do
comportamento de PFAs (maioritaria) comparada com a contagem leucocitaria

(Kjelgaard-Hansen e Jacobsen, 2011).
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Figura 1. Concentragdo sérica de algumas proteinas de fase aguda em animais
de companhia em comparacdo a contagem de células brancas
(leucdécitos totais), adaptado de Kjelgaard-Hansen e Jacobsen (2011).

2.2.1 Proteina C Reativa (pCR)

A pCR (100 kDa - quilodaltons), possui atividade imunomoduladora,
antibacteriana e anti-inflamatoria, sendo utilizada como um biomarcador, que
favorece o diagndstico e até prognostico de algumas doencas inflamatoérias ou
infecciosas (Cerdn et al., 2005, Paltrinieri, 2007). Esta PFA tem a capacidade de
iniciar o processo fagocitico para eliminacdo de bactérias pela ativacdo do
sistema complemento (Agrawal et al., 2002). ApGs estimulo nocivo € possivel
observar aumento na concentracdo de pCR circulante dentro de 4 a 6 horas,
dobrando em 8 horas e com pico maximo dentro de 36 a 50 horas, entretanto,
sua meia vida é curta, sendo de aproximadamente 19 horas (Mitaka, 2005).

Em cées, atualmente, € utilizada como parametro para monitorar o grau e
evolucdo de processos patologicos assim como, a efichcia do tratamento
(Plickert et al., 2011, Garvican et al., 2012). Em estudo realizado em humanos,
realizou-se artroplastia total em pacientes com osteoartrose do joelho, sendo
identificado valores aumentados de pCR no periodo pré-cirargico, pico imediato
apos o procedimento e reducado apos 48 horas da cirurgia. A concentracéo de
pCR normalizou-se apdés 4 semanas do procedimento cirdrgico, chegando a
valores inferiores ao basal com 60 dias (Carvalho et al., 2006). Em estudo
realizado com coelhos identificou valores de pCR entre 0 a 2 mg/dL

(miligramas/decilitro) para animais clinicamente saudaveis (Cray et al., 2015).




Alguns fatores podem influenciar a concentracdo basal dessa proteina,
tais como a idade (Eckersall e Bell, 2010, Nemzek et al., 2012) e a gestacao
(Kuribayashi et al., 2003), entretanto o género nao traz alteracdes (Kuribayashi
et al., 2003, Ceron et al., 2005). Apesar dessa proteina ser caracterizada e
purificada nos caes na década de 70, o desenvolvimento de kits de mensuracéo
espécie-especificas s6 se iniciou na década 80 e 90 chegando a comercializacéo
no século XXI. Mesmo com diversos estudos, constatando sua aplicabilidade
para diagnostico e prognostico clinico, a pCR ainda néo faz parte da rotina de
exames na medicina veterinaria (Kjelgaard-Hansen e Jacobsen, 2011).

A maioria dos medicamentos tradicionalmente utilizados como tratamento
e suporte as afeccdes inflamatoérias nao influenciam nas PFAs dominantes de
cada espécie (Kjelgaard-Hansen e Jacobsen, 2011). O uso de farmacos como
glicocorticoides, carprofeno, meloxicam e butorfanol ndo apresentam agéo sobre
os valores de pCR em cées, tornando essa PFA fidedigna como biomarcador na
avaliacdo de tratamentos nessa espécie (Martinez e Subiela et al., 2004).

Condigbes patolégicas como doengas inflamatérias e infecciosas
(babesiose, erlichiose, parvovirose, neoplasias, doencas respiratorias,
digestivas e algumas doencas neuroldgicas) alteram os indices basais da pCR
(Ceron et al., 2005). A obesidade também pode ser fator relevante sobre a
concentracdo de pCR uma vez que em estudo com cédes associou diretamente
a diminuicdo séria dessa PFA com perda de peso em cédes obesos (German et
al., 2009).

Procedimentos cirtrgicos sao relacionados ao aumento da pCR, sendo o
grau de aumento diretamente relacionado a intensidade do trauma cirdrgico
(Ceron et al.,, 2005, Nemzek, 2012). Yamamoto e colaboradores (1993)
concluiram em um estudo comparando diversos procedimentos cirlrgicos que
nos procedimentos ortopédicos, onde ha maior injluria muscular ou 6ssea, 0s

valores dessa proteina séo superiores do que ao comparar com outras cirurgias.

2.2.2 Haptoglobina

A haptoglobina (81 kDa) é relacionada ao transporte de hemoglobina,
favorecendo a recuperacdo de ions ferro durante a defesa contra

microrganismos. Apresenta aumento significativo dentro de 72 horas apés



procedimento cirargico, 0 seu pico ocorre apds 120 horas, seguido de declinio
gradual (Conner et al., 1988, Dabrowski et al., 2007). O uso de glicocorticoides,
assim como o estresse, podem elevar os valores de haptoglobina circulante
(Martinez e Subiela et al., 2004); jA& quadros hemoliticos podem causar
decréscimo (Yang et al., 2003), sendo importante a analise em conjunto dos

achados hematologicos, demais PFA e anamnese para diagnostico consistente.

2.2.3 Fibrinogénio

O fibrinogénio (340 kDa) é uma betaglobulina moderada, que apresenta o
aumento da sua concentracao por varios dias, atingindo o pico entre o quinto e
sétimo dia do inicio da inflamacéo (Jain, 1986). Apesar de ser utilizado para
determinacao de processos inflamatorios, ndo é a principal PFA nos animais e
pode ser influenciado por coagulopatias, havendo decréscimo nos niveis séricos

e mascarando resultados (Kjelgaard e Hansen, 2011).

2.2.4 Ceruloplasmina

A ceruloplasmina (125 kDa) é responsavel pelo transporte de cobre,
consequentemente atuante na cascata de coagulacdo, favorecendo a
cicatrizacdo e producao de colageno, além disso atua na cascata de coagulacéao.
A ativacdo da ceruloplasmina esta diretamente relacionada a alteracdo dos
niveis séricos de cobre. Tem a capacidade de minimizar a formacdo de
superoéxido por neutrofilos polimorfonucleares, os quais levam a danos teciduais
(Martinez e Subiela et al., 2002, Ceron et al. , 2005). Esta proteina atinge pico
plasmatico significativo em cées apOs inducdo do processo inflamatorio
diferentemente dos humanos (Cornner, 1988). Em um estudo com cadelas
submetidas a ovariosalpingohisterectomia observou-se pico dessa proteina ap6s
72 horas de pés-cirargico (PO), sendo o aumento significativamente maior do

gue no momento pré-cirargico (Serin e Ulutas, 2010).

