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RESUMO

O estudo objetiva-se avaliar a resposta inflamatoria na articulagdo coxofemoral em caes displasicos
afim de realizar uma comparagao entre achados laboratoriais do liquido sinovial: contagem de células
nucleadas e seu diferencial: células mononucleadas e polimorfonucleadas, analise das proteinas de fase
aguda: al- glicoproteina acida, proteina C reativa e a Velocidade de hemossedimentagdo, com os
achados radiogréficos da articulagdo coxofemoral em caes com Displasia Coxofemoral sintomaticos e
assintomaticos. Foram avaliados 30 cdes no experimento, dispostos em 3 grupos experimentais. O
primeiro grupo reuniu 10 animais higidos (Grupo controle - GC), o segundo 10 animais com displasia
coxofemoral sintomatico (Grupo 1 — G1) e o terceiro 10 animais com displasia coxofemoral sem
sintomatologia (Grupo 2 - G2). Observou-se um aumento significativo da VHS no grupo sintomatico,
corroborando com a hipdtese de que em animais com sinais clinicos da doenga apresentam inflamacao
na articulagdao coxofemoral. A VHS ¢ util na avaliacao do processo inflamatorio em caes sintomaticos,
indicando um processo inflamatorio agudo. Ja a mensuragdo de AGP e PCR por imunoturbidimetria
nao conferem resultados plausiveis de inflamagdo nas osteoartroses de caes displasicos, tornando-se
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um biomarcador ineficaz para o monitoramento da doenca. Sugere novos estudos de outros
biomarcadores inflamatorio para a doenca estudada.

Palavras-chave: Alpha-1 Glicoproteina Acida, Inflamagdo, Osteoartrose, Proteina C-reativa,
Velocidade de Hemossedimentagao.
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1 INTRODUCAO

A displasia coxofemoral (DCF) ¢ uma patologia do desenvolvimento que afeta a cabeca do
fémur e o acetabulo, possui uma etiologia complexa que acomete uma significativa parcela dos animais
domésticos. Essa ma-formacao se manifesta por meio da combinagdo entre gendtipo do individuo, a
genética do animal, nutricdo e fatores ambientais aos quais ele foi exposto durante sua fase de
desenvolvimento (CARNEIRO et al., 2006; REGONATO et al., 2011).

E uma doenca biomecédnica na qual a instabilidade do quadril nos cdes jovens altera a
concentracdo de for¢as no fémur e acetabulo em crescimento, afetando o desenvolvimento 0ssco €
resultando em conformacao articular anormal, frouxidado articular e osteoartrose, também conhecida
como doenga articular degenerativa (KAPATKIN et al., 2002; SMITH, 2004).

A osteoartrose ¢ um processo degenerativo da capsula articular de evolugdo cronica, a
osteoartrose do quadril tem envolvimento inicial na cartilagem articular e depois o osso subcondral, e
formagdo de osteofitos, caracterizada com a presenga de dor, e diminui¢do no espago articular
(COIMBRA et al., 2002; VANNI et al., 2008; BENNEL e HINMAN, 2011; PASTORE et al., 2013).
Seu diagnostico ¢ realizado a partir do exame radiografico, nota-se presenca de osteofitos, diminui¢ao
do espago articular, esclerose do osso subcondral e presenca de remodelagao dssea (PELLETIER et
al.,2001).

As PFAs podem ser utilizadas como biomarcadores promissores da inflamacao, infec¢ao ou
trauma, por possuirem caracteristicas particulares de aumento precoce e facil detec¢do plasmatica,
sendo cada vez mais empregadas para fins de diagnostico em doengas especificas (SCHRODL et al.,
2016).

A Velocidade de Hemossedimentagao (VHS) ¢ um exame que avalia a sedimentagdo das
hemaécias, ¢ método indireto para avaliagdo de atividade inflamatéria, (COLLARES e VIDIGAL,
2004; GUIMARAES et al., 2013).

