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RESUMO

CARVALHO, C. C. D. Avaliacao da proteina C reativa, fibrinogénio e
leucograma em cadelas com piometra [Assessment of C-reactive protein,
fibrinogen and leukogram in bitches with pyometra]. 2008. 39f. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncia Veterinaria) — Departamento de Medicina Veterinaria,
Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife, 2008.



Com o objetivo de avaliar o perfil sanguineo do fibrinogénio, da
proteina C reativa (PCR) e do leucograma, além verificar as possiveis
correlagdes entre estes indicadores clinicos em cadelas clinicamente sadias
e com piometra, foram constituidos dois grupos, sendo um sem piometra (n=
15) e outro com piometra (n=30). Coleta de sangue foi obtida por
venopungao, para obtencéo de soro, plasma e sangue total, sendo estes
utilizados na determinacao das variaveis. A PCR quantitativa foi determinada
pelo método ultra-sensivel turbidimétrico. Observou-se que o numero total de
leucdcitos, metamielécitos, bastonetes, neutréfilos segmentados, linfécitos e
monacitos, além do fibrinogénio e PCR foram maiores para o grupo de
animais com piometra, enquanto que os valores de eosindéfilos foram
menores para este mesmo grupo. Alta correlagéo positiva foi observada entre
o fibrinogénio e PCR e este ultimo com parametros do leucograma. Pode-se
concluir que analises leucométrica, do fibrinogénio e proteina C reativa
podem ser recomendadas como exames coadjuvantes no diagndstico do
processo inflamatoério de cadelas com piometra. Julgando-se pela facilidade e
praticidade da realizagao destes diferentes testes, recomenda-se o

fibrinogénio seguido da PCR para o diagnostico desta condicao clinica.

Palavras-chave: Proteinas de Fase Aguda, Proteina C Reativa (PCR),
Diagndéstico.

ABSTRACT

CARVALHO, C. C. D. Assessment of C-reactive protein, fibrinogen and
leukogram in bitches with pyometra [Avaliacdo da proteina C reativa,
fibrinogénio e leucograma em cadelas com piometra]. 2008. 39f. Dissertagao
(Mestrado em Ciéncia Veterinaria) — Departamento de Medicina Veterinaria,



Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife, 2008.

To evaluate the profile of blood fibrinogen, serum C-reactive protein
(CRP) and leukogram, besides checking the possible correlations loved these
indicators laboratory in bitches clinically healthy and without pyometra, two
groups were formed, one without pyometra (n = 15) and another with
pyometra (n = 30). Collection of blood was obtained by venous puncture to
obtain serum, plasma and whole blood, which are used in determining the
variables. The quantitative PCR was determined by ultra-sensitive
turbidimetric method. It was observed that the total number of leukocytes,
metamyelocytes, band cells, segmented neutrophils, lymphocytes, and
monocytes, in addition to fibrinogen and CRP were higher for the group of
animals with pyometra, while the values of eosinophils were lower for the
same group. High positive correlation was observed between CRP and
fibrinogen and the latter with parameters of leukogram. It can be concluded
that leukocytes analysis of fibrinogen and C-reactive protein may be
recommended as coadjutants examination in the diagnosis of the
inflammatory process of bitches with pyometra. Judging by the ease and
practicality of holding these different tests, it is recommended the fibrinogen
followed by PCR for the clinical diagnosis of this condition.

Works-Key: Acute Phase Proteins, C-Reactive Protein (CRP), Diagnosis
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1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

1.1. Piometra

A piometra canina, também denominada complexo hiperplasia
cistica endometrial (HCE) — é uma enfermidade da cadela adulta
caracterizada pela inflamagao do utero com acumulo de exsudatos, que
ocorre na fase lutea do ciclo estral e que pode ser disseminada para varios
sistemas do organismo (HIDALGO et al., 1986; SMITH, 2006; BARTOSKOVA
et al., 2007).

E uma sindrome aguda ou crénica (JOHNSTON et al., 2001), cuja
patogenia ainda ndo é completamente entendida, apesar de décadas de
estudo direcionados a etiologia da doenca (HIDALGO et al., 1986). Esta
enfermidade ocorre devido a alteragdes hormonais e, geralmente, esta
associada a infecgdes bacterianas (GOBELLO, 2006). Também é mediada
por uma resposta exagerada ao estimulo da progesterona, que resulta em
uma invasao bacteriana e em consequentes anormalidades no endométrio
(GANDOTRA et al., 1994). A sua fisiopatogenia € distinta de outras infec¢des
uterinas, como a metrite pos-parto, que ocorrem em outros estagios do ciclo
reprodutivo. Acredita-se que as bactérias sejam microorganismos
oportunistas que ascendem desde a vagina (SMITH, 2006).

