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RESPOSTA INFLAMATORIA EM ASININOS (Equus asinus) SUBMETIDOS A
OVARIECTOMIA

BARROS, Isabella de Oliveira. Resposta inflamatdria em asininos (Equus asinus)
submetidos a ovariectomia. 87f. 2016. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal: Curso de

Medicina Veterinaria) — Programa de Pos-graduagdo em Ciéncia Animal, Universidade
Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossor6-RN. 2016.

RESUMO:

Proteinas de fase aguda sdo glicoproteinas produzidas pelos hepatocitos e liberadas na
corrente sanguinea em resposta a dano tecidual, decorrente de processos inflamatérios
agudos. Atualmente, sdo consideradas biomarcadores da resposta inflamatéria e
infecciosa, quando comparada com outras variaveis como hipertermia, leucocitose e
neutrofilia, porém em asininos ainda ndo foram bem analisadas. Objetivou-se avaliar
resposta inflamatoria aguda em asininos submetidos a ovariectomia por duas diferentes
abordagens. Foram utilizados 18 animais, fémeas adultas, pesando em média 100 kg, as
quais foram divididas em dois grupos, de 09 animais cada, onde grupo I, foram
ovariectomizadas por laparotomia e o grupo Il por laparoscopia. Apos as cirurgias foram
avaliadas as seguintes variaveis no sangue total: hemograma, fibrinogénio, haptoglobina,
albumina, antitripsina, alfa-1 glicoproteina &cida, ceruloplasmina, transferrina,
imunoglobulinas A e G. Nos mesmos momentos, no liquido peritoneal, foram
mensuradas: numero de hemacias e leucdcitos, analise citologica diferencial (leucécitos
e células mesoteliais), proteinas totais, pH e proteinas de fase aguda. Todas as variaveis
foram analisadas antes das cirurgias, 12, 24, 48, 72 horas, 8 e 16 dias apds 0s
procedimentos cirurgicos. Houve um aumento (p<0,05) do nimero de leucocitos com
neutrofilia apds as cirurgias, independente do procedimento cirurgico, no soro e liquido
peritoneal. As proteinas de fase aguda tiveram comportamentos diferentes no sangue e
liquido peritoneal. Neste trabalho identificamos, pela primeira vez, a proteina P23.000kD
no soro e amostras peritoneais de asininos. O interesse sobre o papel das proteinas de fase
aguda na medicina veterinaria, em especial em equideos vem crescendo, principalmente,
visando utiliza-las como marcadores precoces do processo inflamatorio.

Palavras-chaves: inflamacéo; liquido peritoneal; proteina de fase aguda. jumentos



INFLAMMATORY RESPONSE IN DONKEYS (Equus asinus) SUBMITTED TO
OVARIECTOMY

BARROS, Isabella de Oliveira. Inflammatory response in donkeys (Equus asinus)
submitted to ovariectomy. 169f. Thesis (Doctorate in Animal Science: Animal Health)
— Postgraduate Programme in Animal Science, Federal Rural University of the Semi-Arid
(UFERSA), Mossoré-RN, Brazil, in 2016.

ABSTRACT

Acute phase proteins are glycoproteins produced by hepatocytes and released into the
bloodstream in response to tissue damage resulting from acute inflammatory processes.
Currently, they are considered biomarkers of inflammation or infection, compared with
other variables such as hyperthermia, leukocytosis and neutrophilia, but in donkeys have
not yet been analyzed. This study aimed to evaluate acute inflammatory response in
donkeys submitted to ovariectomy by two different approaches. We randomly selected
18 adult females animals weighing on average 100 kg, which were divided into two
groups: Group 1, 9 animals were ovariectomized by laparotomy and group 11, 9 animals
by laparoscopy. After the surgeries were evaluated the following variables in whole
blood: blood count, white blood cell count differential cell count, fibrinogen, haptoglobin,
albumin, antitrypsin, alpha-1-acid glycoprotein, ceruloplasmin, transferrin,
immunoglobulins A and G (acute phase proteins) . In the same time, the peritoneal fluid
were measured: number of erythrocytes and leukocytes, cytological analysis differential
(leukocytes and mesothelial cells), total protein, pH and acute phase proteins. All
variables were analyzed before surgery, 12, 24, 48, 72 hours, 8 and 16 days after surgery.
There was an increase (p <0.05) in the number of leukocytes with neutrophilia after
surgery, regardless of the surgical serum and peritoneal procedure. Acute phase proteins
had different behaviors in blood and peritoneal fluid. For the first time, we identified a
P23.000kD protein in serum and peritoneal samples in donkeys. The interest on the role
of acute phase proteins in the veterinary medicine, particularly in horses is growing,
mainly aiming to use them as early markers of inflammation.

Keywords: inflammation; peritoneal fluid; acute phase proteins. donkeys.
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1 INTRODUCAO

A criacdo de jumentos (Equus asinus) é conhecida pela humanidade desde os
tempos biblicos. Esses animais foram importantes instrumentos utilizados pelo homem
no desenvolvimento da agricultura. Atualmente, o Brasil possui um rebanho de 1 milhdo
de asininos, sendo destaque a regido Nordeste, detentora de 90% do total desses animais
do pais (IBGE, 2012).

Asininos apresentam caracteristicas peculiares, que garantem sua grande
utilizacdo em regides semiaridas, tais como: forca, rusticidade e resisténcia,
principalmente, ao clima quente e a escassez de alimentos (MARQUES et al., 2013). Séo
considerados patriménio de importancia social, cultural, econdmica e ecoldgica. Ainda
sdo bastante utilizados para servigos de carga, transporte e, principalmente producdo de
hibridos (muares), atividade esta que cresce a cada dia (AEPGA, 2007). E crescente sua
utilizacdo como animais de companhia, na terapia ocupacional (asininoterapia),
atividades ecoturisticas também como modelo para estudos na medicina veterinaria
(MADEIRA DE CARVALHO etal, 2007). Entretanto, muitos asininos, depois do intenso
processo de mecanizacdo passaram a ser abandonados nas estradas, provocando sérios
acidentes, inclusive, com vitimas fatais (SOUSA, 2012). Uma das formas de controle
populacional dessa espécie € através da ovariectomia.

A ovariectomia é a técnica cirurgica utilizada para remog¢do dos ovarios. Em
jumentas, assim como éguas, ela é utilizada para inibir comportamento indesejado do
estro (como micgédo frequente, agitacdo) e gestacdo; tratar algumas enfermidades com
teratoma, hematoma, tumor de células da granulosa, que possam acometer 0s ovarios e
na prevencao de colicas associadas ao periodo de estro (PALMER, 2002; CATONE et al,
2004); também é indicada quando se deseja um melhor desempenho na lida ou na tragdo
(SILVA et al., 2007).

A técnica padrdo de ovariectomia em éguas, aplicada em jumentas (laparotomia
em posicdo quadrupedal) é realizada por meio de grandes incisdes da parede abdominal,
provocando demora na recuperagdo. Uso de laparoscopia para realizagdo de
ovariectomias permite exploracdo ovariana, com animal em pé, através de pequenas
incisdes e com isso, reduzindo dor e desenvolvimento de complicagdes no pos-operatorio,
favorecendo assim, rapido retorno do animal as atividades (BOURE et al, 1997; AL-
BADRANY, 2007).
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Qualquer procedimento cirdrgico aplicado aos animais induz resposta
inflamatoria aguda, que representa um dos mecanismos de resposta imune inespecifica e
envolve mecanismos fisiopatoldgicos que interagem entre si com intuito de minimizar a
lesdo tecidual (ECKERSALL, 2000). Estudos em animais domeésticos tem propiciado
identificacdo de proteinas denominadas proteinas de fase aguda (PFA), cujas
concentragOes plasmaticas aumentam precocemente nos processos inflamatorios, como
traumas cirdrgicos, neoplasias, estresse (JAIN, 1993; ECKERSALL, 2004; MURATA et
al., 2004; MURATA, 2007).

A avaliagdo destas proteinas podem fornecer informacdes mais rapidas e
importantes para detecgdo da inflamagéo, em comparagdo com outros marcadores, Como
leucocitose e neutrofilia (SOLTER et al., 1991; MURATA et al., 2004; PETERSEN et
al.,, 2004). A prevencdo de complicacbes apds cirurgias depende de cuidadosa
monitorizacdo da satde do animal. As concentracdes séricas de proteinas de fase aguda
refletem a gravidade da inflamacéo, e utiliza-las como biomarcador pode determinar
rapidamente inicio do processo, particularmente nos casos quando os sinais clinicos estao
ausentes (SERIN; ULUTAS, 2010). Em cavalos as principais proteinas de fase aguda
mensuradas sdo: amildide sérica A, haptoglobina e fibrinogénio (CRISMAN;
SCARRATT; ZIMMERMAN, 2008).

Sabe-se que asininos também sdo frequentemente submetidos a procedimentos
que possam alterar sua homeostase organica e desencadear inflamacéo, como castracdes
(orquiectomias e ovariectomias), neoplasias, excesso de trabalho, lesbes corporais
(fraturas de membros), dessa forma ag¢des que visem garantir e melhorar as condicGes de
bem-estar sdo de suma importancia para esses animais.

Atualmente, a medicina veterindria vem buscando biomarcadores para tais
processos, dentre eles destacam-se as proteinas de fase aguda, e com isso melhorar a
qualidade do diagnoéstico das enfermidades, oferecer melhor tratamento e contribuir na
previsao de progndésticos. Recentemente, essas proteinas vem sendo utilizadas em equinos
para avaliar a técnica cirargica adotada; prognostico de célicas e como marcadores de
stress durante transporte (JACOBSEN; ANDERSEN, 2007; PIHL et al. 2013; CASELLA
et al. 2012). Porém, poucas informacdes sdo encontradas esclarecendo a maneira como
asininos reagem diante de processos inflamatorios agudos. Devido a escassez de
informacdes a respeito dos tipos de proteinas e resposta inflamatdria desencadeada pelos

asininos durante inflamagdes agudas a realizagdo do presente estudo € justificada.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar resposta inflamatoria em asininos submetidos a ovariectomia.

2.2 ESPECIFICOS
— Observar perfil seérico das proteinas de fase aguda nas fémeas asininas

ovariectomizadas;
— Avaliar liquido peritoneal das fémeas submetidas a intervencéo cirdrgica;
— Demonstrar resposta inflamatdria leucocitaria nas fémeas ovariectomizadas;

— Correlacionar os resultados obtidos através do leucograma, avaliacdo do liquido

peritoneal e das proteinas de fase aguda em fémeas asininas ovariectomizadas;

— Comparar resposta inflamatoria das fémeas asininas ovariectomizadas por

laparoscopia e por laparotomia bilateral do flanco;
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CAPITULO 1 - REFERENCIAL TEORICO

3.1. Laparotomia e laparoscopia em equideos

A ovariectomia é cirurgia para retirada de um ou ambos ovarios (AZIZ;
BADRANY; TAHA, 2008). Em equideos essa cirurgia é recomendada para remocao de
tumores de ovérios (tumores de células da granulosa, teratoma), tratamento de cistos
ovarianos, manipulacdo folicular, controle de ciclo estral, inibigdo de prenhez (PALMER,
1993; RODGERSON; BELKNAP; WILSON, 2001). Em fémeas asininas, assim como
em éguas, a ovariectomia bilateral também é recomendada para controle populacional,
melhora no comportamento, favorecimento do convivio em grupo (FRANCA, 2005).

Vaérias sdo as abordagens para realizagdo de ovariectomia, como laparotomia pela
linha média ventral, pelos flancos, paramediana (ventral, diagonal ou obliquoa), vaginal
(colpotomia) e por laparoscopia (lateral ou ventral). Segundo Loesch e Rodgerson (2003)
a decisdo da abordagem dependera dos seguintes fatores: tamanho do ovario afetado;
temperamento da égua; preferéncia do cirurgido; equipamentos disponibilidade de
equipamentos; custos e expectativas dos proprietarios.

A laparotomia lateral pelos flancos em posicdo quadrupedal permite retirada de
grandes tumores ovarianos, com melhor exposicdo do mesovario. Essa abordagem néo
requer anestesia geral, nem equipamentos especificos para realizacdo. O baixo custo
dessa técnica, permite que ela possa ser empregada para castracdo de fémeas asininas,
principalmente para controle populacional. Em contrapartida, para realizacdo de
ovariectomia com animal em estacdo € preciso que a fémea tenha bom temperamento para
que possa colaborar com equipe cirargica. Outro inconveniente é que na técnica em
estacdo a incisdo é grande, com divulsdo de muitos musculos, causando um maior dano
tecidual e demora na cicatrizacdo. As complica¢es que também podem acontecer sdo
hemorragias internas e colicas pds-cirurgias (BARTMANN et al., 2003).

Outra abordagem bastante utilizada para retirada dos ovarios € através da
laparoscopia, principalmente posi¢cdo quadrupedal, sob efeito de sedagédo (SILVA et al.,
2008). Essa técnica, considerada “minimamente invasiva”, pois de acordo com Vierra
(2005), permite acesso ao interior do corpo causando pouca injuria, jA que 0 acesso é
realizado por pequenas incisdes, atraveés dos quais sdo inseridos os instrumentos e a

camera dentro da cavidade abdominal. Conforme Fischer (1991), laparoscopia em estagédo
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permite melhor visualizacdo dos 6rgdos da cavidade abdominal usando apenas pequenas
incisdes.

As demais vantagens da laparoscopia em estacdo em relacdo a laparotomia €
diminuicdo dos riscos de complicacdes oriundos da anestesia geral (HENDRICKSON;
WILSON, 1996; SILVA et al., 2008); menor desconforto pds-operatério (BECK et al.,
2003); menor riscos de infecgdes (GLUNTZ et al., 1998); redugdo de gastos com
medicamentos (DECHANT; HANDRICKSON, 2000). De acordo com Nobrega (2010)
0 tempo de recuperacdo de equinos submetidos a laparoscopia € menor, quando
comparado a cirurgia convencional, permitindo assim um retorno mais rapido dos animais
as suas funcBes. A cirurgia via laparoscopia também é mais indicada para identificar
estruturas mais dorsais da cavidade abdominal, como por exemplo 0s ovarios e também
determinar as alteracfes percebidas durante palpacéo retal (tumores ovarianos) (REGLE,
1997). A ovariectomia é considerado um dos procedimentos mais realizados atravées da
laparoscopia (LEE; HANDRICKSON, 2008). Silva et al. (2008) afirma que ndo existe
limite para beneficios das cirurgias por videolaparoscopia, principalmente apo6s intenso
planejamento e exames pré-operatorios.

As desvantagens apresentadas a laparoscopia em equideos seria alto custo dos
equipamentos; risco de perfuracfes de visceras pela passagem do trocater, com avaliacao
limitada da cavidade e dificuldade de identificacdo de algumas estruturas (SILVA, 2008).
Além disso, a técnica laparoscopica requer treinamento da equipe cirargica especifico
para trabalhar em ambiente tridimensional (SEITTKO; HENDRICKSON, 2008).

Algumas complicacdes séo descritas em laparoscopias em equinos, dentre elas
Handrickson (2009) cita que puncdo do intestino seja uma das mais graves que possam
ocorrer. Por isso, uso de trocateres afiados e técnicas de penetracdo abdominal agressivas
devem ser evitadas, bem como excesso de gas e comida nas visceras. Para isso
recomenda-se antes dos procedimentos jejum alimentar de pelo menos 24 horas.

Uma das complicagdes mais descritas nas laparoscopias € pneumoperitdnio
provocado com CO; (didxido de carbono), conforme afirma Reagle (1997). Auler e
Carmona (1997) relataram que pneumoperitbnio pode provocar hipercarbia, que pode
desencadear arritmias cardiacas, embolia gasosa, hipoventiacdo. Para Normando et al
(2004) o aumento da pressdo intra-abdominal pode desencadear deslocamento do
diafragma, com consequente redugéo do volume pulmonar. Para Handrickson (2012) o
pneumoperiténio ideal em equinos varia del0 a 15 mmHg, nunca ultrapassando 20

mmHg. Para fémeas asininas ovariectomizadas por laparoscopia em estacdo Aziz, Al-
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Badrany e Taha (2008) preconizou presséo intra-abdominal de 16 mmHg sem relatos de
intercorréncias. Handrickson (2009) em estudo sobre pneumoperitdnio em equinos nao
observou alteragdes cardiopulmonares, hematologicas e nas varidveis quimicas do
plasma, porém notou leve resposta inflamatdria do peritbnio. Para esse autor também
pode ocorrer leve enfisema subcutaneo no pés-operatério, principalmente quando animal
se excita e 0 CO; escapa pela inciséo.

Independente da técnica utilizada (laparotomia ou laparoscopia) os quadros de
hemorragia intra-abdominal, principalmente por falhas na hemostasia do pediculo
ovariano, que pode passar despercebido e provocar morte dos animais. Além disso, foram
descritos em ovariectomias de eguas: peritonite, eventracdo, dor no pds-operatorio,

aderéncias intra-abdominais, infeccdes, edema incisional (HANDRICKSON 2009).

3.2. Resposta de fase aguda

A resposta inflamatoria de fase aguda é uma reacgdo sistémica do organismo em
decorréncia ao desequilibrio homeostatico provocado por infeccdes, lesdes de tecidos,
trauma, desordens cirdrgicas e também crescimento neoplasico, com objetivo de manter
integridade do tecido, limitando assim area lesionada, destruir microrganismos invasores
e toxinas inativas (GRUYS et al., 2005; CECILIANE; GIORDANO; SPAGNOLO,
2002). A resposta de fase aguda é processo dinamico que envolve alteracdes metabdlicas
e sistémicas, que fornece um mecanismo de defesa inespecifico contra injaria antes do
apareciemento da imunidade especifica (PETERSEN; NIELSEN; HEEGAARD, 2004).

