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RUBIO, C.P. Leucograma e proteinas de fase aguda de cadelas
submetidas a ovariossalpingohisterectomia pelas técnicas convencional
e minimamente invasiva. Botucatu, 2013. 81p. Dissertacdo (Mestrado) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

Trinta cadelas foram submetidas a ovariossalpingohisterectomia por duas
técnicas distintas: a convencional, por laparotomia com uso de fio de néilon
(G2) e a minimamente invasiva, com uso de abragadeiras de néilon para
ligadura dos pediculos ovarianos e corpo uterino (G1). Amostras de sangue
foram obtidas em quatro momentos: pré-operatério (T1), 24 horas (T2), 48
horas (T3) e sete dias (T4) apds os procedimentos cirargicos. Objetivou-se
avaliar e comparar o leucograma e as concentracdes séricas das proteinas
totais e suas fracoes de cadelas submetidas as duas técnicas cirurgicas,
utilizando-se eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de
sédio (SDS-PAGE). Notou-se aumento significativo (p<0,001) da contagem
total de leucdcitos e do numero de neutréfilos segmentados no T2 dos dois
grupos em relacdo ao T1. Verificou-se aumento significativo (p<0,05) da
concentracdo de ceruloplasmina no T3 do G1 em comparacdo ao T1 e
diminuicao significativa (p<0,05) da a;-antitripsina nos momentos T3 e T4 em
relacdo ao T1 no G1. As concentracOes séricas de uma proteina de 23kDa
nao-identificada nominalmente foram significativamente menores (p<0,05) no
T3 do G2, em relagio ao T1, e foram observadas concentracoes
significativamente aumentadas (p<0,05) da proteina sérica total no T2 em
relacdo ao T1 no G2. As concentracdes da ceruloplasmina no T2 e da
haptoglobina nos momentos T2, T3 e T4 em relagdo ao T1 foram
significativamente superiores (p<0,05) no G1 quando comparadas ao G2. Estes
resultados mostraram que o emprego da abracadeira de nailon promoveu uma
maior resposta inflamatéria quando comparada ao fio de nailon para ligadura

dos pediculos ovarianos e corpo uterino em cadelas nos momentos avaliados.

Palavras-chave: proteinas de fase aguda, ceruloplasmina, haptoglobina,

abracadeira de nailon, cirurgia



RUBIO, C.P. Leucogram and acute phase proteins of female dogs
submitted to convencional and minimal invasive
ovariosalpingohysterectomy. Botucatu, 2013. 81p. Dissertacdo (Mestrado) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

Thirty healthy adult female dogs were submitted to ovariosalpingohysterectomy
by two different techniques: laparotomy, with the use of nylon sutures (G2) and
minimal invasive, with the use of nylon cable ties (G1) for the ligature of ovarian
pedicles and uterine stump. Blood samples were obtained in four different
moments: before surgery (T1) and 24 hours (T2), 48 hours (T3) and 07 days
(T4) after surgery, to evaluate and compare the leucogram and total serum
protein and its fractions concentrations of the female dogs submitted to two
surgical procedures, using polyacrylamide gel electrophoresis by means of
sodium dodecyl sulfate-containing (SDS-PAGE). There was a significant
increase (p<0.001) in white blood cell count and neutrophils in the T2 in both
groups when compared to T1. The ceruloplasmin concentration was
significantly increased (p<0.05) in the T3 of G1 when compared to T1. There
was a significant decrease (p<0.05) on a;-antitrypsin concentrations on T3 and
T4 when compared to T1 of G1. The non identified protein of 23kDa
concentrations were significantly decreased (p<0.05) in the T3 of G2 when
compared to T1. The total serum protein concentrations were significantly
increased (p<0.05) in the T2 of G2 when compared to T1. The ceruloplasmin
and haptoglobin concentrations in the T2 and T2, T3 and T4, respectively, were
significantly increased (p<0.05) when compared to G2. These results indicated
that the use of the nylon cable ties made more intense inflammatory response
when compared to use of the nylon suture for the ligature of ovarian pedicles

and uterine stump in the females dogs on the moments evaluated.

Key words: acute phase proteins, ceruloplasmin, haptoglobin, nylon cable ties,

surgery



1 INTRODUCAO

As proteinas de fase aguda (PFA) sdo um grupo de proteinas do sangue
gue apresentam alteracdo nas suas concentragdes em animais acometidos por
infeccdes, inflamacdes, trauma cirldrgico ou mesmo o estresse (MURATA et al.,
2004; PETERSEN et al., 2004; CERON et al., 2005). S&o consideradas
componentes da resposta imune inata ndo-especifica, envolvidas no
restabelecimento da homeostasia e contencdo do crescimento microbiano
antes do desenvolvimento de uma resposta imune adquirida frente a um
desafio (MURATA et al., 2004; GRUYS et al., 2005). Na reacgéo inflamatoéria
ocorrem alteragbes denominadas respostas de fase aguda. Essas respostas
sdo induzidas pelas citocinas pro-inflamatérias que atuam como mensageiros
entre o local da leséo e a sintese e liberacdo das proteinas de fase aguda
(PFAs) principalmente pelos hepatocitos (PETERSEN et al., 2004;
KJELGAARD-HANSEN e JACOBSEN, 2011). Uma PFA é definida como uma
proteina que sofre alteracdo na sua concentracdo sérica em pelo menos 25%
durante a resposta as citocinas pro-inflamatérias como interleucinas (IL)-6, IL-1
e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), secretadas no momento da inflamacéo.
A determinacao de suas concentracdes séricas pode, portanto, ser usada para
obter informacdes diagndsticas, prognosticas e no monitoramento da resposta
a uma terapia, se as amostras forem colhidas nos momentos adequados
(MURATA et al., 2004; ECKERSALL e BELL, 2010).

A resposta de fase aguda é uma reacdo sistémica do organismo a um
distarbio local ou sistémico causado por infeccdo, injaria tecidual, trauma ou
cirurgia, crescimento neoplasico ou disturbios imunolégicos. No local em que
h&a invasdo de microorganismos e dano tecidual, sédo iniciadas respostas pelo
préprio tecido associadas a producdao de mais citocinas e outros mediadores
inflamatdrios. Esses ativam receptores em diferentes células-alvos levando a
uma reacdo sistémica, resultando em ativacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-
adrenal, reducdo da secrecdo do hormodnio de crescimento e alteracOes
organicas clinicamente caracterizadas por febre, anorexia, equilibrio do
nitrogénio negativo e catabolismo de células musculares, além de outras
alteracbes como leucocitose, aumento do cortisol sanguineo e alteracfes na

concentracdo de proteinas de fase aguda, por modificagdes no metabolismo



hepético (ECKERSALL, 2008). Dentro de poucas horas apos a inflamacgao, o
padrdo das proteinas sintetizadas pelo figado € alterado, resultando no
aumento da concentracdo de algumas proteinas sanguineas, as PFA positivas,
e diminuicdo na sintese de outras, as PFA negativas (GRUYS et al., 2005).

As PFAs positivas apresentam respostas principais (ou maiores),
moderadas e menores. As principais possuem baixa concentragdo (<1 pg/L)
em animais saudaveis e aumentam em 100 a 1000 vezes na concentragdo sob
estimulacdo, ocorrendo pico em 24 a 48 horas, quando entdo diminuem
rapidamente durante a fase de recuperacdo do animal. As respostas de fase
aguda moderadas sé&o aquelas que aumentam em cinco a 10 vezes sob
ativacao, com pico apés dois a trés dias, e diminuem suas concentracdes mais
lentamente que as PFA principais. As PFA com respostas menores sao
aguelas que aumentam gradualmente a sua concentracdo entre 50 a 100%
(ECKERSALL e BELL, 2010). As PFAs negativas sao aquelas em que suas
concentracfes diminuem pelo menos 25% do seu valor basal na resposta a
inflamacédo. Nos cdaes, as principais PFA negativas sdo a albumina e a
transferrina (PALTRINIERI, 2007; ECKERSALL e BELL, 2010).

Em caes, ha diferencas na magnitude e também no tempo da resposta ao
distarbio inflamatorio. As concentracdes das principais PFAs positivas, como a
Proteina C-Reativa (CRP) e o Amildide A Sérico (SAA), aumentam
rapidamente apdés um estimulo inflamatério e declinam de forma muito rapida
apos a resolucdo do processo. As concentracfes das PFAs moderadas
(haptoglobina, a;-glicoproteina acida e ceruloplasmina) aumentam de forma
mais lenta apés o estimulo inflamatério e retornam ao valor normal mais
gradualmente (CERON et al., 2005; ECKERSALL e BELL, 2010).

As concentracdes das PFAs na circulacdo estédo relacionadas a gravidade
do distarbio e a extensédo do dano tecidual. Apesar de serem denominadas de
PFAs, h4 secrecdo e expressdo continua dessas proteinas em processos
cronicos. No entanto, a concentracdo sanguinea dessas proteinas pode ser
alterada de acordo com a evolucédo dessas condi¢cdes (ECKERSALL, 2008).

Para otimizar o procedimento cirargico, € necessario identificar marcadores
Uteis para avaliar a intensidade do trauma causado pelo procedimento. A
resposta ao estresse cirargico € um conjunto de reacdes hormonais,

metabdlicas e inflamatérias que ocorrem ap@s a cirurgia, para permitir que o



organismo se adapte ao trauma e os tecidos lesados se recuperem
(JACOBSEN et al., 2009).

Para minimizar o trauma cirdrgico, as técnicas cirlrgicas estdo sendo
aperfeicoadas. Técnicas minimamente invasivas, como cirurgias endoscoépicas,
causam menor inflamacdo pos-operatdria quando comparadas a técnicas
cirrgicas convencionais correspondentes (SUTER et al., 2002; JACOBSEN et
al., 2009). Com o proposito de minimizar os traumas cirargicos, otimizar o
tempo de cirurgia e, principalmente, diminuir os custos operacionais, as
abracadeiras de nailon estédo sendo utilizadas como método hemostatico prévio
para ligadura dos pediculos ovarianos e uterino nas OSH em cadelas (SILVA et
al., 2004). A técnica minimamente invasiva com a abracadeira de ndilon
apresenta facilidades se comparada com a técnica tradicional, principalmente
em relacdo a nao utilizacdo de pingas hemostéaticas no pediculo e material de
sutura, 0 que a torna mais prética para as campanhas de controle populacional
(LIMA et al., 2010). Silva et al. (2004) utilizaram abracadeira de nailon na
hemostasia preventiva de veias e artérias na ovariohisterectomia de cadelas e
concluiram ser um meétodo alternativo de hemostasia preventiva sem
ocorréncias de complicacdes pds-operatorias.

O procedimento cirdrgico promove um trauma tecidual, que por sua vez
induz uma reacdo inflamatéria localizada e generalizada (resposta de fase
aguda), além de uma reacdo imunossupressora e metabdlica. A determinagéo
da dindmica destas reacfes pode auxiliar a quantificar o grau de trauma
tecidual induzido pela cirurgia, compreender melhor diferencas nos processos
inflamatoérios entre procedimentos distintos e monitorar de forma mais

adequada o periodo pés-operatério (SUTER et al., 2002).



2 REVISAO DA LITERATURA

O fibrinogénio (FB) é uma betaglobulina, considerado uma proteina de fase
aguda moderada, sintetizada pelo figado, cuja concentracdo plasmatica eleva-
se sob a acédo estimuladora das interleucinas (IL-1 e IL-6) e do TNF-a liberados
pelo processo inflamatério (ANDREWS et al., 1994). Esta também envolvido na
hemostasia, fornecendo substrato para formacao de fibrina, e, na reparacéo
tecidual, fornece uma matriz para a migracdo de células inflamatérias
(MURATA et al, 2004). E utilizado em bovinos e ovinos como um indicador
confiavel da presenca de inflamacéo, infeccdo bacteriana ou trauma cirirgico
(PFEFFER et al., 1993; CHERYK et al., 1998) e em equinos para auxilio no
diagnéstico de inflamacéo (HELD et al., 1990). Segundo Jain (1986), durante o
processo de inflamacdo aguda, a concentracdo plasmatica desta proteina
aumenta por varios dias, atingindo um pico entre o quinto e sétimo dia e o grau
de hiperfibrinogenemia pode refletir a gravidade da inflamacédo. Para caes,
valores superiores aos de referéncia podem indicar processo inflamatério
desde que a hemoconcentracdo ndo esteja presente (SUTTON e
JOHNSTONE, 1977). Em cadelas, pode ser Gtil como diagnéstico precoce de
gestacdo (CONCANNON et al, 1996). A determinacdo do fibrinogénio
plasmatico é comumente usada, mas pode ser influenciada por outros fatores,
além do processo inflamatério. A diminuicdo da concentracdo do fibrinogénio
pode ser causada por consumo em coagulopatias ou pelo aumento da
permeabilidade vascular, que pode mascarar uma hiperfibrinogenemia induzida
por inflamacdo e tornar a interpretacdo dos resultados dificil (KJELGAARD-
HANSEN e JACOBSEN, 2011).

