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RESUMO

Obijetivou-se avaliar a resposta inflamatoria e a dor ap0s a aplicacdo do sangue medular
autdlogo no pré-operatério de cadelas submetidas & ovariosalpingohisterectomia,
mensurando as citocinas interleucina-6, fator de necrose tumoral-o, fator de crescimento
e transformacdo-p, mielograma, parametros fisiologicos e cortisol sérico. Para tanto,
foram selecionadas 30 fémeas da espécie canina, clinicamente higidas, de diferentes
racas, com peso medio de 13,76 kg, selecionadas da casuistica do Hospital Veterinario
da Universidade Estadual do Maranhdo, distribuidas de forma igualitaria e aleatoria em
trés grupos: Gl (Controle), Gll (Convencional) e Gl (Experimental).No pré-operatorio
no Gl fez-se analgesia com tramadol, Gll penicilina benzatina 40.000/Ul/kg e GlII
tramadol e 10 mL de sangue medularaut6logo coletado da metéafise proximal do Umero
momentos antes da cirurgia e aplicados imediatamente no musculo biceps femoral. Em
todos os animais coletaram-se 5mL de sangue da veia cefalica para avaliacdo das
citocinas no pré e pos-operatorio nos momentos My (antes da cirurgia) My (6h apos a
cirurgia), M, (48h), M3 (120h), M, (168h) e 0,5 mL de sangue para mielograma. Na
(IL-6), verificou-se diferenca significativa (p<0,05) entre a menor média (50,05+58,35)
do GlII e GIl a maior média (124,30+217,45). Em (TNF-a), houve diferenca
significativa (p<0,05) apenas entre o GIII com menor média (40,53+44,03) e GI com
maior média (99,94+113,63). E (TGF-B1), revelaram diferenca significativa (p<0,05)
entre 0 grupo experimental (563,46+405,24) e GIl observou-se a menor média
(347,161405,25).0 mielograma ndo apresentou diferencas em relacdo aos distintos
procedimentos nos grupos. Quanto aos parametros fisiolgicos ndo ocorreu diferenca
significativa entre os grupos, uma vez que todos os animais mantiveram os valores de
referéncia; quanto aos niveis de cortisol se observou que o GllI apresentou resultados
inferiores quando comparados com os demais grupos. Conclui-se que o sangue medular
autdlogo contribui com a recuperacdo cirurgica de cadelas submetidas a
ovariosalpingohisterectomia e a producéo de citocinas pro e anti-inflamatérias manteve-

se equilibrada.

Palavras chaves: Citocinas, parametros fisioldgicos, cortisol, tramadol.



ABSTRACT

This work aimed to evaluate the inflammatory and pain response after bone marrow
application preoperatively in female dogs undergoing ovariosalpingohysterectomy,
measuring the cytokines intereukin-6, tumor necrosis factor alpha, transforming growth
factor beta, myelogram, physiologic parameters and serum cortisol. Thirty female dogs,
clinically healthy, from different breeds, with an average weight of 13,76 kg, from the
veterinarian hospital of Universidade Estadual do Maranhdo, distributed randomly and
equally into three groups: Gl (Control), GIl (Conventional) e GllII (Experimental).Gl
received analgesia with tramadol, GIl with benzatinpenicilina 40.000 Ul/kg and GllI
received tramadol plus 10 ml of autologous bone marrow, collected from humerus
proximal metaphysis before the surgery, and applied on biceps femoris muscle. 5 ml of
blood were collected for cytokines measurements, in five different times: mg (before
surgery), M (6 hours after surgery), M, (48 hours), M3 (120 hours) and My (168 hours).
Samples with 0,5 ml of blood were collected for myelogram. Interleukin-6 showed
different statistical significance between GlII lowest average and GllI highest average.
Tumor necrosis factor alpha evaluation showed significant difference between GllIl and
GI. Transforming growth factor beta analysis showed differences between GlllI, with the
lowest average on GIl. The myelogram did not exhibited differences among groups.
There were no differences relating to physiologic parameters. Regarding cortisol levels,
the experimental group had inferior values comparing to the others. It is concluded that
the bone marrow contributes to surgery recovery of dogs underwent
ovariosalpingohysterectomy and that the pro and anti-inflammatory cytokine production

remained balanced.

