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PERFIL DE CITOCINAS PLASMATICAS E NO LiQUIDO PERITONEAL EM
BEZERROS PORTADORES DE HERNIA UMBILICAL ANTES E APOS
HERNIORRAFIA

RESUMO - As citocinas sdo mediadores necessarios para conduzir a resposta
inflamatoéria aos locais de infeccdo e lesdo, favorecendo a cicatrizacao
apropriada da ferida. Também sao indicadores sensiveis da reacao inflamatéria
pos-operatoria e podem ser indicadores de complicagdes cirurgicas graves. Os
objetivos foram determinar qual o perfil da resposta imunoldgico (Th1 ou Th2)
que os bezerros portadores de hérnias umbilicais apresentam antes e apos a
corregao cirurgica, por meio das variagdes das concentragbes das citocinas:
TNF-a, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A e IFN-y; e estabelecer intervalo de
referéncia para estas citocinas no plasma e no liquido peritoneal de bezerros
antes e apos a herniorrafia. A determinacdo das concentragbes das citocinas
foi realizada por meio de citometria de fluxo. Antes da cirurgia (momento 0) as
concentragbes plasmaticas de TNF-a estavam elevadas, e 24 horas apds a
cirurgia houve aumento das concentragdes plasmaticas de IL-4 e IL-10 no
grupo experimental. Nao houve aumento nas concentracbes de nenhuma
citocina no liquido peritoneal entre os grupos nos momentos avaliados.
Conclui-se que os animais portadores de hérnia umbilical antes da correcao
cirdrgica apresentaram uma resposta pré-inflamatéria (TNF-a). Apds a correcéo
cirurgica apresentaram um perfil de resposta Th2, ou seja, anti-inflamatéria (IL-
4 e IL-10) em comparagdo aos animais sadios. Sugerimos que os valores de
concentragcdes de citocinas no plasma e no liquido peritoneal encontrados
neste estudo possam ser utilizados como intervalos de referéncia para a

especie.

Palavras-chave: bovinos, interleucinas, citometria de fluxo, resposta

imunoldgica



PLASMA AND PERITONEAL FLUID CYTOKINE PROFILE OF CALVES
UMBILICAL HERNIA BEFORE AND AFTER HERNIORRAPHY

SUMMARY - Cytokines are mediators necessary to drive the local
inflammatory response to infection and injury, promoting proper healing of the
wound. Also are sensitive indicators of postoperative inflammatory reaction and
can be indicators of serious surgical complications. The objectives of this study
were to determine the profile of the immune response (Th1 or Th2) in calves
with umbilical hernias before and after herniorraphy by measuring the plasma
and peritoneal fluid concentrations of TNF-a, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A and
IFN-y, and to establish a reference range for these cytokines in plasma and
peritoneal fluid from calves before and after the hernia repair. The
concentrations of cytokines was determined by flow cytometry. Plasma
concentrations of TNF-a were high before surgery (time 0), whereas an
increase in plasma concentrations of IL-4 and IL-10 was observed at 24 hours
after surgery there was in the experimental group. There was no increase in
concentrations of any cytokine in the peritoneal fluid between groups during the
moments evaluated. It is concluded that animals with umbilical hernia before
surgical correction showed a pro-inflammatory (TNF-a) response. After surgery,
a Th2 anti-inflammatory response (IL-4 and IL-10) was observed compared to
healthy animals. We suggest that the plasma and peritoneal fluid cytokine
concentrations observed in this study might be used as reference intervals for

calves.

Keywords: cattle, interleukines, flow cytometry, immune response.
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I. INTRODUGAO

As hérnias umbilicais representam o defeito congénito mais comum em
bezerros (POTTTER, 2007; TRENT; SMITH, 1984). Podem ocorrer em todas
as ragas de bovinos e sdo determinadas por fatores hereditarios (MULLER et
al., 1988; RINGS, 1995) ou estdo associadas secundariamente com onfalites
(RINGS, 1995). Nos bezerros a incidéncia é de 8 a 30% (BAHR; DISTL, 2005;
PEIRO et al., 2009), enquanto que em potros é de 0,5 a 2% (PEYTON, 1981;
ROBERTSON, 1980), podendo ocorrer complicagdes como o encarceramento
e estrangulamento de alca intestinal em ambas as espécies (RINGS, 1995).

As hérnias sdo compostas por um anel e saco herniario, peritbnio que
podem conter liquido peritoneal e visceras. A viscera mais encontrada como
conteudo herniario em bezerros é o abomaso, associado ou n&do ao omento
(RINGS, 1995). Ao nascimento podem apresentar-se pequenas € aumentarem
conforme a idade e desenvolvimento dos reservatorios gastricos (ANDERSON,
2004). Quando simples (sem complicagdes) sao redutiveis, enquanto nas
formas complicadas pode haver encarceramento de visceras geralmente com
estrangulamento ou infecgdo concomitante das estruturas umbilicais
(ANDERSON, 2004). Hérnias com um diametro do anel herniario menor de
dois cm frequentemente regridem sem tratamento (GREENWOOD; DUGDALE,
1993; RILEY et al., 1996). Para hérnias maiores que nao se resolvem
espontaneamente, e aquelas que sao irredutiveis ou associadas a
estrangulamento intestinal, a herniorrafia € recomendada (GREENWOOD;
DUGDALE, 1993; RILEY et al., 1996).

A analise do liquido peritoneal é considerada um meio auxiliar de
diagndstico nas desordens abdominais de bovinos, pois através do liquido
peritoneal pode-se analisar celularidade e caracteristicas proteicas indicando
ou ndo uma inflamagcdo da cavidade peritoneal (OEHME, 1969). Lesbes
adicionais ou complicagdes podem desenvolver-se durante o pdés-operatério
(ANDERSON et al. 1993; PEIRO et al., 2009) e a determinacdo prévia dos
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valores das variaveis do liquido peritoneal no pds-operatério € importante para
a subsequente analise e interpretacdo dos achados no liquido peritoneal
(ANDERSON et al., 1994). Em equinos, a analise do liquido peritoneal € usada
para estabelecer o prognostico em casos de dor abdominal (ALLEN et al.,
1986; ORSINI et al.,, 1991). Esta demonstrado que os valores de referéncia
estabelecidos para constituintes do liquido peritoneal de bovino adulto sadio
nao podem ser aplicados para interpretagcéo do resultado da analise de liquido
peritoneal de bezerros normais (ANDERSON et al., 1995; MENDES et al.,
2005) ou com hérnia umbilical (PEIRO et al., 2009).

As citocinas sao polipeptideos produzidos em resposta a micro-
organismos e outros antigenos, que mediam e regulam reagdes imunoldgicas e
inflamatdrias (ABBAS et al., 2009). Sdo mediadores necessarios para promover
a resposta inflamatéria aos locais de infeccdo e lesdo, favorecendo a
cicatrizacdo apropriada da ferida. No entanto, a producdo exagerada de
citocinas pré-inflamatérias a partir da lesdo pode manifestar-se sistemicamente
com instabilidade hemodindmica ou disturbios metabdlicos (LIN et al., 2000;
OLIVEIRA et al., 2011; SOMMER; WHITE, 2010). Apés lesdes ou infec¢des
graves, a resposta exacerbada e persistente de citocinas Th1 pode contribuir
para lesbes em o6rgao-alvo, levando a insuficiéncia de multiplos 6rgaos e a
morte. As citocinas Th2 podem minimizar alguns desses efeitos indesejaveis
(LIN et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2011; SOMMER; WHITE, 2010). Em geral
sao indicadores sensiveis da reacao inflamatéria pds-operatoria, assim como
de complicagbes cirurgicas graves (JANSSON et al., 2004). Portanto, a
monitoracdo das concentragbes de citocinas no liquido peritoneal apds a
cirurgia gastrointestinal eletiva pode ser usada como indicador de complica¢des
intra-abdominais (HERWIG et al., 2002; ZHU et al., 2013).
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Il. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Células T helper (Th) - Citocinas

As citocinas sao polipeptideos ou glicoproteinas extracelulares,
hidrossoluveis, variando entre 8 e 30 kDA. Sao produzidas por diversos tipos
de células no local da leséo e por aquelas do sistema imunoldgico através da
ativacao de proteinoquinases por mitdgenos. Elas atuam especialmente por
mecanismos paracrino (em células vizinhas) e autocrino (nas proprias células
produtoras). Algumas citocinas podem ter agdes pré- (Th1) ou anti-
inflamatdrias (Th2), de acordo com o microambiente no qual sdo produzidas
(CURFS et al.,, 1997; LIN et al., 2000; SOMMER; WHITE, 2010). Estudos
recentes em equinos indicam que a expressdo de mRNA de citocinas em
potros € muitas vezes quantitativamente menor que a de cavalos adultos,
sugerindo que as células T dos potros ainda ndo estdo totalmente maduras
para esta fungao (MEALEY et al., 2007; SHEORAN et al., 2000; WAGNER et
al., 2010). Em bovinos, os neonatos sédo deficientes na resposta Th1, porém
ap6s a ingestdo do colostro adquirem um perfil imunolégico Th1 que se
mantem até completarem 15 dias de vida, quando as citocinas nao sao mais
detectaveis (MADUREIRA, 2011; YAMANAKA et al., 2003).