A resposta de fase aguda em equinos é estimulada pela liberagdo de citocinas,
dentre elas destacam-se a interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose
tumoral (TNF), que sdo liberados pelos macréfagos e mondcitos no local da lesdo ou
inflamacéo (DINARELLO, 1983, BEUTLER; CERAMI, 1994; HEINRICH; CASTELL;
ANDUS, 1990). Estas respostas por sua vez estdo associadas com uma producdo de mais
citocinas e outros mediadores inflamatorios que se difundem para corrente sanguinea
(GRUYS et al., 2005). Essas citocinas atuam em diferentes célula-alvo, provocando
reacOes sistémicas que resultam na ativacdo do eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal,
causando reducéo da secrecdo do hormonio do crescimento e reacdes fisicas como febre,
anorexia, catabolismo de células musculares, ativacdo do sistema de coagulacéo,

diminuigdo das concentragdes de calcio, ferro, zinco e vitamina A (DINARELLO, 1984;
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BLACKBURN, 1994; GRUYS; OBWOLO; TOUSSAINT, 1994; INGENBLEEK;
YOUNG, 1994; GRUYS et al. 2005). Além disso, aumentos na circulagdo sanguinea de
citocinas estimulam respostas hepaticas de fase aguda (MOSHAGE, 1997).

O mecanismo para estimulacdo da producdo hepatica da proteina de fase aguda por
citocinas pro-inflamatdrias tem sido extensivamente estudado na medicina humana e
veterinaria (HEINRICH; CASTELL; ANDUS, 1990). A inducéo da liberacdo das proteinas
de fase aguda é realizada principalmente pela IL-6, que apo6s ligar-se aos seus receptores no
figado promove fosforilacdo do fator de transcricdo (NF-1L-6) e com isso provoca transcrigdo
dos genes no nucleo dos hepatdcitos, responsaveis por liberar as proteinas de fase aguda. A
IL-1 e TNF-alfa sdo ligados aos seus respectivos receptores e provocam a degradacéo do fator
de inibicdo de transcricdo, permitindo assim, producéo deste fator e subsequente ativacdo dos
genes que ativam a producdo das proteinas de fase aguda no nucleo das células hepaticas
(JENSEN; WHITEHEAD, 1998).

Por sua vez, a IL-6 e TNF-alfa estimula liberagdo ACTH (adrenocorticotréfico),
aumentando assim liberacdo de glicocorticoides por parte das glandulas supra-renais. Os
glicocorticoides exercem uma funcdo dupla contraditéria e ainda ndo é conhecida sua
precisdo, porque, por um lado, aumenta efeito estimulador de citocinas no figado, mas,
por sua vez, estabiliza os mondcitos, assim, inibindo liberacdo de citocinas pro-
inflamatdrias (HEINRICH; CASTELL; ANDUS, 1990). As combinacges de citocinas em
diversas células alvo podem ter efeitos estimulador ou supressor. Por exemplo, producéo
de amilGide sérica A (ASA), geralmente requer a IL-6 e IL-1 ou TNF-a, ao passo que a
IL-1 e TNF-a inibe liberagdo de fibrinogénio (Fb) induzida pela IL-6 (GABAY;
KUSHNER, 1999). De acordo com Petersen, Nielsen e Heegaard (2004) A resposta de
fase aguda € detectavel durante varios dias apds o estimulo, mas a cinética da resposta é
espécie-especifica e depende da causa e extensdo do dano tecidual.

Em asininos as informagdes sobre resposta inflamatéria aguda é escassa, porém
sabe-se que esses animais estdo expostos frequentemente a doengas e processos que
possam desencadear inflamacbes. Em estudo realizado por Pessoa et al (2014) com
levantamento de doengas em asininos do semiarido, observou-se alta prevaléncia de
doengas com potencial inflamatério e doloroso, como fraturas, osteorartrites,

pododermatite séptica, feridas traumaticas e colicas.
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3.3. Proteinas de fase aguda mensuradas em equideos

3.3.1. Classificacdo das proteinas de fase aguda

Proteinas de fase aguda (PFASs) sdo grupo moléculas presentes no soro ou plasma,
que tem suas concentracOes alteradas em decorréncia a uma variedade de processos
inflamatorios, como infecgBes virais e bacterianas, estresse, neoplasias e traumas
cirdrgicos (MURATA; SHIMADA; YOSHIOKA, 2004; CERON; ECKERSALL;
MARTINEZ-SUBIELA 2005). Essas proteinas sdo sintetizadas pelos hepatécitos em
decorréncia da resposta inflamatoria de fase aguda (TOTHOVA; NAGY; KOVAC,
2014).

Segundo Jain et al (2011) PFAs podem ser classificadas de acordo com
concentracdo plasmatica, modo de acdo, mecanismo de sintese e magnitude de aumento.
Quanto a concentracao plasmatica sdo denominadas negativas, aquelas que diminuem a
concentracdo durante resposta inflamatéria aguda, exemplo: albumina, pré-albumina,
transferrina, transtiretina, transcortina e proteina de ligacdo do retinol (HEINRICH,;
CASTELL; ANDUS 1990). E positivas, aquelas que aumentam 0s niveis quando
produzem resposta inflamatdria, como fibrinogénio, ceruloplasmina, amiléide sérica A,
haptoglobina, alfa-1 glicoproteina acida, alfa-1 antripsina, proteina C reativa (CERON;
ECKERSALL; MARTINEZ-SUBIELA ECKERSALL, 2008, JAIN et al., 2011).

Quando ao modo de acdo classificam-se em: inibidoras de proteases (alfa-1-
antitripsina); proteinas de coagulacdo (fibrinogénio); do sistema complemento; de
transporte. Sdo classificadas quanto a sintese em produzidas pelos hepatdcitos e de
estimulacdo extra-hepatica (JAIN et al., 2011). Também sdo divididas pela quantidade de
aumento durante processo inflamatério, tais como maior ou principais (aumentam mais
de 10 vezes, como amildide sérica A) moderada (aumentam de 5 a 10 vezes,
haptoglobina) e menor (aumentam até 5 vezes, proteina C reativa) (JACOBSEN;
ANDERSEN, 2007).

As proteinas de fase aguda podem ser usadas para auxiliar no diagnéstico e
prognostico de doencas, como biomarcadores quantitativos de enfermidades,
monitorizacao em resposta as terapias, mensurar magnitude de traumas cirurgicos. Esses
biomarcadores sdo indicadores altamente sensiveis de inflamagdo, mas carecem de

especificidade, pois ha grande diferencas de espécies na quantidade e tipo de proteinas
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que sdo liberadas durante resposta inflamatéria de fase aguda (JACOBSEN et al., 2009;
ECKERSALL; BELL, 2010). Para espécie equina, as principais proteinas de fase aguda
mensuradas sdo: fibrinogénio, amildide sérica A, haptoglobina, alfa-1 glicoproteina
acida, ceruloplasmina e proteina C reativa (NUNOKAWA et al., 1993; TAIRA et al.,
1992; YAMASHITA et al., 1991). Em asininos ainda ndo foram estabelecidos as
principais proteinas de fase aguda liberadas durante resposta inflamatdria aguda.

3.3.1.1. Amiloide A sérica (AAS)

A amil6ide sérica A é uma apolipoproteina, produzida pelos hepatdcitos apds
injarias teciduais, infeccdo ou inflamacdo (CRISMAN; SCARRATT; ZIMMERMAN,
2008). E considerada a proteina de fase aguda mais importante em equinos, podendo
aumentar cerca de 100 vezes em casos de infec¢des bacterianas, viricas em animais jovens
ou adultos (PEPYS et al., 1989; KENT; GOODALL, 1991). Em equinos normais a
concentracdo de amildide sérica A varia entre 0,5 a 20mg/L (HULTEN et al., 1999;
STONEHAM et al., 2001; JACOBSEN et al., 2006). Durante processo inflamatorio sua
concentracdo pode variar de 50 a 800 mg/L (JACOBSEN; ANDERSEN, 2007).

Estudos realizados por Pihl et al. (2013) ao determinar os valores de ASA sérico
e no fluido peritoneal de equinos com cdlica observaram valores de 249,3 mg/L e 97,0
mg/L, respectivamente. Enquanto nos animais sem colica esses valores variaram entre
0,5 -1,2 mg/L (sérico) e 0,5 — 8,8 mg/L (fluido peritoneal). Nao esta claro se 0s niveis
de ASA sdo afetados pela idade. Nunokawa et al. (1993) demonstraram que niveis basais
de ASA em potros neonatais (menos de 1 semana de idade) e cavalos com mais de 8 anos
foram ligeiramente maiores do que em outra idade. Entre os sexos ndo foram obervadas
diferencas nas concentracdes de amildide sérica A e que também parece ndo serem
influenciadas pela gestacdo. As concentragdes de AAS parecem ndo serem influenciadas
pelo sexo e gestacao.

A baixa expressdo da AAS em animais saudaveis permite boa interpretacdo do
aumento moderado desta proteina em casos de processos inflamatoérios. A meia-vida curta
da amiloide sérica permite acompanhamento da doenca e com isso favorece escolha da
melhor terapéutica a ser adotada. Portanto, determinacdo das concentragdes séricas da
AAS pode ser potencialmente Gtil no manejo do paciente, assim como na estimativa do
prognostico da enfermidade (CRISMAN; SCARRATT; ZIMMERMAN, 2008).
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Vérias condigdes podem elevar as concentracBes de amildide sérica no sangue de
equinos como, trauma cirurgico, célica, laminite, artrite séptica, broncopneumonia,
pneumonia bacteriana, influenza, estresse de treinamento ou transporte (HULTEN et al.,
1999; JACOBSEN et al., 2006; HOBO; NIWA; ANZAI, 2007; JACOBSEN et al., 2009;
FAZIO et al., 2010). Em potros utilizagdo de ASA auxilia no diagndstico de septicemia
neonatal, broncopneumonia associada a Rodococcus equi e onfalopatias (COHEN et al.,
2005; PALTRINIERI et al., 2008).

A mensuracao da concentracdo de amilode sérica A tem se mostrado eficiente para
refletir intensidade do trauma cirargico e assim poderé ser usada para estabeler a melhor
técnica cirdrgica a ser escolhida, tendo em vista que quanto maior o grau da lesdo, maiores
serdo as concentracdes de ASA (JACOBSEN et al., 2009). Em trés tipos de cirurgias
diferentes, como artroscopia, correcdo de neuropatia do nervo laringo reccorente e
videolaparoscopia para ovarietomia, Jacobsen et al (2009) observou aumento dos niveis
de amildide sérica A.

Recentemente, Casella et al. (2012) demonstraram que haptoglobina e AAS sao
excelentes biomarcadores do estresse provocado pelo transporte em equinos. Em estudos
com cavalos de enduro, Cywinska et al. (2013) observaram que a concentracdo de ASA
pode ser Gtil para monitorizagdo da adaptagdo da resisténcia ao esforco ou indicativo que
este esteja sendo realizado de forma muita intensa. Em equinos acometidos de
rabdomidlise por esforco, El-Deeb e EI-Bahr (2014) demonstraram aumento na
concentracdo de ASA (162,6 + 5,32 mg/L), quando comparado aos animais saudaveis
(11,3 £ 2,2 mg/L).

As concentracfes de AAS foram determinadas em cavalos com colica resultantes
de causas inflamatorias e ndo inflamatorias. Nos animais com colica atribuida a causas
inflamatdrias (enterite, peritonite, colite ou abscessos abdominais) observaram-se
maiores concentragdes de AAS em cavalos com causas ndo inflamatérias (deslocamento
ou obstrucdo). Adicionalmente, concentracdes de amiloide A foram maiores em cavalos
que ndo conseguiram sobreviver ao episodio de célica comparado com sobreviventes, no
entanto, a diferenca ndo foi significativa o suficiente para ser clinicamente Util
(VANDENPLAS et al., 2005). Estudos da resposta da AAS em casos de doencas
articulares de equinos foram recentemente realizados mensurando as concetracdes desta
proteina no soro e liquido sinovial. As concentracGes de AAS no liquido sinovial e soro

foram significativamente mais elevadas em cavalos com suspeita de artrite e tendinite
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infecciosas, sugerindo que ASA pode ser Util como marcador biolégico para cavalos com
doenca articular (JACOBSEN; HALLING-THOMSEN; NANNI, 2006).

O verdadeiro papel fisiolégico da ASA em equinos ainda ndo foi totalmente
compreendido, pois esta associado a varios efeitos, tais como melhoria ou a inibicdo da
fungdo quimiotatica dos leucocitos, recrutamento de células inflamatorias para o local da
infecgdo, inibicdo da proliferacdo de células endoteliais e linfécitos, inibigdo da
agregacdo plaquetaria e fagocitose. A AAS também pode inibir liberacdo de
mieloperoxidase, dirigido a migracdo dos fagocitos e modulando a ruptura do tecido
conjuntivo na remodelagdo normal (XU et al., 1995).

A determinacdo dos valores da proteina amildide sérica A em asininos nao foi

estabeleida durante processo de resposta inflamatoria de fase aguda

3.3.1.2. Haptoglobina (Hp)

A Hp é produzida principalmente pelos hepatdcitos, sendo sua principal fungéo
evitar perda do ferro, pela formacdo de complexos estaveis com hemoglobina (Hb).
Acredita-se que haptoglobina tenha efeito bacteriostatico, restringindo a disponibilidade
de ferro para crescimento bacteriano. A Hp também podem ter acdo antiinflamatoria,
protegendo contra espécies reativas de oxigénio e inibe a quimiotaxia de granulécitos e
fagocitose (MURATA; SHIMADA; YOSHIOKA, 2004). A Hp também ajuda no reparo
de feridas, estimulando a angiogénese (CID; GRANT; HOFFMANN, 1993).

Em equinos Hp é considerada PFA moderada, aumentando de 1 a 10 vezes durante
0 processo inflamatério. J& em ruminantes € considerado principal biomarcardor
inflamatdrio agudo, aumentando suas concentracfes em casos de mastites, pneumonias e
endocardites (CRISMAN; SCARRATT; ZIMMERMAN, 2008). Em equinos saudaveis
os valores de haptoglobina variam de 20 a 1000 mg/L, engquanto esses valores podem
variar entre 400 e 2700 mg/L nos animais com processos inflamatorios agudos
(JACOBSEN; ANDERSEN, 2007). Cray e Belgrave (2013) avaliaram niveis de
haptoglobina em equinos saudaveis e doentes (pneumonia, colite, colica, Ulcera gastrica,
tenossinovite septica, fratura de tarso) e observaram diferencas significativas dos valores
1,30 mg/ml (saudaveis) e 4,23 mg/ml (doentes).

Estudos realizados por Pihl et al. (2013) para determinar concentra¢fes de Hp no

sangue e fluido peritoneal de equinos com e sem coOlica, observaram valores de
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haptoglobina sérico de 1885 mg/L nos animais doentes, enquanto que, os saudaveis foram
entre 491 a 4431 mg/L. J&d no LP de animais doentes (c6lica) a média de Hp foi de 809
mg/L e em cavalos saudaveis variou ente 106 e 744 mg/L.

Ao avaliar concentracbes de proteinas de fase aguda, como haptoglobina, em
liquido sinovial de equinos saudaveis durante 22 dias, Basile et al. (2013) encontraram
valores bem abaixo (0,005 g/dL) do encontrado no soro sanguineo (0,033 g/dL),
demonstrando importancia da mensuracao para monitoramento de problemas articulares.
Segundo Casella et al (2012) haptoglobina pode ser usado como biomarcardor da
condig&o de estresse de transporte em equinos.

Em equinos observou-se aumento nas concentracfes de Hp em cirurgias,
infeccdes virais, laminite, artrites ndo infecciosas e ap0s vacinagdes contra gripe, tétano
em éguas prenhes e pos-parto (KENT; GOODALL, 1991; TAIRA et al., 1992;
FAGLIARI et al., 1998; HULTEN et al., 2002). Observou-se aumento da Hp em equinos
submetidos a castracoes, laparotomia exploratéria e esplenectomia (KENT; GOODALL,
1991; EURELL et al., 1993; HANZAWA et al., 2002). Os niveis séricos de Hp podem
aumentar 2 a 3 vezes ap0s primeira semana de cirurgia (KENT; GOODALL 1991;
HANZAWA etal., 2002). Ao avaliar as concentracdes de haptoglobina em jumentas Aziz
et al.(2012) observaram maiores valores nos animais submetidos a ovariectomia por
laparotomia do que laparoscopia (359,88mg/L e 278,84 mg/L apds 5 dias; 285,12 mg/L
e 262,89 mg/L apo6s 8 dias, respectivamente). Também ocorreu aumento de Hp em
equinos com abscessos profundos e durante a fase migratoria de larvas de Strongylus
vulgaris (KENT; GOODALL, 1991). De acordo com Milne, Doxey e Kent, (1991) a
haptoglobina ndo aumenta em equinos com colicas, entretanto, segundo Di Filippo,
Nogueira e Santana (2011), esta proteina se eleva apds laparotomia, principalmente, em
animais com obstrucdo de intestino delgado. Fagliari et al (2008) demonstrou niveis de
Hp mais elevados em cavalos com célica que ndo sobreviveram, quando comparado com

0S equinos que sobreviveram.

3.3.1.3.Fibrinogénio (Fb)

Fibrinogénio foi uma das primeiras proteinas de fase aguda identificada em

animais. Em bovinos e ovinos é usado como indicador confiavel durante presenca da
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inflamacéo, infecgdo bacteriana e trauma cirdrgico (PFEFFER et al., 1993; HIRVONEN
etal., 1996; CHERYK ET AL., 1998; HIRVONEN; PYORALA, 1998). Em equinos tem
sido utilizada para diagnostico de infecgdes (FALCON et al., 1985; JOHNSTONE;
CRANE, 1986; MORRIS et al., 1988).