A Escherichia coli € a principal bactéria isolada associada a
piometra, sendo em 59% a 96% dos casos (FRANSSON e RAGLE, 2003;
TSUMAGARIA et al., 2005; SMITH, 2006). Esta patologia ocorre mais
comumente em cadelas adultas, de sete a oito anos de idade. Apds nove
anos, a prevaléncia da infeccdo pode chegar a mais de 60 % em cadelas



inteiras (GOBELLO et al., 2003). Em cadelas com idade inferior a seis anos,
o aparecimento da enfermidade esta associado com a administracao
exdgena de estrogenos para prevenir a gestacdo (FERREIRA e LOPES,
2000; GOBELLO et al., 2003).

Os sinais clinicos variam de acordo com a competéncia da cérvix.
O sintoma caracteristico da piometra de cérvix aberta € uma descarga vulvar
inodora de consisténcia mucosa a purulenta a coloragao variavel
(JOHNSTON et al., 2001; WANKE e GOBELLO, 2006). Na forma fechada,
nao ha presenca de corrimento vaginal havendo, portanto acumulo de
material no utero, caracterizando por um e abdémen abaulado (FRANSSON
e RAGLE, 2003; WANKE e GOBELLO, 2006).

O diagndstico é sugestionado pela historia clinica e pelos achados
fisicos. O aumento de volume pode ser papavel, mais se preconiza sua
comprovagao por radiografia ou ultra-sonografia (FOSSUN, 2001). Os efeitos
sistémicos da piometra podem ser refletidos em exames laboratoriais, de
acordo com Ettinger (1997), onde a contagem de células brancas em cadelas
com piometra é variavel, geralmente uma neutrofilia absoluta (usualmente
acima de 25.000 células/mm3) com graus variaveis de imaturidade celular,
secundaria a infecgao, e septicemia. Se a infecgao for severa ou crénica
pode haver um desvio regenerativo para a esquerda, com presencga de
neutrofilos toxicos. Entretanto, alguns resultados demonstram que nem
sempre ha leucocitose, e que o diagndstico definitivo pode n&o ser correto, se
depender exclusivamente do achado de leucocitose e da contagem
diferencial dos leucécitos (FALDYMA et al., 2001).

Diante das infecgbes microbianas, lesdes teciduais, reagcdes
imunoldgicas e processos inflamatérios, com o objetivo de eliminar o agente
infeccioso e/ou auxiliar no reparo tecidual, o organismo animal desenvolve
um conjunto de alteragées denominado “Resposta de Fase Aguda”
(DINARELLO, 1984). A resposta de fase aguda induz as respostas
localizadas e sistémicas (BENJAMINI et al., 2002), que envolvem mudancgas
nas fungdes metabdlicas, enddcrinas, neuroldgicas, imunolégicas e
alteragdes nos niveis de algumas proteinas plasmaticas (DABROWSKI et al.,
2007). Essas proteinas sao produzidas no figado e tém sua sintese diminuida

ou aumentada durante a resposta inflamatéria (ECKERSALL et al., 1989).



Varios trabalhos cientificos indicam como principais proteinas de
fase aguda, a proteina amildide sérica (PAS), a proteina C reativa (PCR), o
fibrinogénio, a proteina ligante de manose (PLM), a haptoglobina (Hp), a
ceruloplasmina (Cp), a a-1-antitripisina, e a a-1-glicoproteina sérica. Dessas
proteinas, as mais investigadas na medicina veterinaria sao as proteinas C-
Reativa em cées, a a-1-glicoproteina e a haptoglobina em felinos, a
haptoglobina em ruminantes e em suinos a PCR e Hp (YAMAMOTO, et al.,
1992).

De acordo com Eckersall (1989), a determinacao da concentragao
plasmatica de algumas dessas proteinas de fase aguda ajuda, clinicamente,
visa fornecer informacgdes sobre a ocorréncia de danos teciduais e para o
monitoramento da recuperagao da inflamacao.

Em caninos algumas de suas propriedades tém sido caracterizadas
somente recentemente (CASPI et al., 1984). Métodos para quantificagdo da
PCR em caes (ECKERSALL et al 1991) tem sido introduzido. De acordo com
Yamamoto et al. (1992) a dosagem da PCR é um método de analise
especifico e viavel para caes.

O fibrinogénio plasmatico € outro bom indicador de resposta a uma
infeccdo aguda, cujo aumento é freqlientemente observado em processos
inflamatorios e infecciosos de caes (KANEKO, et al., 1997), pois uma de suas

fungdes é limitar a invasao do agente infeccioso.

1.2. Proteina C Reativa

A PCR tem sido utilizada rotineiramente em medicina humana no
diagnostico de processos inflamatorios ativos. A identificacdo de sua
similaridade em caes (DILLMAN E COLES 1996) gerou algumas publicacdes
cientificas quanto as suas caracteristicas também em outras espécies
(ECKERSALL et al. 1991).