Os antigenos-ativados naturais das células T CD4+ podem se
diferenciar em varias linhagens de células T efetoras, incluindo as células T
helper 1 (Th1), T helper 2 (Th2), T helper folicular (Tfh), T helper 9 (Th9), T
helper 17 (Th17), assim como varias subpopulacdées de células T regulatérias
incluindo células T regulatérias naturais FOXP3+CD4+CD25+ (nTreg), células
T regulatérias induzidas FOXP3+ ou FOXP3- (iTreg), incluindo as células T
regulatérias tipo 1 (Tr1) e células T helper tipo 3 (Th3) (CHEN et al., 2010).

Como nao é possivel classificar as citocinas quanto a célula de origem
ou quanto a sua fungao bioldgica, elas foram agrupadas em interleucinas (IL,

numeradas sequencialmente de IL-1 a IL-35), fator de necrose tumoral (TNF),
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quimiocinas (citocinas quimiotaticas), interferons (IFN) e fatores de crescimento
mesenquimal (RAEBURN et al., 2002; SOMMER; WHITE, 2010).

2.2 Fator de necrose tumoral (TNF-a)

O TNF-a é uma citocina usualmente presente na resposta imunoldgica
mediada por células, assim descrita com base em estudos realizados em
camundongos (GENOV; SOLE, 2007). Conhecido como caquexina, sendo uma
citocina pro- inflamatdria produzida principalmente por monécitos, macrofagos
e linfocitos-T, sendo abundantes no peritbnio e no tecido esplancnico
(OLIVEIRA et al., 2011).

Estudos imunolégicos desenvolvidos em modelos murinos podem ser
limitados por diferengcas entre as espécies, desta forma nao refletem o
verdadeiro ambiente imunoldgico apresentado por algumas doengas do homem
(GENOV; SOLE, 2007). Estudos realizados em humanos sobre a transferéncia
de citocinas via placentaria e os componentes do colostro/leite tém sugerido o
papel das citocinas maternas tais como IL-1, IL-6, TNF-a, na protecao
imunolégica de neonatos e na modulacdo do desenvolvimento do sistema
imune neonatal, durante a colonizagao de bactérias comensais (BOCCI et al.,
1993). No entanto, a maioria desses estudos nao avaliou os multiplos tipos
(Th1, Th2 e T regulatério tipo 1 [Tr1]) de citocinas de seus perfis ao longo da
infancia (NGUYEN-VERMILLION et al., 2006).

Apo6s procedimento cirurgico, trauma ou durante as infecgdes, o TNF-a é
considerado um dos mediadores mais precoces e potentes da resposta
inflamatdria. Embora sua meia vida plasmatica seja de 20 minutos, é suficiente
para provocar mudancas metabdlicas e hemodinamicas importantes e ativar
outras citocinas distantes (CURFS et al., 1997; OLIVEIRA et al.,, 2011
RAEBURN et al., 2002).
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2.3 Interleucina-2 (IL-2)

E uma proteina de 15 kDa produzida principalmente por células T-CD4 e
em menor quantidade por células T-CD8 (OLIVEIRA et al.,, 2011). Induz a
produgao de outras citocinas como, por exemplo, IFN-y e TNF-a, resultando na
ativacdo de monacitos, neutréfilos e células “natural killer” (NK). Desse modo,
fica evidente que a IL-2 contribui para a geragdo e propagacao de respostas
imunoldgicas especificas ao antigeno (CURFS et al., 1997; OLIVEIRA et al.,
2011; RAEBURN et al., 2002). Tem sido estudada sua aplicagdo clinica, na
terapia oncoldgica, imunodeficiéncia e rejeicdo de transplantes (CHAVEZ et al.,
2009; OLIVEIRA et al., 2011). E a principal citocina responsavel por ativar a
proliferagdo, diferenciacdo e sobrevivéncia de células T maduras periféricas
depois se tornarem ativadas pelo antigeno (OLIVEIRA et al., 2011).

Atua nas células B tanto como um fator de crescimento quanto como um
estimulo para sintese de anticorpos. Esta funcdo foi demostrada in vitro.
(ABBAS et al., 2009). Ap6s a administragdo subcutanea ocorre a absorgdo em
1 hora, seguida por excregdo renal, de modo que as concentragdes
plasmaticas maximas ocorrem entre 2 a 3 horas e sédo detectaveis ainda apos
12 a 16 horas da aplicacdo. Os sinais cardinais da inflamacgao (ou seja, rubor,
calor, dor e tumor) sao devidos a acao da IL-2, a ativacdo de células NK e
células T, que em seguida, produz citocinas pro-inflamatérias, levando ao
extravasamento de plasma e células no local da aplicagédo de IL-2 (SMITH,
2003).

2.4 Interleucina-4 (IL-4)

E uma proteina de 15 kDa, com propriedade anti-inflamatéria e
produzida por linfécitos T-CD4, mastdcitos, eosindfilos e basofilos. Tem agao
sobre linfocitos T e B, células NK, mastdcitos, sinovidcitos e IgE, que séo
imunoglobulinas importantes nas respostas alérgicas e anti-helminticas
(OLIVEIRA et al., 2011).
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A IL-4 juntamente com a IL-13 contribui para uma forma alternativa de
ativacdo dos macrofagos que é distinta da resposta dos macrofagos ao IFN-y.
Os efeitos da IL-4 sobre os macrofagos incluem a indugao de arginase levando
a produgao de colageno, e expressao aumentada de receptor a manose, que
promove a fagocitose de micro-organismos (ABBAS et al., 2009).

Tem potencial terapéutico em muitas situagdes clinicas, como por
exemplo, em psoriase, osteoartrite, linfoma e asma (O'BYRNE, 2006; REN;
ZHOU, 2009).

2.5 Interleucina-6 (IL-6)

E uma glicoproteina de 22 a 27 kDa, secretada por muitos tipos de
células, como macrofagos, mondcitos, eosindfilos, hepatdcitos e da glia, sendo
TNF-a e IL-1 potentes indutores; causa febre e ativa o eixo hipotalamo-
hipofisario-adrenal, usando os receptores a (IL-6Ra) e a subunidade gp 130
(glicoproteina 130) (OLIVEIRA et al., 2011; SOMMER; WHITE, 2010). E um
dos mais precoces e importantes mediadores de indugao e controle da sintese
e liberagdo de proteinas de fase aguda pelos hepatdcitos durante estimulos
dolorosos, como trauma, infeccdo, cirurgias e queimadura (LIN et al., 2000). E
considerado um marcador relevante de lesdo tecidual durante um
procedimento cirurgico, em que o0 aumento excessivo e prolongado esta
associado a uma morbidade pés-operatoria maior (GEBHARD et al., 2000).

A IL-6 é uma citocina pleiotrépica que influencia a resposta imune
antigeno-especifica e reacgdes inflamatorias, sendo um dos maiores
mediadores da fase aguda. Tem ainda acdo importante na atragdo de
eosindfilos para o local de inflamacdo (HEINRICH et al., 1990; VARELLA;
FORTE, 2001).

2.6 Interleucina-10 (IL-10)
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E um polipeptideo n&o glicosado com cerca de 18 kDa, sintetizado em
células imunoldgicas e tecidos neuroenddcrino e neural (LIN et al., 2000). Inibe
as citocinas pro-inflamatdrias, principalmente TNF-a, IL-1 e IL-6, produzidas por
macrofagos e mondcitos ativados, estimulando a produgdo enddégena de
citocinas anti-inflamatorias (ASADULLAH et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2011).

O efeito principal da IL-10 € inibir a sintese de outras citocinas, como o
IFN-y, IL-2, IL-12, TNF-B. Inibe ainda a proliferacdo de células Th1, mas nao de
Th2, diminuindo ainda a fungao citolitica e secretora de citocinas por Th1 e
facilitando o desenvolvimento de respostas Th2. A IL-10 atua como um co-
estimulador para a proliferagdo de mastocitos e seus progenitores
(THOMPSON-SNIPES et al., 1991; VARELLA; FORTE, 2001).