Fibrinogénio esta envolvido na homeostase, fornecendo um substrato para
formagéo de fibrina, e na reparacao de tecidos, proporcionando matriz para migracao das
células inflamatorias relacionadas (THOMAS, 2000). Fb se liga especificamente a
Integrinas CD11/CD18 na superficie dos fagocitos, desencadeando uma cascata
intracelular e sinais que levam ao aumento da desgranulagéo, fagocitose, citotoxicidade
celular dependente de anticorpos e atraso na apoptose (SITRIN et al., 1998; RUBEL et
al., 2001).

O Fb € considerado uma PFA com concentracbes moderadas em equinos,
aumentando de 1 a 10 vezes ao longo de 24 a 72 horas ap6s indugdo da inflamag&o. O
intervalo de referéncia para concentragdes relativamente amplas de Fb em cavalos
saudaveis é de 200-400 mg/dL ou 2-4g/L e periodo de resposta longa depois do estimulo
inflamatdrio tornaram Fb uma PFA bastante insensivel (CRISMAN; SCARRATT,
ZIMMERMAN, 2008). Em asininos, o valor de fibrinogénio estabelecido em animais
saudaveis varia entre 300 e 400 mg/dL (BURNHAM, 2002). Para Gul et al (2007) o valor
médio de fibrinogénio encontrado em asininos saudaveis foi de 692, 30 mg/dL. Durante
injaria inflamatdria as concentracdes de fibrinogénio podem variar entre 300 a 1100
mg/dL (JACOBSEN; ANDERSEN, 2009). Para Campbell et al (1981) elevacdes de 1000
mg/dL de fibrinogénio em equinos indica processo inflamatdrio em estagio bastante
avancado e com mau prognostico. No fluido peritoneal de equinos saudaveis, de acordo
com Neves et al. (2000) a concentracdo média de fibrinogénio é de 0,05 g/dL.

O Fb tem sido utilizado para diagnosticar e monitorar varias condicdes
inflamatorias em equinos. Em estudo avaliando ferro sérico e concentracdes plasmaticas
Fb em doencas inflamatérias sistémicas de cavalos, concluiu-se que aumento nas
concentracdes de fibrinogénio foi associado com mau progndéstico e as concentracdes de
fibrinogénio sempre se mosntraram mais elevadas em processos inflamatorios (locais ou
sistémicos), quando comparados a animais saudaveis (BORGES et al., 2007). As
concentragOes plasmaticas de Fb também tem sido utilizadas para detectar e monitorar
potros com peneumonia por Rodococcus equi (GIGUERE et al., 2003). Outro estudo
avaliou as ASA e Fb em equinos infectados experimentalmente com Streptococcus

zooepidermicus e monitorados com pneumonia. Os resultados indicaram que a ASA
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respondeu mais rapidamente que Fb (HOBO; NIWA; ANZAI, 2007). Em cavalos
submetidos a obstrucgdes de célon menor o Fb elevou-se (0,4 g/dL), ap6s 120 e 190 horas
de obstrucéo, quando comparado antes do procedimento cirargico (0,2 g/dL), conforme
afirma Oliveira et al 2011.

Embora a determinacdo da concentracdo plasmatica de Fb tenha sido muito
utilizada para detecgdo de doencas inflamatérias em cavalos, a sua resposta inflamatéria
aguda relativamente lenta dificulta seriamente sua utilidade clinica. Jacobsen et al (2005)
ao comparar Fb e ASA para monitorar inflamacdo durante castracdo observaram que
amiloide A seria mais sensivel que fibrinogénio, tendo em vista que seus niveis elevam-
se rapidamente durante injaria inflamatoria. No entanto, como as mensuragdes de Fb séo
relativamente faceis e baratas, provavelmente tenham garantido sua ampla utilizacdo na
medicina veterinaria (CRISMAN; SCARRATT; ZIMMERMAN, 2008).

3.3.1.4. Alfa-1 glicoproteina &cida (AGP)

A AGP ¢ considerada proteina de fase aguda moderada em equinos e tem como
principais funcBes as ligacGes as drogas, imunomodulacdo, protecdo contra bactérias
(CRISMAN; SCARRATT; ZIMMERMAN, 2008; CECILIANI et al., 2010). Assim
como albumina tem capacidade ligar-se as substancias enddgenas e exdgenas como
histamina, heparina, serotonina e esteroides, esta funcao faz com que os niveis de alfa-1
glicoproteina acida se mantenham constantes durante resposta inflamatoria, enquanto os
da albumina, proteina considerada negativa diminuem. Isso também confere a AGA
enorme capacidade de aumentar seus niveis no soro durante processo inflamatorio agudo.
Segundo Murata, Shimada e Yoshioka (2004); Ceron, Eckersall, e Martinez-Subiela,
(2005) os niveis de AGP se elevam em inflamac6es agudas por inducao da interleucina 1
(IL-1). A elevagdo dessa proteina inicia-se cinco dias apds injdria, com pico maximo de
7 dias.

Em equinos é usada para monitoramento de célicas (FAGLIARE et al., 2008; DI
FILIPPO; SILVA; SANTANA, 2011), orquiectomias (DI FILIPPO et al., 2014),
endometrite (MENDONGA, 2012), artrites (HULTEN et al., 2002; DI FILIPPO et al.,
2014). Segundo Cavalcante et al (2010) os valores médios no soro de alfa-1 glicoproteina
acida para equinos e asininos saudaveis criados no semiarido eram de 6,26 mg/dL e 6,53

mg/dL, respectivamente. No liquido peritoneal de equinos submetidos & obstrucdo de
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duodeno, ileo e c6lon menor observou-se valores de AGA elevados, quando comparados
animais ndo sobreviventes e sobreviventes (DI FILIPPO et al., 2010). Também houve
aumento nos niveis de alfa-1 glicoproteina acida de cavalos submetidos a orquiectomia,
passando de 0,10 g/dL (valor basal) para 0,50 g/dL apds 6 dias do procedimento cirdrgico,
refletindo assim intensidade do processo inflamatorio no p6s-cirargico (DI FILIPPO et
al., 2014). Em asininos ndo foram estabelecidos concentracdes de AGP no liquido
peritoneal.

No liquido sinovial de equinos os valores de alfa-1 glicoproteina &cida foi mais
baixa que os niveis séricos (0,012 g/dL e 0,003 g/dL, respectivamente). O mesmo foi
observado por Di Filippo et al (2014), que observaram valores séricos também de 0,12
g/dL e sinovial de 0,20 g/dL em equinos higidos. Analise de proteinas de fase aguda em

liquido sinovial pode auxiliar no monitoramento de equinos com artrite séptica.

3.3.1.5. Proteina Creativa (PCr)

Proteina C reativa (PCr) tem sido bastante descrita durante processo inflamtorio
agudo de seres humanos, ruminantes e cdes (GABAY; KUSHNER, 1999; MURATA,
SHIMADA,; YOSHIOKA, 2004). Em equinos é considerada como PFA moderada e seus
niveis séricos aumentam de duas a trés vezes apds estimulo inflamatério (TAKIGUCHI
etal., 1990.; YAMASHITA et al., 1991). Em equinos saudaveis a concentracdo de PCr é
de até 7,5 mg/L, atingindo picos de 10 a 35 mg/L em animais submetidos a injurias que
levem a inflamacdo. E com picos de aumento de concentracdo apds 24 horas, 72 e 120
horas ap6s lesdo inflamatéria (JACOBSEN, 2007; JACOBSEN; ANDERSEN, 2009). As
concentracdes de PCr podem estar elevadas em éguas apés o parto (YAMASHITA et al.,
1991). Estudos apontam que ha aumento das concentracdes de PCr em equinos com
pneumonia, enterite, artrite e apds castracdo (TAKIGUCHI et al., 1990).

A PCr tem vaérios efeitos pro-inflamatérios, incluindo ativacdo da cascata de
complemento, inducéo de citocinas inflamatdrias, e fagocitose. PCr também tem efeitos
anti-inflamatorios significativos, tais como a quimiotaxia e inibicdo da geracdo de
superdxido por neutréfilos e prevenindo assim, a adesdo de neutrofilos pelas células
endoteliais (CRISMAN, SCARRATT; ZIMMERMAN, 2008).
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3.3.1.6. Ceruloplasmina (Cr)

E uma glicoproteina responsavel pelo transporte do cobre sérico, importante para
eritropoiese, removedora de radicais livres e atua como agente imunossupressor. E
considerada moderada para equinos. Em cavalos higidos os valores médios de Cr varia
de 300 a 400 mg/dL e em processos inflamatdrios podem aumentar de 700 a 900 mg/dL,
apos 5 dias, com pico entre 6 e 7 dias (JACOBSEN, 2007). Girardi (2012) afirma que
valores de ceruloplasmina, transferrina, haptoglobina e alfa-1 glicoproteina acida em
jumentos da raca Péga sdo mais baixos que de equinos. Comparando os resultados de
Girardi (2012) obtidos de jumentos Péga, com de equinos higidos descritos por Di
Filippo, Nogueira e Santana (2011) observou-se concentragdes de Cr, transferrina e
albumina menores nos jumentos, enquanto Hp e AGA foram maiores nos asininos, que
nos equinos.

Em equinos submetidos a obstrucao de c6lon menor e com colicas que os levaram
a Obito apresentaram elevacdes dos niveis de ceruloplasmina do liquido peritoneal, como
afirmam Saquetti et al (2008) e Fagliare e Silva (2002), diferentemente dos dados obtidos
de cavalos com cdlica por Di Filippo, Nogueira e Santana (2011), que ndo obtiveram
elevacdes significativas dessa proteina durante processos de avaliacGes, mas segundo 0s
autores isso aconteceu porque Cr é proteina de fase aguda tardia e os tempos ndo foram
suficientes para detectar elevacdes dessa PFA. Em equinos submetidos a orquiectomia,
Di Filippo et al (2014) também ndo observaram alteracdes das concentracBes de Cr no
liquido peritoneal apds 6 dias de avaliagbes. Esses mesmos autores também acreditam
que concentracgdes de ceruloplasmina sejam elevados de acordo com tamanho do trauma
provocado. Para Nogueira (2010) avaliacdo eletroforética de proteinas no liquido
peritoneal é mais sensivel na avaliacdo inflamatdria abdominal que no soro sanguineo

sérico.

3.3.1.7. Transferrina (Tf)

A transferrina é proteina de fase aguda negativa que compde o grupo das f-
globulinas, cuja principal funcéo é transporte de ferro no plasma e liquidos extracelulares,

permitindo entrada do ferro nas celulas. Os niveis séricos de transferrina encontra-se
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diminuidos em situacdes de inflamagdes agudas e doengas hepaticas cronicas, bem como
aumentados em anemias, deficiéncia de ferro, gestacéo, enfermidades hepaticas agudas e
sindrome nefrética (KANEKO; HARVEY; BRUSS, 2008). Em equinos higidos os
valores séricos e sinoviais de transferrina sdo respectivamente 0,420 g/dL e 0,063 g/dL,
conforme relata Basile et al (2013).

Na avaliacdo inflamatéria aguda, espera-se que 0s niveis séricos e liquido peritoneal
de transferrina em equinos encontrem-se diminuidos, como foi observado por Di Filippo
et al (2014) no liquido peritoneal de cavalos submetidos a orquiectomia, assim como em
célica de ocorréncia natural ou submetidos a laparotomia exploratéria (DI FILIPPO;
NOGUEIRA; SANTANA, 2011). Diferentemente do que foi observado por Yanaka
(2013) ao avaliar essa proteina no sangue e liquido peritoneal em equinos submetidos a
endotoxemia experimental e tratados com lidocaina observou-se aumento de transferrina
ao longo dos momentos de avaliagdo. Resultados semelhantes foram obtidos por
Nogueira et al (2013) ao avaliar liquido peritoneal de equinos submetidos a obstrucéao
intestinal experimental.

Para Murata, Shimada e Yoshioka (2004) a diminuicdo das concentracdes de
transferrina € uma acdo de defesa do organismo frente a injdria inflamatdria, pois essa
proteina sequestra ions de ferro, que servem como substrato para diferentes
microrganismos. De acordo com Fournier, Medjoubi-n e Porquet, (2000) as diferencas
nas concentracBes séricas e peritoneais das proteinas de fase aguda deve-se a sintese
extra-hepatica realizada a partir de células, tecidos e 6rgaos heterogéneos, induzidos por
leucdcitos. Para Jacobsen (2007) alteragdes locais de proteinas de fase aguda pode ajudar
obter informacdes sobre processos inflamatdrios ou infecciosos de um determinado 6rgéo

e assim resultar em diagnosticos mais precisos.

3.4. Avaliacao de liquido peritoneal em equideos

O peritbnio é uma membrana serosa, lisa formado por células mesoteliais,
fibroblastos, matriz extracelular e vasos sanguineos (COMAR et al., 2011). A cavidade
peritoneal é o espaco formado entre o peritdnio parietal, que recobre a parede abdominal
e periténio visceral, que forma superficie serosa dos intestinos, € que contém pequena
quantidade de fluido (MENDES et al., 2000).
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O fluido peritoneal é um liquido com pH e eletrolitos semelhantes ao plasma e é
responsavel por lubrificar e proteger a cavidade abdominal, reduzindo assim, o atrito entre
0s 6rgdos, e também ajudar na movimentacdo dos mesmos durante processo digestivo
(BACH, 1974; COMAR et al., 2011). Além disso, evita formacdes de aderéncias e possui
propriedade antibacterianas (MENDES et al., 2000).

Em equideos avaliagdo de liquido peritoneal permite monitorar as alteracGes
ocorridas nas células mesoteliais abdominais apos injurias inflamatorias, infeciosas ou
traumaticas (NEVES et al., 2000). Sendo também util para estabelecimento de
diagndsticos, terapéutica clinica ou cirargica e progndéstico em enfermidade abdominais
de equinos (MACKAY, 1992), principalmente quando outros exames apresentam-se
inconclusivos (THOMASSIAN, 2005). Em asininos poucos estudos com avaliacdo de
liquido peritoneal sdo descritos, ao contrario de equinos, cujo esse parametro ja foi bem
avaliado (MENDES et al., 2000; VALENTE et al., 2009; LHAMAS et al., 2014).

Em asininos e equinos a forma de coleta é a mesma, através de abdominocentese,
que é puncdo abdominal, técnica que pode ser realizada com auxilio de objetos
perfurantes (agulhas) ou rombos (canulas mamarias ou cateteres) e mostra-se pratica,
eficiente e barata (TULLENERS, 1993; WHITE, 1990; LOURO et al., 2006). Em equinos
adultos a quantidade de liquido peritoneal, segundo Parry e Brownlow (1992) varia de
100 a 300 ml, sendo a coleta influenciada pela alimentacao, replecéo e dilatacdo das alcas
intestinais, graus de desidratacdo, tipo de puncdo, onde pode ser coletado entre 50 a 60
ml de liquido por até 10 minutos (ALVES, 1997). Para asininos esse volume n&o foi
descrito em literatura.

Na avaliacdo do liquido peritoneal de equideos sdo observadas caracteristicas
fisico-quimicas, como: cor, odor, grau de turbidez, densidade, pH, composicdo
bioquimica (RADOSTITS et al., 2002). Também sdo importantes as avaliacGes
citolégicas, com coloragdo de Gram, de células mesoteliais, contagem global de
leucdcitos, citologica diferencial (morfologia e tipo celular) (MENDES et al., 2000;
SMITH, 2002).

Além dessas analises, atualmente, vem sendo incorporada a avaliagdo do liquido
peritoneal de equinos as mensuraces das proteinas de fase aguda, com objetivo de
monitorar enfermidades gastrointestinais (DI FILIPPO et al., 2010; PHIL et al., 2015),
cirurgias abdominais (SAQUETTI et al., 2008; JACOBSEN et al., 2009) ou ndo (DI
FILIPPO et al., 2014). Segundo Jacobsen (2007) determinar as concentracdes de
proteinas de fase aguda em locais especificos, como fluido peritoneal poderdo fornecer
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informagdes sobre status infeccioso ou inflamatério, de um 6rgéo ou regido especifica, e
assim melhorar a precisdo no diagnostico e prognostico das enfermidades, tendo em vista
que estudos recentes demostraram a producao dessas proteinas de forma extra-hepatica,
principalmente no liquido peritoneal (NOGUEIRA, 2010).

Em equinos higidos o liquido peritoneal tem coloragdo palida/clara, sem odor,
com teores de proteinas totais inferiores a 2,5 g/dL e contagem de células nucleadas
menores que 5.000 células/uL (MENDES et al., 2000), pH alcalino (7,25 a 7,40) e
densidade inferior a 1019 (THOMASIAN, 2005). Para Bach (1973) é considerado normal
contagem de até 8.000 células/pL no liquido peritoneal de equinos e que deve ser levado
em consideracdo reacdo fisiologica do peritdnio frente a desidratacdo. Segundo Neves et
al (2000) a concentracdo de proteinas totais do liquido peritoneal é de 1,2 g/dL. Ja
Dabareiner (2006) relatou gque esses niveis proteicos devem permanecer menores de 1,0
g/dL.

Em liquido peritoneal normal a distribuicdo das células mononucleares (linfdcitos,
monocitos e macrdéfagos) e polimorfonucleares(PMN) (eosinofilos, basofilos e
neutrofilos) varia, mas ha maior predominancia de PMN, entre 24% a 60% (MENDES et
al., 2000). A contagem de hemécias € baixa em liquido peritoneal de equinos saudaveis
(DEHEER; PARRY, GRINDEM, 2002), para Thomasian (2005) varia entre 4-6 X
103/mm3. Algumas literaturas consideram o padrdo de normalidade a maior percentagem
de neutrdfilos e células mononucleares, com poucos linfécitos e raros eosindfilos (BACH;
RICKETTS, 1974; MCGRATH, 1975; SWANWICK; WILKINSON 1976; NELSON
1979; BROWNLOW,; HUTCHINS; JOHNSTON, 1981). De acordo com Neves et al
(2000) a média de células no liquido peritoneal de cavalos higidos sdo: contagem total de
leucdcitos < 3567 + 3280/ mm?® neutrofilos < 1841 + 831; linfocitos < 375 + 21.4;
basofilos < 4 + 12; eosinofilos <107 £ 303; mononucleares < 1206 + 902.