Keywords: Cytokine, physiologic parameters, cortisol, tramadol.
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1 INTRODUCAO

A superpopulacdo canina e felina € motivo de preocupacdo para o poder
publico e profissionais que trabalham na area de saude. O potencial zoonotico que
representa 0s cdes e gatos sem domicilio, em especial os das zonas urbanas e nas
periferias das cidades tem sido motivo de preocupacdo, principalmente por esses
lugares, muitas vezes, ndo apresentarem saneamento basico necessario, 0 que pode
facilitar a propagacdo de doencas principalmente as zoonoses: além disto, o descontrole
reprodutivo pode acarretar um aumento demasiado de animais nas ruas com tendéncia
cada vez mais a superpopulagéo.

Por outro lado, os tutores de animais estdo mais informados sobre a
necessidade de controle da populacdo dos animais domésticos (MIGLIARI; DE
VUONO, 2000; GOETHEN; SCHAEFERS-OKKENS; KIRPENSTEIJN, 2006), sendo
a esterilizacdo a mais indicada para controlar a natalidade de cdes. Em vista disto, sdo
empreendidos mutirdes de castracdo para diminuir a populacdo canina em varias
cidades (MIGLIARI; DE VUONO, 2000).

Dentre os métodos de esterilizacdo animal, a cirurgia é a mais utilizada para
o controle populacional de animais, considerada também, a mais racional, porque evita
o sacrificio em massa, realizado em varios paises. Além disso, diminui os riscos de
doencas que ocorrem com o0 uso indiscriminado de farmacos anticoncepcionais
(GOETHEN; SCHAEFERS-OKKENS; KIRPENSTEIJN, 2006).

Nas cadelas, a esterilizacdo cirtrgica é o mais usado e menos polémico no
controle reprodutivo. Sendo definitivo, seguro, eficiente e benéfico. Também é a mais
indicada para a maioria dos animais criados com fins ndo reprodutivos, ja que nesses
casos 0 tutor solicita-o por ndo interessar-se na reprodugdo de seu animal
(CONCANNON, 1997; HEDLUND, 2002).

Indicagdes importantes ainda incluem: correcdo de distocias, prevencdo de
tumores mamarios, correcdo de estro prolongado, tratamento de cistos e tumores
ovarianos, uterinos e vulvovaginais, doengas uterinas como metrite, piometra,
subinvolucdo placentaria, tor¢do ou prolapso uterino e doencas vaginais como edema
(BRADLEY, 1996; HARARI, 1999; STOCKLIN-GAUTSCH et al., 2001; HEDLUND,
2002).
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Sao varias as técnicas cirurgicas utilizadas para esterilizacdo em cadelas,
incluindo:  ovariosalpingohisterectomia  (OSH), histerectomia, salpingotripsia,
salpingectomia, salpingohisterectomia (CONCANNON, 1997) e ovariectomia
laparoscopica (NIMWEGEN; SWOL; KIRPENTEUN, 2005). No entanto, a mais
realizada em clinicas particulares e hospitais universitarios ¢ a OSH (MIGLIARI; DE
VUONO, 2000; DAVIDSON; MOLL; PAYTON, 2004).

A OSH pode ser realizada por celiotomia mediana pré-retroumbilical,
técnica tradicional indicada por autores classicos (FINGLAND, 1996; STONE;
CANTRELL; SHARP, 1998; HEDLUND, 2002). Pode ainda ser pelo flanco
(JANSSENS; JANSSENS, 1991; HANCOCK et al., 2005, HOWE, 2006) e por
laparoscopia (DAVIDSON; MOLL; PAYTON, 2004; HANCOCK et al., 2005; MALM
et al., 2005; NIMWEGEN; SWOL; KIRPENTEUN, 2005).