2.2.5 Albumina

A albumina (66 kDa) € a PFA mais abundante no sangue, sendo

responsavel por 75% da pressao oncotica e constituindo 35 a 50% do teor
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proteico do plasma de cdes saudaveis, além de participar no transporte de
algumas moléculas, tais como acidos graxos, colesterol, bilirrubina, éxido nitrico
e ions (Kaneko et al., 2008).

2.2.6 Transferrina

A transferrina (76 kDa) esté ligada ao transporte de ferro no sangue e tem
acao antibacteriana e antiviral, atuando juntamente com a haptoglobina que
apresenta acdo de defesa ao se ligar a hemoglobina férrica circulante
indisponibilizando-a (efeito bacteriostatico) (Cerén et al., 2005). Além da
producéo hepatica, foi descrito também a producéo desta pelos pulmdes, tecido
adiposo, baco e rins (Ebersole e Cappelli, 2000), sendo que lesdes nesses
orgaos ou inflamacdo aguda ou cronica podem resultar em concentracfes

séricas diminuidas dessa proteina (Eckersall e Bell, 2010).

2.2.7 Métodos de Afericdo de PFAs

s

O fracionamento eletroforético € um dos mais confiaveis métodos de
identificacdo de proteinas séricas (Fagliari et al., 2008). Fagliari e colaboradores
(1997), utilizando a técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida,
identificaram 19 fracBes no proteinograma sérico de equinos com laminite e,
posteriormente, 18 em soro de bezerros com fotossensibilizagdo hepatégena
(Fagliari et al., 2007). Schmidt e colaboradores (2011) tiveram sucesso também
na utilizacéo do fracionamento eletroforético em estudo com cadelas submetidas
a ovariohisterectomia.

A técnica de fracionamento das proteinas séricas por eletroforese em gel
de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) foi descrita
por Laemmli (1970). Esta baseia-se na utilizagdo de amostras de soro que sao
alocados em gel de poliacrilamida e realizacdo de corrida eletroforética. Apos
fracionamento o gel & corado durante 10 minutos em solugdo de azul de
coomassie, constituida por 50% de metanol, 40% de agua, 9,75% de acido
acético glacial e 0,25% de azul de coomassie. Em seguida este é colocado em
solucdo de &cido acético a 7% para retirar o excesso de corante, até que as

fracOes proteicas ficassem nitidas (Figura 2).
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Figura 2. Imagem fotografica do gel de poliacrilamida submetido a fracionamento
eletroforético apdés ser corado com solucdo de azul de coomassie e
posteriormente retirado o0 excesso de corante. A imagem ilustra o
posicionamento da solugdo marcadora (seta) e 17 amostras de soro de
coelhos (Oryctolagus cuniculus).

REINRRNIRY AR N o O ——

Figura 3. Imagem obtida apds densitometria computadorizada a partir da leitura do gel
de poliacrilamida submetido a fracionamento eletroforético apresentando
solucdo marcadora (seta) e 17 amostras de soro de coelhos (Oryctolagus
cuniculus).

A leitura do gel é realizada por videodensitdmetro, que primeiramente
gera uma imagem computadorizada (programa computacional Scanning®) do

gel (Figura 3). Esta imagem € convertida em um grafico a partir dos pesos
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moleculares pelo programa Marca Pontos® (Figura 4), possibilitando a
comparacao das amostras com uma solucado marcadora (setas nas Figuras 2 e
3) com proteinas purificadas e peso moleculares pré-definidos (Battisti et al.,
2013).

A albumina, por exemplo, que é uma das proteinas mais abundantes no
soro (Kaneko et al., 2008) € exemplificada pelo pico numero 12 na Figura 4. As
concentracfes de cada proteina foram calculadas manualmente a partir das
porcentagens das PFAs cada grafico em propor¢éo a proteina total mensurada
no soro.
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Figura 4. Grafico resultante da analise (programa computacional Marca Pontos®) da
imagem computadorizada obtida por videodensitbmetro do gel de
poliacrilamida submetido a corrida eletroforética contendo amostra de soro de
um coelho (Oryctolagus cuniculus).

Queiroz e colaboradores (2016) descrevem que algumas PFAs podem ser
qguantificadas por métodos alternativos a eletroforese, como ELISA,
imunoturbidimetria (técnica mais utilizada em humanos), nefelometria e
radioimuinoensaio.

O teste comercial ELISA (Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay) pode
ser realizado para determinacdo de proteina C reativa e haptoglobina
(Bathennoethen et al., 2008). A anélise baseia-se em reac¢fes enzimaticas onde
detecta-se acdo antigeno-anticorpo. Ha placa propria para o exame, na qual é

fixada anticorpo monoclonal bloqueado especifico para espécie, entéo
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adicionado padrdes em concentracdes conhecidas e o soro (diluido em
proporcdes pré-definidas). A placa € encubada, lavada e adicionado em cada
poco um anticorpo monoclonal (anti-pCR, por exemplo). Repete-se 0 processo
de incubacéo e lavagem, adiciona-se solucdo de substrato na qual héa reacao por
15 minutos sendo entéo interrompida pela adicdo de solucdo blogueadora. A
leitura é realizada com leitor de ELISA no qual avalia-se a densidade 6ptica no
qual a intensidade da cor produzida € proporcional a concentracdo de pCR
presente no soro (Almeida, 2006). Um contra da utilizacdo do ELISA na rotina de
analises € o tempo demandado para realizagcado (Kjelgaard-Hansen, 2003).

O método turbidimétrico, também utilizado especificamente para a pCR,
consiste na aglutinacdo de pCR presente na amostra com particulas de latex
recobertas com anticorpo. Essa aglutinacao leva altera a turbidez da amostra
proporcionalmente a quantidade da proteina que esté presente. Quantifica-se a
turbidez a partir da absorbancia em analisador de automatico ou semiautomatico
(BATTISTI et al., 2013). Anziliero e colaboradores (2013) obtiveram resultados
promissores com essa técnica relatando ser um método diagnadstico eficiente, de
facil execucdo e de custo significativamente reduzido. Kits tanto para humanos
assim como especificos para cdes foram testados para dosagem de pCR na
medicina veterinaria, nestes obteve-se resultados satisfatorios e de baixo custo.
Entretanto, os kits espécie-especificos para cdes ndo estdo disponiveis
comercialmente tornando o custo do exame inviavel (Eckersall, 1995, Kjelgaard-
Hansen e Jacobsen, 2003). Ja os testes com anticorpo monoclonal para
humanos quando usado para caes apresentam resultados variaveis, exigindo
calibragdo a cada novo lote utilizado para maior confiabilidade nos resultados
(Céron, 2008).