2.7 Interleucina-17A (IL-17A)

Nos ultimos anos, a importancia da IL-17 € muitas vezes mencionada no
contexto da inflamacao intestinal, tanto aguda como crénica, nos pacientes
humanos (FUJINO et al., 2003; MENSINKOVA et al., 2013). A IL-17 é muito
importante em diversas doencas inflamatdrias em varias espécies animais, mas
ainda ha poucos resultados sobre o papel da IL-17 nos animais de grande
porte e animais de estimacdo (MENSINKOVA et al., 2013). Estudos
descobriram que as células T CD4 + TH17 produtoras de IL-17 foram
responsaveis pela inflamagcao em dois modelos de doenga autoimune em ratos,
a encefalomielite autoimune experimental e a artrite induzida (DONG, 2006;
GABR et al., 2011). Estes achados sugerem um papel potencial para as células
TH17 na regulagdo de varios processos inflamatérios (DONG, 2006; GABR et
al., 2011).

As células TH17 aparecem nos locais de inflamagao com rapida cinética.
Através da inducdo potente de quimiocinas, as células TH17 poderiam
preencher a lacuna entre a imunidade inata e adaptativa e atrair outros
subconjuntos de células T auxiliares para os locais de infecgdo na fase

posterior do processo inflamatorio. Além TH17 produzir IL-17A, também produz
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IL-17F e estas tem fungdes de induzir a produgao de citocinas pro-inflamatérias
(IL-6, TNF-a e IL-1B), quimiocinas e metaloproteinases para varios tecidos e
tipos celulares, ou seja, induzindo inflamagao e o recrutamento de neutrdfilos
(BETTELLI et al., 2008)

2.8 Interferon gama (IFN-y)

O IFN-y tem atividade anti-viral e anti-parasitaria, mas sua principal
atividade €& imunomoduladora. Entre as principais atividades do [IFN-
y encontram-se a inibicdo da proliferacdo de células que sintetizam IL-4, IL-5,
IL-6, IL-10, IL-13 e a diminuicdo da producgao de algumas imunoglobulinas em
situagdes especiais, como IgG 1, IgG 4 e IgE ( VARELLA; FORTE, 2001).

As fungdes do IFN-y sdo importantes na imunidade mediada por células
contra micro-organismos intracelulares. As subclasses de IgG induzidas pelo
IFN-y se ligam a receptores Fcy nos fagécitos e ativam o complemento, e
esses dois mecanismos promovem a fagocitose de micro-organismos
opsonizados. Assim, o IFN-y induz respostas de anticorpos que também
participam na eliminacdo de micro-organismos medida por fagocitose, de
comum acordo com os efeitos diretos de ativagdo dos macréfagos exercidos
por esta citocina (ABBAS et al., 2009).

A presenca de IFN-y é esperada na evolugdo normal da ferida, induzindo
sua remodelacao pela expressao de colagenase (DANS et al., 1994; DE VITTA
et al., 2006; TAMAI et al., 1995). Entretanto, concentracbes elevados de IFN-y
inibem a fase proliferativa da cicatrizacdo de feridas pela diminuicdo do
acumulo de colageno e causando enfraquecimento da tensdo da ferida
(CORNELISSEN et al., 2000; ISHIDA, et al., 2004; SHEN et al., 2012).

Desta forma, os objetivos deste estudo foram:

e Determinar qual o perfil da resposta imunoldgica (Th1 ou Th2) que os
bezerros portadores de hérnias umbilicais apresentam antes e apds a corregao
cirurgica, por meio das variagdes das concentragdes das citocinas: TNF-q, IL-2,
IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A e IFN-y.
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e Estabelecer intervalo de referéncia para estas citocinas no plasma e no

liquido peritoneal de bezerros antes e apds a herniorrafia.
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ll. MATERIAL E METODO

3.1 Animais

Vinte bezerros, raga Holandesa, idade variando entre 45 dias a 8 meses,
machos e fémeas, foram distribuidos em 2 grupos: controle (animais sem
alteragcdo na regidao umbilical, n=10) e experimental (animais portadores de
hérnias umbilicais, n=10). Todos os animais foram vermifugados com
albendazol por via subcutanea, mantidos em pasto de “tifton”, receberam agua
ad libitum e concentrado (racdo comercial). Animais lactentes receberam leite
por meio de mamadeira. Os animais incluidos neste estudo foram avaliados
clinicamente e somente bezerros com valores normais de hemograma foram
incluidos neste estudo. Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) local.

3.2 Delineamento experimental

Os animais sadios e com hérnia umbilical provenientes de 6
propriedades diferentes da regido de Aracatuba-SP e retornaram as
propriedades de origem ap6és o término deste estudo. Todos os animais foram
submetidos a exame fisico, sedagdo e colheita do sangue e do liquido
peritoneal no periodo da manha. Nos animais com hérnia, as colheitas foram
realizadas no momento 0 (realizado imediatamente anterior a cirurgia), 1, 3, 5,
7 e 15 dias apos a cirurgia (Figura 1). Estes momentos de colheita foram
coincidentes para os animais do grupo controle (ndo portadores de hérnia
umbilical) com a mesma manipulagdo realizada no grupo experimental, no

entanto sem a realizagao do procedimento cirurgico (Figura 2).

'Agebendazol a 15%, Agener Uni&o, S&o Paulo, SP, Brasil.
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DIAS 0 1 3 5 7 10 15
1semana (%) 1 dia
Chegada Colheita Colheita Colheita Colheita
Pesag}em Cirurgia_
Vermifugo
Hemograma Colheita Colheita Retirada Retorno
dos pontos
Hemograma

FIGURA 1 — Esquema representando os momentos experimentais nos animais
do grupo experimental (animais com hérnia umbilical submetido ao
procedimento cirurgico).

DIAS 0o 1 3 5 7 15
1 semana () 1dia
Chegada Colheita Colheita Colheita Colheita
Pesagem
Vermifugo
Hemograma Colheita Colheita Retorno
Hemograma

FIGURA 2 — Esquema representando os momentos experimentais nos animais
do grupo controle (animais sadios nao submetidos ao procedimento
cirurgico).

Apenas nos animais que passaram por procedimento cirurgico (grupo
experimental) foi realizado curativo diario com polivinil pirrolidona iodo?,
repelente e ducha de agua durante 20 minutos, além de antibioticoterapia com
oxitetraciclina de longa durac&o® a cada 48 horas por via intramuscular, no total
de 5 aplicacbes. Os pontos foram removidos no décimo dia do pds-operatorio.

Imediatamente apds as colheitas, as amostras de liquido peritoneal e de
sangue colhidas em tubos contendo citrato de sédio* foram centrifugadas a

10.000 rpm durante 5 minutos. O sobrenadante do liquido peritoneal e o

“Antisséptico Riodeine Tépico 10% (PVPI), Rioquimica, S4o José do Rio BRetBrasil.
*Terramicina LA 20%, Pfizer Ltda, Campinas, SP, Brasil.
“Tubo citrato de Sédio 3,2%, Labor Import, Osasco, SP, Brasil.



23

plasma foram aliquotados em tubos de polipropileno® de 1,5 mL e congelados a
-80°C até o momento de quantificagido das citocinas. As amostras de sangue
colhidas em tubos a vacuo contendo EDTA® foram homogeneizadas e
utilizadas para realizacdo de hemograma em um contador automatico de

células’.

3.3 Amostras
3.3.1 Sangue

O sangue foi colhido, em duplicata, em tubos a vacuo contendo EDTA®,
para a realizagdo do hemograma de cada animal por meio de um contador
automatico de células7, e citrato de sodio* para a analise das citocinas IL-2, IL-
4, IL-6, IL-10, IFN-y, TNF-a e IL-17A. As colheitas ocorreram no momento 0
(imediatamente anterior a cirurgia), 1, 3, 5, 7 e 15 dias apos a cirurgia. Estes
momentos de colheita foram coincidentes para os animais do grupo controle

(ndo portadores de hérnia umbilical).

3.3.2 Liquido peritoneal

O liquido peritoneal foi colhido de acordo com a técnica de Burton et al.
(1997) e Peir6 et al. (2009) e transferido para tubos contendo citrato de sédio®,
a fim de se efetuar a quantificagdo das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y,
TNF-a e IL-17A. As colheitas ocorreram nos momentos 0 (imediatamente
anterior a cirurgia), 1, 3, 5, 7 e 15 dias apods a cirurgia. Estes momentos de
colheita foram coincidentes para os animais do grupo controle (ndo portadores
de hérnia umbilical).