Sua determinacgao € usada como indicador de processos
inflamatorios agudos de origem bacteriana ou ainda de destrui¢cao tecidual
(BENJAMINI et al., 2002). Em humanos a PCR é uma proteina tipica de fase
aguda, os seus niveis plasmaticos aumentam drasticamente em resposta a

uma injuria tecidual, infeccédo ou reagao inflamatoria e diminui com a



recuperacao do paciente (YAMAMOTO, et al., 1992). Sugere importante
papel da PCR na defesa inespecifica do hospedeiro, devido a remocao dos
restos necroticos ou danificados no processo inflamatério, tanto de
microorganismos como do préprio hospedeiro, permitindo, assim, a
reparacdo tecidual. E interessante observar que a ligacdo da PCR as
membranas celulares se da apenas apos a ruptura destas (KUSHNER,
1991).

A PCR foi originalmente detectada no soro humano por sua
capacidade de se ligar ao polissacarideo C do pneumococo na presencga da
Ca ** Essa proteina parece desempenhar importante papel biolégico, pois é
uma proteina conservada entre vertebrados e apresenta rapida e intensa
elevagao durante a reacao de fase aguda. Além disso, ainda ndo foram
descritos individuos com deficiéncia dessa proteina (BAUMANN, 1994).

O papel da proteina de fase aguda, como a PCR, é limitar a
inflamacao, remover fatores ocasionais de danos celulares e restaurar a
homeostase (BIGOSZEWSKI et al, 2001). Poucos s&o os relatos cientificos
designados a avaliar a utilidade da determinagao da PCR para monitorar
cadelas com piometra, visto que se verifica uma escassez de informacdes a
respeito deste indicador bioquimico sendo utilizado no diagnostico e
monitoramento clinico de cadelas com piometra, retificando-se, portanto, a
importancia de se estudar e avaliar sua viabilidade em termos de praticidade

e custo-beneficio no diagndstico de cadelas com esta condig¢ao clinica.
1.3. Caracteristicas Bioquimicas

A PCR é uma globulina que devido a sua concentragdo normal
encontra-se dentro dos chamados componentes menores do plasma,
migrando na fragdo beta. Essa proteina é capaz de reagir com substancias
como acido desoxirribonucléico (DNA), nucleotideos, varios lipidios e
polissacarideos (HENRY, 1996).

E possivel que um dos primeiros estudos realizados sobre a PCR
em caes tenha sido feito por Dillman e Coles (1996). Esses autores
submeteram alguns animais a varios estimulos inflamatérios e utilizando a
técnica de aglutinagdo em latex, com anticorpo anti-PCR humana, e



perceberam um comportamento similar aquele observado em humanos.

Isolando a PCR canina em coluna de Sephacryl S-300 e através
de cromatografia de filtracado em gel, Caspi et al. (1984) determinaram pesos
moleculares mais elevados, de aproximadamente 155 a 157 Kda, utilizando
as técnicas de filtragao em gel de eletroforese em gel de poliacrilamida
sulfato duodecil sédio (SDS-PAGE), respectivamente.

Outros pesquisadores a estudarem essa proteina na espécie
canina foram Fujise et al. (1992), que isolaram utilizando a técnica de filtracéo
em gel apos cromatografia de afinidade com fosforicolina, obtendo resultado
de isolamento superior ao encontrado por Yamamoto et al. (1992). Através da
técnica de SDS-PAGE, os primeiros autores identificaram, no principal
padrao eletroforético, a presenca de duas diferentes subunidades com 21,5 e
25,8 kDa cada e utilizando a técnica de acido periédico de Schiff (PAS)
verificaram que a maior das subunidades eram glicolizadas.

Algumas técnicas ja foram utilizadas na determinagao da PCR,
como a imunodifusdo (RILEY e ZONTINE, 1972) e o eletroimunoensaio
(CASPI at al. 1984) e, a partir dos inumeros trabalhos que comegaram a ser
realizados sobre essa proteina, outras técnicas passaram a ser criadas ou
modificadas.

Eckersall et al. (1989) desenvolveram uma técnica de ELISA
sensivel, precisa e pratica que possibilitava o processamento de varias
amostras ao mesmo tempo, o que tornava essa técnica mais efetiva que as
demais anteriormente utilizadas. Uma outra vantagem corresponde a
possivel utilizacdo em outras espécies bastando, no entanto, substituir o
anticorpo utilizado por um especifico. A sensibilidade desta técnica era de no
minimo 2,5 ng/mL de soro.

Com o objetivo de criar uma técnica automatica e que pudesse ser
utilizada na rotina da PCR canina, Eckersall et al. (1991) adaptaram o ensaio
imunoturbidimétrico utilizado em humanos para a sua aplicagao em caes e
outros animais. Quando comparado ao ELISA esse método obteve uma
correlagao significativa de 0,88 (p<0,001), com a conveniéncia de consumir
menos tempo para a sua realizagdo. Porém, o mesmo problema quanto as
amostras séricas e imobilizadas e amostras plasmaticas com heparina foram

encontrados. A sensibilidade deste teste foi de Tmg/L.