A nefelometria, assim como a turbidimetria, baseia-se na mensuracao da
difracdo da luz por uma amostra. O método nefelométrico mede a proporcao de
aglutinacéo de particulas recobertas com anticorpos a partir da intensidade da
luz dispersa (angulo de 90°- disperséo lateral) utilizando aparelho especifico
(absorbancia) para técnica, ja a turbidimetria mensura a luz refletida em um
angulo de 180° (Figura 5) (Arosa et al., 2012, Carneiro et al., 2017).
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Figura 5. Imagem ilustrativa adaptada de Arosa e colaboradores (2012) sobre ensaios
de dispersdo de luz no qual a nefelometria mede a luz dispersa pelos
imunocomplexos (angulo de 90°) e a turbidimetria a luz refletida num angulo
de 180°.

O radioimuinoensaio é um teste que mensura a quantidade do material de
interesse na amostra (PFA especifica) a partir da competicdo de antigenos
presentes nesta com antigenos previamente marcados com iso6topos radioativos
por um mesmo anticorpo. Define-se uma quantidade conhecida de anticorpos
especificos ao qual é adicionado antigeno marcado e posteriormente uma
amostra de soro a ser analisado. O antigeno da amostra compete pelos sitios de
ligacdo da amostra com os antigenos marcados. Quanto maior a quantidade de
antigenos na amostra, maior a formacdo de imunocomplexos. A amostra &
lavada e resultando porcentagem de antigenos marcados 0s quais sdo
mensurados por leitor radiométrico, sendo a quantidade de radioatividade
inversamente proporcional a quantidade de antigeno na amostra. Essa técnica
oferece sensibilidade (dosagens baixas podem ser detectadas) e especificidade
altas (Kindt, 2007).

Ainda ha escassez na literatura com relagcdo a métodos comparativos de
mensuragao de PFA, ndo havendo consenso internacional nem elucidagao de
qual a melhor técnica a ser abordada em cada espécie e tipo de PFA (Eckersall
e Bell, 2010).
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2.3 Traumatologia e Resposta Inflamatoria

Os traumas, assim como a regeneracdo 0Ossea, Sa0 intensamente
estudados no intuito de entender melhor e desenvolver técnicas mais eficientes
para tratamento de fraturas (Marsell e Einhorn, 2011). Os procedimentos
cirdrgicos promovem estimulo nocivo ao organismo e altera¢cdes da homeostase
devido ao trauma tecidual (Surter et al., 2002). Esse estimulo e a leséo local
desencadeiam resposta de fase aguda levando a diversas alteracdes
metabdlicas. A magnitude da alteracdo da concentracdo sérica das PFA esta
diretamente relacionada ao grau de leséo ou trauma tecidual (aumento das PFA
positiva) decorrente do procedimento cirtrgico (Murata, 2004). Alves et al. (2010)
observaram maior concentracdo de PFAs em gatas submetidas a ovariectomia
convencional do que por videolaparoscopia. Levando-se em consideracdo que
0 processo de regeneracdo Ossea envolve uma série de alteracGes
hematoldgicas, acdo de agentes proé-inflamatérios e que as PFAs tém valor
diagndstico e prognostico relevantes, o estudo da relacdo entre estes pode
favorecer a escolha e até mesmo a antecipacdo de tratamentos mais eficientes
(Rubio e Schmidt, 2014).

No intuito de instaurar o retorno da fung¢éo do osso lesionado, 0 processo
de regeneracédo é a evolugdo mais comum das fraturas sem tratamento cirdrgico.
A regeneracdo 0ssea é uma cicatrizacao indireta que envolve varias reacfes
bioquimicas, proliferacdo celular e consequentemente o desenvolvimento de
novo tecido, que consiste principalmente de ossificagdo endocondral
(Gerstenfeld et al., 2006, Al-Aqgl et al., 2008,). Ja a reparacao ocorre quando ha
estabilidade, proximidade entre as estruturas, favorecendo a restauracdo da
continuidade dos tecidos, sem haver formacédo de calo 6sseo necessariamente,
sendo mais comum na consolidacao direta por meio de fixagéo do foco lesionado
(Al-Aqgl et al., 2008, Marsell e Einhorn, 2011).

O processo de regeneragdo 0ssea apresenta algumas fases pré-definidas
que envolvem desde um processo inflamatério local até remodelagdo 6ssea
(Peng et al., 2005). Na primeira fase h& resposta inflamatoria imediata com
recrutamento de células mesenquimais que se diferenciam em condrocitos, essa
fase € seguida pela formacao de material cartilaginoso que mineraliza formando

um 0SSO primario que posteriormente sofrerd remodelacao (Gerstenfeld et al.,



16

2006). A fase aguda da inflamagé&o tem seu pico nas primeiras 24 horas seguindo
seu ciclo até sete dias. Esta fase envolve a acdo de fatores inflamatérios, de
crescimento e angiogénicos liberados por plaquetas, macréfagos, neutrofilos,
linfécitos e células mesenquimais presentes no hematoma que se forma no local,
da leséo (Gerstenfeld et al., 2003, Sousa, 2003). Este hematoma € o inicio do
processo onde ha acumulo de fibrina formando um tecido de granulacéo a partir
do qual ha formacdo endocondral entre as extremidades da fratura e periésteo.
Esse tecido se organiza primeiramente em um calo cartilaginoso que sofre
mineralizagao, ossificacao e posterior remodelamento (Rahn, 2002). Ao mesmo
tempo em que ha desenvolvimento do calo cartilaginoso e remodelamento,
fatores angiogénicos (entre eles fatores de crescimento provenientes de
plagquetas) estdo atuantes para que novos vasos possam fazer o suprimento
sanguineo do osso em regeneracao (Heldin e Westermark, 1999).