Os bezerros foram sedados com diazepam® (0,05 mg/kg de peso vivo,
IV) e xilazina® (0,05 mg/kg peso vivo, IM), e posicionados em decubito lateral

®MCT-150-C, Axygen, Corning, Nova York, EUA.
®vacutainer, BD, Plymouth, Reino Unido.
"BC-2800Vet, Mindray, Shenzhen, Guangdong, China.
8Compaz, Cristalia, Itapira, SP, Brasil..
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esquerdo com o membro pélvico direito abduzido dorsal e caudalmente. Os
pélos foram tricotomizados sobre uma area de aproximadamente 15 cm de
diametro dorsal e caudal ao umbigo e em um segundo ponto localizado no
centro da regido inguinal (10 cm caudal a cicatriz umbilical e 10 cm
lateralmente em dire¢cdo a regido inguinal). A pele em ambos os locais foi
preparada assepticamente com polivinil pirrolidona iodo?. No primeiro ponto
para a realizacdo da abdominocentese (oposto a cicatriz umbilical, quatro a
cinco cm dorso- lateral a partir da linha branca) foi inserida uma agulha 14G x
59 mm penetrando inicialmente o subcutdaneo e finalmente a cavidade
abdominal, em sentido caudal a cicatriz umbilical, mantendo a agulha paralela
a parede abdominal para evitar perfuracdo de algas intestinais ou 6rgaos
abdominais. Um cateter de poliestireno' (30,4 cm de comprimento) foi passado
pelo interior da agulha e uma seringa estéril de 20 mL foi acoplada ao cateter
para permitir a aspiragdo do liquido peritoneal. O cateter foi movido
delicadamente, em seu comprimento total e em todas as dire¢gdes (dorsal,
caudal ou ventralmente), enquanto o émbolo foi tracionado, dentro da cavidade
abdominal para maximizar a colheita do liquido peritoneal. Quando a amostra
no primeiro local foi de volume inadequado ou n&o permitiu a colheita do liquido
peritoneal, foi realizada nova tentativa de colheita no centro da regido inguinal,
utilizando-se a mesma técnica descrita anteriormente. O liquido peritoneal foi
transferido para tubos contendo citrato de soédio®. As amostras foram
centrifugadas a 10.000 rpm durante 5 minutos e transferidas para tubos de
polipropileno® (1,5 mL) sendo congeladas a -80°C até o momento da

quantificacao.

3.4 Procedimento Cirurgico
Os bezerros foram sedados com diazepam® (0,05 mg/kg de peso vivo,

IV) e xilazina® (0,05 mg/kg peso vivo, IM), e posicionados em decubito dorsal.

°Coopazine, Coopers, Cotia, SP, Brasil.
19.cath, Becton-Dickinson Ltd., Juiz de For a, MG, Brasil.
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O pélo foi tricotomizado sobre uma area de aproximadamente 15 cm de
didmetro dorsal e caudal ao umbigo. A pele e a parede abdominal préxima ao
anel herniario foram infiltradas com lidocaina a 2%"". Apoés a antissepsia da
pele com polivinil pirrolidona iodo?, uma incisdo fusiforme da base do umbigo
foi realizada na pele e tecido subcutdneo com bisturi. A cavidade abdominal foi
aberta por meio de uma incisao sobre a linha branca imediatamente cranial a
base do saco herniario e a exploracdo da cavidade abdominal foi feita pela
palpacao digital cuidadosa para verificar possiveis aderéncias de 6rgaos
abdominais ao anel ou ao saco herniario. Em seguida, procedeu-se a
ressec¢cao do saco herniario em toda a sua extensdo com o auxilio de uma
tesoura curva de Metzenbaum de pontas rombas. O anel herniario foi suturado
no padrao sultan com fio inabsorvivel de poliéster trangado com cobertura
nimero 2 agulhado'. O tecido subcutaneo foi aproximado com fio absorvivel
de poliglactina 910 2-0 agulhado™ no padrédo Cushing. Finalmente, a sutura de

pele foi realizada com fio de nailon 2-0 agulhado'® no padréo Wolf.

3.5. Determinacdo das concentragées de citocinas plasmaticas e no
liquido peritoneal por citometria de fluxo (CBA)

As concentracdes de TNF-q, IL-2 e IFN-y (Th1); IL-4, IL-6, IL-10 (Th2) e
IL-17A foram mensuradas nas amostras plasmaticas dos bezerros, e também
no liquido peritoneal, pelo método Cytometric Bead Array (CBA), que emprega
uma mistura de seis esferas de poliestireno de intensidades de fluorescéncia
distintas, recobertas com anticorpos especificos para o painel de citocinas
humanas. Essa metodologia permite a avaliagdo simultdnea de diversas
citocinas no mesmo ensaio, empregando volumes pequenos de amostra.
Brevemente, aliquotas de 25 pL de liquido peritoneal e de plasma, aliquotas de
25 pL dos padrdes de citocinas submetidas a diluicdo seriada com diluente

Y idovet, Bravet Ltd., Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

?Ethibond Excel, Johnson & Johnson Ltda., S&o José dos CasihdBrasil.
3vicryl 11, Johnson & Johnson Ltda., S&o José dos Campos, rasi|.B
“Mononylon, Jonson & Jonson Ltda., S&o José dos CampoBraa#,
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(5.000 pg/mL, 1:2 — 2.500 pg/mL, 1:4 — 1.250 pg/mL, 1:8 — 625 pg/mL, 1:16 —
312,5 pg/mL, 1:32 — 156 pg/mL, 1:64 — 80 pg/mL, 1:128 — 40 pg/mL e 1:256 —
20 pg/mL) e 25 uL de diluente apenas (controle negativo) foram transferidos
para tubos de poliestireno de 5 mL. Em seguida, em cada tubo foram
adicionados 15 pL da mistura de esferas de captura conjugadas com
anticorpos monoclonais anti-TNF-a, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IFN-y, com
subsequente incubagao por 30 minutos, a temperatura ambiente, ao abrigo da
luz. Apds a incubacéao, as esferas de captura foram lavadas com 500 pL de
tampao de lavagem, centrifugadas a 600 x g por sete minutos a 18°C e o
sobrenadante foi cuidadosamente aspirado e descartado. As esferas foram
incubadas em 20 yL de uma solugdo de anticorpos monoclonais anticitocinas
humanas, conjugados com o fluorocromo PE (FL-2) por 90 minutos, a
temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Apds incubacao, as esferas de captura
foram lavadas com 500 uL de tampao de lavagem, centrifugadas a 600 x g por
sete minutos a 18°C e o sobrenadante cuidadosamente aspirado e descartado.
Apos centrifugagao, as esferas foram ressuspendidas em 250 uL de reagente F
e imediatamente analisadas em citdmetro de fluxo'. A aquisicdo dos dados
(2500 eventos) foi realizada a 488 nm. Os resultados foram expressos como

medianas da concentracao de citocinas (pg/mL).

3.6. Analise estatistica
Todos os dados foram comparados entre bezerros portadores ou nao
de hérnias umbilicais em um periodo de 15 dias para se excluir a possibilidade
do efeito de paracenteses seriadas no liquido peritoneal. Os dados foram
submetidos a analise de varidancia (ANOVA) com medidas repetidas entre os
momentos estudados®®. A quantificacdo das citocinas no plasma e no liquido
peritoneal foi realizada através do software'” desenvolvido pelo fabricante. Os

dados ndo paramétricos foram analisados pelo teste de Friedman. As

Baccuri C6, BD, San Jose, California, EUA.
1®*SAS- SPSS STATISTIC versdo 22.0, 2013
YECAP ARRAY v3, versao 3.0.19.2091, BD, San Jose, Califérnia, EUA
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diferengas entre os valores das medianas ao longo do tempo dentro de cada
grupo foram comparadas pelo teste de Dunn. O teste de Mann-Whitney foi
utilizado para se comparar os grupos no mesmo momento. Os dados sado
apresentados como mediana (intervalo de confianga). Os testes foram

considerados significantes quando o valor de P< 0,05.
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IV. RESULTADOS

Procedimento cirurgico: Nao houve complicagcbes durante a
herniorrafia, nem durante o pds-operatério de todos bezerros do grupo
experimental.

A incisao realizada na linha branca variou de 4 a 8 cm de extensédo, e os
bezerros nao tiveram infecgao antes ou depois da herniorrafia.

Achados no liquido peritoneal: Nao foram encontradas alteracdes
(p>0,05) nas concentragbes de citocinas no liquido peritoneal durante os
momentos avaliados nem no grupo experimental e nem no controle.

Achados no plasma: Antes da cirurgia (momento 0), as concentragoes
plasmaticas de TNF-a ja se encontravam aumentadas nos animais portadores
de hérnias umbilicais em relagdo aos animais do grupo controle (Tabela 1). Em
comparagao com os valores basais da concentragao plasmatica de citocinas
em bezerros portadores de hérnias umbilicais, aumentos significativos de IL-4
(Tabela 6) e IL-10 (Tabela 7) foram detectados 24 horas apds a cirurgia. Apds
7 dias do pés-operatério somente foi detectado aumento das concentracdes
plasmaticas de IL-10 (Tabela 7) no grupo experimental. Em bezerros do grupo
controle, ndo ocorreu alteragdo nas concentragdes plasmaticas das citocinas
nos momentos avaliados.