Em asininos Louro et al (2006) estabeleceu como padréao para liquido peritoneal
cor amarelo palha a laranja, ligeiramente turvo, com concentracdo média de proteinas
totais de 1,97+0,31 g/dl. Nos asininos higidos, o numero global de leucécitos encontrados
foram de 15,8+6,79x10%/mm? e eritrocitos de 24,7+11,7x10%/mm?, células mesoteliais
3,85+1.30x10%/mm?3; neutréfilos 10,9+4.51x10%/mm?3; linfécitos 1,41+0.51x10%/mm3;
macrdfagos 0.98+0.55x103/mm?; e eosindfilos 2.48+1.36x103/mm?* (LOURO et al.,
2006), valores bem superior aos de equinos. Para esses mesmos autores as células mais
comuns no liquido peritoneal de asininos seriam neutréfilos, seguidos de eosindéfilos,

linfécitos e macrofagos. Em equinos a ordem é um pouco diferente, apresentam primeiro
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muitos neutréfilos, seguido de macrofagos, linfocitos e eosindfilos (PARRY;
BROWNLOW, 1992).

As principais proteinas de fase aguda descritas por Nogueira et al (2013) em
liquido peritoneal de equinos foram imunoglobulina A (0,15x1072 g/dL™), ceruloplasmina
(0,10x10% g/dLY), transferrina (2,00x102 g/dL?), albumina (42x102 g/dL™),
imunoglobulina G (2,96x102 g/dL™), haptoglobina (0,20x1072 g/dLt), alfa 1glicoproteina
acida (0,10x107 g/dL™t). Também foi descrita pela mesma autora, que usou eletroforese,
uma proteina com peso molecular 24 kDa (0,25 107 g/dL™), cuja descrigdo nominal ndo
foi realizada. Até o momento ndo foram descritas valores de proteinas de fase aguda em
liquido peritoneal de asininos.

Para liquido peritoneal de equinos sem afec¢des, a concentracdo de fibrinogénio
segundo Mendes et al (2000) é de até 100 mg/dL. Porém, de acordo com Neves et al
(2000) o pardmetro de normalidade a ser considerado é de até 50 mg/dL. Em estudo
realizado por Silva (2005), em seu grupo controle (equinos saudaveis) a concentracdo de

fibrinogénio no liquido peritoneal foi indetectavel (zero).
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4 MATERIAS E METODOS

4.1 Local do experimento

Aplés a aprovacdo do projeto pelo comité de ética, sob o nuamero
23091.000415/2014-11, os animais foram alocados em &rea coletiva cercada, situado na
nas dependéncias do Laboratério de Medicina Interna Veterinaria (LABMIV) da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA) para periodo de adaptacdo as
novas condi¢cBes de manejo. Todos os procedimentos cirdrgicos foram realizados no
LABMIV, bem como coletas, armazenamento das amostras de sangue e liquido
peritoneal, sendo estas, apds processamentos, acondicionadas em tubos Eppendorf® e

refrigeradas a -20°C.

4.2 Animais e preparagéo

Foram selecionados 18 asininos, fémeas, com idade média de 4,4+2,8 anos, que
pesavam em média 102,75+15,04 Kg. Em todos os animais foram realizados exames
clinicos, hemogramas, parasitolégicos, exames para diagndstico de anemia infecciosa
equina e também passaram por desverminacdo com febendazol via oral (7,5 mg/kg?,
Fenzol Pasta®, Agener Unifo) antes da realizacdo do estudo. Os asininos foram marcados
com colares com distribuicbes numéricas diferentes. A dieta dos animais consistiu de
concentrado comercial & base de farelo de milho e volumoso com capim Canarana
(Echinocloa pyramidalis), que eram fornecidos 2 vezes ao dia e recebiam agua e sal

mineral ad libitum.

4.3 Delineamento experimental

Os animais foram divididos em dois grupos experimentais iguais, com 9 animais
em cada. O grupo | foi submetido a cirurgia de ovariectomia por laparotomia pelo flanco
e grupo Il a ovariectomia por videolaparoscopia.

Foram realizadas coletas das amostras nos momentos pré-determinados (Tabela
1). De cada animal foi coletado amostras de sangue e liquido peritoneal em tubos com e

sem EDTA para realizagéo das analises.
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Tabela 1. Momentos das coletas das amostras sanguineas e peritoneais durante periodo
experimental.

Momentos Tempos de avaliagdes experimentais
Momento 0 (MO) Antes do procedimento cirurgico
Momento 12 (M12) Doze horas apds cirurgia

Momento 24 (M24) Vinte e quatro horas ap0s cirurgia
Momento 48 (M48) Quarenta e oito horas ap0s cirurgia
Momento 72 (M72) Setenta e duas horas apds cirurgia
Momento 8 dias (M8D) Oito dias ap0s cirurgia

Momento 16 dias (M16D) Dezesseis dias apds cirurgia

4.4 Procedimento pré-operatorio

Todos os animais foram submetidos a jejum solido de 48 horas para concentrado,
24 horas para volumoso e 12 horas de agua antes das cirurgias. No dia do procedimento
cirargico, cada animal foi contido individualmente em tronco de contencéo e submetido
a ampla tricotomia delimitada cranialmente pela 15% costela, caudalmente pela
tuberosidade coxal e, dorsalmente 30 cm dos processos transversos das Vvértebras
lombares em ambos os flancos, nas regides de julgulares e também porcao ventral do
abddmen. Posteriormente, foram submetidos a exame fisico pré-cirdrgico, com
mensuracao de frequéncia cardiaca (FC), respiratoria (FR), auscultacdo dos quadrantes
abdominais, com auxilio de estetoscopio Littimann®, sequindo recomendacdes de Speires
(1993) e pressdo arterial (sistolica, diastdlica e média), pelo método ndo invasivo
oscilométrico, com colocacdo de bracadeira acima da articulacdo do carpo, proximo
artéria cefalica, conectado aparelho Petmap® (Ramsey Medical Inc).

Apds cateterizacdo de ambas as veias jugulares, para um melhor controle da
infusdo dos farmacos. Ambos 0s grupos receberam o mesmo protocolo anestésico, onde
cada animal foi sedado com cloridrato de detomidina (Dormiun V®, Agener Unido) e
sulfato de morfina (Dimorf®, Cristalia), recebendo bolus inicial de 0,02 mg/kg™ e 0,2
mg/kg?, respectivamente, endovenoso. Imediatamente apds, iniciou-se infusdo continua
detomidina (Dormiun V®, Agener Unio) na velocidade de 0,02 mg/kg/h e morfina
(Dimorf®, Cristalia) 0,07 mg/kg/h, em bomba de infusdo programada (St680, Samtronic®;
LF Inject®, respectivamente). Foi administrado 4 mg/kg™ de lidocaina (Xylestesin 2%®,

Cristalia), distribuidos nas linhas de incisdes e nos pediculos ovarianos.
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Os animais do grupo | foram submetidos a laparotomia pelo flanco. Ap6s sedacéo,
eram mantidos em posi¢do quadrupedal em tronco de contencdo para realizagdo de
antissepsia de ambos os flancos com iodopolividona degermante (Riodeine®,
Rioquimica), alcool 70% (Rialcool 70®, Rioquimica) e depois tricotomia. Trés minutos
apos anestesia local, foi realizada incisao de aproximadamente 10 cm, seguida da divulséo
dos musculos obliquo abdominal externo e interno e transverso do abdémen. Apoés
ruptura do peritdnio, conseguiu-se acesso a cavidade abdominal para identificacdo do
ovario e com isso realizava-se anestesia do pediculo com lidocaina (Xylestesin 2%®,
Cristalia). Posteriormente, foi realizada homeostasia com auxilio de pinga hemostatica e
transfixacdo e ligadura do pediculo ovariano com fio categute nimero O para posterior
seccao. O peritdnio e musculatura abdominal foram suturados em padrao Sultan também
com fio absorvivel categute 0 (Catgut®, Shalon). Por fim, a pele foi suturada com fio
mononailon 0 (Nylon®, Shalon) em padr&o simples separado.

No grupo Il também foram realizadas tricotomias de ambos os flancos, bem como
antissepsia com iodopolividona degermante (Riodeine®, Rioquimica) e alcool 70%
(Rialcool 70®, Rioquimica). Também foram mantidos em posi¢&o quadrupedal em tronco
de contencdo e submetidos aos mesmo protocolo anestésico do grupo |.

ApoGs anestesia, dois portais foram colocados em cada flanco. O primeiro (P1)
sobre o ultimo espaco intercostal, 5 centimetros ventral para 0 processo transverso
vertebral, para a colocacdo do laparoscopio. Apds a criacdo de um pneumoperitonio de 8
mmHg com géas carbbnico, o portal instrumento (P2) foi colocado no centro da fossa
paralombar, evitando a puncdo do bago. Um afastador de circuito laparoscépico foi
introduzido para segurar o pediculo ovariano. A incisdo de flanco foi entdo ampliada
permitindo retirar ovario externamente ao abdémen, seguido de ligadura e resseccao com
categute 0 (Catgut®, Shalon).

Ao término do procedimento cirirgico o pneumoperitdnio foi desfeito,
instrumentos removidos. Os musculos em P1 e P2 foram fechados em com sutura Sultan
usando categute 0 (Catgut®, Shalon). As incisdes na pele em P1 e P2 foram fechadas em

sutura simples separada, usando fio mononailon 0 (Nylon®, Shalon).
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4.5 P@s-cirurgico

Todos os animais, de ambos os grupos, foram submetidos ao mesmo pos-
operatorio, que consistiu em limpeza diaria da ferida cirurgica, com agua potavel, sabdo
neutro, solucio salina fisioldgica 0,9% (Fisioldgico®, Eurofarma) e aplicacdo de spray
cicatrizante repelente (Aeorcid®, Agener Unido) ao redor da ferida até retirada dos pontos,
que foi realizado 12 dias ap6s procedimento cirdrgico.

A antibioticoterapia utilizada foi associacéo entre penicilina procaina, potassica e
estreptomicina (Agrosil®, Vansil), dose de 22.000 Ul/kg?, via intramuscular a cada 48
horas, totalizando 3 aplica¢fes. Concomitantemente, foi aplicado dipirona sédica (D-
500® Fort Dodge), 25 mg/kg™, endovenoso, a cada 24 horas, durante 5 dias. Caso animal
manifestasse sinais clinicos evidentes de dor seria aplicado cloridrato de tramadol
(Tramadol®, Teuto), 2mg/kg™?, endovenoso, como forma de resgate. Todos animais
receberam soro antitetanico (Vencosat®, Vencofarma), via subcutanea (5.000Ul/animal),

em dose Unica apds cirurgia.

4.6 Coleta e processamento das amostras

4.6.1 Amostra de Sangue

Apds contengdo fisica em brete e antissepsia com alcool 70% (Rialcool 70®,
Rioquimica), colheu-se com auxilio de seringa e agulha por venopuncao da jugular, de
cada animal,10 mL de sangue distribuidos em tubos com e sem anticoagulante. Do sangue
colhido com EDTA foram realizados hemograma, contagem global e diferencial de
leucdcitos, dosagem de fibrinogénio. O sangue coletado em tubo sem anticoagulante foi
centrifugado para retirada do soro, posteriormente foram identificadas, armazenadas em
microtubo de 2 mL (Eppendorf®) e acondicionas em Freezer a -20° para posterior
avaliacdo das proteinas de fase aguda e proteinas totais. A contagem de eritrocitos e
leucdcitos foi determinada pelo método manual em Céamara de Neubauer por
macrodilui¢do seguindo os procedimentos de Hendrix (2005).

A contagem diferencial de leucdcitos foi obtida a partir de exame microscopico
realizados de esfregacos sanguineos, corados pelo método de Pandtico (Répido®,

Renylab), como determinou Jain (1993). Os leucogramas foram obtidos através das
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médias das contagens globais e absoluta das variedades leucocitarias, incluindo
leucdcitos totais, neutrofilos, linfocitos, mondcitos, eosinofilos e basofilos.

A mensuracdo do volume globular foi obtida em centrifuga para
microhematdcrito, sendo utilizados tubos capilares de 75 mm, onde as amostras foram
centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos e, posteriormente, lidas em tabela de
microhematécrito (KERR, 2003). J& fibrinogénio foi realizado pelo método de
precipitacdo a 56° C em tubos de microhematdcrito calculando-se a diferenca entre a
concentracdo de proteinas no plasma e no soro.

As concentracGes de proteinas totais do soro foram obtidas pelo método do
Biureto, com auxilio de um conjunto de reagentes para diagndsticos (proteinas totais®,
Labtest) e leituras espectrofotométricas (E-225-D, Labquest — CELM®).

4.6.2. Amostras de Liquido Peritoneal

Para coleta do liquido peritoneal cada animal de ambos os grupos foi contido em
tronco e mantido e posi¢cdo quadrupedal. Foi realizado ampla tricotomia e antissepsia da
regido xifoide até cicatriz umbilical. A coleta foi realizada na porcdo mais ventral do
abdémen, com auxilio de agulha 40x12 introduzida lentamente na pele, em inclinacéo
préxima a 90°, na regido da linha média, até que o fluido fosse obtido, como descreveu
Louro, Dias e Soto-Blanco (2006). As amostras foram coletadas em tubos com e sem
EDTA.

Dos frascos coletados com EDTA foram realizadas as contagens de hemacias e
leucdcitos em camara de Neubauer. Para andlise citolégica diferencial, parte da amostra
foi centrifugada a 1500 rpm por cinco minutos. Foram realizados esfregagos com o
sedimento, corados pelo método Panético (Panético rapido®, Laboclin). A contagem
diferencial foi realizada para um total de 100 leucécitos e células mesoteliais em
microscopio Optico comum, em objetiva de 100x.

O pH e a densidade foram mensurados pelo método de quimica seca em tiras
reagentes (Uri-Color Check — Wama Diagnostica®). As concentracdes de proteinas totais
foram obtidas pelo método do Biureto, com auxilio de um conjunto de reagentes para
diagndsticos (proteinas totais®, Labtest) e leituras espectrofotométricas (E-225-D,
Labquest — CELM®).
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4.6.3. Avaliacéo das proteinas de fase aguda

Para o fracionamento eletroforético dos diferentes constituintes seroproteicos
procedeu-se corrida eletroforética das respectivas amostras em gel de poliacrilamida
contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), conforme técnica descrita por Laemmli
(1970) modificada, utilizando-se o sistema vertical de eletroforese (PROTEAN Il XI —
VERTICAL ELETROPHORESIS CELLS®- BIO-RAD).

A placa, contendo o gel foi acoplada ao suporte de sustentagio apropriado (BRL®
— Bethesda Labs) em contato com uma cuba contendo solucdo tampao de pH 8,9. As
placas foram preenchidas com o gel de separacédo a 10% e, apds polimerizacéo, com o gel
de empilhamento a 4%. Entdo, aguardou-se algumas horas para polimerizacdo do
material. O préximo passo consistiu no preparo das amostras para o fracionamento das
proteinas adicionou-se 10 puL de soro sanguineo, diluidos em 30 pL de tampao-fosfato
(PBS), e 20 uL de gel mix e aquecidas sobre agua em ebulicdo por 10 minutos. Uma
aliquota de 5 uL de cada amostra de soro sanguineo e do liquido peritoneal foi depositada
em uma determinada cavidade do gel, tendo a primeira e a Gltima amostra de cada gel em
duplicata, aléem da amostra padrdo16 como referéncia, que sempre foi colocada em uma
cavidade pre-estabelecida.

O conjunto foi, entdo, submetido a corrente elétrica inicial de 20 mA por gel,
fornecido por uma fonte de energia apropriadal?7. Apos a passagem das amostras do gel
de empilhamento para o gel de separacdo, a corrente elétrica foi aumentada em 25% do
valor inicial, perfazendo um total de 40 mA. Terminada a separacdo, a fonte elétrica foi
imediatamente desligada e o gel, retirado da placa para ser corado durante duas horas em
solugdo de azul de Coomassie 0,2%, sob agitacdo horizontal constante para uma
coloracdo uniforme. Em seguida o gel foi submerso em solucdo descorante a base de
metanol para retirar o excesso de corante, até que todo o gel se apresentasse nitido. Os
pesos moleculares e as concentragdes das fracdes proteicas foram determinados por
densitometria computadorizada (ABC-VET®, ABX), através do escaneamento das
amostras.

Para o célculo do peso molecular foram utilizados marcadores de pesos
moleculares de 200, 116, 97, 66, 55, 45, 36, 29, 24 e 20 kDa, além das proteinas
purificadas (Marker 6.500®, Marcador Sigma) albumina, antitripsina, haptoglobina,

ceruloplasmina, transferrina e imunoglobulina G (IgG). Para a avaliacdo densitométrica
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das bandas protéicas foram confeccionadas curvas de referéncia a partir da leitura do
marcador padrao.
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4 CAPITULO 2 — RESPOSTA INFLAMATORIA SISTEMICA E PROTEINAS DE
FASE AGUDA SERICAS EM ASININOS (Equus asinus) SUBMETIDOS A
OVARIECTOMIA POR LAPAROTOMIA E LAPAROSCOPIA.