Yamamoto et al. (1993) investigaram a possivel utilizagao da
técnica de aglutinagéo reversa em latex (RPLA), como um ensaio semi-
quantitativo, considerando-a mais rapido que o teste de ELISA.

Apesar das técnicas estarem desenvolvidas, Fujise et al. (1992)
julgaram que os Kits comerciais disponiveis, todos fabricados a partir da PCR
humana, dificultavam a determinacao da proteina C reativa na rotina
laboratorial veterinaria uma vez que ocorria reagao parcial entre soro anti-
PCR humana e a PCR canina.

Isso foi avaliado também por Yamamoto et al. (1993), que testando
soros anti-PCR canina com a PCR humana e soros anti-PCR humana com a
PCR canina, através das técnicas de imunofluorescéncia e Western Blotting,
verificaram que a PCR canina e a humana ndo compartilhavam dos mesmos
determinantes antigénicos apesar de semelhantes. Assim, estes autores
concluiram que para a obtencao dos valores reais na determinagao da PCR
canina era necessario isola-la e desenvolver soro anti-PCR especifico, com
excecao das técnicas de eletroimunodifusao e ELISA desenvolvidas com a
PCR humana, as quais nao sofriam alteragdes significativas.

1.4. Alteragcdes na Concentragcdo da PCR Canina

Em caes, valores séricos da PCR baixos ou indetectaveis sdo
indicativos de auséncia de processos patoldgicos. Contudo, em uma
variedade de casos clinicos e em animais aparentemente normais, a
ocorréncia de concentragao alta dessa proteina pode indicar ao clinico a
presenca de processos inflamatérios ocultos (ECKERSALL, et al., 1989;
DABROWSKI et al., 2007).

1.5. Diagndstico de Doencas

A avaliagdo da PCR canina no monitoramento e na determinacéo
de recuperagao a infecgao por Leptospira spp., foram investigadas por Caspi
et al. (1987) que constataram um aumento rapido da concentragdo dessa
proteina na infecgdo. Yamamoto et al. (1993) utilizaram da PCR em outras

doencas infecciosas como parvovirose e a enterite bacteriana. Esses autores



ainda observaram que caes com doengas dérmicas e outros com gengivite,
tiveram leves aumentos nas concentragoes séricas da PCR, enquanto
aqueles com gastroenterites, doencgas oculares, raquitismo ou nefrites,

obtiveram aumentos bem mais severos nas suas concentragdes.

1.6. Fibrinogénio Plasmatico

O fibrinogénio plasmatico € um polipeptideo complexo produzido
pelo figado e constituido por trés diferentes pares de cadeias. Sua meia vida
na circulagdo aumenta por varios dias, atingindo um pico entre o quinto e
sétimo dia (SCHALM et al., 1975) tendo um gene que codifica no
cromossomo quatro (SAITO, 1996). Além de sua importancia primaria como
proteina de coagulagao, € também uma proteina de fase aguda da
inflamacé&o. Sua sintese pode aumentar até 20 vezes com um grande
estimulo inflamatério (ALMEIDA, 2006).

A concentracao plasmatica desta proteina eleva-se sob a acao
estimuladora das interleucinas (IL-1 e 6) e do fator de necrose tecidual
liberado pelo processo inflamatério (ANDREWS et al., 1994; ALMEIDA,
2006).

Esta proteina ndo é afetada pela idade, sexo, exercicio ou
hemorragia, e sim por estados inflamatérios moderados e processos
supurativos (JAIN, 1993). Segundo Schalm et al., (1970) o grau de
hiperfibrinogenemia pode refletir o grau de severidade da inflamacgéo. O
fibrinogénio plasmatico € um bom indicador de resposta a uma infecgao
aguda, cujo aumento é frequentemente observado em processos
inflamatdrios e infecciosos de caes, pois uma de suas funcdes € limitar a
invasao do agente infeccioso (KANEKO et al., 1997).

Para caes, o valor de normalidade € compreendido entre 100 e 500
mg/dL (SCHALM et al., 1975). Valores superiores podem indicar processo
inflamatorio desde que a hemoconcentragao nao esteja presente (SUTTON e
JOHNSTONE, 1977). Para se detectar um aumento absoluto do fibrinogénio
recomenda-se o calculo da relagéo proteina plasmatica e fibrinogénio
(PPT:F) (SUTTON e HOBMAN, 1975).

Em fungéo da relevancia dos niveis plasmaticos de fibrinogénio,



importante é considerar o estudo da sua concentragédo em cadelas com e
sem piometra, em associacdo com a proteina C reativa, a qual é considerada
um marcador sensivel de fase aguda de processos inflamatérios subjacentes.