A proteina C-reativa (CRP) possui peso molecular de 100 kilodaltons (kDa)
(cinco subunidades de 20 kDa cada) (YUKI et al., 2010). Esta proteina tem
papel importante na protecdo contra infec¢ao, eliminagdo de dano tecidual e
regulacdo da resposta inflamatoria (MOLD et al., 2002). Ela inibe a quimiotaxia
e a “explosao respiratéria” de neutréfilos (MORTENSEN e ZHONG, 2000),
liga-se diretamente a varios microorganismos, degenerando células e restos
celulares, ativando o sistema complemento pela via classica Clqg e atua

também como opsonina (GRUYS et al, 2005).



Assim como em humanos, é conhecida como um marcador util da
inflamacédo aguda em cédes. A CRP em cées apresenta rapida e precoce
elevacdo na sua concentracdo e um declinio muito rapido, sendo assim um
teste util para indicar a situacdo do animal no momento da colheita da amostra.
O soro de caes saudaveis contém menos de 5 mg/L de CRP. No entanto, apés
o estimulo inflamatério promovido por uma cirurgia, observa-se um aumento na
sua concentracdo em quatro horas e o pico de sua concentragdo ocorre em 24
horas (CASPI et al, 1984; CERON et al., 2005). Apés trauma cirdrgico em caes,
observa-se aumento de 95 vezes na concentracdo da CRP e elevacao de duas
a trés vezes nas concentracdes de haptoglobina e ceruloplasmina (CERON et
al., 2005).

Geralmente, a concentracdo da CRP em cées esta correlacionada com a
extensdo e atividade da inflamagdo ou intensidade do trauma cirurgico.
Observa-se aumento nas concentragcbes de CRP antes de quaisquer
alteracbes hematologicas, sendo em muitos casos este aumento o Unico
indicador de um processo inflamatério (CASPI et al., 1987).

Yamamoto et al. (1993) realizaram um estudo em 29 cédes submetidos a
diferentes tipos de cirurgia. A concentracdo da CRP aumentou de forma
significativa na maioria dos caes 24 a 48 horas apds os procedimentos, sendo
as menores concentracoes observadas no grupo de animais submetidos a
ovariohisterectomia convencional e suas concentragdes diminuiram
significativamente quando as suturas cirargicas foram removidas. Dabrowski et
al. (2009) demonstraram que houve um aumento significante com relacdo ao
periodo pré-operatorio, nas concentracbes de CRP, 24 horas apés
ovariohisterectomia, em cadelas para tratamento de piometra, com e sem
complicacbes no periodo poés-operatorio. No entanto, as concentracdes de
CRP do grupo de animais sem complicagdes diminuiram em até 48 horas apos
0 procedimento, e no grupo com complicagbes poés-operatorias, as
concentracfes de CRP comecaram a diminuir sete dias ap0s o procedimento
cirirgico. Dabrowski et al. (2007) demonstraram que cadelas saudaveis
submetidas a ovariohisterectomia apresentaram um aumento maximo e
significativo na concentracdo de CRP 24 horas apds o procedimento cirdrgico,

com rapido declinio nos outros dias.



Serin e Ulutas (2010) verificaram que as concentragbes da CRP
aumentaram significativamente, em relacdo aos valores pré-operatérios, 24, 48
horas e sete dias apOs ovariohisterectomia em cadelas saudaveis. Em outro
estudo, a concentracdo da CRP foi significativamente maior do que os valores
pré-cirargicos em cadelas 12 horas ap0s serem submetidas a cirurgia de
ovariohisterectomia, e também significativamente maior do que os animais do
grupo controle, os quais receberam apenas anestesia. Nos animais submetidos
a cirurgia, as concentracfes da CRP também estiveram significativamente
elevadas no periodo de 28 e 36 horas ap6s o procedimento (BURTON et al.,
1994). Em cées submetidos a trauma cirlrgico decorrente de implante de
enxerto de aorta abdominal, a concentracdo da CRP aumentou rapidamente
apos o procedimento, sendo que seu pico ocorreu em até 24 horas (CONNER
et al., 1988).

Alfa-1 glicoproteina acida (AGP), também denominada de orosomucdéide, é
uma glicoproteina com peso molecular de aproximadamente 43 KkDa,
sintetizada e secretada principalmente por hepatécitos (FOURNIER et al.,
2000; ECKERSALL, 2008; YUKI et al., 2008). Foi demostrado que linfocitos
produzem AGP, o que pode explicar sua concetracdo sérica elevada em caes e
gatos com linfoma (GAHMBERG e ANDERSON, 1978). A producdo
extrahepética de AGP foi observada também em humanos nos rins, intestino e
coracao, e por diferentes tipos de leucécitos (FOURNIER et al., 2000). Em
adicdo, a AGP pode-se originar da prostata e aparecer no fluido seminal
(POLAND et al., 2002).

A funcéo biolégica da AGP ainda permanece limitada, mas é uma PFA
com funcdo na imunomodulacdo e inflamacdo (FOURNIER et al.,, 2000;
HOCHEPIED et al., 2003.). E conhecida por suprimir a fungdo imune, como a
fagocitose de neutrofilos e blastogénese de linfécitos por modular os efeitos da
IL-1, IL-6 e do TNF-a (BAUMANN e GAULDIE, 1994). Sua concentragao sérica
altera-se significativamente ap6s um processo inflamatorio (KURIBAYASHI et
al., 2003). Em estudos realizados por Ganrot (1973), nos quais avaliou a AGP
em cdes sadios, observou-se, ao se induzir o processo inflamatorio, rapido e
significativo aumento desta proteina, com duracdo média de aproximadamente
5,5 dias. Hagman (2011) observou que a concentracdo média de AGP em

cadelas com piometra era quatro vezes maior do que em cadelas saudaveis.



Hayashi et al. (2001) observaram que o procedimento de ovariohisterectomia
aumentou a concentracao sérica da CRP, assim como da AGP.

A concentracdo de AGP em cées saudéaveis pode variar conforme a idade,
0 ambiente, a raca e com a gestacao (YUKI et al., 2010). Em suinos e bovinos,
por exemplo, a concentracdo € elevada nos recém-nascidos e diminui com a
maturidade (ITOH et al.,, 1993a; ITOH et al, 1993b). Em cées filhotes, a
concentragcdo da AGP é baixa e aumenta gradualmente com a idade
(FOURNIER et al., 2000). Yuki et al. (2010) verificaram que a concentracao da
AGP era 70% menor em recém-nascidos em relacdo a caes adultos saudaveis
e que ndo houve diferenca entre os sexos. Kuribayashi et al. (2003)
demonstraram que em cadelas gestantes a concentragcdo da AGP dobrou em
relacdo a concentracdo meédia de cadelas ndo gestantes e saudaveis. Isto
ocorre devido uma reacdo inflamatoria induzida por invasdo endometrial
embrionaria (CERON et al., 2005).

Yuki et al. (2010) relataram que a concentracao sérica da AGP esteve mais
elevada em cdes com infeccbes, especialmente agudas, além de ser um
marcador Util para avaliar o curso de disturbios inflamatérios, uma vez que o
processo de reparacdo continua ocorrendo se a concentracdo da AGP
permanecer aumentada.

A ceruloplasmina (Cp) é uma a2-glicoproteina considerada uma PFA
moderada em cdes (CERON e MARTINEZ-SUBIELA, 2004). Possui peso
molecular de 151 kDa e ¢é sintetizada principalmente por hepatécitos
(HELLMAN e GITLIN, 2002). Esta proteina € a principal proteina de ligacdo do
metal cobre no sangue. Atua como um agente antiinflamatério devido a sua
capacidade de minimizar a formacao de radical anidnico superoxido, gerado
por leucocitos polimorfonucleares durante a inflamacéo e que poderia causar
danos teciduais (BROADLEY e HOOVER, 1989). Solter et al. (1991)
comprovaram que tanto a Cp como a haptoglobina, sdo seis vezes mais
sensiveis do que a concentracéo de fibrinogénio e a contagem de leucdcitos na
deteccéo de processos inflamatérios em cédes. Em cées, ocorreu um aumento
intenso na concentragcdo de Cp apdés um trauma cirargico, decorrente de
implante de enxerto de aorta abdominal, ocorrendo pico duas a trés vezes
acima do valor de referéncia 96 horas apés o procedimento (CONNER et al.,

1988). No estudo realizado por Serin e Ulutas (2010) a concentracdo da Cp
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aumentou significativamente, em relacdo aos valores pré-cirirgicos, apos
ovariohisterectomia em cadelas, com pico em até 72 horas apos o
procedimento.

A haptoglobina (Hp) € uma PFA moderada em caes e possui peso
molecular de 81 kDa (SHIM et al., 1971). A maioria das suas atividades esta
relacionada a formacao do complexo Hp-hemoglobina. Atua também regulando
as reacfes da imunidade inata sobre os leucécitos (resposta antiinflamatoria) e
possui efeito bacteriostéatico direto, ou seja, a Hp torna o ferro indisponivel para
a bactéria que o necessita para seu crescimento (CECILIANI et al., 2012).
Pulméo, tecido adiposo, baco e rins também podem produzir a Hp
(DOBRYSZYCKA, 1997; EBERSOLE e CAPPELLI, 2000). Em modelos
experimentais de mastite, autores demostraram que ha producdo de Hp na
glandula inflamada, sendo possivel detecta-la em amostras do leite
(ECKERSALL et al., 2006).

A Hp canina é particularmente sensivel aos glicocorticoides. Assim,
concentracbes elevadas desta proteina podem ser encontradas apdés o
tratamento com glicocorticides (HARVEY e WEST, 1987; MARTINEZ-
SUBIELA et al., 2004). Foi demonstrado aumento nas concentractes de Hp e
fibrinogénio em cédes com hiperadrenocorticismo, com ou sem inflamacéo
(McGROTTY et al., 2005; CALDIN et al., 2009). Couto et al. (2009)
demonstraram que cédes da raga Greyhound sadios apresentaram
concentracdes séricas menores de Hp do que cées de outras racas, sugerindo
assim, que deve-se estar atento ao interpretar resultados de PFA nas
diferentes racas de caes.

Pela determinacdo da concentracéo da Hp, se realizada em conjunto com
o amiloide A sérico (SAA), pode-se diferenciar condi¢cfes inflamatorias agudas
e cronicas, com maior e melhor eficacia do que a contagem de neutrofilos
segmentados e bastonetes (HORADAGODA et al., 1999). A resposta da Hp em
cdes ao trauma cirdrgico segue o mesmo curso de humanos, com pico nas
suas concentracdes 120 horas apds a cirurgia, seguido por declinio gradual
(CONNER et al., 1988). Ao contrério do que ocorre em bovinos, a Hp em caes
€ um constituinte normal do soro e seus niveis dobram apds uma cirurgia
(ECKERSALL e CONNER, 1988). Em ruminantes, a Hp é considerada a
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principal PFA, pois sua concentracdo pode aumentar 100 vezes em 48 horas
diante de uma inflamagéo (ECKERSALL e BELL, 2010).

Em cadelas que foram submetidas a ovariohisterectomia para tratamento
de piometra, as concentragcdes de Hp apresentaram-se significativamente
aumentadas naquelas com complicacdes no periodo pds-operatério. No grupo
de cadelas sem complicacdes no periodo pés-operatério, as concentracées de
Hp se mantiveram semelhantes aos valores da avaliagdo pré-cirargica
(DABROWSKI et al., 2009). Serin e Ulutas (2010) observaram aumento
significativo nas concentracfes da Hp 48 e 72 horas apos o procedimento de
ovariohisterectomia em cadelas, em relagdo aos valores pré-operatorios.
Dabrowski et al. (2007) observaram um aumento significativo na concentragéo
da Hp somente 72 e 120 horas ap0s a ovariohisterectomia em cadelas
saudaveis, em relacdo aos valores pré-cirurgicos.