O objetivo do trabalho ¢ avaliar a resposta inflamatdria da articulagdo coxofemoral por meio
da andlise laboratorial do liquido sinovial e analise de biomarcadores inflamatérios séricos em caes

com displasia coxofemoral.

2 METODOLOGIA

Foram avaliados 30 caes no experimento, dispostos em 3 grupos, sendo 10 animais higidos no
grupo controle (GC), 10 animais com displasia coxofemoral sintomaticos no grupo 1 (G1) e 10 animais
com displasia coxofemoral sem sintomatologia no grupo 2 (G2). O projeto foi aprovado pelo comité

de ética em experimenta¢do animal (CEUA) da Uninga, sob o PM 04/2017.
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Todos os animais passaram por anamnese, exame fisico completo e exame ortopédico segundo
exame hematologico e ultrassonografia abdominal para descartar outras doengas associadas.
Para avaliagao da deambulagdo foi aplicada uma escala analdgica de claudicacao, descrita no

quadro 1 (HUDSON, 2004).

Quadro 1 - Escala analégica de claudicacdo 2 deambulacio
ESCORES DE AVALIACAO CLASSIFICACAO DE CLAUDICACAO
Ausente
Intermitente
Continua e Discreta
Continua e Moderada
Intensa

AlWIN(F|O

Fonte: HUDSON, 2004.

Os critérios de inclusdo foram: Animais com idade entre 2 e 10 anos e com peso acima de 17
Kg, para o grupo controle. E para os demais grupos idade entre 6 meses a 10 anos e com peso acima
de 17kg, de diferentes racas e ambos os sexos. E com o diagnostico radiografico confirmatorio de
displasia coxofemoral, utilizando a classificacao da Orthopedic Foundation for Animals (OFA, 2017).

Nao foram aceitas fémeas gestantes ou em estro, devido ao possivel aumento de frouxidao
articular pelas variacdes hormonais, transcorrendo em alteragdes nos resultados (OFA, 2017). Animais
que estivessem utilizando medicacao analgésica e anti-inflamatdrio nos ultimos 15 dias e animais que
apresentavam afecgdes ortopédicas sem relagdo com a DCF. Além de animais que apresentassem outra
afeccao de carater sistémico inflamatério e/ou infeccioso.

As imagens radiograficas e coleta do liquido foram realizadas sob jejum alimentar e hidrico de
6 horas. Para o posicionamento radiografico os animais foram sedados com acepromazina
(0,05mg/Kg), e meperidina (5Smg/Kg), associado ao midazolam (0,3mg/Kg), todos por via
intramuscular. E para a coleta do liquido sinovial utilizou-se propofol na dose de 2-4mg/Kg, via
endovenosa.

O posicionamento radiografico para articulagdo coxofemoral seguiu a técnica descrita pela
American Veterinary Medical Association (OFA, 2017). Todas as radiografias foram realizadas
com aparelho digitalizado Konica® e Raio-X Ezy rad®, sendo calibrado segundo Feliciano et. al.
(2015). O diagnostico de Displasia Coxofemoral foi realizado com o parametro de classificacdo do
grau da displasia seguindo a avalia¢do da Orthopedic Foundation for Animals (OFA, 2017).

A coleta do liquido sinovial foi realizada imediatamente ap6s o exame radiografico, utilizando
a técnica descrita por Piermattei (2006). Para sua andlise este foi em solugdo fisiologica em 1:6 da

amostra de liquido sinovial (50uL de solugdo fisiologica + 10 uL de amostra). Tal dilui¢do permitiu
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que a amostra, extremamente viscosa, adquira um aspecto mais aquoso. Desta forma, é possivel que
as células sedimentem de forma mais eficaz e a contagem de células se torna muito mais confiavel. As
células (/uL) foram contadas em quatro quadrados grandes na camara de Neubauer. O numero de
células contadas foi corrigido utilizando-se os fatores: altura da camara (x10), diluicdo (x6) e
quantidade de quadrados contatos (/4).