1.7. Leucograma

Os exames hematoldgicos estao entre os mais praticos,
econdmicos e de maior utilidade na pratica clinica. Isto porque o tecido
sanguineo tem por fungao principal manter a homeostase corporea; deste
modo é um “espelho” do animal no momento da coleta (LOPES et al., 1996).
Na hematologia clinica o leucograma destaca-se como importante recurso
auxiliar no estabelecimento do diagndstico, na dedugéo do progndstico e na
conduta clinica, permitindo inclusive a avaliacdo das enfermidades e
orientacdo de tratamentos (RADOSTITS et al., 2002).

O estudo da disposigao leucocitaria € muito importante nas
investigacdes da reacédo do organismo animal, principalmente quando
relacionados com agentes toxicos e infecciosos (MATOS et al., 1995). A
analise do resultado leucocitario da-nos idéia da evolugao e gravidade de um
processo patologico, sistémico ou localizado, nos animais domésticos
(MEYER et al., 1995), pois refletem o estado de saude do animal, como nos
processos infecciosos bacterianos ou viréticos, além dos processos
neoplasicos e traumas teciduais (VIEIRA, 1982).

Ha uma grande variagao na resposta leucocitaria nas espécies
animais. O cao responde violentamente as infec¢des e as demais condi¢des
de “estresse” (VIEIRA, 1982).

Matos et al. (1995) relatam que caes e gatos respondem com mais
intensidade aos processos infecciosos. Assim, frequentemente encontram-se

valores de 30.000 leucdcitos/uL de sangue ou mais, havendo citagdes de

achados de até 100.000 leucdcitos/uL de sangue. O leucograma ainda pode
ser utilizado para estabelecer a necessidade de testes adicionais, como por
exemplo, a biopsia de medula 6ssea, monitoramento de resposta a
quimioterapia, radioterapia ou outros tipos de terapia (BIRGEL, 1982).

Sem duvida, as leucometrias globais e especificas, se
interpretadas adequadamente, sao elementos valiosos para a confirmagao ou



afastamento de diagndstico presuntivo e também ajudam na elaboracéo de
um prognostico mais acurado, no entanto é importante salientar que ao
eleger o hemograma como recurso auxiliar para elucidacédo de um caso
clinico, é necessario entender-se que esta ou qualquer outra analise
laboratorial, nunca devera substituir o exame clinico (COLLES, 1984).

Alteragbes quantitativas encontradas sao indicativas de resposta
leucocitaria a inflamagao (NAVARO et al.,1994). Essa resposta varia com a
causa, intensidade, localizacao da inflamacéao, espécie e idade do animal.
Apos a medula sofrer estimulos durante um processo inflamatoério, o
leucograma é caracterizado por leucocitose por neutrofilia, aumento da
relacao neutrdfilos: linfocitos e desvios a esquerda dentro de
aproximadamente trés dias. (SCHULTZE, 2000). Entretanto, a leucocitose
por neutrofilia de origem inflamatdria deve ser diferenciada da leucocitose
fisiologica e por estresse (SCHULTZE, 2000), uma vez que um simples
estado de agitacao poderia aumentar drasticamente os neutrofilos em caes
sadios e isso ndo implicaria necessariamente numa doenca (COLLES, 1984).

Na leucocitose fisioldgica ocorre neutrofilia transitéria sem desvio a
esquerda devido a mobilizagdo do pool marginal de neutréfilos com resposta
a liberacao da epinefrina. Um aumento do numero de leucécitos por estresse
induz um quadro caracterizado por neutrofilia sem desvio a esquerda,
linfopenia e/ou eosinopenia e/ou monocitose. A neutrofilia de origem
infamatoria ocorre pela mobilizacdo da reserva da medula éssea e diminuicao
da diapedese. A linfopenia pelo sequestro de linfocitos e linfélise de linfécitos
T e no tecido linfoide, a eosinopenia ocorre pela diminuicdo do influxo de
células da medula 6ssea e diminuicao do efeito quimiotatico da histamina
para os eosinofilos (JAIN, 1993; SCHULTZE, 2000).



2. OBJETIVOS

2.1. Avaliar os niveis plasmaticos de fibrinogénio em cadelas com e
sem piometra;

2.2. Avaliar quantitativamente a proteina C reativa em cadelas com e
sem piometra;

2.3. Caracterizar o perfil leucométrico de cadelas com piometra;

2.4. Verificar as possiveis correlagdes entre os niveis plasmaticos de
fibrinogénio, séricos da PCR e parametros do leucograma de cadelas com e
sem piometra.

2.5. Avaliar a aplicacao do teste Turbidimétrico quantitativo da proteina
C reativa como método rapido e eficaz, a fim de indica-lo como eficaz

indicador bioquimico de reacao inflamatdria em cadelas com piometra.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizadas 45 cadelas (Canis familiaris), procedentes de
diferentes Municipios do Estado de Pernambuco, com faixa etaria de dois a
doze anos, de diferentes racas e pesos. Todos os animais foram oriundos de
uma unidade clinica particular sediada no Municipio de Olinda — PE.