O amiloide A sérico (SAA) € uma proteina com um peso molecular de 15
kDa (CERON et al., 2005). Seu papel fisiolégico na defesa durante a
inflamacéo ndo € bem conhecido, mas inclui a detoxificagdo de endotoxinas,
inibicao de linfécitos, inibicdo da proliferacdo de células endoteliais, inibicdo de
agregacado plaquetaria e inibicdo da adeséo do linfécito T a proteina da matriz
celular (URIELI-SHOVAL et al., 2000). O SAA esta envolvido no recrutamento
quimiotaxico de células inflamatorias ao local da infecgdo (XU et al., 1995).

O SAA possui trés isoformas denominadas SAALl, SAA2 e SAA3. As duas
principais isoformas circulantes sdo o SAAl1 e SAA2, os quais sdo produzidos
pelo figado durante a resposta de fase aguda. A isoforma SAA3 é sintetizada
principalmente em tecidos extrahepaticos (CECILIANI et al., 2012). Eckersall et
al. (2006) demonstraram que a concentracdo de SAA3 maméria (M-SAA3)
estava significativamente maior nas células epiteliais secretoras das glandulas
mamarias infectadas por bactérias patogénicas. Portanto, além de sua
producdo hepética, ha também producdo em tecidos como intestino, rim,
medula 6ssea, adipocitos (quando ha hiperglicemia) e glandula mamaria (em
casos de mastite) em diferentes espécies animais, servindo como potencial
marcador local de atividade inflamatoria (LIN et al., 2001; CERON et al., 2005;
CECILIANI et al., 2012).

Em cdes, o SAA é considerado uma das principais PFAs por sua

concentracdo elevada durante a resposta de fase aguda e por seu rapido
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declinio com a resolucdo do distirbio inflamatério (CERON et al., 2005).
Segundo Dabrowski et al. (2007), as concentracdes de CRP e SAA refletem a
ativacao do sistema imune e podem ser usadas para avaliar o estado de saude
de cadelas ou monitorar complicacdes pds-operatérias, pois cadelas com
piometra apresentaram concentracfes muito elevadas de CRP e SAA, como
resultado de uma producdo excessiva de citocinas pro-inflamatérias por
neutrofilos e macréfagos. Apds a ovariohisterectomia, essas concentragfes
diminuiram gradativamente, demonstrando a resolucdo do processo e a
diminuicdo da resposta inflamatoria a agressao cirargica.

Em gatos, o SAA é um indicador de atividade inflamatdria ou infecciosa,
especialmente em estagios adiantados, pois sua resposta € bem rapida nesses
animais (KAJIKAWA et al., 1999). Em equinos, o SAA tambem é considerado
como a principal proteina de fase aguda (JACOBSEN e ANDERSEN, 2007).

A a;-antitripsina € uma proteina inibidora de protease com resposta de fase
aguda moderada em cées. Ela é sintetizada principalmente no figado durante a
resposta inflamatéria para remover proteases que séo liberadas por fagécitos e
outras células do sistema imune no local da injaria minimizando os efeitos
prejudiciais ao tecido (MURATA et al., 2004; ECKERSALL, 2008). Em
humanos, as concentracdes desta proteina aumentam por trauma, hemorragia,
neoplasia e durante a gestacédo (CRYSTAL, 1990).

Conner et al. (1988) observaram que as concentragdes da a;-antitripsina
ndo aumentaram significativamente em cédes submetidos a um procedimento
cirdrgico para implantar enxerto de aorta abdominal. Os autores sugeriram que
a auséncia de resposta da proteina apés cirurgias em cées junto ao fato da a;-
antiquimotripsina, outra PFA em humanos do grupo de antiproteases, estar
ausente no plasma canino, poderia indicar que o sistema inibidor de proteases
gue age durante a resposta de fase aguda no cao difere deste mesmo sistema
no homem, uma vez que as concentra¢des da aj-antitripsina dobraram apés
procedimento cirdrgico de colecistectomia nesta espécie. Hughes et al. (1995)
observaram que as concentracdes seéricas desta proteina ndo apresentaram
diferencas entre cdes saudaveis e hospitalizados, no entanto, verificaram que
cadelas saudaveis castradas possuiam concentracfes significativamente

menores que cadelas saudaveis ndo castradas.



13

A transferrina, considerada uma PFA negativa em mamiferos, € uma
glicoproteina sanguinea responsavel pelo transporte de ferro na circulagdo. Em
cdes e gatos, a determinacdo das suas concentracdes tem sido usada
amplamente para a avaliacdo do metabolismo do ferro e homeostase (CERON
et al.,, 2005). Concentracdes diminuidas de transferrina podem ser
consequéncia da sua producédo inadequada por danos nos hepatdcitos, doenca
renal, leucemias, inflamagdo aguda e cronica (ECKERSALL, 2008). Em um
estudo realizado em humanos, a concentracdo da transferrina diminuiu no
periodo pds-operatério de cirurgias abdominais (BUTTENSCHOEN et al.,
2001).

A magnitude do aumento das proteinas de fase aguda foi relacionada a
intensidade do trauma cirdrgico, sendo ampla quando ocorre uma lesdo
tecidual mais severa, tal como uma cirurgia ortopédica (CASPI et al., 1987,
MURATA et al., 2004).

Como anteriormente citado, Serin e Ulutas (2010), demonstraram que a
CRP, Hp e Cp podem ser utilizadas como marcadores diagndsticos de rotina
para avaliar complicacdes pOs-operatérias, assim como monitorar a
recuperacdo, pois verificaram rapida elevacdo nas concentracfes destas
proteinas apods ovariohisterectomia e declinio gradual das concentracdes de Hp
e Cp, coincidindo com a recuperacgao das cadelas.

Existem varios métodos validados para a determinacdo das concentracdes
das PFAs em cdes. A concentracdo de CRP em cdes geralmente é
determinada através de imunoensaio usando anticorpos CRP especificos para
cées, e varios formatos foram desenvolvidos e descritos, como o método de
imunoturbidimetria, ELISA, imunodifuséo, teste de aglutinacdo em latex ou por
meio de kits comerciais (ECKERSALL et al., 1989; ECKERSALL et al., 1991,
YAMAMOTO et al., 1994; TAGATA et al., 1996; KJELGAARD-HANSEN et al.,
2003a; KIELGAARD-HANSEN et al., 2003b) . Para determinar a concentragao
do SAA em cdes é usado o método de ELISA, aglutinacdo em latex por
imunoturbidimetria ou por kit comercial para ELISA (YAMAMOTO et al., 1994,
MARTINEZ-SUBIELA e CERON, 2005; CHRISTENSEN et al., 2012).

As concentracfes da Hp podem ser determinadas por nefelometria, por
espectrofotometria ou através de Kit comercial para analisador bioquimico
(HARVEY e WEST, 1987; WEIDMEYER e SOLTER, 1996; MARTINEZ-
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SUBIELA e CERON, 2005). A concentracdo da AGP pode ser determinada por
imunodifuséo radial simples ou pelo método de imunoturbidimetria, e um dos
métodos de determinacdo da Cp € por espectrofotometria (ECKERSALL et al.,
1999; KURIBAYASHI et al., 2003; CERON e MARTINEZ-SUBIELA, 2004).

Outra forma de determinar as concentracdes das PFAs é pela eletroforese.
Esta técnica é uma ferramenta importante para o fracionamento de proteinas
do sangue. Atualmente, em termos de pesquisa, a técnica de eletroforese em
gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) vem
sendo utilizada, apesar de nado estar ainda totalmente validada para as
diferentes espécies de animais domésticos. Com esta técnica, as proteinas sdo
agrupadas numa série de bandas definidas pela sua massa molecular relativa
(ECKERSALL, 2008).

De qualquer forma, a separacdo das proteinas séricas pela técnica do
SDS-PAGE ja revelou alteracdes nas bandas de proteinas causadas por
patologias em poneis e cdes (FAGLIARI et al., 1998; KIRAL et al., 2004), mas
este método ainda ndo esta amplamente difundido em laboratérios
diagnosticos (ECKERSALL, 2008).

As avaliacbes dos teores de proteinas totais e suas fracdes propiciam
subsidios para adequada interpretacédo do estado de hidratacédo, bem como de
inflamacéo, infec¢do, doenca imunomediada e alteracdo da sintese protéica. O
estudo da cinética das proteinas de fase aguda e das imunoglobulinas pode ser
atii para a compreensdo da fisiopatogenia dos mais variados processos
inflamataorios ou infecciosos, contribuindo para o diagnostico precoce e controle
das enfermidades, avaliacdo da resposta vacinal, bem como para definicdo do
prognéstico (CRAY e TATUM, 1998).

Nesse contexto, o emprego da técnica de eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) é de grande
valia, pois se trata de uma técnica relativamente simples e de baixo custo,
possibilitando a visualizacdo de concentracdes séricas extremamente baixas e
a identificacdo de varias proteinas (GORDON, 1995), entre 20 a 30 proteinas,
inclusive proteinas de fase aguda da resposta inflamatéria e imunoglobulinas.

Alves et al. (2010) identificaram, ao utilizar a eletroforese por SDS-PAGE,
29 proteinas no proteinograma sérico de gatas submetidas a ovariectomia

convencional e por videolaparoscopia e observaram resposta inflamatdria mais
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intensa nas fémeas submetidas a ovariectomia convencional, evidenciada pela
elevacdo nas concentracbes de ceruloplasmina, hemopexina, haptoglobina e
a;-glicoproteina acida no tracado eletroforético.

Schmidt et al. (2011) também utilizaram a eletroforese por SDS-PAGE e
identificaram, em cadelas submetidas a ovariohisterectomia, diminuicdo nas
concentracbes de ceruloplasmina apdés o procedimento cirdrgico, indicando
uma possivel relacdo entre a sintese desta proteina e a auséncia do 17-beta
estradiol.

A principal aplicacdo das PFAs em animais de companhia esta,
possivelmente, na realizacdo de exames de triagem que avaliem as condi¢oes
de saude do animal, pois a ampla natureza de condi¢des que estimulam a sua
producdo torna-se uma vantagem, uma vez que permitiria investigacdes
adicionais para auxiliar no diagnéstico da patofisiologia do processo
inflamatorio, caso os resultados desses exames fossem positivos. Outra
aplicacdo importante de testes que incluem PFAs € para confirmacdo do
estado de saude do animal a ser utilizado em procedimentos experimentais,
ndo somente para verificar condicbes de bem-estar do animal, mas também
para garantir o estado de saude semelhante desses animais antes do inicio dos
experimentos (ECKERSALL, 2004).

Como a concentragdo sanguinea das PFAs é diretamente proporcional ao
grau de les&o tecidual e/ou de inflamac&o (CERON et al., 2005), espera-se que
animais com complicacbes pos-operatorias apresentem concentracfes
protéicas mais elevadas (GRUYS et al.,, 1994). Assim, as PFAs podem ser
utilizadas como ferramentas para avaliar a intensidade e monitorar a resposta

inflamatéria no periodo pos-operatorio (DABROWSKI et al., 2007).
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2.1 OBJETIVOS

2.1.1 Objetivo Geral

O objetivo do presente estudo foi verificar a resposta inflamatoria em
cadelas submetidas a ovariossalpingohisterectomia por duas técnicas distintas:
minimamente invasiva, com o0 emprego de abracadeiras auto-estaticas de
nailon, e por laparotomia, com a utilizacdo de fio nailon, como métodos de

ligadura de pediculos ovarianos e coto uterino.

2.1.2 Objetivos Especificos

Verificar a intensidade da resposta inflamatéria pela avaliacdo do
leucograma e das concentragfes das proteinas de fase aguda em cadelas
comparando-se as duas técnicas de ovariossalpingohisterectomia,

minimamente invasiva e convencional.



3 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(194/2011 - CEUA) da FMVZ, UNESP - Campus de Botucatu (Anexo).

3.1 Animais

Foram utilizadas 30 cadelas saudaveis, sem raca definida, com idade entre
um ano e meio e sete anos pesando em media 10 Kg. Os animais foram
considerados em condicéo de higidez apos as avalia¢des clinica e laboratorial.

Como avaliacdo pré-operatdria, amostras de soro foram obtidas antes do
procedimento cirdrgico e foram submetidas a determinag¢do da concentracao de
creatinina e da atividade de alanina aminotransferase (ALT). Nas amostras de
sangue total foram obtidos 0 hemograma e o teor plasmatico de fibrinogénio e
da proteina total.