Os valores das concentragdes plasmaticas e do liquido peritoneal das
citocinas TNF-a, IL-2, IL-6, IFN-y, IL-17A, IL-4 e IL-10 nos grupos estudados
estao descritos nas Tabelas de 1 a 7, respectivamente.

A representagdo grafica das concentragbes plasmaticas de citocinas
humanas (TNF-q, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A e IFN-y) e os deslocamentos
dos respectivos “clusters” nos momentos avaliados (0, 1, 3, 5, 7 e 15 dias) no
grupo controle e no experimental, além do controle de qualidade demostrando
os sete picos individuais de cada citocina, estao representados nas Figuras 3 e
4.
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Foi realizado “blast”'®

(comparagdo das sequéncias de aminoacidos)
entre as citocinas humanas e as da espécie bovina (Bos taurus) observando-se
a seguinte homologia: TNF 80% (187/234 aa), IL-2 65% (101/155 aa), IL-4 57%
(87/153 aa), IL-6 53% (112/210 aa), IL-10 77% (137/177 aa) e IL-17A 75%

(103/137 aa), IFN-y 62% (102/165 aa).

Bhttp://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE TYPE=BlastSearch&LINK LOC=
blasthome



http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
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Tabela 1 — Concentragbes de TNF-a em amostras plasmaticas e de liquido
peritoneal obtidas de bezerros da raca Holandesa sem hérnia
(Grupo Controle) e com hérnias umbilicais (Grupo Experimental),
antes (basal) e em momentos (dias) apos a herniorrafia realizada no
dia 0 (momento 0). Os dados sido apresentados como mediana
(intervalo de confianga)

Plasma Liquido Peritoneal
Variavel Momentos Grupo Grupo Grupo Grupo
(pg/mL) (dias) Experimental Controle Experimental Controle
(n=10) (n=7) (n=9) (n=8)
0 0,71 A 0,00B 0,00 0,07
(0-1,88) (0-1,43) (0-0,83) (0-0,68)
] 0,23 0,20 0,00 0,19
(0-3,53) (0-1,84) (0-2,47) (0-2,06)
0,37 0,41 0,00 0,53
° (0-1,35) (0-3,34) (0-0,46) (0-1,46)
TNF-a
0,53 1,20 0,34 0,63
> (0-2,18) (0-2,19) (0-1,72) (0-1,56)
0,13 0,12 0,00 0,31
! (0-1,66) (0-2,1) (0-0,53) (0-1,82)
15 0,47 0,00 0,34 0,39
(0-1,53) (0-0,8) (0-1,23) (0-1,39)

Medianas seguidas de letras maiusculas distintas na linha diferem entre si (p < 0,05).
Auséncia de letras nas colunas indica que nao existe diferenca significativa entre os
momentos (p > 0,05).
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Tabela 2 — Concentragbes de IL-2 em amostras plasmaticas e de liquido
peritoneal obtidas de bezerros da raca Holandesa sem hérnia
(Grupo Controle) e com hérnias umbilicais (Grupo Experimental),
antes (basal) e em momentos (dias) apos a herniorrafia realizada no
dia 0 (momento 0). Os dados sado apresentados como mediana

(intervalo de confianga)

Plasma Liquido Peritoneal
Variavel Momentos Grupo Grupo Grupo Grupo
(pg/mL) (dias) Experimental Controle Experimental Controle
(n=10) (n=7) (n=9) (n=8)
0,95 0,00 0,00 0,31
0 (0-2,39) (0-1,81) (0-1,47) (0-0,99)
] 0,51 0,49 0,00 0,17
(0-3,42) (0-1,35) (0-1,57) (0-1,49)
0,97 0,61 0,92 0,46
Lo ° (0-1,49) (0-1,96) (0-1,63) (0-2,07)
0,39 0,34 0,00 0,44
> (0-2,55) (0-1,75) (0-1,81) (0-2,18)
0,62 0,49 0,00 0,86
! (0-2,12) (0-1,35) (0-1,15) (0-1,72)
15 0,84 0,00 0,10 0,71
(0-2,03) (0-0,84) (0-1,72) (0-1,43)

Auséncia de letras nas linhas indica que nao existe diferenga significativa entre os

grupos (p > 0,05).

Auséncia de letras nas colunas indica que ndo existe diferenga significativa entre os

momentos (p > 0,05).



32

Tabela 3 — Concentragbes de IL-6 em amostras plasmaticas e de liquido
peritoneal obtidas de bezerros da raca Holandesa sem hérnia
(Grupo Controle) e com hérnias umbilicais (Grupo Experimental),
antes (basal) e em momentos (dias) apos a herniorrafia realizada no
dia 0 (momento 0). Os dados sédo apresentados como mediana

(intervalo de confianga)

Plasma Liquido Peritoneal
Variavel Momentos Grupo Grupo Grupo Grupo
(pg/mL) (dias) Experimental Controle Experimental Controle
(n=10) (n=7) (n=9) (n=8)
1,58 0,00 0,00 0,00
0 (0-2,04) (0-2,64) (0-1,36) (0-1,58)
] 1,34 0,00 0,00 0,38
(0-3,98) (0-2,3) (0-1,33) (0-0,68)
3 0,62 0,00 0,00 1,06
L6 (0-2,81) (0-3,13) (0-1,79) (0-1,84)
1,37 0,99 0,00 0,38
> (0-2,53) (0-2,35) (0-1,46) (0-1,67)
. 0,65 0,00 0,00 0,94
(0-2,61) (0-2,37) (0-1,98) (0-1,07)
1,30 0,00 0,67 0,63
1o (0-2,96) (0-1,62) (0-1,46) (0-1,67)

Auséncia de letras nas linhas indica que nao existe diferenga significativa entre os

grupos (p > 0,05).

Auséncia de letras nas colunas indica que ndo existe diferencga significativa entre os

momentos (p > 0,05).
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Tabela 4 — Concentragdes de IFN-y em amostras plasmaticas e de liquido
peritoneal obtidas de bezerros da raca Holandesa sem hérnia
(Grupo Controle) e com hérnias umbilicais (Grupo Experimental),
antes (basal) e em momentos (dias) apos a herniorrafia realizada no
dia 0 (momento 0). Os dados sdo apresentados como mediana

(intervalo de confianga)

Plasma Liquido Peritoneal
Variavel Momentos Grupo Grupo Grupo Grupo
(pg/mL) (dias) Experimental Controle Experimental Controle
(n=10) (n=7) (n=9) (n=8)
1,93 0,00 0,00 0,00
0 (0-6,02) (0-3,6) (0-5,18) (0-2,8)
1,75 0,00 0,00 1,99
1 (0-8,91) (0-1,83) (0-1,88) (0-2,49)
3 0,00 0,00 1,23 0,70
IFN-y (0-4,64) (0-3,45) (0-4,67) (0-3,45)
1,70 1,58 0,00 0,00
> (0-6,4) (0-4,47) (0-4,01) (0-3,65)
. 0,46 0,00 0,77 0,70
(0-3,95) (0-3,17) (0-3,38) (0-2,33)
15 1,08 0,33 0,00 2,25
(0-3,59) (0-3,6) (0-3,38) (0-2,33)

Auséncia de letras nas linhas indica que nao existe diferenga significativa entre os

grupos (p > 0,05).

Auséncia de letras nas colunas indica que nao existe diferencga significativa entre os

momentos (p > 0,05).
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Tabela 5 — Concentragbes de IL-17A em amostras plasmaticas e de liquido
peritoneal obtidas de bezerros da raca Holandesa sem hérnia
(Grupo Controle) e com hérnias umbilicais (Grupo Experimental),
antes (basal) e em momentos (dias) apos a herniorrafia realizada no
dia 0 (momento 0). Os dados sido apresentados como mediana
(intervalo de confianga)

Plasma Liquido Peritoneal
Variavel Momentos Grupo Grupo Grupo Grupo
(pg/mL) (dias) Experimental Controle Experimental Controle
(n=10) (n=7) (n=9) (n=8)
2,37 0,00 0,00 0,00
0 (0-10,45) (0-11,94) (0-12,82) (0-6,36)
0,85 0,00 0,00 0,00
1 (0-34,4) (0-6,17) (0-0,26) (0-10,72)
3 0,02 4,79 0,00 0,00
LATA (0-10,1) (0-20,65) (0-8,97) (0-12,27)
0,00 0,00 0,00 0,00
> (0-34,1) (0-24,13) (0-9,27) (0-7,9)
1,41 0,04 0,00 0,78
! (0-11,5) (0-10,1) (0-9,27) (0-10,98)
15 0,00 0,00 0,00 0,00

(0-10,45)  (0-18,64) (0-7,13) (0-9,18)

Auséncia de letras nas linhas indica que nao existe diferenga significativa entre os
grupos (p > 0,05).