Foram formados dois grupos de animais, sendo um controle (n = 15) e
outro com animais apresentando diagnostico de piometra (n = 30). Os
animais foram submetidos a exame clinico e laboratorial e, quanto aos que se
encontravam com suspeita de piometra, estes foram encaminhados ao bloco
cirargico para serem submetidos a ovariosalpingohisterectomia (OSH) para
confirmacéo da enfermidade.

Para critério de inclusdo do grupo com piometra, foram considerados
os animais com diagndstico confirmativo de piometra pelo conjunto de dados,

principalmente pela OSH; ja em relagdo ao grupo controle, foram



considerados animais em condi¢cao de higidez apds analise clinica e

laboratorial.

3.2. Coleta das Amostras de Sangue

Amostras de sangue foram obtidas por meio da venopungéo da
jugular externa, utilizando-se sistema de coleta a vacuo. Para a determinacgao
do leucograma e fibrinogénio, o sangue foi coletado em tubos contendo
solugéo a 10 % de EDTA (Acido Etileno Diamino Tetra Acético), enquanto
que para a quantificacdo da PCR utilizaram-se tubos sem anticoagulante
para a obtengao do soro.

As amostras sem anticoagulante foram mantidas a temperatura
ambiente e aproximadamente dez minutos da coleta foram centrifugadas por
seis minutos a 3.000 rpm, para obtencao do soro. Posteriormente este foi
aliquotado e armazenado a -20°C, em tubos plasticos até a realizagdo das
analises da PCR.

3.3. Determinacéo do Leucograma

A contagem do numero total de leucdcitos foi efetivada em
hemocitdmetro utlizando a camera de Neubauer, segundo técnica descrita
por Jain (1993), e a contagem diferencial de leucdcitos (100 células) foi
realizada em amostras de sangue distendidas sobre laminas de microscopia
e coradas pelo método de May-Grunwald Giemsa (MATOS et al., 1995) e

leitura em microscopio optico em objetiva de imerséo.

3.4. Determinagéo do fibrinogénio

A determinagao do fibrinogénio plasmatico foi realizada pela

técnica precipitagéo a 56° C, segundo Jain, (1993).

3.5. Determinacéo da Proteina C Reativa



Foram determinadas pelo método PCR - Ultra-Sensivel Turbidimétrico,
utilizando-se kit comercial Biotécnica — (Biotécnica Industria e Comércio,
Varginha, MG, Brasil), (CAT BT — 20.017.00). As amostras foram analisadas
em analisador bioquimico TARGA 3000 (Random Access Chemistry Analyser

Biotecnia Instruments).

3.6. Anéalise Estatistica

Os dados foram tabulados e avaliados, inicialmente, quanto a sua
distribuicdo normal, utilizando-se o teste de Kolmogorov-Smirnov. Variaveis
sem distribuigdo normal foram transformadas pela raiz quadrada de X + 1.
Por conseguinte, os dados normais ou transformados foram submetidos a
analise de variancia (Teste F), e, nos casos de significancia no teste F, as
meédias foram comparadas pela diferenga minima significativa (d.m.s.) do
teste de Duncan.

Estatistica de associacao entre pares de variaveis foi realizada com a
determinacao do coeficiente de Pearson, segundo Sampaio (1998). Os dados
foram analisados por meio do programa computacional Statistical Analysis
System (SAS, 2000). Para todas as analises estatisticas realizadas foi
adotado o nivel de significancia (p) de 5%.

4. RESULTADOS

Os resultados do leucograma, PCR e fibrinogénio plasmatico
encontram-se nas Tabelas 1 e 2. Observa-se que em relagdo ao leucograma,
os valores observados do numero total de leucécitos, metamieldcitos,
bastonetes, neutrofilos segmentados, linfocitos e mondcitos foram maiores
para o grupo de animais com piometra, enquanto que os valores de
eosinofilos foram menores para este mesmo grupo (P < 0,0398). Os valores

de mieldcitos e basdfilos apresentaram-se analogos.

Tabela 1 — Valores médios, desvios-padrao, medianas, percentis (P2s € P75) €

nivel de probabilidade do leucograma de cadelas com e sem piometra
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Figura 1 - Valores médios e de medianas do leucograma de cadelas com e

sem piometra.

Verifica-se, na Tabela 2, que os valores médios do fibrinogénio

plasmatico

e PCR foram maiores para o grupo de animais com piometra em

relagdo aos que nao apresentavam tal condigao clinica (P < 0,0001; Figura



2).