Em modelos animais o calo mineralizado comeca a se formar a partir dos
14 dias ap06s o trauma. A substituicdo para 0SS0 esponjoso e 0 processo de
remodelamento pode ter inicio a partir da terceira semana pdés trauma e levar até
anos para finalizar (Wendeberg, 1961). Ha casos em que h& boa vascularizacéo,
porém, instabilidade focal, pois apesar de haver formacéo de calo cartilaginoso,
esse ndo evolui para calcificacdo, formando-se ndo unido 6ssea hipertréfica
(Green et al., 2005).

O objetivo com este estudo foi avaliar a efetividade da mensuracéao das
proteinas da fase aguda mais conhecidas (albumina, ceruloplasmina,
haptoglobina, fibrinogénio, proteina C reativa, transferrina) como um parametro
laboratorial inovador e complementar para acompanhamento da inflamacéao
relacionada a regeneragéo 0ssea. Para isto exames tradicionais, com resultados
previamente comprovados, como leucograma para diagnostico da inflamacéo e
a avaliacdo radiogréfica para quantificacdo da regeneracdo Ossea, foram

utilizados em comparativo com a concentracao das PFA.
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3. OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a efetividade da mensuracdo de PFAs como biomarcador
laboratorial complementar para diagnostico e acompanhamento da inflamacéo
relacionada a regeneracao 0ssea.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Mensurar os valores de normalidade das PFA (albumina, ceruloplasmina,
haptoglobina, transferrina e proteina C reativa) para coelhos jovens (4 a 5
meses de idade) da raca Nova Zelandia Brancos.

e Avaliar a evolugéo da concentracdo sérica de PFAs em coelhos durante o
pés-cirargico (45 dias) de procedimento ortopédico experimental
(ostectomia parcial do radio).

e Correlacionar os achados da concentracdo sérica de PFAs de coelhos
submetidos a ostectomia parcial do radio com hemograma e avaliacdo
radiogréafica.

e Verificar a aplicabilidade da mensuracdo das PFAs como novo parametro
para acompanhamento do processo inflamatério relacionado a
procedimentos ortopédicos.

e Determinar uma PFA maioritaria para coelhos dentre as avaliadas.
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4. HIPOTESES

Tém-se com hipétese principal desse estudo que concentracao sérica das
PFAs em animais submetidos a procedimentos ortopédicos aumentem ou
diminuam (dependendo de ser positivas ou negativas) significativamente, sendo
um método diagndéstico complementar eficiente para escolha e
acompanhamento de protocolos cirdrgicos.

Cogita-se que as PFAs respondam mais rapidamente a processos

inflamatdrios do que leucograma, favorecendo a antecipacdo do tratamento.

5. JUSTIFICATIVA

A ortopedia é uma das areas mais estudadas na medicina veterinéria,
com constante busca por procedimentos mais eficientes, em paralelo observa-
se o investimento crescente no estudo das PFAs como biomarcador de
alteracdes fisiopatoldgicas, nos quais tém resultados promissores. Tendo em
vista isto, torna-se necessario a busca de métodos diagnostico eficientes que
possam antecipar a presenca de intercorréncias, como inflamacéo e/ou falha na

regeneracao 0ssea, relacionados a técnica aplicada e resposta individual.
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Proteinograma sérico e sua relacdo com a reparacéo 6ssea em coelhos (Oryctolagus

cuniculus) submetidos a ostectomia parcial do radio

Karina Calciolari‘*, Adrielly Dissenha?, Julian André Sanjuan Galindez!, Dayvid Vianéis Farias
de Lucena!, Renata Haddad Pinho?, Felipe Rocha dos Santos?, Bruno Watanabe Minto!

RESUMO- Os traumas 0@sseos desencadeiam resposta inflamatoria aguda e
consequentemente alteram a concentracdo sérica das proteinas de fase aguda (PFAS),
podendo essas serem um parametro para avaliacdo da evolucdo do processo inflamatorio
relacionado a ortopedia. Objetivou-se avaliar a efetividade da mensuracdo de PFAs como
um biomarcador laboratorial para diagnostico e acompanhamento da inflamacéo relacionada
aregeneracdo 6ssea. Foram utilizados 22 coelhos, machos jovens sendo realizado ostectomia
parcial do osso do radio direito. Para acompanhamento da evolucgédo do processo inflamatoério
foram  realizados hemograma, mensuracdo de PFAs (Albumina, Ceruloplasmina,
Haptoglobina, Proteina C Reativa e Transferrina) e acompanhamento radioldgico. Foi
observado a melhor correlacdo da haptoglobina e da transferrina junto ao processo
inflamatdrio e achados radioldgicos frente as demais PFAs mensuradas. A haptoglobina
apresentou pico maximo 24 horas dos pds operatério e a transferrina apés 36 horas,
entretanto essa Ultima PFA ja mostrou indicios de alteragdo (diminuiu) j& nas primeiras 6

horas do pos cirlrgico, antecipadamente a resposta leucocitaria. Conclui-se que o conjunto
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haptoglobina, transferrina e leucograma apresentaram resultados promissores ao diagnostico
e prognostico de processos inflamatorios relacionados a ortopedia.

Palavras Chave: Inflamacéo, fraturas dsseas, ortopedia veterinaria, proteinograma.

Serum proteinogram and its relation to bone repair in rabbit (Oryctolagus cuniculus)

submitted to partial radio ostectomy

ABSTRACT- The bone traumas trigger an acute inflammatory response. This inflammatory
response alters the serum concentration of several acute phase proteins (PFAS). The PFAs
which may be a parameter to evaluate the evolution of the inflammatory process related to
orthopedics. The objective of this study was to evaluate the effectiveness of PFA
measurement as a laboratory biomarker for diagnosis and follow-up of inflammation related
to bone regeneration. Partial ostectomy of the right radius bone was performed in 22 young
male rabbits. There were performed blood count, PFAs measurement (Albumin,
Ceruloplasmin, Haptoglobin, C-Reactive Protein and Transferrin) and radiological follow-
up to follow up the evolution of the inflammatory process. There was observe a best
correlation between haptoglobin and transferrin with the inflammatory process and
radiological findings compared to the other measured PFA. Haptoglobin showed a maximum
peak 24 hours after surgery and transferrin after 36 hours, however this last PFA has already
shown signs of alteration (decreased) in the first 6 hours after surgery, in advance of
leukocyte response. It was concluded that haptoglobin, transferrin and white blood cells
presented promising results for the diagnosis and prognosis of inflammatory processes
related to orthopedics.