SYSTEMIC INFLAMMATORY RESPONSE AND SERUM ACUTE PROTEIN
PHASE IN DONKEYS (Equus asinus) SUBMITTED OVARIECTOMY BY
LAPAROTOMY AND LAPAROSCOPY

Artigo submetido a Revista Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia —
Quallis A2.
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Resposta inflamatoria sistémica e proteinas de fase aguda séricas em asininos
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RESUMO

Objetivou-se avaliar perfil inflamatério sistémico e concentracGes séricas de proteinas de
fase aguda em asininas submetidas a ovariectomia por laparotomia e laparoscopia. Foram
utilizadas 18 animais, fémeas adultas, pesando em média 100 kg, as quais foram divididas
em dois grupos, de 09 animais cada, onde no grupo I, foram ovariectomizadas por
laparotomia e o grupo Il laparoscopia. Apds as cirurgias, em ambos 0s grupos foram
avaliados as seguintes variaveis séricas: hemograma, leucograma e proteinas de fase
aguda (fibrinogénio, haptoglobina, albumina, antitripsina, alfa-1 glicoproteina &cida,
ceruloplasmina, transferrina, imunoglobulinas A e G). Todas as varidveis foram
analisadas antes das cirurgias, 12, 24, 48, 72 horas, 8 e 16 dias ap6s os procedimentos
cirurgicos. Houve um aumento (p<0,05) do nimero de leucocitos com neutrofilia apos as
cirurgias, independente do procedimento cirtrgico. A haptoglobina, alfa-1glicoproteina
acida e proteinas totais foram diferentes entre os grupos, no M72, com valores superiores
para grupo Il (p<0,05). A ceruloplasmina diminuiu de concentragdo nos dois grupos.
Albumina e transferrina diminuiram suas concentracdes em cada grupo ao longo do
tempo. Fibrinogénio reduziu concentra¢es no primeiro momento depois das cirurgias no
grupo | (p<0,05). Foi identificada, nos dois grupos, uma proteina ainda nao descrita em
asinino, P23.000kD.

Palavras-chaves: trauma, inflamacdo, fibrinogénio.

ABSTRACT

This study aimed to evaluate systemic inflammatory status and serum levels of acute
phase proteins in asinine submitted to ovariectomy by laparotomy and laparoscopy. 18
animals were used adult females weighing on average 100 kg, which were divided into
two groups of 09 animals each, where the group I, were ovariectomized by laparotomy
and group Il laparoscopy. After surgery in both groups were evaluated serum the
following variables: complete blood count, WBC and acute phase proteins (fibrinogen,
haptoglobin, albumin, antitrypsin, alpha-1 acid glycoprotein, ceruloplasmin, transferrin,
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immunoglobulins A and G). All variables were analyzed before surgery, 12, 24, 48, 72
hours, 8 and 16 days after surgery. There was an increase (p <0.05) the number of
neutrophilic leucocytes after surgery, regardless of the surgical procedure. The
haptoglobin, alpha-1glicoproteina acid and total proteins were different between groups,
on M72, with higher values for Group Il (p <0.05). The ceruloplasmin concentration
decreased in both groups. Albumin and transferrin decrease of the concentration in each
group over time. Fibrinogen concentrations decreased in the first time after surgery in
group | (p <0.05). Was identified in both groups, a protein not yet described in asinine,
P23.000kD.

Keywords: trauma, inflammation, fibrinogen

1. INTRODUCAO

Os asininos séo animais que acompanham a humanidade a mais de 5.000 anos.
Em alguns paises ainda desempenham importante fun¢do econdmica e social, pois sao
utilizados para transporte de carga e pessoas. Além disso, esses animais sdo utilizados
para fornecimento de leite, produtos cosméticos, producdo de soro antiofidico,
equoterapia e producdo de muares (Baber et al.,2014). Apesar de terem papel historico e
cultural para seres humanos, jumentos sdo alvos constates de maus tratos, que acabam
gerando condicGes que levam aos mais variados graus de inflamacdes, tais como fraturas,
problemas dentarios, colicas, laminite (Pessoa et al., 2014).

Além disso, o crescente processo de mecanizagdo, principalmente do meio rural,
fez com que a utilizacdo dos asininos fosse reduzida, e esses animais passassem a ser
abandonados nas estradas e se reproduzirem sem controle, causado sérios acidentes,
inclusive com vitimas fatais. Uma das formas de minimizar o crescente nimero desses
animais abandonados € realizacdo de ovariectomias. Vérias sao as técnicas e abordagens
que foram propostas para realizacdo de ovariectomia, pelo método convencional,
laparotomia bilateral pelo flanco e mais recentemente por videolaparoscopia em posicéao
quadrupedal (Aziz et al., 2008).

A videolaparoscopia é considerada cirurgia minimamente invasiva, podendo
causar menor trauma tecidual, diminuir a dor e processo inflamatério local, bem como
reducdo de tempo de recuperagéo, quando comparada com abordagem convencional pelo
flanco (Jacobsen et al., 2009). Para avaliar o impacto do trauma cirargico faz-se
necessario identificar marcadores inflamatorios (Jacobsen et al., 2009). Dentre eles, em
equinos, tem sido sugeridos as proteinas de fase aguda, substancias liberadas pelo figado

na circulacdo em resposta ao processo inflamatério agudo (Murata et al., 2004). A
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identificacdo e quantificacdo das concentragdes de proteinas de fase aguda podem fornece
informacdes importantes sobre intensidade da lesdo provocada pela cirurgia, desenvolver
técnicas menos agressivas e assim reduzir permanéncia hospitalar, dor, fadiga e
morbidade pos-operatoria (Jacobsen et al., 2009).

Em cavalos tem sido relatadas vérias proteinas de fase aguda (amildide sérica A,
haptoglobina, ceruloplasmina,) ap0s cirurgias (Jacobsen et al., 2009; Di Filippo et al.,
2011). Entretanto, em asininos a dindmica da resposta dessas proteinas ainda ndo foram
bem estabelecidas, principalmente em fémeas ovariectomizadas. Diante disso, o objetivo
do estudo foi avaliar perfil inflamatdrio sistémico e concentragdes séricas de proteinas de
fase aguda fémeas asininas submetidas a ovariectomia por laparotomia e laparoscopia.

2. MATERIAL E METODOS

Apos aprovacdo da realizacdo do estudo pelo comité de ética da UFERSA, sob
naimero 23091.000415/2014-11 foram selecionados 18 asininos, fémeas, pesando em
média 102,75+15,04 Kg, com idade de 4,4+2,8 anos. Para todos os animais, antes do
experimento, foram realizados exames clinicos, hemogramas, parasitologicos, exames
para diagndstico de anemia infecciosa equina e também foram desverminados (7,5 mg.kg
! Fenzol Pasta®, Agener Unido, Brasil). Passaram por jejum solido de 48 horas para
concentrado, 24 horas para volumoso e 12 horas de agua.

Os animais foram divididos aleatoriamente em 2 grupos, com 9 animais cada,
onde os do grupo | (GI), foram submetidos a cirurgia por laparotomia bilateral do flanco
e os do grupo Il (GlI) a cirurgia por videolaparoscopia. Os dois grupos foram submetidos
ao mesmo protocolo de antissepsia, anestesia e de pds-operatorio. Ambos os grupos foram
mantidos em posi¢Bes quadrupedais em tronco de contencdo, realizados tricotomias em
ambos os flancos e antissepsia com iodopolividona degermante (Riodeine®, Rioquimica,
Brasil) e alcool 70% (Rialcool 70®, Rioquimica, Brasil).

Apos cateterizacdo de ambas as veias jugulares, para um melhor controle da
infusdo dos farmacos os grupos receberam o mesmo protocolo anestésico, onde cada
animal foi sedado com cloridrato de detomidina (Dormiun V®, Agener Uni&o, Brasil) e
sulfato de morfina (Dimorf®, Cristalia, Brasil), recebendo bolus inicial de 0,02 mg/kg™ e
0,2 mg/kg?, respectivamente, endovenoso. Imediatamente apds sedagdo, iniciou-se

infusdo continua detomidina (Dormiun V®, Agener Uni&o, Brasil) na velocidade de 0,02
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mg/kg/ht e morfina (Dimorf®, Cristalia) 0,07 mg/kg/h™, em bomba de infusdo
programada (St680, Samtronic®; LF Inject®, Brasil, respectivamente). Foi administrado
4 mg/kg* de lidocaina (Xylestesin 2%®, Cristalia, Brasil), distribuidos nas linhas de
incisdes e nos pediculos ovarianos.

No grupo I, trés minutos apo6s anestesia local, foi realizada incisdo de
aproximadamente 10 cm em ambos os flancos, seguido da divulsdo dos musculos obliquo
abdominal externo, interno e transverso do abdémen. ApoOs ruptura do peritonio,
conseguiu-se acesso a cavidade abdominal para identificacdo do ovario, realizou-se
anestesia dos pediculos ovarianos com lidocaina (Xylestesin 2%®, Cristalia, Brasil).
Posteriormente, foi feito homeostasia com auxilio de pinga hemostatica e transfixacédo e
ligadura do pediculo ovariano com fio categute nimero 0 (Catgut®, Shalon, Brasil) e
posterior seccdo. O peritdnio e musculatura abdominal foram suturados em padrao Sultan
com fio absorvivel categute 0 (Catgut®, Shalon, Brasil). A pele foi suturada com fio
mononailon 0 (Nylon®, Shalon, Brasil) em padréo simples separado.

No grupo I, apo6s anestesia, dois portais foram colocados no flanco. O primeiro
(P1) sobre o ultimo espaco intercostal, 5 centimetros ventral para o processo transverso
vertebral, para a colocacao do laparoscopio acoplado a uma fonte de luz alégena (Ferrari
Medical®, Brasil) e videocAmara (Pop Cam 11®, Asap, Ferrari Medical, Brasil). Apos a
criagdo de um pneumoperiténio de 08 mmHg com gas carbbnico, o portal instrumento
(P2) foi colocado no centro da fossa paralombar, evitando a punc¢do do baco. Um
afastador de circuito laparoscépico foi introduzido para segurar o pediculo ovariano. A
incisdo de flanco foi entdo ampliada permitindo retirar ovario externamente ao abdémen,
seguido de ligadura do pediculo com categute 0 (Catgut®, Shalon, Brasil) e resseccio
ovariana. Ao término do procedimento cirurgico, o pneumoperitdnio foi desfeito,
instrumentos removidos. Os masculos em P1 e P2 foram fechados em com sutura Sultan
usando categute 0 (Catgut®, Shalon, Brasil). As incisdes na pele em P1 e P2 foram
fechadas em sutura simples separada, usando fio mononéailon 0 (Nylon®, Shalon, Brasil).

O pos-operatdrio consistiu de limpeza diaria da ferida cirdrgica, com agua potavel,
sabdo neutro, solucdo fisioldgica 0,9% (Fisiologico®, Eurofarma, Brasil) e aplicacdo de
spray cicatrizante repelente (Aeorcid®, Agener Unido, Brasil) ao redor da ferida até
retirada dos pontos, que foram realizados 12 dias pos cirurgias. A antibioticoterapia
utilizada foi associacdo entre penicilina procaina, potassica e estreptomicina (Agrosil®,
Vansi, Brasil) na dose de 22.000 Ul/kg?, via intramuscular a cada 48 horas, totalizando

3 aplicagbes. Concomitantemente, foi utilizado dipirona sodica (D-500® Fort Dodge,
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Brasil), 25 mg/kg?, endovenoso, a cada 24 horas, durante 5 dias. Caso animal
manifestasse sinais clinicos evidentes de dor seria aplicado cloridrato de tramadol
(Tramadol®, Teuto, Brasil), 2mg/kg™, endovenoso, como forma de resgate. Todos
animais receberam soro antitetanico (Vencosat®, Vencofarma, Brasil), via subcutanea
(5.000Ul/animal) apos cirurgia.

Foram coletadas amostras de sangue, mediante puncéo de jugular, utilizando
agulhas e seringas descartaveis e colocadas em tubos com EDTA pra realizacdo de
hemograma e leucograma e tubos sem anticoagulante para dosagem das proteinas de fase
aguda. Elas foram obtidas antes de cada procedimento cirdrgico (MO0), as 12 (M12), 24
(M24), 48 (M48), 72 (M72), 8 dias (M8D), 16 (M16D) dias apds ovariectomias. O
hemograma e leucograma foram realizados bem como as contagens de células, que foram
feitas de forma manual. Para realizacdo do diferencial de leucocitos foi utilizado
esfregaco sanguineo corado pelo método do Pandtico (Pandtico Rapido®, Renylab,
Brasil) como determinou. A mensuragdo do volume globular foi obtida em centrifuga
para microhematdcrito (LB — 116/30®, Benfer, Brasil) onde as amostras foram
centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos e, posteriormente, lidas em tabela de
microhematdcrito. A determinacdo do fibrinogénio foi realizada pelo método de
precipitacdo a 56° C em tubos de microhematdcrito, calculando-se as diferencas entre
concentracdo de proteinas no plasma e no soro.

As concentracdes de proteinas totais do soro foram obtidas pelo método do
Biureto, com auxilio de um conjunto de reagentes para diagndsticos (Labtest®, Sistema
de Diagndsticos Ltda, Brasil) e leituras espectrofotométricas (E-225-D, Labquest —
CELM®, Brasil). Para fracionamento das proteinas, procedeu-se a eletroforese em gel de
poliacrilamida, contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). Os pesos moleculares e
as concentragdes das fracdes proteicas foram determinados por densitometria
computadorizada (Fotodyne®, Fotodyne Inc, Estados Unidos). Para o calculo do peso
molecular, foram utilizados marcadores (Sigma Marker 6.500 — 200.000) de pesos
moleculares de 200, 116, 97, 66, 55, 45, 36, 29, 24 e 20kDa, alem das proteinas
purificadas (Sigma Marker 6.500 — 200.000) albumina, ol-antitripsina, haptoglobina,
ceruloplasmina, transferrina e imunoglobulina G (1gG).

A analise estatistica foi processada com auxilio do programa estatistico Statistical
Analysis System - SAS. Os dados foram analisados quanto a sua distribui¢do normal pela
prova de Kolgomorov-Sminorv e avaliada a homogeneidade das variancias. Os dados que

obedeceram a distribuicdo normal foram submetidos a analise de variancia utilizando o
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procedimento PROC MIXED (SAS), para medidas repetidas no tempo, sendo estudado
para cada variavel o efeito de tratamento, tempo e interacdo entre tratamento e tempo.
Sendo considerado o critério de Akaike (AIC) para a escolha da melhor estrutura de
covariancia. Apos a escolha da melhor estrutura de covariancia foi analisado o efeito de

tempo entre 0s momentos estudados. Foi adotado grau de significancia p<0,05.

3. RESULTADOS

Os valores de hemacias (Tabela 1) em cada grupo aos longo do tempo nao
variaram (p>0,05). Quando comparados numero de eritrdcitos entre 0S grupos
apresentaram diferencas (p<0,05) somente no ultimo dia de avaliacdo, apds 16 dias dos
procedimentos cirargicos, com valores superiores para o grupo Il. O volume globular
(Tabela 1) de ambos os grupos aumentaram 12 horas apds procedimentos cirargicos. Nos
momentos 12, 72 e apos 8 dias foram diferentes significativamente (p<0,05), sendo 0s
valores do Gl sempre superiores aos do GlI.

Tabela 1. Médias e desvios padrdes dos nimeros de hemacias (x10%/UL) e volumes globulares (%) de asininas submetidas
a ovariectomia por laparotomia (GI) ou por laparoscopia (Gll).

Momentos
Grupos MO M12 M24 M48 M72 M8D M16D
Hemécias (x10%/UL)
Gl 5,03+0,68 5,42+0,77 5,06+0,81 4,53+0,72 4,84+0,73 4,82+0,73 4,67+0,88"
Gll 5,92+1,34 5,72+0,96 5,47+1,56 5,69+1,46 5,12+1,10 4,90+0,65 6,01+1,614
Volume Globular (%)
Gl 26,55+3,60  29,44+3,578 27,33+3,70 25,12+1,88 25,33+2,878 254442878  25,44+2 69

29,77+4,54% 34,22+5,65°  30,66+6,83°  26,50+4,07° 32,554,397 30,11+4,31°% 28 44+4 47

e —
Médias seguidas de letras diferentes mintsculas na linha diferem entre si, segundo o teste de Kolgomorov-Sminorv (p<0,05).

Médias acompanhadas de letras diferentes maiusculas na coluna diferem entre si, segundo Anélise de variancia (PROC MIXED (SAS)
(p<0,05).

Houve um aumento (p<0,05) do namero de leucdcitos (Tabela 2) 12 horas apds
cirurgia independente do procedimento cirargico utilizado. Porém, a maior concentracdo
observada foi no grupo operado por laparoscopia, principalmente ap6s 24 horas (p<0,05).

A contagem de neutréfilos (Tabela 2) também ndo diferiu entre os grupos, porém
em cada grupo aumentou 12 horas apds procedimento cirdrgico (p<0,05), permanecendo
elevados até 24 horas. Nos dois grupos avaliados a quantidade de neutrofilos voltou a
diminuir 2 dias ap0s as cirurgias, permanecendo com valores inferiores ao tempo zero
nos momentos M16D. Nao houveram diferencas dos nimero de linfocitos (Tabela 2)

quando comparados os grupos e nem ao longo do tempo no grupo I. No grupo Il a
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quantidade de linfocitos diminuiu no M24 e voltou a elevar-se 16 dias depois da
realizaco das cirurgias.

A guantidade de mondcitos foram diferentes entre os grupos (p<0,05) apenas apds
16 dias das cirurgias, com menores valores no grupo Il (Tabela 2). No GlI a diminuicao
na contagem de mondcitos ocorreu principalmente 48 horas e 16 dias depois dos
procedimentos cirdrgicos.

N&o houveram diferencas entre os grupos quando comparado valores de
eosinofilos. No grupo | e Il houveram aumentos na contagens (p<0,05) de eosindfilos

apos 16 dias da realizacdo das cirurgias (Tabela 2).