Tabela 2 — Valores médios e desvios-padrao e nivel de probabilidade de
indicadores de reacgao inflamatéria (fibrinogénio plasmatico e proteina C

reativa sérica) de cadelas com e sem piometra
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Na Tabela 3 estao exibidos os coeficientes de correlagao e seus
respectivos niveis de significancia entre as variaveis estudadas. Verifica-se
que é digno de nota citar as altas correlagcdes positivas da PCR com os
leucdcitos, neutrofilos segmentados, bastonetes e fibrinogénio; leucécitos
com bastonetes, neutrofilos segmentados, linfocitos e mondcitos; bastonetes
com neutréfilos segmentados e mondcitos; neutréfilos segmentados com
linfocitos e mondcitos. Citam-se, ainda, média correlagao positiva entre o
fibrinogénio com os leucdcitos, bastonetes, neutréfilos segmentados,

linfécitos e mondcitos; bastonetes com linfécitos e este ultimos com os

mondacitos.
Neutroéfilos
Leuc6citos Bastonetes Segmentados Linfécitos M
0,83** 0,99 0,81
Leucocitos (/uL) 1 0,0001*** 0,0001 0,0001
0,78 0,50
Bastonetes (/pL) 1 0,0001 0,0005
0,79
Neut. Segmentados (/uL) 1 0,0001
Linfocitos (/uL) 1

Monécitos (/uL)

Fibrinogénio (mg/dL)

PCR (mg/L)*

Tabela 3 — Matriz de correlagao linear do leucograma, fibrinogénio e proteina
C —reativa de cdes com e sem piometra.

* PCR = Proteina C — Reativa
**Valor do “r” da correlacédo de Pearson
***Nivel de significAncia da correlagao

5. DISCUSSAO

Com base na condicao clinica de piometra aqui estudado, um aspecto
importante a ser considerado € a resposta inflamatoria, a qual esta presente
em infecgdes graves e processos inflamatoérios que produzem ou liberam
mediadores da inflamagéo, podendo causar alteragdes sistémicas (HARDIE
et al., 1990; HAGMAN et al., 2006).

.



estudados (SANTOS, et al., 2003), embora muito pouco ainda esteja sendo
utilizado na rotina clinica.

A leucocitose teve um perfil caracteristico e compativel com as
observacgdes de Santos et al. (2003), os quais retratam que os leucécitos
podem ser ativados por meio de lesao tecidual, pela presenca de LDL-
colesterol oxidada, pela presenca de agente infeccioso na parede vascular ou
em qualquer sitio organico. As cadelas com piometra tiveram um
consideravel aumento deste indicador, entendendo-se que esta patologia
define um quadro clinico grave e digno de atengao quanto ao
restabelecimento da condi¢ao clinica dos animais.

A alteracao dos valores absolutos dos neutréfilos, bastonetes como
ocorrido no grupo com piometra, pode ser explicada como resposta ao
processo infeccioso provocado pela enfermidade, concordando com Ettinger
(1997), o qual relata que geralmente ocorrer uma neutrofilia absoluta com
graus variaveis de imaturidade celular, secundaria a infecgao ou septicemia.
A neutrofilia inflamatdria, frequentemente causadora da leucocitose, é a
principal caracteristica laboratorial das infecgbes agudas, especialmente
causadas por germes piogénicos, comumente isolados na piometra
(NAVARRO et al., 1994).

Jain (1993) e Schultze (2000) afirmaram que o aumento do numero de
células imaturas na circulagdo sanguinea, como o0 aumento dos bastonetes
que foram registrados neste estudo, ocorre na fase aguda ou crbénica dos
processos inflamatdrios, devido a uma liberagao mais acelerada dessas
células pela medula e diminuicdo da diapedese, dados que s&o analogos ao
perfil encontrado nos animais aqui estudados.

Considerando o aumento dos linfécitos nos animais com piometra,
entende-se que 0 seu aparecimento ocorreu secundariamente ao surgimento
dos neutrdfilos circulantes, que, em sequéncia migraram para o foco
inflamatério. Sua acao é diferenciada em relagao aos outros leucdcitos, pois
estas células s&do mobilizadas de acordo com o antigeno especifico. Uma
outra particularidade é que estas células podem entrar e sair da corrente
sanguinea devido a sua vida mais longa, além de poderem sofrer alteragbes
blasticas e voltarem a se dividirem, aumentando, assim, a sua populagao
(NAVARRO, 1994).



Com relagao a eosinopenia observada, esta ocorreu provavelmente
pela diminuigdo do influxo de células da medula 6ssea e diminuicéo do efeito
quimiotatico da histamina para os eosindfilos (JAIN, 1993; SCHULTZE,
2000). Ja o aumento dos mondcitos encontrados no grupo com piometra
pode ser explicado, segundo Matos et al. (1995), pelo semelhante
comportamento dos neutréfilos, uma vez que estas células constituem a
primeira linha de defesa do organismo, e que seu papel principal é
desencadeado pela incapacidade dos neutrofilos em fagocitar grande
quantidade de microorganismos ou particulas excessivamente grandes.