Os resultados do hemograma e os valores de fibrinogénio e da proteina
plasmatica total dos animais dos dois grupos (G1 e G2) estavam dentro dos
valores de referéncia para a espécie (JAIN, 1993) (Anexo A). As cadelas do G1
apresentaram concentracdo sérica de creatinina entre 0,50 e 0,72 mg/dL e
atividade sérica da enzima ALT entre 23 e 48 Ul/L; as cadelas do G2
apresentaram concentracdo seérica de creatinina entre 0,57 e 1,02 mg/dL e
atividade sérica da enzima ALT entre 26 e 39 Ul/L. Portanto, todos os valores
estavam de acordo com os limites de referéncia para a espécie (KANEKO et
al., 2008) (Anexo B).

Os animais foram mantidos em jejum solido de 12 horas e hidrico de trés
horas antes da ovariossalpingohisterectomia (OSH) e foram distribuidos em
dois grupos com 15 cadelas cada. No grupo 1 (G1) foi realizada a OSH pela
técnica minimamente invasiva com o0 uso de abracadeiras auto-estaticas de
nailon (CASTRO et al., 2004; SILVA et al., 2004; LIMA et al., 2010) e no grupo
2 (G2) foi realizada a OSH convencional utilizando-se fio de nailon (STONE,
2007).
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3.2 Protocolo anestésico e antimicrobiano

Em todos os animais foi utilizada a associacdo de acepromazina (0,05
mg/Kg) e morfina (0,5 mg/Kg) por via intramuscular (IM), e meloxicam (0,2
mg/Kg) também IM, como pré-anestésicos. Apds 15 minutos da administracao
dos medicamentos acima, foi realizada a canulagéo da veia cefélica e posterior
infusdo de solucao fisiolégica (10 mL/Kg/hora). Em seguida, a anestesia geral
foi induzida através da administracdo da associacdo de cetamina (10 mg/Kg) e
diazepam (0,5 mg/Kg) por via intravenosa (IV). Quando necessario, 0s animais
receberam cetamina (3 mg/Kg) IV para manutencdo da anestesia. Ap0s o
término do procedimento cirdrgico, todos os animais receberam Pentabiotico
Veterinario® na dose de 0,1 mL/Kg IM (Fort-Dodge, Campinas, SP, Brasil)
como medida profilatica.

3.3 Técnica de OSH minimamente invasiva

Para a realizacdo das cirurgias do G1 os animais foram posicionados em
decubito dorsal e a regido abdominal ventral foi submetida a tricotomia e
antissepsia com alcool iodado. Foram efetuadas incisdbes de pele de
aproximadamente dois centimetros, na linha média, caudal a cicatriz umbilical.
A cavidade abdominal foi acessada por incisdo na linha alba. Com auxilio de
um gancho de ovario, estes e os respectivos pediculos foram exteriorizados e
ligados com abracadeiras auto-estéaticas de nailon e, em seguida, foi efetuada a
ligadura do corpo uterino acima da cérvix utilizando-se 0 mesmo tipo de
material (Figura 1A). A sintese da parede abdominal foi realizada com sutura
tipo Sultan, do tecido subcutédneo com sutura tipo simples e da pele com pontos
simples isolados. O fio usado para a sintese em todas as etapas foi o
mononailon agulhado 2-0 ou 3-0 (CASTRO et al., 2004; SILVA et al., 2004;
LIMA et al., 2010). Nao foi observada nenhuma intercorréncia no pos-
operatorio e a sutura de pele de todas as cadelas foi removida sete dias apos a
OSH.

O procedimento cirdrgico deste grupo de animais foi realizado por um
anico cirurgido no Centro Cirargico de Pequenos Animais da Faculdade de

Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP de Botucatu, sendo as cadelas
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oriundas da Associacdo de Protecdo aos Animais do municipio de Botucatu
(APA), cujos proprietarios tinham interesse em realizar OSH eletiva em seus

animais.

3.4 Técnica de OSH convencional

No G2, a OSH foi realizada por laparotomia (técnica convencional) e a
ligadura dos pediculos ovarianos e corpo uterino foram efetuadas utilizando-se
fio nailon agulhado 2-0 (Figura 1B). A sutura da camada muscular, do
subcutaneo e da pele seguiu-se da mesma forma do G1, assim como o tipo de
fio utilizado (STONE, 2007). Nao foi observada nenhuma intercorréncia no pés-
operatdrio e a sutura de pele de todos os animais deste grupo também foi
removida no sétimo dia de pds-operatorio.

Neste grupo de animais, o procedimento cirirgico foi realizado em uma
clinica particular por um anico cirurgido em todos os animais. As cadelas eram
provenientes do municipio de Ipaussu, SP, cujos proprietarios tinham interesse
em realizar OSH eletiva.

-

FIGURA 1A: Abragadeira (seta preta) utilizada durante a ligadura do pediculo ovariano na técnica de OSH
minimamente invasiva em cadelas. FIGURA 1B: Fio de nailon (seta branca) utilizado durante a ligadura
do pediculo ovariano na técnica de OSH convencional em cadelas.
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3.5 Colheita de amostras de soro

Amostras de sangue de todos os animais foram obtidas mediante puncao
jugular ou cefalica, em tubos sem anticoagulante, para obtencdo do soro, e
com o anticoagulante acido etilenodiaminotetracético (EDTA), para obtencéo
de sangue total, em quatro momentos distintos: pré-operatério, ou seja, 24
horas antes da OSH (T1), 24 horas (T2), 48 horas (T3) e sete dias (T4) ap0s a

realizacdo do procedimento cirdrgico.
3.6 Técnicas para realizacdo do hemograma

O hemograma foi realizado em aparelho automatizado (Ebram 18
Hemascreen®). A contagem diferencial de leucocitos foi realizada em
esfregacos sanguineos corados com Pandtico Rapido onde foram contadas
100 células estabelecendo-se o percentual de cada componente celular (JAIN,
1986).

3.7 Técnica para determinacdo da concentragdo sérica de creatinina e
da atividade da ALT

As concentracdes séricas de creatinina e da ALT foram determinadas por
kits bioquimicos comerciais (Katal® - Belo Horizonte, MG) com leitura em
espectrofotdmetro automatizado (Cobas Mira - Roche®).

3.8 Técnica para determinacédo do teor de fibrinogénio

A determinacdo do fibrinogénio plasmatico foi feita pela técnica de

precipitacdo térmica (JAIN, 1986).

3.9 Técnica para determinacdo do teor de proteina plasmaética total

A concentracdo plasmatica de proteina total foi determinada por
refratometria (JAIN, 1986).
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3.10 Técnicas para determinacdo do proteinograma sérico
3.10.1 Determinacao das concentracdes séricas de proteina total

As concentracdes séricas da proteina total (PST) foram determinadas pelo
método do biureto (GORNALL et al.,, 1949) nas amostras de todos o0s
momentos (24 antes da OSH, 24 horas, 48 horas e sete dias apdés o
procedimento cirlrgico) utilizando-se kit bioquimico comercial (Katal® - Belo
Horizonte, MG) e leitura em espectrofotdmetro automatizado (Cobas Mira -
Roche®). Essas andlises foram realizadas no Laboratério Clinico do
Departamento de Clinica Veterinaria da FMVZ — Unesp, Campus de Botucatu.

3.10.2 Fracionamento eletroforético das proteinas séricas

O perfil das proteinas séricas totais foi obtido em gel de poliacrilamida
contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). O fracionamento eletroforético
foi realizado de acordo com técnica descrita por LAEMMLI (1970), em um
sistema de eletroforese unidimensional em géis de poliacrilamida com 4 a 10%
de gradiente. As amostras de soro (10uL) foram diluidas em 30uL de tampéao-
fosfato (PBS) e 20uL de gel mix (10% agua, 2% SDS, 5% 2-mercaptoetanol,
10mM de &cido etilenodiaminotetracético, 20mM fosfato-tris de pH 7,4, 5%
glicerol e 0,001% azul de bromofenol como corante). A corrente elétrica foi
programada em 35 e 50mA, enquanto as amostras estavam nos géis de
separacdo e empilhamento, respectivamente. Apos o fracionamento, o gel foi
corado em solucdo de azul de coomassie brilhante 0,2% por duas horas.
Posteriormente, o gel foi descorado em solucdo de metanol, acido acético e
agua até o aparecimento das fracdes proteicas (Figura 2). As concentracdes
dessas fracdes foram determinadas de acordo com método descrito por
Fagliari et al. (1998) utilizando-se videodensitometro (9301PC Shimadzu,
Tokyo, Japan). As proteinas foram identificadas utilizando-se marcadores
(Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) com pesos moleculares de 200.000;
116.000; 97.000; 66.000; 55.000; 45.000; 36.000; 29.000 e 20.000 daltons
(Figura 2). Adicionalmente, também foram utilizadas proteinas purificadas

(Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) albumina, haptoglobina,
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ceruloplasmina e transferrina. Essas analises foram realizadas no Laboratorio
de Pesquisa do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria da FCAV —

Unesp, Campus de Jaboticabal.

—> Padrdo da amostra

IgA
Ceruloplasmina

Transferrina
Albumina
IgG de cadeia pesada

Haptoglobina
az-glicoproteina &cida

IgG de cadeia leve
Proteina de 23kDa

FIGURA 2: Gel com as fragBes proteicas apds ser descorado em solu¢do de metanol, acido acético e
agua. Setas pretas: exemplos de algumas das fragbes proteicas observadas nas amostras de cadelas
submetidas ao estudo. Padrdo da amostra: 1= 200 kDa; 2= 116 kDa; 3= 97 kDa; 4= 66 kDa; 5= 55 kDa;
6= 45 kDa; 7= 36 kDa; 8= 29 kDa; 9= 24 kDa; 10= 20 kDa.

3.11 Delineamento experimental

Na andlise dos dados utilizaram-se testes paramétricos e nao
paramétricos, levando-se em consideragéo a natureza das variaveis estudadas.
Para avaliar os resultados entre os quatro momentos (24 horas antes da OSH,
24 horas, 48 horas e sete dias ap0s os procedimentos cirlirgicos) no mesmo
grupo de animais utilizou-se a Analise de Variancia (ANOVA) com medidas

b

repetidas e, quando 0s pressupostos necessarios a analise de variancia
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paramétrica ndo foram cumpridos e/ou alcancados, utilizou-se o teste nao
paramétrico de Friedman.

Para comparar os resultados entre os dois grupos de animais (G1 e G2),
utilizou-se o teste t de Student, e como teste substituto ao t de Student, utilizou-
se 0 teste nado-paramétrico de Wilcoxon-Mann-Whitney (WMW), pois o0s
pressupostos para a aplicabilidade do teste t Student sdo mais exigentes, ou
seja, as populacdes de onde as amostras provém tém distribuicdo normal. No
entanto, para o teste de WMW as duas amostras sdo aleatérias e as
observacdes independentes tanto entre quanto dentro das amostras, e a
variavel de interesse tem uma distribuicdo subjacente continua.

Os dados foram analisados com 5% de significancia (p<0,05).



4 RESULTADOS

4.1 Leucograma

4.1.1 Leucograma nos diferentes momentos, para cada técnica

cirargica

Foi observado aumento (p<0,001) no numero de leucécitos e de neutréfilos
segmentados no T2, ou seja, 24 horas apos a cirurgia do G1(Tabela 1).

Nos animais do G2 notou-se aumento (p<0,001) no nimero de leucécitos e
de neutréfilos segmentados também no T2, ou seja, 24 horas apdés o
procedimento cirdrgico (Tabela 1).

Em relagdo ao namero de neutrdfilos bastonetes, foi observada diferenca
significativa (p<0,05) em alguns momentos nos dois grupos, porém ndo houve

desvio nuclear de neutrofilos a esquerda nos momentos avaliados (Tabela 1).

4.1.2 Leucograma nas duas técnicas cirurgicas

Os grupos apresentaram diferencas significativas (p<0,05) no namero de
leucocitos no T4, ou seja, sete dias apos o procedimento cirdrgico. Em relacao
aos numeros de neutrofilos segmentados, notou-se diferenca significativa
(p<0,05) entre os dois grupos apenas no T1. Foi observada diferenca
significativa (p<0,05) nos numeros de linfécitos em todos os momentos. Em
relacdo aos numeros de eosinofilos, verificou-se diferenca significativa (p<0,05)
no T3 e T4. Em relacdo ao numero de neutréfilos bastonetes, ocorreu diferenca

significativa (p<0,05) nos momentos T1, T2 e T4 (Tabela 2).
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4.2 Proteinograma seérico

4.2.1 ConcentracOes séricas das proteinas totais e suas fracdes nos

diferentes momentos, em cada técnica cirargica

Nos animais do G1 (OSH minimamente invasiva) notou-se aumento
(p<0,05) nas concentracdes de ceruloplasmina (Cp) no T3, ou seja, 48 horas
apos a cirurgia quando comparadas ao T1 (pré-operatério). As concentracdes
da aj-antitripsina no G1 nos momentos T3 e T4 (48 horas e sete dias apds a
cirurgia) diminuiram (p<0,05) quando comparadas as concentracdes
observadas no T1 (Tabela 3).