Tabela 2. Médias e desvios padrdes dos nimeros absolutos de leucdcitos (x10%/UL), neutréfilos (x10%/UL), linfécitos (x10%/UL),
mondcitos (x10%/UL) e eosinofilos (x10%/UL) de asininas submetidas a ovariectomia por laparotomia (Gl) ou por laparoscopia

(GI).
Momentos
Grupos MO M12 M24 M48 M72 M8D M16D

Leucdcitos (x10%/UL)

Gl 10,41+2,46° 16,785,242 14,40+4,27% 11,08+4,50° 10,29+3,70° 12,85+2 582 9,75+1,80P

GllI 12,07+2,69% 18,55+5,632 17,50+5,172 13,94+3,22a¢ 12,3242 27 14,47+2 783¢ 11,75+3,29°¢
Neutroéfilos (x10%/UL)

Gl 6,91+1,87b° 14,52 £5,544 11,68 +4,222 8,25 +3,250¢ 6,79+3,14%° 9,09+2,53b° 5,567+1,52°¢

GllI 8,81+2,09¢ 16,2446,132 15,14+5,243 10,38+2,99% 8,80+1,89°¢ 10,20+2,43% 6,95+1,95¢
Linfdcitos (x10%/UL)

Gl 2,34+1,51 1,72+£0,44 2,08+0,65 2,16£1,20 2,74+0,83 3,14+1,38 3,15+1,12

GllI 2,04+1,10% 1,96+0,75% 1,81+1,02° 2,96+1,35% 2,73+0,592 3,49+1,828 3,79+1,592
Monécitos (x103/UL)

Gl 0,62+0,42 0,59+0,47 0,56+0,40 0,30+0,27 0,39+0,22 0,26+0,22 0,47+0,25

GllI 0,76x0,422 0,42+0,41% 0,50+0,41% 0,25+0,18° 0,39+0,26% 0,22+0,16° 0,17+0,2080
Eosindfilos (x10%/UL)

Gl 0,30+0,48% 0,15+0,193 0,02+0,05P 0,19+0,252 0,18+0,252 0,26+0,14¢2 0,460,212

Gl 0,55+0,442 0,05+0,44° 0,03+0,07° 0,24+0,352 0,18+0,212 0,49+0,532 0,75+0,63?2

Médias seguidas de letras diferentes mintsculas na linha diferem entre si, segundo o teste de Kolgomorov-Sminorv (p<0,05).
Médias acompanhadas de letras diferentes maitsculas na coluna diferem entre si, segundo Andlise de variancia (PROC MIXED (SAS) (p<0,05).

As concentracfes de proteinas totais foram diferentes quando comparados 0s
grupos no M72 (p<0,05). Em cada grupo, quando avaliado individualmente, ndo foram
observadas diferencas ao logo dos tempos de avaliagcdes. As proteinas de fase aguda se
comportaram de forma diferente entre os grupos (Tabela 3). A haptoglobina (Hp)
apresentou diferencas de concentracGes quando comparada entre 0s grupos somente no
M8D (p<0,05). Os valores dessa proteina foram menores nos animais do grupo I, que do
grupo Il em todos os momentos de avaliagdes. O grupo Il apresentou dindmica diferente,
pois as concentragdes de Hp aumentaram, principalmente ap6s 72 horas (Tabela 3).

A ceruloplasmina (Cr) néo apresentou diferencas entre os grupos. Nos dois grupos
essa proteina reduziu os valores ao longo dos tempos (p<0,05), para o grupo | a reducgéo
deu inicio a partir de 48 horas, persistindo até 16 dias. Ja no Gll, a reducéo foi significativa

somente 8 e 16 dias apos realizacdo das cirurgias (Tabela 3).
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Os valores de antitripsina ndo diferiram quando comparada entre oS grupos.
Ambos os grupos demonstraram aumento (p<0,05) nas concentracdes de antitripsina nos
momentos M24 e M48 (Tabela 3). As concentracdes de alfa-1 glicoproteina acida (AGA)
diferiram entre os grupos (p<0,05) no momento M72, com valores mais elevados pro
grupo 1. No grupo Il a glicoproteina teve um pico de aumento significativo (p<0,05)
somente 72 horas depois da laparoscopia (Tabela 3). No grupo operado por laparotomia
houve aumento no valor de IgA no momento 16D, quando comparado a0 momento inicial
(p<0,05). No GII houve aumento de IgA ap6s 16 dias, quando comparado com 12 e 48
horas. Ndo houveram diferencas quando comparados os grupos (Tabela 3).

O fibrinogénio (Fb) também ndo diferiu entre os grupos e nem ao longo do tempo
para o Gll. No grupo I reduziram (p<0,05) os niveis a partir de 12 horas, 48 horas e 8 dias
depois das cirurgias (Tabela 3).

A transferrina, albumina e imunoglobulina G ndo apresentaram alteragdes quando
comparadas 0s momentos e 0s grupos (p>0,05). Foi identificada uma proteina ndo
descrita nominalmente na literatura para equideos. Essa proteina foi separada pelo peso
(P23.000kD) e foi identificada em ambos os grupos. Mas nao apresentou diferenca entre

0S grupos e nem ao longo dos momentos de avaliagéo.
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Tabela 3. Médias e desvios padrdes dos valores de proteinas totais (g/dL™), haptoglobina(g/dL™?), ceruloplasmina (g/dL™),
antitripsina (g/dLY), alfa-1-glicoproteina (g/dL™), imunoglobulinas A e G (g/dL™), fibrinogénio (mg/dL™Y), albumina (g/dL™),
transferrina (g/dL™?) e P.23.000 kD (g/dL"1) de asininas submetidas a ovariectomia por laparotomia (Gl) ou por laparoscopia (GlI).

Grupos

Gl
GllI

Gl
Gll

Gl
Gll

Gl
Gll

Gl
Gll

Gl
Gll

Gl
Gll

Gl
Gll

Gl
Gll

Gl
Gll

Gl
Gll

Momentos
MO M12 M24 M48 M72 M8D
Proteinas Totais (g/dL™)
9,35+0,38 9,13+0,67 8,97+0,52 8,64+8,81 8,81+0,728 8,55+0,35
9,24+0,69 9,57+0,71 9,28+1,14 8,97+0,73 9,60+0,434 8,71+0,62
Haptoglobina (g/dL™?)
0,07+£0,01 0,06+0,03 0,07+0,03 0,08+0,03 0,09+0,04 0,08+0,028
0,10+0,032 0,07+0,04° 0,09+0,062 0,11+0,032 0,14+0,08? 0,11+0,02420
Ceruloplasmina (g/dL)
0,027+0,0072 0,021+0,0052 0,020+0,0042 0,014+0,005° 0,014+0,002b 0,016+0,006°
0,025+0,0052 0,023+0,0092 0,021+0,0082 0,017+0,0052 0,017+0,0062 0,014+0,004b
Antitripsina (g/dL)
0.67+0,19P 0,67+0,19° 3,38+0,442 3,40£0,742 0,56+0,20P 0,59+0,15°P
0,60+0,19P 0,62+0,19° 3,12+0,428 3,02+0,48? 0,65+0,25P 0,56+0,18°
Alfa-1-glicoproteina acida (g/dL™)
0,014+0,001 0,013+0,002 0,015+0,001 0,018+0,004 0,017+0,0058 0,014+0,005
0,013+0,004° 0,014+0,005° 0,014+0,004° 0,019+0,007% 0,028+0,00142 0,015+0,004°
IgA (g/dL™)
0,21+0,02° 0,20+0,04° 0,19+0,05P 0,21+0,03° 0,19+0,07° 0,23+0,06%
0,25+0,07% 0,20+0,04° 0,23+0,12% 0,19+0,06° 0,21+0,072 0,25+0,042
1gG (g/dL?)
2,01+0,36 2,01+0,36 1,86+0,32 1,99+0,38 1,81+0,37 2,06+0,28
1,77+0,29 1,73+0,29 1,84+0,36 1,84+0,45 1,81+0,35 1,89+0,36
Fibrinogénio (mg/dL )
766,6+421,32 333,3+269,2b 466,6+360,5% 328,5+125,3b 466,6+259,8% 333,3+173,2b
422,2+405,5 522,2+473,7 577,7578,3 400,0+165,8 411,1+333,3 466,6+300,0
Albumina (g/dL™?)
3,77+0,73 2,33+£1,10 3,38+0,44 3,18+0,46 3,02+0,28 3,01+0,35
3,36x0,54 3,34+0,40 3,12+0,42 3,02+0,48 3,26+0,37 2,96+0,41
Transferrina (g/dL™)
0,31+0,16 0,33+0,06 0,35+0,09 0,36%0,12 0,33+£0,07 0,38+0,08
0,33+0,08 0,34+0,11 0,40+0,13 0,33+£0,07 0,48+0,15 0,41+0,09
P.23.000 (g/dL"Y)
0,195+0,014 0,196+0,032 0,205+0,034 0,195+0,033 0,196+0,006 0,202+0,026
0,19040,033 0,208+0,05 0,200+0,04 0,185+0,05 0,275+0,115 0,204+0,003

Médias seguidas de letras diferentes mintsculas na linha diferem entre si, segundo o teste de Kolgomorov-Sminorv (p<0,05).
Médias acompanhadas de letras diferentes maitsculas na coluna diferem entre si, segundo Andlise de variancia (PROC MIXED (SAS) (p<0,05).

4. DISCUSSAO

A diferenca significativa entre valores de heméacias e dos volumes globulares
podem ser atribuidas a resposta ao processo inflamatorio provocado pelos dois tipos de
abordagens para retirada dos ovarios, ficando mais evidente nos animais operados pela
videocirurgia, que apresentaram valores sempre mais elevados que os cirurgiados por
laparotomia (Tabela 1). Essas variacbes poderiam ser esperadas em virtude da
mobilizacdo esplénica motivada pela manipulacéo e alteragfes impostas pelo processo de
contencdo e agressdo cirurgicas. O baco funciona como reservatorio de eritrocitos (40 a
50%) e a liberacdo dessas células é induzida pelo sistema nervoso simpatico e
catecolaminas circulantes, que ocorre em maior intensidade em resposta a maior grau de

injaria recebido pelo tecido (Cuniberti et al.,2010).

M16D

8,82+0,30
8,71+0,61

0,07+0,03
0,09+0,02%

0,018+0,003°
0,015+0,005°

0,63+0,27°
0,59+0,13°

0,013+0,003
0,013+0,003°

0,29+0,042
0,31+0,07¢

2,09+0,22
1,92+0,25

366,6+187,0%
244,4+133,1

3,30+0,27
3,16+0,48

0,35+0,04
0,39+0,07

0,201+0,023
0,222+0,056
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Houve uma resposta leucocitaria aguda evidente em ambos 0s grupos avaliados a
partir de 12 horas, independente da técnica cirurgica utilizada para realizar ovariectomia,
sendo observado pelo aumento do nimero de leucdcitos totais e também pelo aumento de
neutrofilos, principalmente nos animais do grupo Il (Tabela 2). Nos animais operados por
laparoscopia 0 maior aumento da quantidade de células leucocitérias foi bastante elevado
apos 24 horas depois de realizada cirurgia, assim como aumento de neutrdfilos. Esse
achado foi diferente do encontrado por Alves et al (2010) quando comparou laparotomia
e laparoscopia para ovariectomizar gatas, onde essa neutrofilia ocorreu nos animais da
laparotomia.

O aumento do numero de leucdcitos observado nos dois grupos ocorreu
possivelmente devido acdo do cortisol que € liberado devido estresse e dor, assim afirma
Alves et al (2010), situacdo essa que ocorreu em ambas as técnicas utilizadas. No caso da
laparoscopia, que é considerada minimamente invasiva, esperava-se que a resposta
leucocitaria fosse menor, porém vale lembrar que nessa modalidade existe insuflacdo de
gas carbbénico, para distender cavidade, além de manipulacéo de 6rgdo com instrumentais
especificos e por isso, podem justificar maior inducdo de dor e estresse. Considera-se
também o fato de que laparoscopia necessita de equipe cirdrgica bem treinada e alinhada
para evitar demora na manipulacdo e localizacdo dos 6rgdos e assim menos resposta
celular aguda. Nos asininos utilizados nesse estudo notou-se bastante incbmodo durante
colocacdo do gas na cavidade.

Em asininos a resposta neutrofilica persistiu nos dois grupos até 48 horas depois
das cirurgias e retornaram aos valores de antes da cirurgia apds 72 horas (Tabela 2). Em
cadelas e gatas foram observados semelhantes respostas neutrofilicas, quando
comparadas técnica aberta e videocirurgia, porém ao contrario do visto em asininos, em
cdes e gatos, o menor numero de neutrofilos foi visto na técnica menos invasiva
(laparoscopia) (Alves et al., 2010; Rubio, 2013). A linfocitose observada no grupo I,
apos 16 dias quando comparada com momento M24 pode ser atribuida ao estresse da
coleta, tendo em vista que nao apresentou diferencas significativas com os demais
momentos.

As concentracdes de proteinas séricas totais de ambos 0s grupos encontravam-se
acima dos valores médios descritos por Mori et al (2003) para fémeas asininas brasileiras,
(6,27+0,62 g/dL) em todos os tempos avaliados. O aumento da concentracdo de proteinas
totais pode ocorrer em funcéo da desidratacdo e também pela inflamacdo, além disso, as

concentracdes de albuminas também estariam proporcionalmente aumentas (Eckersall,
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2008). Neste caso, a causa do aumento da concentracdo de proteinas totais séricas foi o
processor inflamatorio desencadeado pela cirurgia, tendo em vista que, segundo Ayo et
al (2013) asininos toleram e recuperam de desidratacdo mais rapido que equinos.

De forma geral, em equinos a liberacdo das proteinas de fase aguda inicia entre 6
a 8 horas ap0s injuria tecidual, com concentracdo maxima alcancada entre 2 a 5 dias
(Murata et al.,2004). Neste estudo, as altera¢gdes mais significativas das proteinas de fase
aguda ocorreram juntamente entre 72 horas e 8 dias depois dos traumas cirurgicos. De
acordo com Ceron et al (2005) a liberacdo de proteinas de fase aguda é proporcional a
intensidade da lesdo tecidual e/ou inflamacdo, espera-se, que quanto mais complicacfes
pos-cirdrgicas apresente, maiores 0s niveis de proteinas produzidos. No caso deste
trabalho, a maioria das proteinas de fase aguda avaliadas apresentaram valores superiores
nos animais do grupo I1, do que nos animais do grupo I.

A haptoglobina aumentou seus niveis séricos durante processos inflamatorios
agudos e também em procedimentos cirdrgicos realizados em equinos. Neste estudo o0s
picos ocorreram, significativamente no grupo Il (p<0,05), no 3° e 8° dia de pds-cirurgico,
corroborando o que foi descrito por Milne et al (1991) em equinos. Aziz et al (2012) ao
comparar valores de haptoglobina entre asininas ovariectomizadas por laparotomia e
laparoscopia encontrou valores dessa proteina menores no grupo operado por
videocirurgia, do que pela técnica convencional, ao contrario deste experimento.
Haptoglobina é uma proteina moderada em equideos induzida pela interleucina-6 e que
eleva-se mais tardiamente apds trauma ou injuria tecidual, e em asininos ela se comportou
desta forma, pois elevou-se depois de 72 horas.

Ao contrario do observado em cavalos (Nogueira et al.,2013) e cadelas (Rubio,
2013) apds injuria inflamatodria, a ceruloplasmina em fémeas asininas ovariectomizadas
diminuiu de concentracdo ao longo do tempo, a partir de 48 horas no grupo | e mais
tardiamente no grupo 11 (8 dias) (Tabela 3). A ceruloplasmina é considera proteina de fase
aguda tardia em equinos e que aumenta concentracdo durante processo inflamatorio
(Murata et al., 2004), porém neste estudo com asininos ela comportou-se como negativa,
pois seus valores diminuiram ao longo dos momentos de avaliacéo.

O aumento significativo (p<0,05) da antitripsina em asininos ocorreu com 1 e 2
dias depois das intervencBes cirargicas, nos dois tipos de abordagens cirurgicas,
principalmente, nos operados por laparotomia. Posteriormente, as concentracdes dessa
proteina retomaram os valores iniciais. O aumento da sua sintese € estimulada pelo

processo inflamatorio agudo, pois a funcdo € neutralizar atividades de enzimas
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proteoliticas (Kaneko, 1997). O comportamento foi semelhante em equinos submetidos a
injuria inflamatdria abdominal (Saquetti et al.,2008; Di Filippo et al., 2011).

A alfa-1 glicoproteina acida (AGA) é considerada um proteina modera em
equinos, cuja liberacdo € induzida pela interleucina-1 (Murata et al.,2004; Ceron et
al.,2005). Nas fémeas asininas deste estudo a AGA aumentou significativamente 72 horas
(p<0,05) apos procedimentos cirdrgicos, em especial no grupo Il. Posteriormente, 0s
valores retomaram aos Vvistos no momento antes da cirurgia. A AGA pode estar
relacionada com aumento da gravidade inflamatoria, como também demonstrou Fagliari
et al (2008), Di Filippo et al (2010) ao observarem que equinos com colica que nédo
sobreviveram apds cirurgia apresentaram niveis superiores desta proteina, quando
comparados com animais sobreviventes. Di Filippo et al (2011) também encontrou
resultados semelhantes, pois os valores de alfa-1 glicoproteina foram significativamente
maiores em cavalos que apresentaram compactacdo de c6lon maior e obstrucdo de ileo,
do que animais higidos.

As imunoglobulinas A e G sdo parte da fragdo y (Gama), que sdo sintetizadas pelo
sistema imunologico em resposta a agentes virais e estimulos antigénicos (Eckersall,
2008). Os grupos avaliados apresentaram aumentos nas concentracoes de IgA, de forma
destacada o grupo Il, que possivelmente apresentou maiores injdrias. Nogueira et al
(2013) também encontraram elevagdes nas concentracGes de maiores gamaglobulinas,
como IgA de cavalos submetidos a obstrucdo de colon maior.