Keywords: bone fractures, inflammation, proteinogram, veterinary orthopedics.
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INTRODUCAO

Os traumas assim como a regeneracdo 0ssea sdo intensamente estudados no intuito
de melhor entendimento e desenvolver técnicas mais eficientes para o tratamento de fraturas
(MARSELL & EINHORN, 2011). A cicatrizacdo ¢ssea envolve uma processo inflamatorio
com acdo de citocinas pro-inflamatdrias, fatores de crescimento e angiogénicos liberados
por plaquetas, macrofagos, neutrofilos, linfocitos e células mesenquimais presentes no
hematoma que se forma no local da lesdo (GERSTENFELD et al., 2003, SOUSA, 2003,
PENG et al., 2005). Na resposta inflamatoria imediata (pico em 24 horas seguindo até 7
dias) h& acimulo de fibrina formando tecido de granulacdo (hematoma local) a partir do
qual h& formac&o endocondral entre as extremidades da fratura e o periosteo. Esse tecido se
organiza primeiramente em calo cartilaginoso que sofre mineralizacdo, ossificagdo e
posterior remodelamento (RAHN, 2002, GERSTENFELD et al., 2006, AL-AQL et al.,
2008).

O processo inflamatério € inicialmente regulado por uma resposta aguda (GRUYS,
2006, RUBIO et al., 2015) onde proteinas produzidas pelo figado sofrem estimulagéo
celular, como de leucdcitos, que liberam citocinas orientando o desenvolvimento do
processo inflamatdrio (KENT, 1992, GRUYS et al., 2005, CRUVINEL et al., 2010). Essas
proteinas, nomeadas proteinas de fase aguda, podem ser positivas (aumentam frente ao
processo inflamatdrio), como a proteina C reativa (pCR), haptoglobina e ceruloplasmina ou
negativas (diminuem a concentracdo sérica) no como a albumina e transferrina (KENT,
1992, CERON et al., 2005, MARNELL et al., 2005, ECKERSALL & BELL, 2010). Ainda
ha a denominagdo maioritarias para a PFA que mais se destaca em casa espécie perante um
processo inflamatdrio. Havendo, portanto, uma dificuldade na medicina veterinaria pela
variedade de espécies e racas para 0 uso comparativo interespécies (KJELGAARD-

HANSEN & JACOBSEN, 2011).
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As PFAs tém importante foco de estudo uma vez que favorecem o monitoramento de
pacientes assim como o diagnostico precoce de afec¢Bes subclinicas. Em geral quando
comparadas ao pico leucocitario, as PFAs tendem a apresentar resposta sérica adiantada
(dose dependente), favorecendo o diagndstico precoce de algumas afec¢des (MURATA et
al., 2004, PALTRINIERI, 2007, KIELGAARD-HANSEN & JACOBSEN, 2011). Fatores
como a idade (ECKERSALL & BELL, 2010, NEMZEK et al.,, 2012), gestagédo
(KURIBAYASHI et al.,, 2003), obesidade (GERMAN et al., 2009), uso de anti-
inflamatorios, doencas pré existentes (hemoliticas, digestivas, respiratorias) e o estresse
pode alterar os valores de algumas PFAs (CERON et al., 2005).

Este estudo objetivou avaliar a efetividade da mensuracao de proteinas de fase aguda
mais conhecidas (albumina, ceruloplasmina, haptoglobina, proteina c reativa, transferrina)
como um parametro laboratorial complementar para acompanhamento da inflamagao

relacionada a regeneracao 0ssea.

MATERIAL E METODOS
Utilizou-se 22 coelhos (Oryctolagus cuniculus), higidos, da raca Nova Zelandia

Branco, machos, idade entre 160 a 180 dias, com peso de 3,8 quilos (* 0,3). Os leporideos
foram mantidos em gaiolas individuais e desverminados com solucéo oral de toltrazuril® na
dose de 15,0 mg/kg (2 dias seguidos com repeticdo apds 5 dias). A alimentacdo foi com
racio comercial*, feno de tifton (Cynodon spp.) e 4gua ad libitum. Este trabalho foi aprovado
pelo comissdo de etica no uso de animais (CEUA) sob o nimero de protocolo 019155/17.
Para o procedimento cirurgico os coelhos foram pré-medicados com meperidina na
dose de 5,0 mg/kg por via intramuscular (IM) e induzidos com isoflurano 3V% por meio de

méascara facial e posterior intubacdo orotraqueal. O membro tordcico direito foi

3 Baycox® 5%, Bayer, Sdo Paulo/Brasil.
4 Fri-Coelho, FRI-RIBE, Trouw Nutrition,S&o Paulo/Brasil.
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tricotomizado e realizada antissepsia (clorexidine 2% e 0,5%). Os animais foram
posicionados em decubito lateral direito, realizou-se incisdo de 2,5 centimetros da pele na
regido craniomedial do radio e divulcdo da musculatura adjacente, possibilitando
visualizagdo da diafise média proximal do radio direito. Com especimetro (Imagem 1A)
demarcou-se a extencdo de um centimetro na diafise do radio para realizacdo da ostectomia
parcial com o uso de uma serra oscilatoria® (Imagem 1B e 1C). O fragmento cortado

juntamente com o seu peridsteo foi retirado formando uma falha 6ssea (Imagem 1D).

Imagem 1. A) Exposicdo da diafise distal do radio direito de coelho ap6s incisdo de pele e divulsao
de musculo adjacente, paramarcacao do local da ostectomia com especimetro. B) Uso de
serra oscilatéria para corte da diafise média proximal do radio direito. C) Segmento de um
centimetro de extensdo seccionado da diafise do réadio in locu D). Fragmento retirado e

falha 6ssea de um centimetro.

5 Dentscler,S&o0 Paulo/Brasil
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Posteriormente a musculatura e a pele foram suturadas com nylon 4-0 em padrdo
simples sepadado e wolf respectivamente. No pos-cirargico (PO) foi administrado
enrofloxacina® (5,0 mg/kg) no subcutaneo (SC) uma vez ao dia (SID) por 7 dias, morfina’
2,0 mg/kg, IM, 4 horas de PO e nos dias subsequentes cloridrato de tramadol® na dose de 5,0
mg/kg, SC, 2 vezes ao dia (BID) por trés dias e SID por mais 2 dias.