Nos animais do G2 (OSH convencional) foi observado aumento (p<0,05)
nas concentracdes séricas de proteina total no T2 quando comparadas as
concentracOes do T1. Para as concentragdes da a;-antitripsina nos momentos
T2 e T3 também foram observadas diferencas significativas (p<0,05). Para as
concentragfes de uma proteina ndo identificada de 23kDa no momento T3
também foram observadas diferencas significativas (p<0,05) e para
concentracdes da albumina foram observadas diferencas significativas (p<0,05)
no T4 em relacdo aos momentos T2 e T3 (Tabela 3).

As concentracbes das fracOes proteicas: IgA, transferrina, albumina,
haptoglobina (Hp), a;-glicoproteina acida (AGP) e da proteina ndo identificada
de 23kDa ndo apresentaram diferencas significativas (p>0,05) nos quatro
momentos avaliados do G1 (Tabela 3).

As concentragdes das fragOes proteicas: IgA, Cp, transferrina, Hp e AGP
nao apresentaram diferencas significativas (p>0,05) nos quatro momentos
avaliados do G2 (Tabela 3).

4.2.2 Concentracdes séricas das proteinas totais e suas fracdes, nas

duas técnicas cirurgicas

Comparando 0s mesmos momentos entre os dois grupos, notou-se
diferenca significativa (p<0,001) nas concentracdes da PST nos momentos T1,
T2 e T3. As concentragcbes de AGP e da proteina nado identificada

nominalmente de 23kDa mostraram diferenca significativa (p<0,05) para todos
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os momentos. Em relacdo as concentracbes da Cp, notou-se diferenca
significativa (p<0,05) apenas no T2, ou seja, 24 horas apds os procedimentos
cirargicos. As concentragcbes de a1-antitripsina e Hp apresentaram diferencas
significativas (p<0,05) entre os grupos nos momentos T2, T3 e T4, ou seja, 24
horas, 48 horas e sete dias ap0s os procedimentos cirurgicos (Tabela 3).

Por outro lado, as concentracBes séricas de IgA, transferrina e albumina
nao apresentaram diferenca significativa (p>0,05) para os quatro momentos

avaliados entre as duas técnicas cirargicas utilizadas (Tabela 3).
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5 DISCUSSAO

As cadelas submetidas a OSH convencional apresentaram 13% de
aumento (p<0,05) nas concentracbes da PST ultrapassando os valores de
referéncia para cdes 24 horas apos o procedimento cirdrgico (Figura 3). O
aumento das concentracdes da PST pode ocorrer em funcdo de desidratacao,
mas tambem em consequéncia da inflamacdo, da mesma forma que ocorre
com suas fracBes. Neste caso, sugere-se que ocorreu aumento em funcao do
processo inflamatdrio causado pelo procedimento cirdrgico, pois no caso de
desidratacdo, as concentragbes de albumina também  estariam
proporcionalmente aumentadas (ECKERSALL, 2008)

As concentracdes da PST no G2 estiveram significativamente superiores
(p<0,001) quando comparadas as concentracdes do G1 nos momentos T1, T2
e T3. Neste caso ndo € possivel afirmar que esta diferenca significativa entre
0s grupos tenha sido em funcédo do procedimento cirdrgico, pois isSso ocorreu
também no periodo pré-operatério. Segundo Ceron et al. (2005), fatores
ambientais podem influenciar nas concentra¢cdes da CRP de um c&o saudavel,
podendo levar portanto, a grandes variacdes intraindividuais. Porém, nao
existem estudos que mostrem essa relacdo entre o habitat do animal a uma
possivel variagdo nas concentracbes da PST, apenas com suas fracoes.
Assim, sugere-se que as origens diferentes das cadelas (Botucatu e Ipaussu)
possam ter sido um fator de alteracdo também desta proteina, uma vez que
nao houve um controle em relacdo a alimentacdo e ambiente dos animais

avaliados principalmente no T1 e no T4.
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FIGURA 3: Porcentagem de alteragdo das concentracdes séricas da proteina total e suas fracdes no grupo de cadelas
submetidas a OSH convencional. (T1) 24h antes do procedimento; (T2) 24h apds o procedimento (dia 1); (T3) 48h apds
o procedimento (dia 2); (T4) sete dias apds o procedimento.

A albumina é uma PFA negativa em cdes, ou seja, sua concentracao
diminui durante a resposta de fase aguda a uma infecgéo, inflamacéo e ao
trauma, devido a uma diminuicdo na sua producdo pelos hepatoécitos. A
concentracdo da albumina diminui gradualmente, sendo essa reducdo mais
evidente em distarbios inflamatérios cronicos em funcdo da meia-vida
plasmatica da albumina em cées ser de aproximadamente oito dias
(ECKERSALL, 2008). Portanto, uma hipoalbuminemia inflamatéria pode nao
ser observada até que a inflamacéo persista por pelo menos varios dias em
cées (STOCKHAM e SCOTT, 2011).

Neste estudo, a concentragdo da albumina diminuiu 14%, permanecendo
abaixo do limite de referéncia (2,60-3,30 g/dL) para cées sete dias ap0s o
procedimento de OSH convencional (Figura 3), sugerindo que isso tenha
ocorrido em funcéo da reacgdo inflamatéria causada pelo trauma cirtrgico. O
mesmo nao foi observado no grupo de cadelas submetidas a OSH
minimamente invasiva. Estudo anterior relatou que as concentracbes da
albumina diminuiram em cdes com inflamacdo induzida experimentalmente
(YAMASHITA et al., 1994). Entretanto, Nakamura et al. (2008) discordam em

usar as concentragdes da albumina como marcador inflamatério em cées, pois



32

suas concentracbes podem ser alteradas na desidratacdo e condicOes
nutricionais inadequadas.

No presente estudo n&o foram observadas diferencas significativas para as
concentracbes da AGP entre os momentos de cada grupo, o que difere do
observado por Hayashi et al. (2001) que verificaram aumento da concentracdo
desta proteina apd6s o procedimento de OSH em cadelas e por Alves et al.
(2010), que observaram aumento significativo nas concentragdes da AGP ao
comparar duas técnicas cirurgicas de OSH em gatas.

A AGP suprime a funcdo imune ao modular os efeitos das interleucinas 1,
6 e do TNF-a durante um processo inflamatério. Em consequéncia disso, suas
concentracfes séricas alteram-se significativamente (BAUMANN e GALDIE,
1994). No presente estudo as concentragbes da AGP do G1 (OSH
minimamente invasiva) apresentaram-se significativamente superiores (p<0,05)
em todos os momentos quando comparadas aos momentos do G2 (OSH
convencional). Porém, sugere-se que isso ocorreu devido as mesmas causas
supracitadas, uma vez que estas diferencas entre 0s grupos ocorreram no
momento pré-operatorio.

Uma proteina néo identificada nominalmente, de 23kDa, foi observada nos
tracados eletroforéticos em todos animais, independente do grupo (Figura 3 e
4). Apesar da auséncia de informacdes sobre a sequéncia génica desta
proteina, Murata et al. (2004) a descreveram como um mondmero da cadeia
alfa de haptoglobina em bovinos. No entanto, mais pesquisas sao necessarias
para avaliar a funcdo desta proteina em caes, uma vez que ndo ha dados
disponiveis na literatura sobre o exato papel desta fragdo proteica. Esta fracao
diminuiu 16% (p<0,05) no T3 das cadelas submetidas a OSH convencional, ou
seja, 48 horas apo6s a cirurgia, quando comparadas com o T1 (Figura 3). Em
relacdo as concentracfes desta proteina entre os grupos, estas estiveram
significativamente inferiores (p<0,05) em todos os momentos do G1 (OSH
minimamente invasiva) quando comparadas aos momentos do G2 (OSH
convencional). Desta forma, como citado anteriormente, esta proteina também

pode ter sofrido influéncia ambiental devido as diferentes origens dos animais.
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FIGURA 4: Porcentagem de alteragdo das concentracdes séricas da proteina total e suas fragcdes do grupo de cadelas
submetidas a OSH minimamente invasiva. (T1) 24 horas antes do procedimento; (T2) 24h ap6s o procedimento (dia 1);
(T3) 48h apos o procedimento (dia 2); (T4) sete dias apds o procedimento.

As cadelas submetidas a técnica minimamente invasiva apresentaram 62%
de aumento (p<0,05) nas concentracdes séricas de Cp 48 horas apos o
procedimento cirdrgico (T3) quando comparadas com o T1 (pré-operatorio)
(Figura 5). A Cp atua como agente antiinflamatério, pois minimiza a formacéo
de radicais anibnicos superoxidos liberados pelos leucécitos durante a
inflamacédo (BROADLEY e HOOVER, 1989). Como a Cp é considerada uma
PFA moderada em cdes (CERON et al., 2005), o processo inflamatério
causado pelo procedimento cirlrgico minimamente invasivo causou 0 aumento
das suas concentracdes 48 horas ap0s a inducao da inflamacgéo pela cirurgia.

Conner et al. (1988) verificaram que houve pequeno aumento nas
concentracdes da Cp 24 horas apos cirurgia para implante de enxerto de aorta
abdominal em caes, mas 96 horas apds o procedimento os autores observaram
aumento de 140% nas concentracdes desta proteina, demonstrando sua acao
como proteina de fase aguda moderada. Por outro lado, Serin e Ulutas (2010)
observaram aumento de 86% nas concentracdes da Cp 72 horas apés OSH
em cadelas. No mesmo estudo, foram determinadas as concentracdes da CRP
gue apresentaram aumento significativo das suas concentracdes 24 horas apos
a cirurgia. Entretanto, Alves et al. (2010) observaram que a Cp foi a proteina
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que apresentou menor porcentagem de aumento nas suas concentracdes apos

o procedimento de ovariectomia convencional e por laparoscopia em gatas.

Ceruloplasmina
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T1 | ' 61 G2
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T4

* = aumento significativo (p<0,05) em relagdo ao T1
FIGURA 5: Porcentagem de aumento das concentragdes séricas da ceruloplasmina nos momentos dos grupos (G1 e
G2) de cadelas submetidas a OSH. (T1) 24 horas antes do procedimento; (T2) 24h apés o procedimento (dia 1); (T3)
48h apo6s o procedimento (dia 2); (T4) sete dias apds o procedimento.

No presente estudo, a dinamica das alteracbes das concentracdes da Cp
foram divergentes dos estudos supracitados, pois aumentaram
significativamente 48 horas ap0s a técnica cirurgica de OSH minimamente
invasiva em cadelas, retornando as concentracfes observadas no momento
pré-operatorio sete dias apds o procedimento. A Cp, como uma PFA moderada
em caes, retorna as suas concentracdes basais mais lentamente do que as
PFAs principais por possuir uma meia vida mais longa (KJELGAARD-HANSEN
e JACOBSEN, 2011). Portanto, a Cp foi um marcador mais eficiente da
inflamac&o, 48 horas ap6s o procedimento cirdrgico, quando comparado com a
resposta leucocitaria, neste mesmo momento, em cadelas submetidas a OSH
minimamente invasiva, uma vez que nao foram observadas alteracbes no
leucograma (Tabela 1 e 3).