Auséncia de letras nas colunas indica que ndo existe diferencga significativa entre os
momentos (p > 0,05).
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Tabela 6 — Concentragbes de IL-4 em amostras plasmaticas e de liquido
peritoneal obtidas de bezerros da raca Holandesa sem hérnia
(Grupo Controle) e com hérnias umbilicais (Grupo Experimental),
antes (basal) e em momentos (dias) apos a herniorrafia realizada no
dia 0 (momento 0). Os dados sado apresentados como mediana
(intervalo de confianga)

Plasma Liquido Peritoneal
Variavel Momentos Grupo Grupo Grupo Grupo
(pg/mL) (dias) Experimental Controle Experimental Controle
(n=10) (n=7) (n=9) (n=8)
0,42 0,00 0,00 0,15
0 (0-1,58) (0-1,14) (0-0,83) (0-1,03)
] 0,65 A 0,00B 0,00 0,00
(0-2,58) (0-0,88) (0-0,51) (0-1,65)
0,96 0,00 0,00 0,87
L4 ° (0-1,56) (0-1,98) (0-1,32) (0-2,04)
0,78 0,00 0,00 0,39
> (0-2,07) (0-1,36) (0-1,86) (0-0,86)
0,92 0,00 0,00 0,77
! (0-1,68) (0-0,83) (0-0,83) (0-1,35)
15 0,19 0,81 0,24 0,55
(0-1,96) (0-1,07) (0-1,15) (0-1,44)

Medianas seguidas de letras maiusculas distintas na linha diferem entre si (p < 0,05).
Auséncia de letras nas colunas e linhas indica que nado existe diferenca significativa
entre os momentos e os grupos (p > 0,05).
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Tabela 7 — Concentragdes de IL-10 em amostras plasmaticas e de liquido
peritoneal obtidas de bezerros da raca Holandesa sem hérnia
(Grupo Controle) e com hérnias umbilicais (Grupo Experimental),
antes (basal) e em momentos (dias) apos a herniorrafia realizada no
dia 0 (momento 0). Os dados sédo apresentados como mediana
(intervalo de confianga)

Plasma Liquido Peritoneal
Variavel Momentos Grupo Grupo Grupo Grupo
(pg/mL) (dias) Experimental Controle Experimental Controle
(n=10) (n=7) (n=9) (n=8)
0,71 0,00 0,69 1,21
0 (0-1,91) (0-3,31) (0-2,2) (0-2,27)
1 1,60 A 0,00B 0,88 0,00
(0-4,4) (0-1,56) (0-2,06) (0-2,24)
0,87 0,00 0,44 1,39
L0 ° (0-2,39) (0-3,82) (0-2,4) (0-1,96)
1,27 0,29 0,00 0,66
> (0-3,87) (0-2,95) (0-2,83) (0-1,81)
. 1,06 A 0,00B 0,00 0,33
(0-2,39) (0-0,69) (0-1,71) (0-1,81)
15 0,32 0,00 0,00 0,00
(0-2,58) (0-1,56) (0-1,69) (0-2,03)

Medianas seguidas de letras maiusculas distintas na linha diferem entre si (p < 0,05).
Auséncia de letras nas colunas indica que néo existe diferenga significativa entre os
momentos (p > 0,05).
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Niveis plasmaticos de citocinas do animal 2 do grupo experimental

Momento 0 Momento 1
4 3] ‘ % 0" ok
% 5 ,,.* % 3 W“
% E R ; LT B
:§: T T l‘lmt;"ll’l‘ll LRl LS ”"":’?2 ':§ :E:J v T l;'"‘:ﬁ"lw:ﬁvll"" 'mw;?.z
a l - Momento 3 Momento 5
g |s g
S 3 ol ' -
2 E bty z ot~
G 1 3 i
S Ty g R
2 J e v Nl F g -
> ;A 3 s
= ‘}< "““ ] HW
o] = = et
8_ g gl M % g < iy
< 4 3
- 1 -
e =
E ~ 3 ™~ E
] LRI SELL Lt e aai e g e I T T T T TR T
I o wl 2 A R S e e R e P
o
@ .. Momento7 .. Momento 15
n ~
1l "3 : s d
5 o o ]
= 3 “‘ .«}“
N sk
T | ag e T g
g R . e
g _—i i <
- 3
G ]
o
an ~ E ~
3 ‘“§”1 T T 1"":4"“[::5]“!:”'"“[;72 ogml “2 “3 ”4. w5 ‘ﬁ “72

Log da intensidade da fluorescéncia em FL2 para quantificacdo das citocinas

=
i=1
izl

=1
@ -

=1
a4

Contagem

50
!

i
ki o] b W2
Log da intensidade da fluorescéncia
em FL-4 por grupo de citocinas

FIGURA 3 — Gréfico representativo usado em citometria de fluxo das concentragdes
plasmaticas de citocinas do animal 2 do grupo experimental, demostrando
os sete picos individuais para cada citocina humana (TNF-q, IL-2, IL-4, IL-
6, IL-10, IL-17A e IFN-y) e os deslocamentos dos “clusters” nos momentos
avaliados (0, 1, 3, 5, 7 e 15 dias).
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Niveis plasmaticos das citocinas no animal 8 do grupo controle
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FIGURA 4 — Grafico representativo usado em citometria de fluxo das concentragbes
plasmaticas de citocinas do animal 8 do grupo controle, demostrando os
sete picos individuais para cada citocina humana (TNF-q, IL-2, IL-4, IL-6,
IL-10, IL-17A e IFN-y) e os deslocamentos dos “clusters” nos momentos
avaliados (0, 1, 3, 5, 7 e 15 dias).
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V. DISCUSSAO

Em recém-nascidos de pacientes humanos com hérnia diafragmatica
congénita demonstraram concentragdes séricas elevadas de IL-3, IL-6, IL-7, IL-
8, IL- 10 e TNF-a com auséncia de encarceramento de al¢ca de intestinal,
quando comparadas com recém-nascidos saudaveis, indicando que estas
alteragdes estariam associadas a uma reposta inflamatéria sistémica
imediatamente apos o nascimento (SCHAIBLE et al., 2011). No presente
estudo, a presenca da hérnia umbilical alterou somente as concentragdes
plasmaticas de TNF-a, indicando que esta citocina nos bezerros pode ser a
principal citocina envolvida com o padrao de resposta inflamatoria aguda, e que
esta inflamacado local pode ter um papel importante na modulacdo e na
correlacido entre a presencga da hérnia com o aumento de TNF-a. Esta citocina
€ produzida pelos macrofagos e mondcitos durante a fase de inflamagao aguda
(CHEN; THIBEAULT, 2010; UENO et al., 2006). Entretanto, a auséncia das
outras citocinas confirma a hipétese de que durante o periodo de imaturidade
dos bezerros este € incapaz de secretar citocinas identificado através da
auséncia destas na circulagdo imediatamente apds o0 nascimento
(MADUREIRA, 2011; YAMANAKA et al., 2003).

ApoOs uma cirurgia abdominal, a resposta intraperitoneal durante o pés-
operatorio € muito maior do que a resposta sistémica (JANSSON et al., 2004;
SCHEINGRABER et al., 2001). Este achado refor¢ca a importancia da coleta do
liquido peritoneal, pois a cavidade abdominal é o primeiro compartimento no
qual se observa elevacdo mais rapida e mais elevada das concentracdes de
citocinas determinando uma reagao inflamatéria pos-operatoria (JANSSON et
al., 2004).

Esta resposta inflamatdria inicial no liquido peritoneal é caracterizada por
aumentos nas concentragdes de IL-6, TNF-a e IL-1a (BAKER et al., 2003; DE
VITA et al., 2006) 24 horas apo6s cirurgia eletiva de cancer coloretal em

humanos. Em casos de complicagdes como peritonite asséptica, esta resposta
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resultara em aumentos significativos de citocinas compartimentalizadas na
cavidade peritoneal (JANSSON et al., 2004; SCHEIN et al., 1996), enquanto
em casos de peritonite séptica, como a sindrome da peritonite causada por
mecobnio em neonatos humanos, leva a um aumento significativo de IL-6 e IL-8
tanto no liquido peritoneal quanto sistemicamente (KANAMORI et al., 2012).
Assim, nossos resultados demonstram que a herniorrafia realizada foi
asséptica justificando uma nao alteracdo nas concentragdes de citocinas pro-
inflamatdrias do liquido peritoneal em nenhum dos momentos, diferentemente
de casos de cancer coloretal em humanos, onde se faz necessaria a realizagao
de enterectomia e enteroanastomose.