A diferenciagdo das células nucleadas em polimorfonucleares ou mononucleares foi feita por
meio de analise microscopica de esfregacos confeccionados pela técnica de squash ou esmagamento.
Os esfregacos foram corados com corante rapido tipo Romanowsky (Instant — Prov, NEWPROV®).
Foram identificados 100 leucocitos em aumento de 40x em microscopio Eclipse E200 - Nikon®.

A coleta do sangue se deu por puncdo da veia jugular. Foram colhidos 10 ml de sangue, sendo
5 ml foram em tubo com EDTA K3, ¢ 5 ml em tubo com gel ativador de codgulo. Todas as amostras
foram imediatamente analisadas utilizando equipamento automatizado Mindray BC-2800Vet®. E a
contagem do diferencial das células nucleadas sob andlise microscopica.

A VHS foi aferida sob o método de Westergren, utilizando pipeta especifica para a técnica, o
sangue venoso com anticoagulante EDTA K3 foi pipetado em um tubo de vidro com 200 mm de altura
e 2,5 mm de diametro, ¢ colocado em coluna vertical, apos decorrido 1 hora, foi realizado a leitura
corresponde a distancia entre o menisco do plasma e a coluna de hemacias, medida em mm/h,
estimando a velocidade da sedimentagao das hemadcias no intervalo de uma hora. O exame foi realizado
em temperatura ambiente entre 20 e 25 °C e no abrigo de luz solar, seguindo a técnica descrita por
Epaminondas (2015).

O soro obtido do tubo com gel ativador de coagulo, foi centrifugado (1.500g/5 minutos) para a
dosagem sérica da al- glicoproteina acida e Proteina C-Reativa. O soro foi estocado em dois tubos
eppendorfs de 2ml ha —20°C até a realizagcdo do exame.

As dosagens bioquimicas séricas de Proteina C-Reativa e a-lglicoproteina acida, foram
realizados no aparelho bioquimico semi-automatico Bioplus BIO200® de acordo com metodologia
fornecida pelo fabricante BioTécnca®. A APG foi realizada por espectrometria e utilizado uma curva
de calibragdo com o Controle Multiparametro Médio®. O PCR foi realizado por ensaio turbidimétrico
e utilizado o calibrador controle reumatico nivel 1®. Todas as andlises clinicas foram feitas pelo
mesmo profissional habilitado na area.

Para a analise estatistica, foram realizados os pressupostos basicos de normalidade dos residuos
(teste de Shapiro-Wilk; p<0,05) e homogeneidade das variancias (teste de Levene; p<0,05). Os dados
foram comparados por meio de andlise de varidncia (ANOVA) ao nivel de 5% de significancia pelo

teste F, pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Estas andlises foram realizadas utilizando-se o

~
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software Sisvar® versao 5.3 (FERREIRA et al., 2014). Foram estimados os coeficientes de correlagao
de Pearson (STEEL et al., 1997) entre todas as variaveis avaliadas, sendo validado pelo teste T (p<0,05
e p<0,01).

3 RESULTADOS

Participaram do estudo 30 caes, sendo 10 animais no grupo controle, 10 animais no grupo
sintomatico e 10 no grupo assintomatico. Dentre eles foram encontradas 63,3% fémeas e 36,6% macho,
de diferentes racas, com idade entre 1 e 10 anos, o peso variou entre 17 e 46kg com média de 28,8kg.
Nestes animais foram avaliados o grau de displasia coxofemoral segundo a Orthopedic Foundation for
Animals (OFA), o grau de claudicagdo, o liquido sinovial coletado da articulagdo coxofemoral, a
Velocidade de Hemossedimentagao (VHS) e os biomarcadores inflamatorios Alpha-1 Glicoproteina
Acida (AGP), Proteina C-Reativa (PCR). A quantidade de liquido sinovial coletado variou entre 20ul
e 4ml, com média de 200pul.

No estudo foi observado um aumento significativo da Velocidade de Hemossedimentagdo no
grupo dos animais com sinais clinicos em relagdo ao controle e grupo assintomatico com P valor de
0,05. O grau de Claudicacao, mostrou uma diferenca significativa p <0,05 no grupo sintomatico, em
relacdo aos demais. Assim como o grau radiografico segundo a OFA também foi estatisticamente
significativo, com valor maior no grupo sintomatico e assintomatico em relagdao ao grupo controle.