O grupo submetido a OSH minimamente invasiva apresentou
concentracbes de Cp 94% superiores (p<0,05) em relacdo ao G2 (OSH
convencional) 24 horas apos o procedimento cirdrgico quando comparadas as
concentracbes pré-operatérias (Tabela 3), sugerindo que a utilizagcdo da
abracadeira de néilon provocou uma reacdo inflamatéria mais intensa do que o

material utilizado no G2 (fio de nailon) no momento avaliado.
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As concentracfes séricas da aj-antitripsina nos momentos T3 e T4, ou
seja, a partir de 48 horas e até sete dias apdés a OSH minimamente invasiva,
apresentaram diminui¢cédo (p<0,05) de 29% e 35% respectivamente, em relacéo
as concentracdes do T1 (Figura 6). Da mesma forma, no G2, as concentracées
desta proteina também apresentaram diminuicdo de 9% no T3 em relacdo ao
T1(Figura 6). Em relacdo as concentracdes da aj-antitripsina entre 0s grupos, o
G1 apresentou concentracdes 46% menores nos momentos T2 e T3 e 54%
menor no T4 (p<0,05) em relacdo ao G2, ou seja, 24 horas até sete dias apos
os procedimentos cirdrgicos quando comparadas as concentracdes observadas
no pré-operatorio. A literatura é escassa em relacdo a funcédo desta proteina
em cées, mas sabe-se que ela regula a atividade de proteinases, de forma que
durante o processo inflamatério, é liberada para minimizar os danos aos
tecidos (HIBBETS et al., 1999; MURATA et al., 2004; ECKERSALL, 2008). No
entanto, um estudo demonstrou que as concentragcdes séricas da a;-antitripsina
nao diferiram entre caes saudaveis e hospitalizados, mas as cadelas saudaveis
e castradas possuiam concentracbes 16% menores do que as cadelas
saudaveis inteiras que apresentaram concentracdes 23% maiores do que 0s

cades machos saudaveis inteiros (HUGHES et al., 1995).

aj-antitripsina
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FIGURA 6: Porcentagem de aumento e diminuicdo das concentragdes séricas da aj-antitripsina nos momentos dos
grupos (G1 e G2) de cadelas submetidas a OSH. (T1) 24 horas antes do procedimento; (T2) 24h apds o procedimento
(dia 1); (T3) 48h apds o procedimento (dia 2); (T4) sete dias ap6s o procedimento.

Conner et al. (1988) verificaram que cées submetidos ao procedimento
cirurgico para implante de enxerto de aorta abdominal apresentaram aumento

da aj-antitripsina de apenas 13% apdés a cirurgia. Os autores sugeriram que a
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auséncia de resposta desta proteina apds cirurgia em caes e o fato da a;-
antiquimotripsina, uma outra PFA em humanos do grupo de antiproteases, nao
estar presente no plasma canino, poderia indicar que o sistema inibidor de
protease que age durante a resposta de fase aguda no cao difere deste mesmo
sistema em humanos. Pois,em humanos, as concentracfes da aj-antitripsina
dobraram apdés procedimento cirirgico de colecistectomia (ARONSEN et al.,
1972).

De gqualquer forma, nas cadelas do G1, o processo inflamatdrio pode ter
sido a causa da diminuicdo significativa (p<0,05) das concentracbes desta
proteina nos momentos T3 e T4 assim como nas cadelas do G2 no T3, pois 0s
cées, aparentemente, ndo possuem sistema inibidor de protease semelhante
ao de humanos. Assim, nao foi possivel definir uma resposta (aumento ou
diminuicdo) para a espécie diante desse tipo de resposta inflamatéria, ou seja,
ao trauma cirurgico promovido pela OSH. Porém, como observado por Hughes
et al. (1995), as concentracdes da aj-antitripsina podem também ter diminuido
significativamente em consequéncia da diminuicdo hormonal decorrente da
remocdo dos oOrgdos reprodutivos em cées. Esta alteracao foi observada em
relacdo as concentracbes de Cp (ULUTAS et al., 2009), assim como por
Schmidt et al. (2011) indicando a possivel relacdo entre esta proteina e 0 17-
beta estradiol.

Em mulheres, ap6s a administracdo de estrégeno, ocorreu aumento da a;-
antitripsina (LAURELL et al., 1968). Segundo Kueppers e Mills (1983), ratos
machos possuem concentracdes aproximadamente trés vezes maiores do que
fémeas. Esta proteina ndo € considerada uma PFA nesta espécie, mas
responde fortemente a testosterona, pois ap0s a castracao de machos ocorreu
diminuicdo significativa das suas concentracbes. ApO0s a administracdo de
testosterona nestes animais, as concentracdes da a;-antitripsina voltaram as
basais, assim como a administracdo em fémeas levou a concentragbes
similares as dos machos. Em coelhos machos as concentracdes desta proteina
sdo em media 16% superiores em relacdo a sua meédia em fémeas
(KUEPPERS et al., 1984). Em contrapartida, Kueppers et al. (1993)
observaram que as concentracfes em cadelas saudaveis eram maiores do que
em machos saudaveis. Desta forma, os autores sugeriram a possibilidade da

regulacdo da aj-antitripsina por estrégenos.
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Embora ndo tenham sido observadas diferengcas significativas para as
concentracbes de Hp entre os momentos de cada grupo quando comparados
ao pré-operatério, o grupo de cadelas submetidas a OSH minimamente
invasiva apresentou concentracdes desta proteina 39%, 61% e 77% maiores
nos momentos T2, T3 e T4 respectivamente (p<0,05) em relacdo ao grupo das
cadelas submetidas a OSH convencional, ou seja, 24 horas, 48 horas e sete
dias depois (Tabela 3). A Hp é uma PFA moderada em cées e possui efeito
bacteriostatico, além de apresentar resposta antiinflamatéria ao regular as
reacoes da imunidade inata sobre os leucdcitos, justificando o aumento das
suas concentragbes séricas diante de um processo inflamatoério (CERON et al.,
2005).

No presente estudo, as concentracbes desta proteina estiveram
significativamente maiores (p<0,05) no grupo submetido a OSH minimamente
invasiva em relagdo ao grupo submetido & OSH convencional demonstrando
sua acdo como PFA moderada em cées (Tabela 3). Dabrowski et al. (2009)
observaram que as concentracbes da Hp em cadelas que tiveram
complicagbes ap6s OSH para tratamento de piometra se mantiveram
semelhantes desde o primeiro dia até 17 dias ap6s o procedimento quando
comparadas as concentracdes observadas no pré-operatério. Em
contrapartida, nas cadelas que nao tiveram complicacbes pds-operatérias, as
concentra¢cfes da Hp diminuiram consideravelmente a partir do 10° dia ap0s a
OSH. Serin e Ulutas (2010) observaram aumento desta proteina 48 e 72 horas
apos OSH em cadelas saudaveis e Dabrowski et al. (2007) observaram
aumento das concentragfes da Hp 72 e 120 horas também ap6s OSH em
cadelas saudaveis. Conner et al. (1988) observaram pico nas concentracfes da
Hp 120 horas apoés a cirurgia de implante de enxerto da aorta abdominal em
cées.

Assim, os aumentos das concentragbes da Hp e da Cp observados no
grupo de cadelas em que foram utilizadas as abracadeiras, sugerem que a
reacdo inflamatdria, em comparacdo com a utilizacdo da técnica convencional
com fio de naéilon, ocorreu de forma mais intensa, pois esse aumento
significativo ocorreu nas primeiras horas e até uma semana apos a cirurgia. De
acordo com Lima et al. (2010) ndo ocorreram alteracdes macroscopicas ou

gquaisquer reacoes teciduais ao se comparar a utilizacdo da abracadeira e do
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fio de ndilon para ligadura dos pediculos ovarianos em cadelas. Porém, os
autores supracitados efetuaram a avaliacdo histologica dos pediculos somente
60 dias apds a realizacdo da cirurgia e ndo determinaram as concentracdes
das proteinas avaliadas no presente estudo para investigar qual seria a
resposta sistémica com a utilizacdo dos dois tipos de material durante o pos-
operatorio imediato. Castro et al. (2004) apontaram a eficiéncia da utilizacdo da
abracadeira de néilon na ligadura dos pediculos ovarianos e uterino em gatas,
assim como a ndo observacdo de quaisquer manifestacfes clinicas que
denotassem reacdao tecidual excessiva no pos-operatorio imediato ou tardio. No
entanto afirmaram a importancia da realizacdo de testes adicionais para se
avaliar a intensidade da reacéo tecidual ao implante.

Segundo Solter et al. (1991) as concentracdes da Hp e da Cp séo seis
vezes mais sensiveis do que a contagem de leucocitos na deteccdo de
processos inflamatérios em cées. A leucocitose € uma das alteracbes que
ocorre durante a resposta de fase aguda, porém a resposta leucocitaria €
frequentemente sinoidal, com wuma diminuicdo inicial, causada pela
marginalizacéo e adeséo as células endoteliais, e um subsequente aumento na
contagem total de leucdcitos induzido pelas citocinas liberadas nesta fase.
Posteriormente, essas células amplificam a resposta inflamatoria pela liberacéo
de mais citocinas e atracdo de células inflamatérias ao local da inflamacéo
(ECKERSALL, 2008; WEISS et al., 2010).

Na presente pesquisa as concentracfes da Hp e da Cp, como citado
anteriormente, foram significativamente diferentes entre os dois grupos,
demonstrando reagfes inflamatorias diferentes entre as duas técnicas. O
mesmo ndo ocorreu com a contagem total de leucdcitos, que embora tenha
ocorrido leucocitose por neutrofilia no T2 de ambos os grupos, ou seja, 24
horas apds a cirurgia, esses valores ndo foram significativamente diferentes
entre 0s grupos, o que nos revela a importancia da determinacdo das proteinas
de fase aguda no monitoramento do pos-operatorio em cadelas. Isto esta de
acordo com Yamamoto et al. (1993), que sugeriram que a CRP foi mais util do
gue a contagem total de leucécitos para avaliar a gravidade de diferentes
processos inflamatorios nos caes, e que desta forma, estas células ndo servem
como indicadores confiaveis da inflamacdo nesta espécie. Em contrapartida,

Nakamura et al. (2008) citaram que, embora exista divergéncia entre a



39

contagem total de leucocitos e a concentracdo da CRP, ambos devem ser
avaliados rotineiramente como marcadores inflamatérios, pois a CRP pode ser
util para detectar inflamacbes de forma precoce, visto que dentro de um
periodo de 24 horas apés o estimulo inflamatério suas concentracbes podem
aumentar de 100 até 1000 vezes, sendo assim um marcador amplamente
sensivel.

Apesar das diferengas significativas observadas nas concentragdes do
fibrinogénio, da proteina plasmatica total e nos outros parametros do
leucograma (neutrofilos bastonetes e linfécitos), esses ndo ultrapassaram os
limites de referéncia para a espécie canina, com excecdo da eosinofilia
observada no T3 do G1, sugerindo que houve uma acdo antiinflamatéria em
resposta a inflamacao, porém nao tao evidente quando comparada com as

concentragdes de Hp e Cp.



6 CONCLUSOES

O aumento (p<0,05) observado nas concentracfes de ceruloplasmina 48
horas ap6s OSH minimamente invasiva permitiu observar a sua acdo como
proteina de fase aguda moderada em cées apods a inducdo do processo
inflamatdrio causado pelo trauma cirdrgico em cadelas.

Com base nas alteracdes observadas nas concentragdes da a;-antitripsina
apos as duas técnicas de OSH, conclui-se que existe possibilidade desta
proteina de fase aguda ser dependente de horménios femininos no caso da
espécie canina, podendo desta forma ser regulada por horménios.

Uma proteina de 23 kDa, nao identificada nominalmente, foi observada no
tracado eletroforético de todos os animais, independentemente do grupo
avaliado, denotando-se assim a importancia de estudos mais aprofundados
sobre esta proteina em cées.

Conclui-se que, embora tenha ocorrido leucocitose por neutrofilia 24 horas
apoés as duas técnicas de OSH, ndo houve diferenca significativa (p<0,05) entre
0S grupos, e que desta forma, esses parametros ndo foram eficientes para
demonstrar a diferenca e/ou a presenca da resposta inflamatéria apés OSH
convencional e minimamente invasiva em cadelas.

As concentracfes das proteinas de fase aguda (Cp, Hp e aj-antitripsina)
forneceram dados relevantes sobre o pés-operatério de cadelas submetidas a
duas técnicas cirurgicas distintas auxiliando, portanto, no monitoramento da
recuperacao cirargica.

A partir das alteracdes nas concentracdes das proteinas de fase aguda (Cp
e Hp) foi possivel observar que a OSH pela técnica minimamente invasiva com
utilizacdo da abracadeira de nailon, causou uma resposta inflamatéria mais
intensa do que a OSH pela técnica convencional em cadelas no periodo pos-

operatdrio imediato.
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Proteinas de fase aguda em cées: possiveis aplica¢fes em cirurgia
Acute phase proteins in dogs: possible applications in surgery
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RESUMO

As proteinas de fase aguda (PFA) sdo um grupo de proteinas do sangue que
apresentam alteracdo nas suas concentraces em animais acometidos por infecgdes,
inflamac@es, submetidos a trauma cirtrgico ou mesmo o estresse. A magnitude do aumento
das proteinas de fase aguda estd relacionada a intensidade do trauma cirargico. Como a
concentracdo sanguinea das proteinas de fase aguda é diretamente proporcional ao grau de
lesdo tecidual e/ou de inflamacdo, espera-se que animais com de complicacdes pos-
operatorias apresentem concentracfes protéicas mais elevadas. Assim, as PFAs podem ser
utilizadas como ferramentas para monitorar a intensidade da resposta inflamatoria e como

marcadores precoces de complicacdes pos-operatdrias.