Em estudos que avaliaram a resposta inflamatéria em cirurgias eletivas
em pacientes humanos, observou-se que as concentragdes plasmaticos de IL-6
refletem o dano tecidual resultante da extensdo do trauma cirurgico
(GEBHARD et al., 2000; GLASSER et al.,, 1995; ISHIBASHI et al., 2006;
KOTANI et al., 1996). Apés uma laparatomia, ha uma elevagdo nas
concentragdes séricas de IL-6 em humanos adultos (ISHIBASHI et al., 2006;
ONO et al., 1999) (maior de 100 vezes) e em criangas entre 5 e 18 meses de
idade (NGUYEN-VERMILION et al., 2007), demonstrando que o comprimento
da incisdo possui influéncia no estresse cirargico (ISHIBASHI et al., 2006;
TSUKADA et al.,, 1993). No presente estudo, a incisdo abdominal para
realizacédo da herniorrafia foi pequena (4 a 8 cm), quando comparado com
cirurgia de laparotomia, onde a extenséo cirurgica € maior.

A concentracdo plasmatica de IL-6 tem inicio variavel e pode ser
correlacionadas ao grau de lesao tecidual, e também é capaz de diferenciar um
trauma pequeno de um maior (GEBHARD et al.,, 2000), devendo ser
considerada um fator importante para definicdo dos passos iniciais para o
tratamento de um trauma cirurgico (GEBHARD et al., 2000). Complicagdes no
pos-operatorio estdo associadas com aumento nos concentragdes sistémicos
de IL-6 (JANSSON et al., 2004; WORTEL et al.,, 1993) e TNF-a no liquido
peritoneal (JANSSON et al., 2004; VAN BERGE HENEGOUWEN et al., 1998).

Em cavalos com cdlica, observa-se aumentos nos concentragdes séricas e no
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liquido peritoneal de IL-6 (BARTON; COLLATOS, 1999) e TNF-a (MORRIS et
al., 1991), os quais estdo correlacionados com lesdes estrangulativas,
inflamatdrias das algas intestinais (BARTON; COLLATOS, 1999) e isquemia de
alca intestinal; sendo esta presencga simultanea de TNF e IL-6 associada a uma
condigédo clinica desfavoravel (BARTON; COLLATOS, 1999; STEVERINK et
al., 1995). Contudo, no presente estudo, ndo houve alteragéo significativa nas
concentracbes de |IL-6 em nenhum dos compartimentos avaliados, uma vez
que o0s animais operados nao apresentaram encarceramento e nem
estrangulamento de algas intestinais no saco herniario, ou seja, esta auséncia
de complicagdes pré- e pos-operatorias (liquido peritoneal com aspecto normal)
demonstram que as concentragdes diminuidas de citocinas caracterizam um
pos-operatorio normal sem complicagbes (JANSONN et al.,, 2004) com
preservagao da integridade do peritbnio e da mucosa intestinal (LUK et al.,
2009; MOEHRLEN et al., 2012).

As concentragdes de IL-6 apresentam uma elevagao entre 1hora e meia
(JANNSON et al., 2004; SHENKIN et al., 1989) a 6 horas a partir do inicio da
cirurgia. Em cirurgia de toracotomia em cées observaram que houve um pico
de 1 a 3 dias do pds-operatério, porém eram animais que apresentavam
infeccbes toracicas e mediastinite (CHU et al., 2103). Em procedimentos
menos invasivos, como a laparoscopia, as concentragdes de IL-6 diminuem até
24 horas apds a cirurgia (ISHIBASHI et al., 2006). Como em suinos, nao
demonstrou nenhuma diferenga significativa nas concentragées séricas de
TNF-a e IL-6 as 48 horas apds a cirurgia de laparoscopia (FAN et al., 2009).
Portanto, ha um constante declinio nas concentragdes de IL-6 apds a sua
elevagao no periodo pos-operatério (GEBHARD et al., 2000), concordando com
os resultados desta pesquisa, pois as concentracdes de IL-6 detectadas 24
horas apds a herniorrafia encontravam-se em seus valores basais. Outra
explicagdo para nao encontrarmos alteragdes nas concentragdes peritoneais
de IL-6 é que nao é possivel coletar o liquido peritoneal nos momentos
descritos (até 3 horas apds a cirurgia) em camundongos (ISHIBASHI et al.,

2006) e humanos (GEBHARD et al., 2000), pois bezerros possuem pequena
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quantidade de liquido peritoneal na cavidade abdominal, sendo necessario
aguardar 24 horas para realizar nova coleta, perdendo desta forma o pico de
produgao desta citocina.

Também nao foram encontradas alteragdes nas concentracdoes séricas
de IL-1B e TNF-a em camundongos apds laparotomia, resultados que foram
associados a uma nao deteccdo pelos kits utilizados, pois a concentracao
destas citocinas estava abaixo do limite do teste (ISHIBASHI et al., 2006). No
presente estudo, acreditamos que os valores baixos ou nao detectados pelo
teste CBA estdo corretos pelos seguintes motivos: (1) os valores dos
coeficientes de correlagdo das curvas-padrdao eram de 99%; (2) o grafico
demonstrando os sete picos de “beads” para as diferentes citocinas na mesma
altura confirmam que a mesma quantidade de cada “bead” foi colocada em
cada amostra e por fim, (3) mesmo tendo sido utilizado um kit para detecc¢ao de
citocinas para humanos, a homologia destas citocinas com a de bovinos foi
proxima ou maior que 60%, garantindo a confiabilidade dos resultados
(SCHEERLINCK et al., 1999). Além disso, o método de CBA pode mensurar
varias citocinas ao mesmo tempo, apresentando praticidade e minimizando
erros quando comparadas ao método de Elisa (TALAT et al., 2011).

Em cirurgias abdominais realizadas em humanos houve um aumento de
IFN-y produzido pelas células “natural killer” (NK) e células Th circulantes no
peritbnio durante a inflamagcdo (GLICK; DOUVDEVANI, 2006), sendo a
presenca de IFN-y esperada na evolugdo normal da ferida, induzindo sua
remodelagdo pela expressdao de colagenase (DANS; ISSEROFF, 1994; DE
VITTA et al., 2006; TAMAI et al., 1995). Entretanto, concentragdes elevadas de
IFN-y inibem a fase proliferativa da cicatrizacdo de feridas pela diminui¢cdo do
acumulo de colageno e causando enfraquecimento da tensdo da ferida
(CORNELISSEN et al., 2000; ISHIDA, et al., 2004; SHEN et al., 2012). As
concentragcbes plasmaticas inalteradas de IFN-y estdo relacionadas com o
funcionamento normal de células T auxiliares durante o periodo pré-operatério
(CATA et al., 2013). Também ¢é possivel que concentragbes normais de IFN-y

sejam o reflexo da polarizagao das células Th1 (CATA et al., 2013). Devido a
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cirurgia ter sido asséptica e ter apresentado um processo inflamatorio leve nos
bezerros do presente estudo, acreditamos que os baixos concentracdes
plasmaticos e peritoneais de IFN-y permitiram a instalagdo da resposta imune,
levando a estimulacdo e a reepitelizacdo da ferida pelo aumento da
proliferacdo de queratindcitos, expressao do fator de crescimento, acelerando a
deposigao de colageno, aumentando a angiogénese e a contracdo da ferida
(SHEN et al.,, 2012). Reforca esta hipétese, o fato da ferida cirurgica nao
apresentar complicagbes como deiscéncia de pontos, edema exacerbado e
secregdes ao longo dos 15 dias de pds-operatdrio.

Independente do trauma cirargico ser aberto ou causado por
laparoscopia existe aumento das concentragdes séricas de IL-10 (SILVEIRA et
al.,, 2012) e a severidade da sepse intraperitoneal esta correlacionada com
elevados concentragdes plasmaticos de IL-10, caracterizando um progndstico
mau (JANNSON et al, 2004; SCHEINGRABER et al., 2001), pois a
persisténcia de concentracbes elevadas desta citocina pode levar a
imunossupressao prolongada aumentando a susceptibilidade as infecgdes
(WIIK et al., 2001) e ela inibe a sintese do TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-8 por
mondcitos e macrofagos (MOURA et al., 2001). No presente estudo, o aumento
nas concentracdes plasmaticas de IL-10 as 24 horas apds a cirurgia pode estar
relacionado a modulagcao da reacao inflamatéria provocada pela herniorrafia,
diminuindo a migragdo de PMN para a cavidade abdominal, pois foi
demonstrado anteriormente em estudo semelhante (PEIRO et al., 2009) que
ocorre uma elevacdo seguida de diminuicdo da migragcdao de células
polimorfonucleares (PMN) para a cavidade abdominal de bezerros submetidos
a herniorrafia entre 1 e 7 dias apds a cirurgia, na qual coincidem com os
aumentos plasmaticos de IL-10 do presente estudo.