Os valores de AGP, contagem total de células nucleadas, e contagem de células mononucleadas
e polimorfonucleadas no liquido sinovial ndo tiveram significancia estatistica entre os grupos.

A correlagdo entre os biomarcadores inflamatorio, liquido sinovial, grau de displasia e grau de
claudicacdo foram avaliados nos 3 grupos, correlacionados dois a dois. No grupo 1 (CONTROLE)
observou uma correlagdo muito forte e significativa pelo teste t ha p <0,01 entre VHS X PMN (r=0,956
e p=9,228), e entre a CEL. NUCL. X PCR que teve uma forte correlacio e significativa ha p < 0,05
(r=0736 e p=3,077). No grupo 2 (SINTOMATICOS) os valores das correlagdes apresentaram
correlagdes positivas moderadas e fracas, ndo obtiveram significancia pelo teste. No grupo 3
(ASSINTOMATICO) foi observado uma correlago forte entre o AGP X OFA com significancia a 5%
ao teste t (r=0,684 e p=2,655).

4 DISCUSSAO
Niveis superiores de VHS foram observados no grupo sintomatico, sugerindo um que a doenga
sintomadtica, promove processo inflamatorio sistémico, quando comparados aos controles e grupo

assintomatico. A PCR, AGP, na metodologia realizada por meio de turbidimetria e espectrofotometria,

~
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respectivamente, ndo foram eficazes com biomarcadores inflamatdrios, obtendo mensuragdo abaixo
do valor de referéncia.

Os valores da PCR nao obtiveram mensuragao confiavel, com intervalos abaixo da
sensibilidade analitica do teste, necessitam de técnicas mais sensiveis e especificas, como a realizacao
do teste imunoturbidimétrico ultrassensivel, que detecta valores menores, ou pelo ensaio ELISA para
determinagdo da PCR canina, espécie-especificos.

Vecina (2009) em seu estudo avaliou o processo inflamatorio em diversos caes, onde a PCR foi
mensurada pela técnica de imunoturbidimetria automatizada e por ELISA. A técnica de
imunoturbidimetria para determinagdo dos valores de PCR pelo equipamento hematoldgico
automatizado mostrou-se inadequada para amostras de sangue canino. Nao havendo leitura em
nenhuma das amostras testadas, tanto em cdes higidos como convalescentes (VECINA, 2009). Na
mensuracao com o kit comercial para caninos ELISA os valos foram eficazes e confiaveis. Yamamoto
et al. (1992) e Martinez-Subiela et al. (2004) afirmam que valores menores que 1 pg/ml (1 mg/L)
devem ser interpretados com cautela, pois podem ser influenciados pelas condi¢des analiticas.

A AGP foi mensurada pelo método imunoturbidimétrico em que anticorpos anti-alfa-1
glicoproteina acida humana, formam com a alfa-1 glicoproteina acida, um complexo insoluvel dando
uma turbidez cuja intensidade € proporcional a concentragdo de alfa-1 glicoproteina acida da amostra,
determinada em espectrofotdometro a 340 nm. A mensuragdo de todas as amostras conferiu em valores
abaixo do valor de referéncia em todas as amostras.

Hayashi et al., (2001) sugeriu que o AGP sérico pode ser um marcador util de inflamagao aguda
em dano tecidual, incluindo cirurgia, e relatou que cdes com doencas cronicas associadas a pouca
inflamacao, apresentam concentragdes de AGP dentro do intervalo de referéncia.

Valores aumentados dessa proteina sdo observados em casos de hepatite, parvovirose,
cinomose, piometra, filariose, insuficiéncia renal, urolitiase, anemia imunomediada, trauma, hepatite,
pancreatite e hiperadrenocorticismo (YUKI ef al., 2010), porém nas osteoartrose de quadril em caes
este biomarcador nao € util para o monitoramento da doenga.