Na analise comparativa do fibrinogénio plasmatico nos grupos
estudados, foi possivel observar uma hiperfibrinogemia, o qual teve um
aumento quase duas vezes maior quando comparado com os animais do
grupo controle. A justificativa deste aumento esta associada ao processo
inflamatorio caracteristico da enfermidade. Segundo Jain (1993), os valores
de normalidade para o fibrinogénio nesta espécie estdo compreendidos entre
100 a 400 mg/dL. Este aumento esta proximo do encontrado por Benjamin
(1978), o qual avaliou animais com piometra e obteve valores em torno de
600 mg/dL.

A justificativa do aumento desta proteina também pode ser associada
ao aumento da sintese do fibrinogénio no figado, apds sofrer a agéo
estimuladora das interleucinas (IL-1 e IL-6) e do fator de necrose tecidual
liberado pelo processo inflamatério no utero, o qual propiciou um estimulo
aos hepatdcitos a produzirem RNAm, induzindo a produgao desta proteina de
fase aguda, como ja demonstrado por Andrews et al. (1994) e Almeida,
(2006), os quais relataram a produgao nao sé do fibrinogénio, mas também
da PCR e amiléide sérica A.

A PCR reflete ativagao do sistema imunoldgico e pode ser usado para
avaliar a saude de animais (DABROWSKI et al., 2007), como confirmado
neste estudo, avaliando-se a condigao clinica de piometra. Evidenciou-se um
aumento exponencial deste indicador bioquimico, como visto na Tabela 2. A
concentracao sérica desta proteina foi quase nove vezes maior quando
comparadas aos animais controle.

Eckersall e Conner (1989) relatam em seus estudos que valores
séricos da PCR em cées, baixos ou indetectaveis, sédo indicativos de



auséncia de processos patologicos. Esta observacao € corroborada com a
verificada nos animais do grupo controle.

Esta proteina produzida no organismo das cadelas foram resultado de
alteracdes imunologicas, bem como neuroendocrinas e metabolicas (BICKEL
et al., 2002; DABROWSKI et al., 2007), como consequiéncia da infeccao
uterina mediada pela presenga de agentes infecciosos. Vale salientar que
esta resposta € uma condicdo de imunidade nao especifica (DABROWSKI et
al., 2007). O presente resultado evidencia, também, o potencial uso deste
indicador na avaliagao de cadelas com piometra.

Poucos trabalhos relatam a associacdo da PCR com a piometra em
cadelas (DABROWSKI et al., 2007) e sdo inexistentes trabalhos
relacionando esta enfermidade com o fibrinogénio. Nenhum trabalho fora
encontrado evidenciando a relacéo existente entre estes indicadores com o
leucograma, uma vez que estes sao rotineiramente utilizados na avaliagao de
animais com tal condic¢&o clinica e outras infecgdes e inflamagdes.

Com base nos resultados, a associagao encontrada na matrix de
correlagao permite grande possibilidade de utilizar estes diferentes
indicadores de reacgao inflamatdria como parametro complementar na
avaliacao clinica. Assim sendo, a medida do fibrinogénio, bem como da PCR
como marcadores de inflamagao deveria ser encorajada na rotina clinica de
cadelas com piometra.

A decisao de usar a analise do fibrinogénio e PCR como teste de
rotina deve ser baseada em custo e eficacia, considerando também que
estudos podem ser conduzidos no sentido de avaliar estes indicadores nas
diferentes fazes de evolugao clinica.

Como os niveis plasmaticos de fibrinogénio e PCR aumentam em
condigbes associadas a processo de inflamagao, todos os animais do grupo
com piometra manifestaram um aumento significativo destes indicadores.
Seguramente nao foi possivel averiguar o momento caracteristico da
evolucgao clinica dos pacientes, porém considerando-se que esta patologia
geralmente é diagnosticada em evolugdo bem avangada do processo, com
sintomas bem caracteristicos, verifica-se que os maiores desvios padrao
foram encontrados para o indicador fibrinogénio quando comparado com o

grupo de animais controle.



E fato considerar que a interpretacéo dos resultados laboratoriais
também requer cuidadosa correlagdo com a historia clinica e exames fisicos
do paciente, uma vez que processos inflamatorios ou infecciosos elevam os
niveis basais de certos indicadores bioquimicos importantes na avaliagao
clinica, além de considerar, também, que mais de uma determinagao pode

ser necessaria para uma correta avaliacdo do risco relativo de um paciente.

6. CONCLUSOES



6.1. Analises do leucograma, fibrinogénio e proteina C reativa podem
ser recomendadas como exames coadjuvantes para o diagnostico de cadelas
com piometra. Julgando-se pela facilidade e praticidade da realizacdo destes
diferentes testes, recomenda-se tanto o fibrinogénio quanto a PCR para o

diagnostico desta condigao clinica.
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