O membro toracico direito dos animais foi avaliado radiologicamente nas posicoes
craniocaudal e mediolateral imediatamente apés a cirurgia (Imagem 2) e posteriormente em
intervalos de 15 dias (M15d, M30d e M45d). As caracteristicas radiogréaficas foram
quantificadas em escore de 1 a 4 para a grau de formacé&o de calo 6sseo (adaptado de An et
al., 1999, Oztiirk et al., 2008), por dois avaliadores que ndo tinham conhecimento dos grupos
e tempo de pos-cirargico (avaliacdo as cegas). Sendo o escore 1 caracterizado por 0 a 25%

da falha 6ssea preenchida com calo 6sseo, Escore 2: 25% a 50 %, Escore 3: 50 a 75% e o

Escore 4: 75 a 100%.

Imagem 2. Radiografia craniocaudal (CrCd) e mediolateral (ML) do membro toracico direito de
coelho imediatamente apds a cirurgia de ostectomia parcial da diafise média proximal do
radio. Identificacdo da dssea (fragmento dsseo foi retirado) de aproximadamente um
centimetro (vermelho).

6 Zelotril 10%, Agener Unido, Brasil

7 Sulfato de morfina pentaidratado, Cristalia, Brasil.
8 Tramal®, Grunenthal, Alemanha.



30

Foram colhidos trés mililitros (mL) de sangue venoso, mediante puncdo da veia
jugular externa, em tubos estéreis com e sem acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) em
momentos (M) pré-determinados: pré-operatério (MO), 6, 24 e 36 horas (M6h, M24h e
M36h), 7, 15, 21, 30 e 45 dias (M7d, M15d, M21d, M30d e M45d) do PO. Os hemogramas
foram realizados em analisador hematoldgico veterinario® e contagem diferencial dos
leucocitos manualmente em laminas para microscopia dptica. O soro foi obtido a partir da
centrifugacdo dos tubos sem EDTA a 5.000 rotagGes por minuto (rpm) durante cinco
minutos. A partir deste foi mensurada a proteina total com espectrofotbmetro
semiautomatico’® e o proteinograma sérico pelo método de eletrofose em gel de
poliacrilamida®.

O hemograma e proteinograma foram analisados pelo teste de Tukey e a andlise
radiografica pelo teste Kruskal-Wallis, ambos testes ao nivel de significancia de 5%. Para
tanto, foram utilizados os pacotes “agricolae” e “ExpDes”, ambos do programa

computacional R (R CORE TEAM, 2018).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Em M15d (Imagem 3) observou-se pouca ou nenhuma alteracdo regenerativa na

imagem radiogréfica (escore 1), isso corrobora com a fase inflamatéria ativa da cicatrizacao
0ssea (GERSTENFELD et al., 2003), sendo descrita que em modelos animais juntamente

com a formacdo de calo mole entre 7 a 9 dias (EINHORN, 1998).

9 SYSMEX, pocH-100iVDiff®, Japdo
10 BIO-PLUS, LABQUEST, Sio Paulo, Brasil
4 Sigma Chemical Co, Saint Louis, MO, USA
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Imagem 3. Imagens radiogréaficas nas posi¢des craniocaudal (CrCd) e mediolateral (ML) de coelho
submetido a ostectomia parcial do osso radial direito com escore 1 (0 a 25% de
preenchimento regenerativo da falha 6ssea).

Ja em M30d e M45d os animais apresentaram escores de 2 a 4 (Imagem 4,5 e 6) 0s
quais apresentam regeneracdo 6ssea a partir das epifises de onde fez-se a falha: regeneracédo
indireta (GERSTENFELD et al., 2006). E durante esse processo que diversas atividades
bioldgicas estdo ativas como proteinas (PENG et al., 2005), linfécitos e neutrofilos (SOUSA,

2003).

Imagem 4. Imagens radiograficas nas posi¢des craniocaudal (CrCd) e mediolateral (ML) de coelho
submetido a ostectomia parcial do osso radial direito. Escore 2 (25% a 50% de
preenchimento regenerativo da falha 6ssea).
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Imagem 5. Imagens radiograficas na; posicBes craniocaudal (CrCd) e mediolateral (ML) de coelho
submetido a ostectomia parcial do osso radial direito. Escore 3 (50 a 75% de preenchimento
regenerativo da falha dssea).

1.21 mm g
I

:
:

e

Imagem 6. Imagens radiogréaficas nas posi¢des craniocaudal (CrCd) e mediolateral (ML) de coelho
submetido a ostectomia parcial do o0sso radial direito. E 4 (75% a 100% de preenchimento
regenerativo da falha dssea da falha dssea foi preenchida (regeneragéo).

Na Imagem 7 observou-se que em M15d apenas 28% dos animais evoluiram para o
escore 2, ndo havendo diferenca estatistica do MO0. Esse achado corrobora com a afirmacédo
de RAHN (2002) o qual descreve que inicialmente ha uma fase inflamatoria e formagao de
um calo cartilaginoso (pouco visivel radiograficamente), podendo ser observado
mineralizagdo a partir de duas semanas da lesdo (WENDEBERG, 1961). J& no M30d, 54%
dos coelhos apresentaram escore 2, 36 % escore 3 e 0 restante escore 4, sendo esses
resultados significativamente diferentes (p<0,05) de MOp e M15d. Em M45d os animais
apresentaram maior porcentagem de escore 3 e 4 que o0s anteriores sendo igual

estatisticamente (p>0,05) ao M30d, e diferente (p<0,05) de MO e M15d.
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Avaliacdo Radiografica
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Imagem 7. Avaliacdo radiografica de coelhos submetidos a ostectomia parcial do osso radial direito
divididos em dois grupos: Meloxicam (receberam administracdo de meloxicam) e Controle
(sem meloxicam) nos momentos pos-cirurgico imediato (MO) e posteriores avaliagOes
quinzenais, 15, 30 e 45 dias de pos-cirurgico (M15d, M30d e D45d). A mensuragdo foi
efetuada por escores de 1 a 4 onde 1 houve 0 a 25% da falha Gssea preenchida com calo
6sseo, 2: 25% a 50 %, 3: 50 a 75% e 0 4: 75 a 100%. Médias seguidas por letras distintas
diferem entre si (p<0,05).