Tem sido constatado por estudos realizados em neonatos murinos e
humanos que a diferenciagao preferencial para Th2 se deve a baixa producao
de IL-12 e IFN-y e elevada producéao de IL-4 (PELIZON et al., 2007; SATWANI
et al., 2005). Uma vez que a elevacéo das concentragdes plasmaticas de IL-4,

expressa em linfocitos, suprime a producao de IL-8, e retira os receptores
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soluveis do TNF-a dos seus sitios da superficie de certas células (MOURA et
al., 2001), poderia ter causado a diminuigdo dos concentragdes plasmaticos de
TNF-a observada em bezerros 24 horas apos a realizagdo da herniorrafia,
demonstrando a diferenciagao para a resposta Th2.

A IL-17A induz a producgao de citocinas pro-inflamatorias (IL-6, TNF-a e
IL-18), quimiocinas e metaloproteinases para varios tecidos e tipos celulares,
ou seja, induzindo inflamagao tecidual e recrutamento de neutrofilos (BETTELLI
et al., 2008). Em outro estudo (POLO, 2013), utilizando estes mesmos
bezerros, observou-se que houve um aumento do numero de neutrdfilos
circulantes 3 e 7 dias apés a herniorrafia, sendo este aumento dos neutréfilos
apenas uma variagdo dentro dos valores de referéncia para a espécie (PEIRO
et al., 2009). Nao foi possivel avaliar a celularidade no liquido peritoneal destes
bezerros, pois ndo havia volume suficiente para a quantificacdo de citocinas e
outras proteinas de fase aguda (HMGB-1, activina-A e dimero-D). No entanto,
no presente estudo, demonstrou-se que a reacgao inflamatéria na cavidade
abdominal resultante da presenca da hérnia umbilical e do processo cicatricial
da herniorrafia ocorreu independentemente de alteragcbes nos concentracoes
de IL-17A.

E sabido que durante a gestacdo, a progesterona é um importante
regulador da imunidade Th1/Th2/Th17 e Treg, sendo a imunidade Th2
aumentada caracteristica durante a prenhez em vacas holandesas (MAEDA et
al., 2013). As citocinas nas fémeas bovinas adultas IL-13 (10,5 pg/mL - 333,10
pg/mL), IL-6 (15,4 pg/mL - 192,1 pg/mL), IFN-y (18,7 pg/mL - 271,5 pg/mL) e
TNF-a (10,4 pg/mL - 462,8pg/mL) estdo presentes no soro, € no colostro IL-13
(9,2 pg/mL - 207,1 pg/mL), IL-6 (10,1 pg/mL - 111,2 pg/mL), IFN-y (10,0 pg/mL
- 184,9 pg/mL) e TNF-a (10,4 pg/mL - 184,9 pg/mL) (MADUREIRA, 2011). No
entanto, o Ubere saudavel de vacas holandesas (ALLUWAIMI, 2004;
CARNEIRO et al., 2009) apresenta um perfil Th1 de citocinas (CARNEIRO et
al., 2009; SORDILLO et al., 1997). Os neonatos sao deficientes na resposta

Th1, porém apds a ingestdo do colostro adquirem um perfil imunolégico Th1
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que se mantem até completar 15 dias de vida, quando as citocinas ndo sao
mais detectaveis (MADUREIRA, 2011; YAMANAKA et al., 2003).

No neonato bovino saudavel foram encontrados os valores médios nas
concentragcbes plasmaticas de citocinas IL-1B (46.900 pg/mL), IL-6 (1023
pg/mL), IFN-y (190 pg/mL) e TNF-a (690 pg/mL) provenientes do colostro
materno  (MADUREIRA, 2011; YAMANAKA et al, 2003). Em criancas
saudaveis, valores médios da concentragao sérica de IL-6 (118 pg/mL), IL-10
(74 pg/mL), TNF-a (22,4 pg/mL) (NGUYEN-VERMILLION et al., 2011). Em
humanos adultos saudaveis, IL-2 (1 pg/mL - 5,83 pg/mL), IL-4 (1 pg/mL- 4,44
pg/mL), IL-6 (1,46 pg/mL- 7,07 pg/mL), IL-10 (1 pg/mL- 4,64 pg/mL), TNF-a (1
pg/mL- 5,54 pg/mL) e IFN-y (1 pg/mL- 5,14 pg/mL) (TALAT et al., 2011). Em
cavalos saudaveis, concentragbes da concentracao sérica, TNF-a (0 pg/mL- 6
pg/mL), IL-6 (0 pg/mL) (BARTON; COLLATOS, 1999). Em potros saudaveis,
TNF-a (0,2 pg/mL- 499,0 pg/mL) (SECOR et al.,, 2013). Em camundongos
saudaveis, IL-6 (3.1 pg/mL- 9.9 pg/mL) (FUKUDA et al., 2013).

As concentragdes plasmaticas basais das citocinas nos bezerros, nao
portadores de hérnia umbilical, do presente estudo demonstram que ha
diferenga quando comparados com valores de referéncia de outras espécies. A
IL-2 sendo 5 vezes maior e a IL-4 sendo 4 vezes maior em pacientes humanos
saudaveis (TALAT et al, 2011). A IL-6 sendo 60 vezes menor do que
encontrados no soro de vacas adultas saudaveis com mais de 2 lactagdes e no
colostro 35 vezes menor (MADUREIRA, 2011), e somente 3 vezes maior que
em cavalos saudaveis (BARTON; COLLATOS, 1999). O IFN-y demonstrou
valores 90 vezes menor do que os observados em vacas adultas saudaveis, no
colostro sendo 60 vezes menor, em pacientes humanos saudaveis sendo 2
vezes menor (MADUREIRA, 2011). O TNF-a sendo 160 vezes menor do que
em vacas saudaveis (MADUREIRA, 2011), 60 vezes maior no colostro
(MADUREIRA, 2011), 2 vezes menor que em pacientes humanos saudaveis
(TALAT et al., 2011), 3 vezes menor que em cavalos saudaveis (BARTON;
COLLATOS, 1999), 70 vezes menor que em potros saudaveis (SECOR et al.,

2013) e 3 vezes menor que em camundongos saudaveis (FUKUDA et al.,
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2013). Contudo, demonstrando que as concentragdes plasmaticas baixas de
citocinas observadas em nosso estudo poderiam estar relacionadas a
diferencas nas faixas etarias dos bezerros estudados, uma vez que 8 animais
apresentavam entre 45 dias e 4 meses de idade, cuja transferéncia de citocinas
pré-inflamatérias no colostro favoreceu o sistema imune destes neonatos antes
deles estabelecerem a sua propria resposta imune adaptativa (MADUREIRA,
2011).

Portanto, quando um hospedeiro é exposto a um insulto nocivo, como
em uma cirurgia, € importante determinar o equilibrio entre as vias pro-
inflamatorias (Th1) e anti-inflamatorias (Th2), pois através dessa modulagéo &
possivel determinar marcadores inflamatoérios para avaliar complicagdes no
pos-operatorio (MARIK; FLEMER, 2012). Neste estudo, ndo observamos um
perfil de resposta Th1, pois as concentracdes plasmaticas e peritoneais de
citocinas foram quantificadas somente 24 horas apos a realizagcdo da
herniorrafia, e a resposta Th1 esta presente nas primeiras horas apés um
procedimento cirurgico (JANNSON et al., 2004; SHENKIN et al., 1989). No
entanto, conseguimos demonstrar um predominio do perfil de resposta Th2
pelos aumentos nas concentragcdes plasmaticas de IL-4 e IL-10 durante o

periodo pos-operatorio de bezerros submetidos a herniorrafia.
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VI. CONCLUSAO

e Os animais portadores de hérnia umbilical antes da correcdo cirurgica
apresentaram uma resposta pro-inflamatéria (TNF-a). Contudo, apds o
tratamento cirdrgico apresentaram um perfil de resposta Th2, ou seja, anti-

inflamatoria (IL-4 e IL-10) e de reparagéo tecidual.

e Com a escassez de trabalhos realizados com bezerros, sugere-se que
nossos valores de concentragdes de citocinas no plasma e no liquido peritoneal
possam ser utilizados como intervalo de referéncia para a faixa etaria nesta

especie.
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Apéndice A- Curvas-padrao usadas em citometria de fluxo para cada citocina
humana (TNF-q, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A e IFN-y).