A VHS, por outro lado, embora seja um teste inespecifico, mostrou resultados interessantes
que, associados ao baixo custo, rapidez e facilidade de execucao, pode ser utilizada na identificacio
de processo inflamatorio em quadros de displasia coxofemoral. A elevacdo da VHS foi observada em
70% dos animais do grupo sintomatico. Sugerindo processo inflamatério, sendo o marcador mais
sensivel utilizado no estudo.

Foram observadas diferengas entre os grupos assintomaticos, sintomaticos e grupo controle.

Sabe-se que a VHS permanece elevada durante o processo inflamatério, pois € influenciada pela

~
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concentragdo das PFAs, como a PCR (SCHUTZE, 2000). Podendo ser influenciada por outros fatores
como a presenga de anemia ¢ mudangas morfoldgicas dos eritrocitos, o que nao ocorre com a
concentracdo das PFAs. Os animais utilizados na pesquisa ndo apresentavam tais alteragdes
hematologicas em nenhum dos grupos.

Existem algumas variagdes descritas deste método, como o uso de sangue anticoagulado com
EDTA ou sob a diluido com citrato de sédio ou salina (COLLARES, 2004; EPAMINONDAS et al.,
2015). No presente trabalho foi realizado a VHS a partir do sangue coletado com anticoagulante EDTA,
sem dilui¢ao. Hachem et al., (2010) analisou o método com anticoagulante EDTA sem diluigado, os
resultados deste estudo demonstraram que na média geral, ndo houve diferenga significativa entre a
nao-dilui¢do do sangue com EDTA com relagdo ao método padrio ouro preconizado.

Outros estudos demonstram que a partir de valores acima de 30mm/h, os valores da VHS pelo
método sem diluigdo tendem a apresentarem resultados maiores do que os obtidos pela técnica com
dilui¢do em citrato ou solucdo salina, corroborando com a teoria de que o citrato, pode retardar a
sedimentacdo eritrocitaria (BUCK et al., 2015; MERISIO e ALFF, 2013; EPAMINONDAS et al.,
2015).

O uso da quantifica¢do dessas proteinas inflamatorias aumentou consideravelmente na tltima
década (KIELGAARD-HANSEN e JACOBSEN, 2011; HILLSTROM et al. 2014), considerando que
durante o processo inflamatdrio, previamente ao aumento das PFS, ocorre um aumento dos niveis
circulantes de citosinas como a IL-1, TNF-a e a IL-6 (ECKERSALL e BELL, 2010; CRISPE, 2016),
uma opg¢ao seria a mensuragdo dessas citocinas como avaliacdo do grau de inflama¢do nos animais
com displasia coxofemoral, e desta forma instituir o melhor tratamento para cada animal.

A contagem total de cé€lulas do liquido sinovial em processos de osteoartrose pode apresentar valores
normais ou levemente aumentados, com predominancia de células mononucleadas, e uma quantidade
de polimorfonucleadas, com neutrofilos normal ou ligeiramente aumentada (TATARUNAS et al.,
2004). Segundo Innes, 2012 caes higidos apresentam total de células nucleadas e inferior a 2x10° /L
com 94 a 100 % de células mononucleadas e 0-6% de células polimorfonucleadas. J4 nos casos de
osteoartrose a quantidade de células nucleadas varia de 2 a 5x10° /L com 88 a 100 % de células
mononucleadas e 0-12% de células polimorfonucleadas. Este estudo revelou uma quantidade elevada
de células nucleadas no grupo G1 (<6x10°/L). Quando confrontados os achados entre os grupos, nao

houve diferenca significativa
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5 CONCLUSAO

Os dados obtidos com a pesquisa comprovaram que a VHS pode ser utilizada para avaliagao
do processo inflamatorio de caes com sintomatologia positiva para displasia coxofemoral, indicando a
presenga de processo inflamatorio. O mesmo ndo ocorre com a mensuragao de AGP ¢ PCR por

imunoturbidimetria, que mostram baixa sensibilidade para detectar processos inflamatorios na

osteoartrose de caes displasicos.
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