Na avaliagdo na série branca do hemograma, descrita na Tabela 1 ndo foi observado
diferenca significativa entre os momentos para leucécitos totais (LT), neutréfilos
segmentados (NS) e eosindfilos. J& os mondcitos e linfocitos apresentaram decréscimo
significativo no M6h e M24h comprado ao basal (MO0) caracterizando um leucograma de
estresse como descrito por Meyes (1995) e Bush, 2004. Apesar das variacOes desses
parametros nas primeiras horas de PO eles encontram-se dentro do padrdo de normalidade

para a espécie (SPINELLI et al., 2012) e dentro da fisiologia processo inflamatério.
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Tabela 1. Valores médios e desvio padrdo da média () de leucdcitos totais (LT), neutréfilos
segmentados (NS) , eosindfilos, mondcitos e linfocitos (x10%/ul)  mensurados

sangue venoso total de coelhos submetidos a ostectomia parcial do o0sso do rédio
direito nos momentos pré-operatorio (MO0), 6, 24 e 36 horas (M6h, M24h e M36h),
7,15, 21, 30 e 45 dias (M7d, M15d, M21d, M30d e M45d) do pos-cirdrgico.

Momento LT NS Eosinofilos Mondcitos Linfécitos

MO 6,93+0,83 273+0,68 0,05+0,05 0,08 +0,02%° 4,07 +0,85%®
M6h 747+135 258+120 0,02+0,04 0,04 +0,03 1,05 =0,89°
M24h 7,03+1,05 1,89+0,72 003+0,04 0,05 +0,04« 1,76 +0,68°
M36h 704+149 282+0,72 0,03+0,056 0,10 +0,04% 3,99 +0,89%
M7d 6,74+1,11 212+052 0,02+003 0,09 0,03 4,52 +0,76®
M15d 7,05+1,32 221+053 004+0,04 0,08 +0,02% 4,72 +1,05®
M21d 6,99+088 216+045 0,03+0,04 0,08 +0,01%° 4,81 *0,90®
M30d 760+118 246+045 0,06+006 0,09 *0,02%® 499 +1,01¢°
M45d 8,08 +£1,25 1,69+083 005+005 0,06 +0,02°« 3,51 +0,88°

Médias seguidas de letras distintas nas colunas diferem entre si (p<0,05).

Na Tabela 2 nota-se a pCR menor (p<0,05) em M6h, M24h, M36h, M21d e M30d
comparado ao MO0, um achado diferente do descrito na literatura para a maioria das espécies
(CERON et al, 2005, MITAKA et al 2005, PALTRINIERI, 2007, ECKERSALL & BELL,
2010) uma vez que essa proteina € caracterizada como positiva, apresentou carater de
negativa para os coelhos nesse trabalho.

Os valores médios de ceruloplasmina foram menores em M15d e M21d e diferentes
(p<0,05) do MO; e o maior valor numérico em M24h (Tabela 2). FREITAS et al, (2011)
identificou aumento gradativo dessa PFA em coelhos infectados com Eimeria stiedai, sendo
os valores obtidos dose dependentes com a evolucéo processo inflamatdrio que esse parasita
causa. Os resultados desse autor condizem com os encontrados, porém, nesse estudo houve
0 intuido de comparar o basal com o pico inflamatorio e sua resolugédo diferentemente da
inflamacéo ascendente que a Eimeria causa.

As médias de albumina (Tabela 3), apesar de se comportar como uma PFA negativa
como reportado por KANEKO (2009), ndo houve diferenca estatistica durante o pico da fase
inflamatdria mostrando-se ineficiente neste caso para 0 acompanhamento do processo

inflamatdrio (Tabela 3).
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Observou-se o pico de haptoglobina no M24h (Tabela 3) maior e diferente
estatisticamente (p<0,05) de M0. Sabe-se que a haptoglobina pode aumentar decorrente ao
estresse (MARTINEZ & SUBIELA et al., 2004), podendo justificar os valores basais
maiores que M45d uma vez que os animais foram transportados para cirurgia(MO0), coleta
de sangue (MO) e avaliacdo radioldgica (M0,M15d, M30 e M45d) fora do ambiente onde
foram adaptados. A dor, também considerada um fator estressante, desencadeia aumento de
cortisol circulante (TRALL, 2007) que juntamente com o &pice do processo inflamatério
(KENT, 1992, MURATA et al., 2004) é responsavel pelo aumento PFAs como observado
em M24h. Tais achados sugerem que esse conjunto de fatores significaram um estimulo
estressante superior ao de transporte ou contengdo para producgéo de haptoglobina.

Tabela 2. Valores médios seguidos do desvio padrdo da média (£) das proteinas de fase
aguda: proteina C reativa (mg/dL x 107), ceruloplasmina (mg/dL x 107),
haptoglobina (mg/dL), albumina (mg/dL) e transferrina (mg/dL) mensuradas no
soro de coelhos submetidos a ostectomia parcial do osso radial direito nos

momentos (M): pré-cirirgico (MO), 6, 24 e 36 horas (M6h, M24h e M36h), 7,
15, 21, 30 e 45 dias (M7d, M15d, M21d, M30d e M45d) do pos-cirdrgico.

M ProfeinaC  coryioplasmina  Albumina Haptoglobina  Transferrina
Reativa

MO 0,018 +0,007®® 0,175 +0,06® 3,635 +0,08® 0,168 +0,13"% 0,372 +0,09%
M6h 0,009 +0,003° 0,154 +0,06® 3,733 +0,04® 0,165 +0,04>% 0,342 + 0,02
M24h 0,009 +0,002° 0,186 +0,05% 3,445 +0,04* 0,375 +0,09° 0,332 +0,03%°
M36h 0,009 +0,003° 0,163 +0,05® 3,549 +0,03*¢ 0,210 +0,08%« 0,297 +0,03"
M7d 0,013 +0,005% 0,127 +0,03® 4,070 £0,04* 0,138 +0,05° 0,346 +0,10®
M15d 0,012 +0,004* 0,100 +0,03* 3,770 +0,04* 0,324 +0,22* 0,337 +0,05%
M21d 0,010 +0,004° 0,095 +0,03* 3,659 +0,05® 0,279 +0,25%° 0,321 +0,05%
M30d 0,011 +0,004° 0,170 +0,07® 3,032 +0,06* 0,090 +0,10% 0,252 + 0,04
M45d 0,019 +0,005* 0,131 +0,03* 2,750 +0,04 0,070 +0,01® 0,213 +0,07¢

Meédias seguidas de letras distintas nas colunas diferem entre si (p<0,05).