O fibrinogénio (Fb) apresentou comportamento diferente em cada grupo avaliado.
Nos animais ovariectomizados por laparotomia as concentracdes de Fb declinaram
(Tabela 3) (p<0,05) ao contrario dos cirurgiados pela técnica de videolaparoscopia, que
mesmo ndo sendo significativo apresentaram valores fibrinogénio maiores, quando
comparados com avaliacdo pré-cirargica. O Fb é considerado proteina de fase aguda
positiva e moderada em equinos, na qual espera-se que eleve-se apos injdria inflamatéria
(Crisman et al., 2008). Porém, essa proteina comportou-se de forma inesperada pra o
grupo |. Isso pode ter ocorrido devido a menor desencadeamento inflamatorio imposto
pela técnica adotada. Para Jacobsen et al (2009) elevacfes de fibrinogénio refletem
intensidade de trauma cirargico, considerando-o melhor marcador inflamatorio que
contagem de leucacitos. O pico de elevagdo dos niveis de Fb neste estudo corrobora com
o descrito na literatura para equinos, que é entre 24 e 72 horas (Crisman et al., 2008).

Albumina (Ab) e transferrina (Tr) sdo proteinas de fase aguda negativas, ou seja

diminuem suas concentracbes com aumento do processo inflamatorio, devido a uma
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diminuigdo nas suas producdes pelos hepatocitos (Eckersall, 2008). Apesar de ndo serem
significativas, as concentragcdes da albumina nos dois grupos diminuiram ao longo dos
periodos de avaliagdes. Esse processo de reducdo na concentracdo de proteinas de fase
aguda negativas ocorre nas primeiras 24 horas ou pode ser mais gradual, perdurando por
dias (Eckersall, 2008), fato esse observado no grupo | (Tabela 3). As concentragdes de
transferrinas em asininas aumentaram nos dois tipos de técnicas cirdrgicas utilizadas.
Esses dados contrapdem os que afirma a literatura, na qual cita que teores séricos de Tr
diminuem frente a condi¢6es inflamatdrias. A dindmica da Tr encontrada nesse estudo
com asininos é diferente do que foi observado em equinos com afec¢Ges abdominais
(lesBes de intestino delgado e grosso), onde em cavalos as concentragdes da transferrina
reduziram durante periodos de avaliacdes (Saquetti et al., 2008; Di Filippo et al.,2011).
A proteina sérica de P23.000kD encontrada nos tracados eletroforético nos dois
grupos ndo havia sido citada na literatura em asininos. Essa proteina também foi descrita
em cavalos, cujo objetivo foi avaliar intensidade de exercicio e assim como nos asininos,
também ndo variou quando comparados 0s grupos (Assun¢do, 2013). Nos asininos
alcancou picos de concentracGes elevadas depois de 24 horas (grupo 1) e 8 dias (grupo
I1). A P23.000kD tem dindmica semelhante a de proteinas da fracdo alfa-2 globulinas
(Murata et al., 2004), pois houve forte tendéncia de aumento em ambos 0s grupos de
asininos avaliados (Tabela 3). Entretanto, outras pesquisas devem ser realizadas para

determinar a real funcdo dessa proteina em asininos.

5. CONCLUSOES

O perfil inflamatorio sistémico foi diferente para duas técnicas adotadas, sendo
observadas maiores respostas inflamatérias nos animais ovariectomizados por
laparoscopia. Algumas proteinas de fase aguda se comportaram com dindmicas diferentes
das descritas para equinos, fazendo necessario estudo especifico em asininos. Os
resultados obtidos do leucograma também mostraram a magnitude da resposta

inflamatdria aguda em laparotomia e laparoscopia.
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5 CAPITULO 3 — RESPOSTA INFLAMATORIA PERITONEAL DE ASININOS
(Equus asinus) SUBMETIDOS A OVARIECTOMIA POR LAPAROTOMIA E
LAPAROSCOPIA.

PERITONEAL INFLAMMATORY RESPONSE OF THE DONKEYS (Equus asinus)
SUBMITTED OVARIECTOMY BY LAPAROTOMY AND LAPAROSCOPY

Artigo submetido a Revista Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia —
Quallis A2.
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RESUMO

Objetivou-se avaliar a resposta inflamatoria, com determinacdo da concentracdo de
proteinas de fase aguda, em liquido peritoneal em asininas submetidas a ovariectomia por
laparotomia e laparoscopia. Foram utilizadas 18 fémeas adultas, pesando
aproximadamente 100 kg, as quais foram divididas em dois grupos, de 09 animais cada,
onde no grupo I, foram ovariectomizadas por laparotomia e o grupo Il por laparoscopia.
Ap0s as cirurgias, em ambos os grupos foram avaliados as seguintes variaveis no liquido
peritoneal: pH, densidade, nimero de hemacias, leucécitos e proteinas de fase aguda
(fibrinogénio, haptoglobina, albumina, antitripsina, alfa-1 glicoproteina &cida,
ceruloplasmina, transferrina, imunoglobulinas A e G). Todas as varidveis foram
analisadas antes das cirurgias, 12, 24, 48, 72 horas, 8 e 16 dias ap6s os procedimentos
cirdrgicos. O numero de hemacias e leucocitos aumentaram (p<0,05) 24 depois das
cirurgias nos dois grupos. Haptoglobina, alfa-1 glicoproteina &cida, albumina,
transferrina, gamaglobulinas A e G, e proteinas totais aumentaram nos dois grupos
(p<0,05). Foi identificada proteina denomina P23.000kD, que ndo tem denominacéo nem
descricdo no liquido peritoneal de asininos. A antitripsina ndo foi detectada no liquido
peritoneal de asininos.

Palavras-chaves: trauma, inflamacéo, haptoglobina.

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the inflammatory response to determining the concentration
of acute phase proteins in peritoneal fluid in asinine submitted to ovariectomy by
laparotomy and laparoscopy. 18 adult females were used, weighing approximately 100
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kg which were divided into two groups of 09 animals each, where in group | were
ovariectomized by laparotomy and laparoscopy group Il. After surgery in both groups
were evaluated the following variables in the peritoneal fluid: pH, density, number of
erythrocytes, leukocytes, and acute phase proteins (fibrinogen, haptoglobin, albumin,
antitrypsin, alpha-1 acid glycoprotein, ceruloplasmin, transferrin, immunoglobulins A
and G). All variables were analyzed before surgery, 12, 24, 48, 72 hours, 8 and 16 days
after surgery. The number of erythrocytes and leukocytes increased (p <0.05) 24 after
surgery in both groups. Haptoglobin, alpha-1 acid glycoprotein, albumin, transferrin,
gamma globulins A and G, and total protein increased in both groups (p <0.05). Was
identified protein called P23.000kD, which has no name or description in the peritoneal
fluid of donkeys. The antitrypsin was not detected in peritoneal fluid donkeys.

Keywords: trauma, inflammation, haptoglobin.

1. INTRODUCAO

Os jumentos sempre acompanharam as populacdes mais pobres, sendo utilizados
principalmente para transporte de pessoas, cargas e tracao (Polidori e Vincenzetti, 2012).
Atualmente, ainda séo utilizados para produgdo de muares, atividades de laser, turismo
rural, terapia (FAO/WEP, 2015) e producdo de leite e derivados (Barlowska et al., 2011).

Nos ultimos anos, no Semiarido brasileiro, esta espécie tem sido considerada um
problema ambiental devido a superpopulacdo destes animais as margens das rodovias,
sendo responsaveis por 70% dos acidentes envolvendo animais nas estradas. A
esterilizacdo de fémeas, por ovariectomia, tem sido sugerida no controle populacional em
muitas propriedades onde sdo mantidos os animais recolhidos nas rodovias, € como
medida de manejo para fémeas que ndo devem ser fecundadas por outros motivos.

As feridas traumaticas, fraturas em membros, problemas odontolégicos e colicas
sdo as afec¢Bes mais comuns em animais do Semiarido brasileiro (Pessoa et al., 2014). O
padrdo inflamato6rio observado nas fémeas submetidas a laparotomias com objetivo de
esterilizacdo, pode contribuir com informacg6es importantes para auxiliar na elaboracéo
do prognéstico de animais que precisem da realizacdo da abertura da cavidade abdominal.

A avaliagdo do liquido peritoneal tem sido preconizada héa décadas para fornecer
informagdes que possam ser utilizadas para estabelecer diagnostico, terapéutica clinica
ou cirurgica, e prognostico de enfermidades que envolvam processos inflamatérios na
cavidade abdominal dos equinos (Thomassian, 2005). Atualmente, o incremento da
identificacdo e uso das proteinas de fase aguda e outros metabdlitos, tem objetivado

melhorar ainda mais a eficicia da anélise do liquido peritoneal para medicina equina,
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como mostra estudos recentes encontrados na literatura mundial (Pihl et al., 2015 e 2016;
Smuts et al., 2016).

Apesar da importancia econémica e conservacionista da criacdo dos asininos,
inexiste na literatura cientifica mundial, estudos que caracterize a resposta inflamatéria
no liquido peritoneal de asininos, nem tampouco identifique as proteinas de fase aguda
presentes neste fluido. Desta forma, este trabalho objetiva contribuir para o entendimento
da resposta inflamatdria na cavidade abdominal de asininos submetidos a duas diferentes
intervencdes cirurgicas, e quantificar as proteinas de fase aguda presentes no fluido em

diferentes tempos pds-cirurgicos.

2. MATERIAL E METODOS

Foram selecionadas 18 fémeas, pesando em média 102,75+15,04 Kg, com idade
de 4,4+2,8 anos. Para todos 0s animais, antes do experimento, foram realizados exames
clinicos, hemogramas, parasitologicos, exames para diagnostico de anemia infecciosa
equina e também foram desverminados (7,5 mg.kg?, Fenzol Pasta® Agener Unido,
Brasil). Passaram por jejum sélido de 48 horas para concentrado, 24 horas para volumoso
e 12 horas de agua. O estudo foi aprovado pela comissao de ética da Universidade Federal
Rural do Semi-Arido sob nimero 23091.000415/2014-11.

Divididos aleatoriamente em 2 grupos, com 9 animais cada, os do grupo | (GI),
foram submetidos a cirurgia por laparotomia bilateral do flanco e os do grupo 11 (Gll) a
cirurgia por videolaparoscopia. Sendo todos submetidos ao mesmo protocolo de
antissepsia, anestesia e de pds-operatorio, e as intervencles realizadas em posicdo
quadrupedal.

Os animais receberam o mesmo protocolo anestésico, sedacdo com cloridrato de
detomidina (Dormiun V®, Agener Unido, Brasil) e sulfato de morfina (Dimorf®, Cristalia,
Brasil), recebendo bolus inicial de 0,02 mg/kg? e 0,2 mg/kg?, respectivamente,
endovenoso. Imediatamente apds sedacdo, iniciou-se infusdo continua detomidina
(Dormiun V®, Agener Unido, Brasil) na velocidade de 0,02 mg/kg/h* e morfina
(Dimorf®, Cristalia) 0,07 mg/kg/h, em bomba de infusdo programada (St680,
Samtronic®; LF Inject®, Brasil, respectivamente). Foi administrado 4 mg/kg? de
lidocaina (Xylestesin 2%®, Cristalia, Brasil), distribuidos nas linhas de incises e nos

pediculos ovarianos.
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No grupo I, trés minutos apds anestesia local, foi realizada incisdo de
aproximadamente 10 cm em ambos os flancos, seguido da divulsdo dos musculos obliquo
abdominal externo, interno e transverso do abdémen. ApoOs ruptura do peritonio,
conseguiu-se acesso a cavidade abdominal para identificagdo do ovario, realizou-se
anestesia dos pediculos ovarianos com lidocaina (Xylestesin 2%®, Cristalia, Brasil).
Posteriormente, foi feito homeostasia com auxilio de pinga hemostatica e transfixagéo e
ligadura do pediculo ovariano com fio categute nimero 0 (Catgut®, Shalon, Brasil) e
posterior seccdo. O peritdnio e musculatura abdominal foram suturados em padrao Sultan
com fio absorvivel categute 0 (Catgut®, Shalon, Brasil). A pele foi suturada com fio
mononylon 0 (Nylon®, Shalon, Brasil) em padréo simples separado.

No grupo I, ap6s anestesia, dois portais foram colocados no flanco. O primeiro
(P1) sobre o ultimo espaco intercostal, 5 centimetros ventral para o processo transverso
vertebral, para a colocacao do laparoscopio acoplado a uma fonte de luz alégena (Ferrari
Medical®, Brasil) e videocAmara (Pop Cam 11®, Asap, Ferrari Medical, Brasil). Apos a
criacdo de um pneumoperiténio de 08 mmHg com gas carbénico, o portal instrumento
(P2) foi colocado no centro da fossa paralombar, evitando a puncdo do bago. Um
afastador de circuito laparoscépico foi introduzido para segurar o pediculo ovariano. A
incis&o de flanco foi entdo ampliada permitindo retirar ovario externamente ao abdémen,
seguido de ligadura do pediculo com categute 0 (Catgut®, Shalon, Brasil) e resseccio
ovariana. Ao término do procedimento cirurgico, o pneumoperitdnio foi desfeito,
instrumentos removidos. Os musculos em P1 e P2 foram fechados em com sutura Sultan
usando categute 0 (Catgut®, Shalon, Brasil). As incisdes na pele em P1 e P2 foram
fechadas em sutura simples separada, usando fio mononylon 0 (Nylon®, Shalon, Brasil).

O pos-operatdrio consistiu de limpeza diaria da ferida cirdrgica, com agua potavel,
sabdo neutro, solucéo fisiolégica 0,9% (Fisiologico®, Eurofarma, Brasil) e aplicagdo de
spray cicatrizante repelente (Aeorcid®, Agener Unido, Brasil) ao redor da ferida até
retirada dos pontos, que foram realizados 12 dias p6s cirurgias. A antibioticoterapia
utilizada foi associacgdo entre penicilina procaina, potassica e estreptomicina (Agrosil®,
Vansi, Brasil) na dose de 22.000 Ul/kg?, via intramuscular a cada 48 horas, totalizando
3 aplicagbes. Concomitantemente, foi utilizado dipirona sodica (D-500® Fort Dodge,
Brasil), 25 mg/kg?, endovenoso, a cada 24 horas, durante 5 dias. No animal que
manifestou sinais clinicos evidentes de dor foi aplicado uma dose de cloridrato de

tramadol (Tramadol®, Teuto, Brasil), 2mg/kg™, endovenoso, como forma de resgate.
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Todos animais receberam soro antitetanico (Vencosat®, Vencofarma, Brasil), via
subcutanea (5.000Ul/animal) apo6s cirurgia.

A coleta do liquido peritoneal foi realizada com auxilio de agulha 40x12 em tubos
com e sem EDTA, conforme descreveram Louro et al. (2006) para esta espécie, antes dos
procedimentos cirdrgicos (M0), e 12 (M12), 24 (M24), 48 (M48), 72 (M72) horas, 8
(M8D) e 16 (M16D) dias apds as intervencgdes cirurgicas.

Dos frascos coletados com EDTA foram realizadas as contagens de hemacias e
leucdcitos em camara de Neubauer e leitura manual. Para andlise citolégica diferencial,
parte da amostra foi centrifugada a 1500rpm por cinco minutos. Foram realizados
esfregacos com o sedimento, corados pelo método Pandtico (Panético Rapido®, Renylab,
Brasil). A contagem diferencial foi realizada para um total de 100 leucdcitos e células
mesoteliais em microscopio Optico comum, em objetiva de 100x.

O pH e a densidade foram mensurados pelo método de quimica seca em tiras
reagentes (Uri-Color Check® — Wama Diagndstica, Brasil). O fibrinogénio foi
determinado pelo método de precipitacdo a 56° C em tubos de microhematocrito
calculando-se a diferenca entre a concentracdo de proteinas no plasma e no liquido
peritoneal.

As concentracGes de proteinas totais do soro foram obtidas pelo método do
Biureto, com auxilio de um conjunto de reagentes para diagndsticos (Labtest®, Sistema
de Diagnosticos Ltda, Brasil) e leituras espectrofotométricas (E-225-D, Labquest —
CELM®, Brasil). Para fracionamento das proteinas, procedeu-se a eletroforese em gel de
poliacrilamida, contendo dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE). Os pesos moleculares e
as concentragdes das fracdes proteicas foram determinados por densitometria
computadorizada (Fotodyne®, Fotodyne Inc, Estados Unidos). Para o calculo do peso
molecular, foram utilizados marcadores (Sigma Marker 6.500 — 200.000) de pesos
moleculares de 200, 116, 97, 66, 55, 45, 36, 29, 24 e 20kDa, além das proteinas
purificadas (Sigma Marker 6.500 — 200.000) albumina, ol-antitripsina, haptoglobina,
ceruloplasmina, transferrina e imunoglobulina G (I1gG).

Os dados obtidos durante o periodo experimental foram analisados quanto a sua
distribuicdo normal pela prova de Kolmogorov-Sminorv e avaliada a homogeneidade das
variancias. Os dados que obedeceram a distribuicdo normal foram submetidos a analise
de variancia (Teste F) utilizando o procedimento PROC MIXED (SAS 9.3, 2012), para

medidas repetidas no tempo, sendo estudado para cada variavel o efeito de tratamento,
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tempo e interacdo entre tratamento e tempo. Foi considerado o critério de Akaike (AIC)
para a escolha da melhor estrutura de covariancia.

Os dados do numero de hemacias e neutréfilos foram submetidos a transformacéo
logaritmica, enquanto os dados de densidade, niUmero de neutroéfilos e fibrinogénio ndo
obedeceram a distribui¢cdo normal sendo utilizado o teste ndo paramétrico de Wilcoxon

para a anélise estatistica. O grau de significancia adotado foi de p<0,05.

3. RESULTADOS

Nos animais ovariectomizados por laparoscopia observou-se grande incémodo
durante insuflacdo de CO>. O volume médio de coleta de liquido peritoneal foi de 25 mL.
Alguns animais apresentaram coleta improdutiva. As amostras, em maioria mostraram-
se ligeiramente amareladas e turvas. Os valores dos niumeros de hemdcias, leucocitos e
pH obtidos das amostras peritoneais estdo descritos na tabela 1.

A contagem de hemacias ndo apresentou diferencas quando comparados 0s
grupos. No grupo I, ao comparar com 0 momento antes da cirurgia, 0s numeros de
eritrocitos aumentaram ao longo de todos os tempos de avaliacdo (p<0,05). No Il também
houveram aumentos nas contagens de células vermelhas ao longo dos tempos, porém sé
até 8 dias ap0s realizagdo das cirurgias (p<0,05). O maior nimero de células obtidas das
laparoscopias ocorreu depois de 24 horas (Tabela 1).