Palavras-chave: proteina C-reativa, amiloide A sérico, pos-operatério, soro.

ABSTRACT

The acute phase proteins (APPs) are blood proteins that change their serum
concentrations in animals with infections, inflamations, trauma, surgery or stress. The
magnitude of increase of the APP is related to the intensity of surgical trauma. The serum
concentration of the APPs is directly proportional to the degree of tissue injury and/or
inflammation. Therefore animals with postsurgical complications will have increasead

concentrations of APPs. Thus, the APP concentrations may be an useful tool for evaluate the
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intensity of the inflammatory response to surgical trauma and as diagnostic markers of early

postoperative complications.

Key-words: C-reactive protein, serum amyloid A, postoperative, serum.

INTRODUCAO

Uma PFA € definida como uma proteina que sofre alteracdo na sua concentracao
sérica em pelo menos 25% durante a resposta as citocinas pro-inflamatdrias como interleucina
(IL)-6, IL-1 e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), secretadas no momento da inflamagéo.
As PFAs sdo consideradas componentes da resposta imune inata ndo-especifica, envolvidas
no restabelecimento da homeostasia e contencdo do crescimento microbiano antes do
desenvolvimento de uma resposta imune adquirida frente a um desafio (MURATA et al.,
2004; GRUYS et al., 2005).

Na reacdo inflamatoria ocorrem alteracbes denominadas respostas de fase aguda.
Essas respostas sdo induzidas pelas citocinas pro-inflamatdrias que atuam como mensageiros
entre o local da lesdo e a sintese e liberacdo das proteinas de fase aguda (PFAS)
principalmente pelos hepatécitos (KIELGAARD-HANSEN & JACOBSEN, 2011). A
resposta de fase aguda é, portanto, uma reacao sistémica do organismo a um distarbio local ou
sistémico causado por infeccdo, injdria tecidual, trauma ou cirurgia, crescimento neoplasico
ou distarbios imunoldgicos. No local em que ha invasdo de microorganismos e dano tecidual,
sdo iniciadas respostas pelo préprio tecido associadas a producdo de mais citocinas e outros
mediadores inflamatdrios. Esses ativam receptores em diferentes células-alvos levando a uma
reacdo sistémica, resultando em ativacdo do eixo hipotadlamo-pituitaria-adrenal, reducdo da
secrecdo do hormonio de crescimento e alteragfes organicas clinicamente caracterizadas por

febre, anorexia, equilibrio do nitrogénio negativo e catabolismo de células musculares, além
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de outras alteracGes como leucocitose, aumento do cortisol sanguineo e alteracfes na
concentracdo de proteinas de fase aguda, por modificagdes no metabolismo hepético
(ECKERSALL, 2008). Dentro de poucas horas ap6s a inflamacéo, o padrdo das proteinas
sintetizadas pelo figado é alterado, resultando no aumento da concentragdo de algumas
proteinas sanguineas, as PFA positivas, e diminuicdo na sintese de outras, as PFA negativas
(GRUYS et al., 2005).

As PFAs positivas apresentam respostas principais (ou maiores), moderadas e
menores. As principais possuem baixa concentracdo (<1 pg/L) em animais saudaveis e
aumentam em 100 a 1000 vezes na concentracdo sob estimulacéo, ocorrendo pico em 24 a 48
horas, quando entdo diminuem rapidamente durante a fase de recuperacdo do animal. As
respostas de fase aguda moderadas sdo aquelas que aumentam em cinco a 10 vezes sob
ativacdo, com pico apdés dois a trés dias, e diminuem suas concentra¢cdes mais lentamente que
as PFA principais. As PFA com respostas menores sdo aquelas que aumentam gradualmente a
sua concentracdo entre 50 a 100% (ECKERSALL & BELL, 2010). As PFAs negativas sao
aquelas em que suas concentra¢des diminuem pelo menos 25% do seu valor basal na resposta
a inflamacdo. Nos cdes, as principais PFA negativas sdo a albumina e a transferrina
(PALTRINIERI, 2007; ECKERSALL e BELL, 2010).

Em cées, ha diferencas na magnitude e também no tempo da resposta ao distarbio
inflamatorio. As principais PFAs positivas, como a Proteina C-Reativa e 0 Amiloide A
Sérico (SAA) apresentam um aumento rapido e precoce nas suas concentracdes, mas um
declinio muito rapido em condi¢des inflamatorias agudas. As PFAs moderadas (haptoglobina,
alfa-1 glicoproteina &cida e ceruloplasmina) necessitam de mais tempo para aumentar e
retornar ao valor normal, com um declinio mais gradual (CERON et al., 2005; ECKERSALL

& BELL, 2010).
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As concentracdes das PFASs na circulagdo estdo relacionadas a gravidade do disturbio e
a extensdo do dano tecidual. Apesar de serem denominadas de PFAS, ha secrecdo e expressao
continua dessas proteinas em processos cronicos. No entanto, a concentra¢do sanguinea
dessas proteinas pode ser alterada de acordo com a evolugdo dessas condigdes
(ECKERSALL, 2008).

O procedimento cirdrgico promove um trauma tecidual, que por sua vez produz uma
reacdo inflamatoria localizada e generalizada (resposta de fase aguda), além de uma reacdo
imunossupressora e metabolica. Determinar a dindmica destas reacBes pode auxiliar a
quantificar o grau de trauma tecidual induzido pela cirurgia, compreender melhor diferencas
nos processos inflamatérios entre procedimentos distintos e monitorar de forma mais
adequada o periodo pds-operatorio (SUTER et al., 2002).

O objetivo desta revisdo € apresentar as principais PFAs utilizadas em cées, com
énfase nas suas alteragdes relacionadas ao trauma cirdrgico.

REVISAO DA LITERATURA

O fibrinogénio (FB) é uma betaglobulina, considerado uma proteina de fase aguda,
sintetizada pelo figado, cuja concentracdo plasmatica eleva-se sob a acdo estimuladora das
interleucinas (IL-1 e IL-6) e do TNF-a liberados pelo processo inflamatorio (ANDREWS et
al., 1994). Segundo JAIN (1986), durante o processo de inflamagdo aguda, a concentracdo
plasmatica desta proteina aumenta por varios dias, atingindo um pico entre o quinto e sétimo
dia e o grau de hiperfibrinogenemia pode refletir a gravidade da inflamagédo, sendo
considerada uma proteina de fase aguda moderada. Para cées, valores superiores aos de
referéncia (100 - 300mg/dl) podem indicar processo inflamatério desde que a
hemoconcentragéo néo esteja presente (SUTTON & JOHNSTONE, 1977).

A determinacdo do fibrinogénio plasmatico é comumente usada, mas pode ser

influenciada por outros fatores, além do processo inflamatorio. A diminuigdo da concentracdo
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do fibrinogénio pode ser causada por consumo em coagulopatias ou pelo aumento da
permeabilidade vascular, que pode mascarar uma hiperfibrinogenemia induzida por
inflamacdo e tornar a interpretacdo dos resultados dificil (KJELGAARD-HANSEN &
JACOBSEN, 2011).

A proteina C-reativa (CRP) possui peso molecular de 100 kD (cinco subunidades de
20 kD cada) (YUKI et al., 2010). Esta proteina tem papel importante na protecdo contra
infeccdo, eliminacdo de dano tecidual e regulacdo da resposta inflamatéria (MOLD et al.,
2002). Ela inibe a quimiotaxia e a “explosdo respiratoria” de neutréfilos (MORTENSEN &
ZHONG, 2000), liga-se diretamente a varios microorganismos, degenerando células e restos
celulares, ativando o sistema complemento pela via classica Clq e atua também como
opsonina (GRUYS et al, 2005).

Assim como em humanos, a CRP é conhecida como um marcador til da inflamacéo
aguda em cdes. A CRP em cées apresenta rapida e precoce elevacdo na sua concentracao e um
declinio muito rapido, sendo assim um teste Gtil para indicar a situacdo do animal no
momento da colheita da amostra. O soro de cées saudaveis contém menos de 5 mg/L CRP. No
entanto, apos o estimulo inflamatorio promovido por uma cirurgia, observa-se um aumento na
sua concentracdo em quatro horas e o pico de sua concentracdo ocorre em 24 horas (CASPI et
al, 1984; CERON et al., 2005). Ap6s trauma cirlirgico em cées, observa-se aumento de 95
vezes na concentracdo da CRP, sendo esta considerada uma PFA principal em cies (CERON
et al., 2005).

Geralmente, a concentracdo da CRP em cdes esta correlacionada com a extensdo e
atividade da inflamagdo ou intensidade do trauma cirargico. Observa-se aumento nas
concentracfes de CRP antes de quaisquer alteragdes hematoldgicas, sendo em muitos casos

este aumento o Unico indicador de um processo inflamatério (CASPI et al., 1987).
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YAMAMOTO et al. (1993) realizaram um estudo em 29 cdes submetidos a diferentes
tipos de cirurgia. A concentracdo da CRP aumentou de forma significativa na maioria dos
caes 24 a 48 horas ap0s os procedimentos, sendo as menores concentra¢c@es observadas no
grupo de animais submetidos a ovariohisterectomia convencional e suas concentragdes
diminuiram significativamente quando as suturas cirargicas foram removidas. DABROWSKI
et al. (2009) demonstraram que houve um aumento significante com relagdo ao periodo pré-
operatorio, nas concentracbes de CRP, 24 horas apds ovariohisterectomia, em cadelas para
tratamento de piometra, com e sem complicacdes no periodo pds-operatorio. No entanto, as
concentracdes de CRP do grupo de animais sem complica¢fes diminuiram em até 48 horas
apos o procedimento, e no grupo com complicacdes pds-operatorias, as concentracdes de CRP
comecaram a diminuir sete dias apds o procedimento cirdrgico. DABROWSKI et al. (2007)
demonstraram que cadelas saudaveis submetidas a ovariohisterectomia apresentaram um
aumento maximo e significativo na concentracdo de CRP 24 horas apds o procedimento
cirurgico, com rapido declinio nos outros dias.

SERIN & ULUTAS (2010) verificaram que as concentracbes da CRP aumentaram
significativamente, em relacdo aos valores pré-operatorios, 24, 48 horas e sete dias apds
ovariohisterectomia em cadelas saudaveis. Em outro estudo, a concentracdo da CRP foi
significativamente maior do que os valores pré-cirurgicos em cadelas 12 horas ap6s serem
submetidas a cirurgia de ovariohisterectomia. Em cédes submetidos a trauma cirdrgico
decorrente de implante de enxerto de aorta abdominal, a concentragdo da CRP aumentou
rapidamente apds o procedimento, sendo que seu pico ocorreu em até 24 horas (CONNER et
al., 1988).

Alfa-1 glicoproteina &cida (AGP), também denominada de orosomucdide, é uma
glicoproteina com peso molecular de aproximadamente 43 kD, sintetizada e secretada

principalmente por hepatocitos (FOURNIER et al., 2000; ECKERSALL, 2008; YUKI et al.,
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2008). Foi demostrado que linfocitos também produzem alfa-1 glicoproteina &cida, o que
pode explicar o seu nivel sérico elevado em cdes e gatos com linfoma (GAHMBERG e
ANDERSON, 1978). A producdo extrahepatica de AGP foi observada em humanos nos rins,
intestino e coracdo, e por diferentes tipos de leucdcitos (FOURNIER et al., 2000).

A funcdo biologica da AGP ainda permanece desconhecida, mas é uma PFA com
funcdo na imunomodulacdo e inflamagcdo (FOURNIER et al., 2000; HOCHEPIED et al.,
2003.). E conhecida por suprimir a funcdo imune, como a fagocitose de neutréfilos e
blastogénese de linfocitos por modular os efeitos da IL-1, IL-6 e do TNF-a (BAUMANN &
GAULDIE, 1994). Sua concentracdo sérica altera-se significativamente ap6s um processo
inflamatério (KURIBAY ASHI et al., 2003). Em estudos realizados por GANROT (1973), nos
quais avaliou a AGP em cées sadios, observou-se, ao se induzir o processo inflamatorio,
rapido e significativo aumento desta proteina, com duracdo média de aproximadamente 5,5
dias. HAGMAN (2011) observou que a concentracdo média de AGP em cadelas com
piometra era quatro vezes maior do que em cadelas saudaveis. HAYASHI et al. (2001)
observaram que o procedimento de ovariohisterectomia aumentou a concentracdo sérica da
CRP assim como da AGP.