A caracterizacdo do leucograma de estresse de Meyes (1995) e (Bush, 2004)
condizem com a linfopenia observada em M6h e M24h juntamente com o pico maximo de
haptoglobina em M24h (Imagem 8). Houve um segundo pico em M15d, porém sem
diferenca significativa de MO, coincidindo com o transporte para a segunda avaliacdo
radiologica. Harvey e West (1987) descrevem que a haptoglobina tem funcdo moduladora

de linfécitos podendo ser observado a correlacdo do estresse, linfocitos e concentracdo de
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haptoglobina (Imagem 8). Apesar dos linfocitos ndo sugestionarem algum tipo de estresse
ligado ao segundo pico de haptoglobina (M15d), foi possivel observar na Imagem 9 que a
contagem de NS apresentou pequeno aumento numérico nesse momento. Em M30d e M45d
é possivel sugerir que os animais estavam mais adaptados ao transporte e conten¢do uma vez

que os valores dessa PFA foram menores.
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Imagem 8. Grafico comparativo entre médias transferrina, haptoglobina (mg/dL) e linfocitos (x
10%/ul) mensurados no soro de coelhos submetidos a ostectomia parcial do osso radial
direito nos momentos: pré-operatério (MO0), 6, 24 e 36 horas (M6h, M24h e M36h), 7, 15,
21, 30 e 45 dias (M7d, M15d, M21d, M30d e M45d) do p6s-cirdrgico.
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Imagem 9. Grafico comparativo entre médias transferrina, haptoglobina (mg/dL) e neutr6filos
segmentados (x 10%/ul) mensurados no soro de coelhos submetidos a ostectomia parcial
do osso radial direito nos momentos: pré-operatério (M0), 6, 24 e 36 horas (M6h, M24h
e M36h), 7, 15, 21, 30 e 45 dias (M7d, M15d, M21d, M30d e M45d) do pos-cirurgico.
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A transferrina apresentou decréscimo desde os primeiros momentos avaliados
atingindo pico negativo em M36h sendo diferente (p<0,05) de MO (Tabela 3). A analise
comparativa do perfil inflamatorio do ponto de vista leucométrico (concentragdo de
neutrdfilos segmentados) e PFAs na Imagem 9 revela que a transferrina apresenta resposta
a inflamagdo ja no M6h, momento o qual os NS estdo sendo sequestrados ao foco
inflamatorio e apresentam decréscimo na concentracao sérica como descrito por SWENSON
e REECE 1996. Apesar do pico méaximo da transferrina ser mais tardio em comparagéo a
haptoglobina foi possivel observar indicios logo no M6h, mostrando-se mais sensivel a
resposta de fase aguda (Imagem 8) corroborando com as afirmacdes de Murata et al., (2004),
Céron et al., (2005), Paltrinieri, (2007) que as PFAs podem antecipar o diagndstico de
afeccGes mesmo quando ainda em carater subclinica.

Observou-se que a concentracdo de hemoglobina foi menor no M36h, momento o
qual a transferrina apresentou o pico negativo significativo (p<0,05) (Imagem 10). Os
achados condizem com a descri¢do de KANEKO (2009) o qual descreve a transferrina como
negativa, sendo observado decréscimo nas suas concentracbes no M24h e M36h
concomitante ao pico da fase inflamatéria (M36h), tendo essa PFA resultados semelhantes
aos descritos em outras espécies tornando-as fidedignas para avaliacdo da evolugdo do
processo inflamatério. Céron e colaboradores (2005) descrevem que a transferrina esta
ligado ao transporte de ferro que constitui a hemoglobina e a¢do antibacteriana e antiviral
juntamente com a haptoglobina, As coletas de sangue sucessivas podem terem influenciado
na concentracdo de transferrina em M36h, entretanto o pico de haptoglobina em M24h
demonstra que ja havia um processo inflamatdrio e responsével pela alteragdo sérica das
PFAs. Sendo assim a avaliacdo em conjunto das PFAs com o hemograma favorece o

diagnostico mais preciso.
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Imagem 10. Grafico comparativo entre médias transferrina, haptoglobina (mg/dL) e hemoglobina
(g/dL) mensurados no sangue de coelhos submetidos a ostectomia parcial do 0sso radial
direito nos momentos: pré-operatério (M0), 6, 24 e 36 horas (M6h, M24h e M36h), 7, 15,
21, 30 e 45 dias (M7d, M15d, M21d, M30d e M45d) do pds-cirurgico.

CONCLUSOES

A haptoglobina e a transferrina foram as PFA que apresentaram melhor relagdo com
achados leucométricos e radioldgicos, favorecendo o diagndstico. O estresse foi um fator
que influenciou nos resultados de PFA como a haptoglobina, mas a avaliagdo em conjunto
com o leucograma auxiliou ao diagndstico da influéncia direta do estresse ou pelo processo
inflamatorio. Em geral as PFAs apresentam correlacdo positiva com o procedimento

ortopéedico avaliado auxiliando no diagndstico e prognostico.
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CAPITULO 3 - Consideracdes Finais

A partir do resultados obtidos e conclusdes resultante do estudo comparativo

a outros autores pode-se concluir algum pontos:

e O leucograma é indispensavel para avaliacdo do paciente e que as PFAs

auxiliam o acompanhamento do pos-cirargico ortopédico.

e As PFAs apresentam uma importancia diagnostica e prognostica favoravel,
sendo necessérios estudos mais aprofundados dentro das diversas proteinas
encontradas na analise eletroforética para determinar a que melhor se

encaixaria como proteina maioritaria.

e Apesar do método e eletroforese ser preciso, apds a utilizacdo deste para
definicdo das PFAs de maior importancia para determinada espécie seria ideal
o desenvolvimento de métodos de diagndstico rapido, eficientes e de custo

reduzido.

¢ A haptoglobina apesar de sofrer influéncia do estresse trazendo resultados
falso positivos, se associada aos resultados do leucograma e outras PFAs

podem auxiliar no prognéstico.

e Estudos complementares realizados com correcdo cirargica buscando a
consolidacéo direta e animais que s6 receberam tratamento por mobilizacédo
(sem procedimento cirdrgicos) tornam-se necessarios para avaliar melhor a

resposta das PFA perante a diferente tipos de protocolos ortopédicos.