Os dois grupos apresentaram aumento no namero total de leucdcitos durante os
tempos de avaliagOes, principalmente depois de 24 horas das realizagdes das
ovariectomias (p<0,05). A contagem do numero de neutrofilos ndo foram diferentes
qguando comparados 0s grupos e ao longo dos tempos em cada grupo (p>0,672). A
contagem dos demais tipos celulares também ndo foram diferentes nos grupos nem téo
pouco ao longo dos momentos.

Houveram mudancas em relacdo aos valores do pH, quando comparados 0s
grupos, 12 horas e 48 horas depois das cirurgias (p<0,05). Individualmente, os grupos
ndo alteraram pH do liquido peritoneal durante todos os momentos de avalia¢do (tabela
1). Os valores das medianas da densidade ndo diferiram entre os grupos (1.015), nem

individualmente nos momentos (p>0,682).
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Tabela 1. Médias e desvios padrdes dos nimeros de hemécias (x10%/UL), leucdcitos (x10%/UL) e pH do liquido
peritoneal de asininas submetidas a ovariectomia por laparotomia (Gl) ou por laparoscopia (Gll).

Momentos
Grupos MO M12 M24 M48 M72 M8D M16D

Hemécias (x10%/UL)

Gl 2,85£3.06°  9,78+1,422 9,44+1,642 8,35+1,56% 7,88+1,37¢ 8,09+1,61°8 6,71+1,28¢2

Gl 4,11+2,60° 9,17+1,99%  10,80+1,132 9,09+2,55%  8,28+2,21% 7 56+0,68% 6,55+1,500°
Leucdcitos (x10%/UL)

Gl 3,20+1,46°  7,57+1,172 8,22+0,80? 7,54+0,972 7,17+0,948 7,620,982 6,89+0,91°

Gll 2,89+1,30°  7,29+1,342 8,19+0,422 7,44+0,62¢  7,75+0,77*  7,75+0,64% 6,731,032

pH
Gl 7.62£0,20  7,61+0,06A 7,53+0,27 7,51+0,038 7,50+0,06 7,43+0,17 7,51+0,12
Gll 7,53+0,09 7,49+0,098 7,54+0,16 7,57+0,044 7,51+0,09 7,37+0,14 7,41+0,13

Médias seguidas de letras diferentes mintsculas na linha diferem entre si, segundo o teste de Kolgomorov-Sminorv (p<0,05).
Médias acompanhadas de letras diferentes maitsculas na coluna diferem entre si, segundo Andlise de variancia (PROC MIXED (SAS)
(p<0,05).

As concentragdes de proteinas totais e das proteinas de fase aguda mensurados no
liquido peritoneal (haptoglobina, ceruloplasmina, albumina, transferrina, alfa-1

glicoproteina &cida, imunoglobulinas A e G, fibrinogénio e P23.000kD) estdo agrupadas
na tabela 2



82

Tabela 2. Médias e desvios padrdes dos valores de proteinas totais (mg/dL), haptoglobina(mg/dL), ceruloplasmina
(mg/dL), antitripsina (mg/dL), alfa-1-glicoproteina (mg/dL), imunoglobulinas A e G (mg/dL), fibrinogénio (mg/dL),
albumina (mg/dL), transferrina (mg/dL) e P.23.000 kD (mg/dL) do liquido peritoneal de asininas submetidas a
ovariectomia por laparotomia (GI) ou por laparoscopia (GlI).

Momentos
Grupos MO M12 M24 M48 M72 M8D M16D
Proteinas Totais (g/dL)
Gl 0,71+0,34° 3,90+1,26° 4,54+1,67° 3,31+1,972 3,66+1,80? 4,14+2,18? 2,33+0,49%
Gll 0,74+0,50¢ 4,06+1,57% 4,95+1,03? 3,25+1,30° 3,26+0,77% 3,22+0,72° 2,71+1,01°

Haptoglobina (mg/dL)
Gl 0,4340,29¢ 7,61+3,042b¢ 9,64+5,49% 5,82+4,002¢ 6,67+3,16°¢ 13,09+10,862 3,85+2,24b¢

Gl 0,91+0,82° 9,19+3,64% 11,2545,352 9,32+5,062 9,48+4,512 9,24+4,08° 6,89+5,42%
Ceruloplasmina (mg/dL)

Gl 0,12+0,07 0,22+0,19 0,19+0,19 0,29+0,18 0,27+0,19 0,24+0,12 0,20+0,08

Gll 0,20+0,14 0,32+0,25 0,17+0,17 0,29+0,20 0,23+0,15 0,38+0,19 0,22+0,09

Albumina (mg/dL)

Gl 45,78+21,72 243,28+81,34* 260,16+90,18° 207,70+158,03% 195,19+103,73% 188,14+89,46®  140,82+55,00%
GIl  51,85%36,33¢ 260,94+102,36% 281,56+52,99% 192,99+81,76%° 176,20+44,86% 169,74+43,69°  150,29+53,24%
Transferrina (mg/dL)

Gl 4,12+2,53° 23,2649,522 24,4447 972 13,62+2,84% 18,08+6,692 17,86+9,012 13,7545,64%

Gll 4,18+2,17° 26,78+10,512 27,79£12,71#8 18,63+7,712 22,09+4,902 15,51+7,10% 14,47+8,228
Alfa-1 Glicoproteina Acida(mg/dL)

Gl 0,12+0,13P 1,06+0,372 1,06+0,562 0,75+0,502 1,16+0,512 1,45+1,13¢% 0,860,728

Gll 0,10+0,14° 0,91+0,37% 1,670,902 1,41+0,972 1,250,502 1,46%0,742 0,83+0,43%
IgA (mg/dL)

Gl 0,39+0,19° 4,54+2 112 8,4816,242 2,43+0,565P 5,21+3,61% 5,25+2,38% 5,04+2,952

Gl 0,47+0,36" 5,53+2,69? 6,62+2,112 5,01+2,29A2 4,43+2,11°2 5,59+1,562 3,99+2,202
19G (mg/dL)

Gl 16764899  7222+40,03® 11506+43,37% 77,78+21,97%  104,72459,00° 118,49+61,09°0  61,73+13,05%
GIl  18,05+16,22° 85,09+38,72% 128,22450,54% 80,21+35,73®  82,31#28,94® 81,40+1619%  64,60+20,85>
P.23.000kD (mg/dL)

Gl 1,08+0,85° 7,8745,47% 6,48+4,20% 8,10+4,62% 9,3946,172 9,61+4,332 7,14+4,09%
Gll 0,77+0,48° 8,05+4,06% 9,98+1,392 9,90+5,302 9,03+3,812 8,35+1,792 8,33+3,982

Médias seguidas de letras diferentes mintsculas na linha diferem entre si, segundo o teste de Kolgomorov-Sminorv (p<0,05).
:\Sigig%;companhadas de letras diferentes maidsculas na coluna diferem entre si, segundo Analise de variancia (PROC MIXED (SAS)

As fémeas ovariectomizadas por laparotomia mostraram aumento nas
concentragcfes de proteinas totais ao longo dos tempos avaliados, quando comparados
com valores antes das realiza¢des das cirurgias, com destague nos momentos M24 e M8D
(p<0,05).

De todas as proteinas de fase aguda avaliadas, somente as concentracdes de
imunoglobulina A (IgA) apresentaram diferencgas entre os grupos. ISso ocorreu apenas no
momento M48 (p<0,05). A haptoglobina (Hb), no grupo | apresentou dois picos de
elevacdes (p<0,05), primeiro com 24 horas e segundo com 8 dias depois de realizados
procedimentos cirdrgicos. No grupo 1l esta proteina (Hb) apresentou picos de aumentos
(p<0,05) em todos os momentos (principalmente M24) depois das cirurgias, com excec¢ao
do M16D. A concentracédo de ceruloplasmina ndo diferiu entre grupos e nem em cada
grupo ao longo dos tempos (p>0,05).

No grupo | as concentra¢fes de albumina aumentaram até 3 dias depois que 0s

animais foram operados, com grande elevagdo no M24 (p<0,05). J& o grupo |1, 0 aumento
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foi significativo até 8 dias depois, com pico maximo de elevacdo também no M24
(p<0,05).

A transferrina nos dois grupos demonstrou comportamento semelhante. No grupo
I aumentou em todos tempos avaliados (p<0,05), porém nos tempos M48 e M16D néo
variou. No Gll, ela também elevou-se em varios momentos, com exce¢do no M8D e
M16D. A alfa-1 glicoproteina acida, no GI aumentou somente 8 dias depois. No Gll,
aumentou (p<0,05) com um, dois, trés e oito dias apos realizacao das laparoscopias.

A IgA aumentou somente 24 horas nos animais do GI. Nos animais do GlI ela
aumentou em todos os tempos depois da cirurgia, com destaque para M24 (p<0,05). A
imunoglobulina G aumentou sua concentragdo, no grupo I, nos momentos M24, M72 e
M8D (p<0,05). No grupo Il a IgG aumentou em cinco periodos de avaliacdo, excetuando
no periodo 16 dias. As concentracdes de fibrinogénio (Fb) ndo foram diferentes entre os
grupos. Também ndo apresentaram diferengas ao longo dos tempos (p>0,672) em cada
grupo

Através da eletroforese foi identificada uma proteina, cujo peso era de 23.000kD
nos dois grupos experimentais. Quando comparados os valores entre 0s grupos nao
diferiram. No GI ela aumentou concentragdo no M72 e M8D. Ja no Gl ela aumentou em
todos 0s momentos depois de realizadas cirurgias por laparoscopia. A antitripsina ou
estava ausente ou nao foi detectada no liquido peritoneal de asininos dos grupos

estudados.

4. DISCUSSAO

O volume médio coletado nos asininos deste estudo foi bem inferior ao descrito
por Parry e Browlow (1992) para equinos (50 a 60 mL). A quantidade de liquido na
cavidade abdominal pode ser influenciada pelo tipo de puncdo (agulha ou sonda),
alimentacéo, posicédo, grau de replecdo de alcas e grau de desidratacdo. As alteracfes na
coloracdo e grau de turbidez podem ser influenciadas pela contaminacdo sanguinea
durante punc¢éo, aumento de celularidade, elevacdo da taxa de proteinas totais que podem
ocorrer em processos inflamatérios e/ou infecciosos (Macoris, 1995; Faria et al.,1999).
A cor amarelada e grau de turbidez (ligeiramente turvo) encontrado neste estudo
corroboram os descritos por Louro et al. (2006) para asininos, no Gnico estudo realizado

com esta espécie.
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O aumento de hemacias pode estar relacionado ao tipo de técnica utilizada para
coleta do liquido peritoneal. Louro et al. (2006) também observaram aumento no nimero
de hemécias peritoneais de asininos ao utilizar agulha hipodérmica 40x12 para
paracentese. Se comparado com pH de equinos higidos (7,25-7,40), descritos por Mendes
et al (2000), os apresentados pelos asininos antes das cirurgias (MO), nos dois grupos,
encontram-se dentro da normalidade. Porém, se comparados com descritos por Silva
(2005) para equinos saudaveis, os dados do pH peritoneal deste estudo estdo baixos. Nao
foram encontrados relatos de valores de pH peritoneal de asininos. Os valores de
densidade obtidos no estudo em asininos foram iguais aos descritos por n em equinos de
tracédo.

O aumento mais significativo do numero de leucécitos ocorreu nos dois grupos
24 horas ap0s as cirurgias. Apesar de ndo significativo, a contagem de neutrofilos também
teve 0 mesmo pico de elevacio (8,01x10%/UL, GI; 8,14x10%UL, GlII). Os neutrdfilos sdo
as principais células constituintes do processo inflamatdrio inicial, atuam rapida e
efetivamente como defesa celular primaria contra microrganismos, com sua intensa
atividade fagocitaria e enzimatica, e possuem também efeito quimiotatico sobre os
mondcitos (Di Filippo, 2009). As duas abordagens cirdrgicas desencadearam processo
inflamatorio. Em todos os momentos avaliados de ambos os grupos, os valores de
leucdcitos ficaram abaixo de descrito para asininos por Louro et al. (2006).

Na avaliacdo citoldgica peritoneal de asininos espera-se, ap0s injuria, que haja
aumento no numero de neutréfilos, seguido de eosindfilos, linfécitos e macrofagos
(Louro et al., 2006), o que difere dos equinos, nos quais essa ordem muda para
macrofagos, linfdcitos e eosindfilos (Parry e Brownlow, 1992), principalmente nos dois
primeiros dias de injurias. Neste estudo ocorreu aumento dos neutréfilos, porém os outros
tipos celulares também néo variaram.

Na avaliagdo proteica peritoneal, observou-se aumento nas concentracdes de
proteinas totais, principalmente com vinte quatros horas, nos dois grupos. 1sso ocorre
devido sequestro de proteinas devido exudacdo inflamatéria, estimulada pelo
procedimento cirurgico. A elevacdo das proteinas totais € um indicador importante de
injaria inflamatoria aguda de cavidade (Faria et al., 1999). Levando em consideracao 0s
dados descritos por Louro et al. (2006), o valor das proteinas totais em asininas
ovariectomizadas voltaram a normalidade somente depois de 16 dias.

Ndo foram identificados na literatura proteinas de fase aguda em liquido

peritoneal de asininos. A haptoglobina, no grupo Il aumentou logo depois de 12 horas.
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Posteriormente, os dois grupos elevaram os valores dessa. De acordo com Fagliari et al.
(2008), em liquido peritoneal de equinos, haptoglobina e ceruloplasmina sdo as primeiras
proteinas de fase aguda que se elevam. Porém, em asininos, a ceruloplasmina néo alterou
em nenhum dos grupos e tempos estudados. Ao avaliar perfil proteico peritoneal em
equinos orquiectomizados, Di Filippo et al. (2014) também observaram elevacdes de
haptoglobina no pdés cirurgico imediato, porém sem alteracGes de ceruloplasmina.

A albumina e transferrina sdo proteinas de fase aguda negativas, pois elas
diminuem suas concentracfes ao longo do processo inflamatorio (Murata et al., 2004).
Entretanto, em asininos elas se comportaram como proteinas positivas, pois as
concentragdes delas aumentaram ao longo dos tempos. A transferrina apresentou valores
maiores nos animais operados pela laparoscopia. Alfa-1 glicoproteina cida comportou-
se diferente em cada grupo. No GI ela aumentou apenas depois de 8 dias. No GllI, ela
elevou os niveis depois de 24 horas do procedimento cirdrgico, permanecendo elevados
também até 8 dias. E considerada por Eckersall (2008) proteina moderada, com elevacio
lenta e duradoura, explicando assim os resultados obtidos neste estudo. Di Filippo et al.
(2011) ao avaliar cavalos com obstrucéo intestinal também descreveu aumento de alfa-1
glicoproteina &cida.

A imunoglobulina A aumentou em todos os tempos avaliados no Gll. No Gl teve
pico de aumento somente depois de 24 horas de cirurgia. A imunoglobulina G também
teve comportamento semelhante. Aumentos de gamaglobulinas dentre elas IgA e IgG
pode estar relacionada acdo das interleucinas (principalmente a 6) na ativacao inespecifica
de células B, resultando em anticorpos a partir de diferentes origens. O mesmo
comportamento dessas gamaglobulinas foi descrito por Nogueira et al. (2014) em
equinos.

O fibrinogénio, neste estudo comportou-se de forma atipica, pois em estimulacdes
inflamatorias abdominais espera-se que as concentracGes dessa proteina se elevem.
Porém, no liquido peritoneal de asininas ovariectomizadas por laparotomia ou
laparoscopia ndo houveram mudancas nas concentracfes dessa proteina de fase aguda
durante os periodos de avaliacdo (p>0,05). No liquido peritoneal de cavalos saudaveis a
concentragéo de fibrinogénio foi indetectavel, de acordo com Silva (2005).

A proteina 23.000kD identificada no liquido peritoneal de asininos apresentou
comportamento de proteina de fase aguda positiva, semelhante a fracdo alfa-2 globulina
(Murata et al., 2004). Os valores dessa proteina tiveram pico de aumento no Gl 3 dias

depois de realizadas as cirurgias e no GIl com 2 dias. A P.24.000kD, identificada no
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fluido abdominal de equinos por Nogueira et al. (2014), apresentou dindmica semelhante.
A dindmica da antitripsina no liquido peritoneal de asininos foi igual a relatada em
equinos por Nogueira et al. (2014), ndo variou nos grupos estudados.

Os resultados obtidos do proteinograma peritoneal de asininos também
demonstrou que algumas proteinas de fase aguda, (haptoglobina, alfa-1 glicoproteina
acida, P23.000kD) apresentam sintese extra-hepética, como também foi mencionado em
equinos (Nogueira et al., 2014; Di Filippo et al., 2014). A determinacgéo de concentracdes
de proteinas de fase aguda em locais especificos aumenta precisao nos diagnésticos, pois
podem fornecer informacBes mais precisas sobre as condi¢des inflamatérias e/ou
infecciosas de um 6rgdo ou regido especifica, afirmou Jacobsen (2007). As alteracbes
peritoneais que ocorrem neste estudo pode ajudar na rapidez da identificacdo dos

problemas que possam acometer asininos.

5. CONCLUSOES

O perfil inflamatdrio peritoneal e concentrac6es de proteinas de fase aguda foram
diferentes para duas técnicas adotadas, sendo observadas maiores respostas inflamatorias
nos animais ovariectomizados por laparoscopia. Algumas proteinas de fase aguda
avaliadas no liquido peritoneal apresentaram din&micas diferentes das descritas para
equinos, mostrando serem necessarios estudos especificos para asininos. Os resultados
obtidos desse trabalho poderdo servir de base para posteriores estudos com dinamica

inflamatdria aguda de asininos.
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