A concentracdo de AGP em cées saudaveis pode variar conforme a idade, o ambiente,
araca e com a gestacdo (YUKI et al., 2010). Em caes filhotes, a concentracdo da AGP é baixa
e aumenta gradualmente com a idade (FOURNIER et al., 2000). KURIBAYASHI et al.
(2003) demonstraram que em cadelas gestantes a concentracdo da AGP era o dobro em
relacdo a concentracdo média de cadelas ndo gestantes e saudaveis. Isto ocorre devido uma
reacéo inflamatoria induzida por invasio endometrial embrionéria (CERON et al., 2005).

YUKI et al. (2010) relataram que a concentracdo sérica da AGP esteve mais elevada

em cdes com infeccles, especialmente agudas, além de ser um marcador Gtil para avaliar o
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curso de disturbios inflamatdrios, uma vez que o processo de reparacao continua ocorrendo se
a concentracdo da AGP permanecer aumentada.

A ceruloplasmina (Cp) é uma a2-glicoproteina considerada uma PFA moderada em
cies (CERON & MARTINEZ-SUBIELA, 2004). Possui peso molecular de 151 kD e é
sintetizada principalmente por hepatécitos (HELLMAN & GITLIN, 2002). Esta proteina é a
principal proteina de ligacdo do metal cobre no sangue. Atua como um agente
antiinflamatério devido a sua capacidade de minimizar a formacdo de radical anibnico
superdxido, gerado por leucdcitos polimorfonucleares durante a inflamacdo, e que poderia
causar danos teciduais (BROADLEY & HOOVER, 1989). SOLTER et al. (1991)
comprovaram que tanto a Cp como a haptoglobina, sdo seis vezes mais sensiveis do que a
concentracdo de fibrinogénio e a contagem de leucécitos na deteccdo de processos
inflamatdrios em cdes. Em cées, ocorre um aumento intenso na concentracdo de Cp apds um
trauma cirdrgico, decorrente de implante de enxerto de aorta abdominal, ocorrendo pico duas
a trés vezes acima do valor de referéncia 96 horas ap6s o procedimento (CONNER et al.,
1988). No estudo realizado por SERIN & ULUTAS (2010) a concentracdo da Cp aumentou
significativamente, em relacdo aos valores pre-cirirgicos, ap0s ovariohisterectomia em
cadelas, com pico em até 72 horas ap0s o procedimento.

A haptoglobina (Hp) possui peso molecular de 81 kD (SHIM et al., 1971). A maioria
das suas atividades esta relacionada a formacdo do complexo Hp-hemoglobina. Atua também
regulando as reacdes da imunidade inata sobre os leucécitos (resposta antiinflamatoéria) e
possui efeito bacteriostatico direto, ou seja, a Hp torna o ferro indisponivel para a bactéria que
0 necessita para seu crescimento (CERON et al., 2005). Pulm&o, tecido adiposo, baco e rins
também podem produzir a Hp (DOBRYSZYCKA, 1997; EBERSOLE & CAPPELLLI, 2000).

A Hp canina é particularmente sensivel aos glicocorticoides. Assim, concentragdes

elevadas desta proteina podem ser encontradas ap6s o tratamento com glicocorticdides
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(HARVEY & WEST, 1987; MARTINEZ-SUBIELA et al., 2004). Foi demonstrado aumento
nas concentragdes de Hp e fibrinogénio em cdes com hiperadrenocorticismo, com ou sem
inflamacdo (McGROTTY et al., 2005; CALDIN et al., 2009). COUTO et al. (2009)
demonstraram que cdes da raga Greyhound sadios apresentaram concentragBes séricas
menores de Hp do que cdes de outras ragas sugerindo assim, que deve-se estar atento ao
interpretar resultados de PFA nas diferentes ragas de caes.

A resposta da Hp em cées ao trauma cirdrgico segue 0 mesmo curso de humanos, com
pico nas suas concentracdes 120 horas apds a cirurgia, seguido por declinio gradual
(CONNER et al.,, 1988). Em cadelas que foram submetidas a ovariohisterectomia para
tratamento de piometra, as concentracbes de Hp apresentaram-se significativamente
aumentadas naquelas com complicac¢Bes no periodo pos-operatorio. No grupo de cadelas sem
complicacdes no periodo pds-operatorio, as concentracdes de Hp se mantiveram semelhantes
aos valores da avaliacdo pré-cirargica (DABROWSKI et al., 2009). SERIN & ULUTAS
(2010) observaram aumento significativo nas concentracdes da Hp 48 e 72 horas ap6s o
procedimento de ovariohisterectomia em cadelas, em relacdo aos valores pré-operatorios.
DABROWSKI et al. (2007) observaram um aumento significativo na concentragdo da Hp
somente ap0s 72 e 120 horas ap0s o a ovariohisterectomia em cadelas saudaveis, em relacéo
aos valores pré-cirdrgicos.

O amiloide A sérico (SAA) é uma proteina com um peso molecular de 15 kD
(CERON et al., 2005). Além de sua producdo hepatica, ha também producéo em tecidos como
intestino, rim, medula dssea, adipécitos (quando ha hiperglicemia) e glandula mamaéria (em
casos de mastite), em diferentes espécies animais, servindo como potencial marcador local de
atividade inflamatoria (LIN et al., 2001; CERON et al., 2005; CECILIANI et al., 2012). Seu
papel fisiologico na defesa durante a inflamagdo ndo é bem conhecido, mas inclui a

detoxificacdo de endotoxinas, inibigdo de linfocitos, inibicdo da proliferacdo de células
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endoteliais, inibicdo de agregacao plaquetaria e inibicdo da adesao do linfécito T a proteina da
matriz celular (URIELI-SHOVAL et al., 2000). O SAA esta envolvido no recrutamento
quimiotéxico de células inflamatérias ao local da infec¢do (XU et al., 1995).

Em cdes, 0 SAA ¢é considerado uma das principais PFAs por sua concentracdo elevada
durante a resposta de fase aguda e por seu rapido declinio com a resolugdo do disturbio
inflamatério (CERON et al., 2005). Segundo DABROWSKI et al. (2007), as concentracdes
de CRP e SAA refletem a ativagédo do sistema imune e podem ser usadas para avaliar o estado
de saude de cadelas ou monitorar complicacdes pds-operatdrias, pois cadelas com piometra
apresentaram concentragfes muito elevadas de CRP e SAA, como resultado de uma producao
excessiva de citocinas pro-inflamatérias por neutréfilos e macréfagos. Apoés a
ovariohisterectomia, essas concentracBes diminuiram gradativamente, demonstrando a
resolugédo do processo e a diminuicéo da resposta inflamatoria a agresséo cirargica.

A transferrina, considerada uma PFA negativa em mamiferos, € uma glicoproteina
sanguinea responsavel pelo transporte de ferro na circulagcdo. Em cées e gatos, a determinacéo
das suas concentracOes tem sido usada amplamente para a avaliagcdo do metabolismo do ferro
e homeostase (CERON et al., 2005). Concentracdes diminuidas de transferrina podem ser
consequéncia da producdo inadequada de transferrina por danos nos hepatécitos, doenca
renal, leucemias, inflamacéo aguda e cronica (ECKERSALL, 2008). Em um estudo realizado
em humanos, a concentra¢do da transferrina diminuiu no periodo p6s-operatorio de cirurgias
abdominais (BUTTENSCHOEN et al., 2001).

Existem varios métodos validados para a determinacdo das concentracGes das PFAs
em cédes, como a imunoturbidimetria, ELISA, imunodifusdo, teste de aglutinacdo em latex,
nefelometria, espectrofotometria, por meio de kits comerciais ou por eletroforese (HARVEY
& WEST, 1987; ECKERSALL et al., 1991; KJELGAARD-HANSEN et al., 2003; CERON

& MARTINEZ-SUBIELA, 2004; CHRISTENSEN et al., 2012).
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A eletroforese compreende uma ferramenta importante para o fracionamento de
proteinas do sangue. Com esta técnica, as proteinas sdo agrupadas numa série de bandas
definidas pela sua massa molecular relativa (ECKERSALL, 2008).

ALVES et al. (2010) identificaram, ao utilizar a técnica de eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE), 29 proteinas no
proteinograma sérico de gatas submetidas a ovariectomia convencional e por
videolaparoscopia e observaram resposta inflamatoria mais intensa nas fémeas submetidas a
ovariectomia convencional, evidenciada pela elevacdo nas concentracdes de ceruloplasmina,
hemopexina, haptoglobia e alfa 1-glicoproteina acida no tracado eletroforético.

SCHMIDT et al (2011) também utilizaram a eletroforese por SDS-PAGE e
identificaram, em cadelas submetidas a ovariohisterectomia, diminuicdo nas concentragdes de
ceruloplasmina apés o procedimento cirargico, indicando uma possivel relagédo entre a sintese
desta proteina e a auséncia do 17-beta estradiol.

Apesar de diversos estudos estarem sendo realizados, ainda hd necessidade de
pesquisas adicionais para determinar o perfil e a cinética das PFA nos diferentes tipos de
cirurgias.

CONCLUSAO

Como a concentragdo sanguinea das PFAs é diretamente proporcional ao grau de lesdo
tecidual e/ou de inflamacdo (CERON et al., 2005), espera-se que animais com complicacdes
pOs-operatdrias apresentem concentracdes protéicas mais elevadas (GRUYS et al., 1994).
Assim, as PFAs podem ser utilizadas como ferramentas para avaliar a intensidade e monitorar
a resposta inflamatéria no periodo po6s-operatério (DABROWSKI et al., 2007; SERIN &

ULUTAS, 2010).
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Anexo A — Hemograma e concentrac6es de fibrinogénio e da proteina plasmatica
total nos dois grupos (G1 e G2) de cadelas submetidas a OSH

Momentos avaliados Valores de
referéncia
. 48 horas ap6s o 7 dias ap6s o ara caes
Pré-cirargico (T1) 24 horas ap6s o procedimepnto procedir%ento (gain, 1993)
procedimento (T2)
(T3) (T4)
Eritrograma
Hemaécias (x10°/uL)
G1 6,13 6,33 6,32 6,39 5,5-8,5
G2 6,14 5,62 5,93 6,82
Hemoglobina (g/dL)
Gl 14,51 14,40 14,58 14,94 12-18
G2 14,00 14,00 13,60 14,30
Hematdcrito (%)
G1 43 42 44 43 37-55
G2 41 40 40 42
VCM (fL)
G1 66,86 65,06 68,26 66,73 60-77
G2 68,82 72,35 68,80 62,31
CHCM (%)
G1 32,00 30,00 31,00 29,00 32-36
G2 33,20 33,26 33,23 33,20
Plagquetas (/uL)
G1 294.000 292.000 297.000 360.000 160.000-
G2 200.000 186.000 180.000 207.000 430.000
Leucograma
Leucdcitos totais (/pL)
Gl 15.500 17.600 14.300 11.400 6.000-17.000
G2 13.970 22.481 16.862 14.756
Neutroéfilos bastonetes (/L)
G1 0 113 0 0 0-300
G2 0 0 0 0
Neutréfilos segmentados (/L)
G1 12.012 14.490 9.798 8.260 3.000-11.500
G2 9.160 17.853 11.376 9.530
Linfocitos (/uL)
G1 1.384 1.846 2.088 2430 1.000-4.800
G2 4.329 3.280 3.965 4038
Mondcitos (/uL)
G1 578 849 718 470 150-1.350
G2 468 459 659 465
Eosinofilos (/uL)
Gl 1.141 784 1845 1.133 100-1.250
G2 370 371 662 533
Basofilos (/pL)
Gl 0 0 0 0 Raro
G2 0 0 0 0
Proteina plasmatica total (g/dL)
G1 7,06 7,21 7,08 6,77
G2 7,40 7,69 7,68 8,14 68
Fibrinogénio (mg/dL)
G1 200 200 200 200
G2 200 200 200 200 100-400

G1: cadelas submetidas a ovariossalpingohisterectomia minimamente invasiva. G2: cadelas submetidas a ovariossalpingohisterectomia

convencional.
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Anexo B - Valores de referéncias para caes

Alanina Aminotransferase (ALT) (UI/L) 21-73
Creatinina (mg/dL) 0,50-1,50

KANEKO et al., 2008
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