Esta pesquisa teve por objetivo estudar a resposta inflamatdria utilizando
protocolo terapéutico com sangue medular no pré-operatdrio para a realizacdo de OSH
em cadelas, comparando ao método tradicional, avaliando no pré e pds-operatorio o0s
parametros fisioldgicos, cortisol sérico, citocinas Interleucina-6 (IL-6), Fator de necrose
tumoral-a (TNF-a), Fator de crescimento e transformacao (TGF-1) e Mielograma.

O experimento foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual do Maranhdo (CEUA-UEMA-Parecer n°® 025/2011).

O trabalho foi escrito em forma de artigo, o primeiro de acordo com as

normas da Revista Veterinary Surgery e o segundo Ciéncia Rural.

2 REVISAO DE LITERATURA

A hematopoiese ou hemopoiese (hemato ou hemo = sangue, poiese = fazer)
é realizada no sistema hematopoiético, o qual é constituido por células-tronco
hematopoieticas (CTH), células precursoras, células sanguineas morfofuncionais
maduras e tecidas de sustentacdo da hematopoise, localizado nas cavidades medulares
dos ossos longos, chatos, bago, figado, linfonodos e timo (GASPER, 2000).

O desenvolvimento do sistema vascular e hematopoiético se inicia na fase
precoce da vida embrionéaria e continua no feto podendo ser dividida em trés periodos
distintos: mesoblastico, hepatico e mieldide (GASPER, 2000).
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A medula dssea tem como principal fungdo a hematopoeise de células
eritréides, granulociticas, megacariociticas e linfocitarias (RASKIN, 1998).

A coleta de medula 6ssea (MO) é conduzida visando a obtencdo de sangue
para realizacdo de mielograma, indicado em situacdes bem precisas. Este consiste no
exame direto das células da MO colhidas por puncdo aspirativa, permitindo verificar
anormalidade da producdo sanguinea, as alteracdes no aspecto celular e a presenca de
células neoplésicas (AQUINO et al., 2002).

Geralmente é solicitado quando se encontram alteracGes, como neutropenia
persistente, trombocitopenia, leucocitose, morfologia anormal de células sanguineas,
presenca inexplicavel de células imaturas no sangue, anemia arregenerativa ou a
combinacdo de ambas as enfermidades (GALE et al.,1981; GOSSET, 2000). Também
podem ser utilizados ap6s um quadro de Hiperproteinemia, quando ha suspeita de
mieloma madltiplo, alguns casos de linfoma, leishmaniose, brucelose, erliquiose e
doencas sistémicas de origem fungica, entre outras (AQUINO et al., 2002). Pode-se
ainda indicar a causa de hipercalcemia quando associada com neoplasmas (OLIVEIRA,
2008).

O mielograma €é indispensavel para o diagnostico e a classificacdo das
leucemias mielGides e linfoides agudas. Nessa doenga, um grande nimero de células
tumorais, chamadas blastos, é encontrado no interior da medula éssea (LUND, 2000;
LARUE; POWERS; WITHROW, 2005).

Os principais disturbios mieloproliferativos estdo relacionados ao aumento
da celularidade das linhagens mieldides ou eritrides podendo estar diretamente ligados
com a resposta a perda sanguinea e destruicdo celular. Elevacdes no nimero de células
sdo exemplos de anormalidades proliferativas em que o mielograma esta indicado e
incluem,policitemia, leucocitose ou trombocitose persistentes. Existem vérias condi¢es
secundarias resultante dapolicitemia, como, a hipoOxia, desidratacdo, neoplasias,
hipertiroidismo ou contracdo esplénica (THRALL, 2007).

Contudo, para a obtencdo de células hematopoiéticas, € necessaria a
aspiracdo da medula, utilizando-se agulhas especificas em locais onde se obtém maior
quantidade desse material. Geralmente, as pungdes ocorrem na crista iliaca, trocanter

maior do fémur e epifise proximal do umero. O material deve ser coletado em condig¢des
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assépticas, com o paciente sob anestesia geral, utilizando seringas contendo
anticoagulantes ou ndo (RASKIN, 1998).

A elevacdo de qualquer linha leucocitaria sem doenca inflamatoria aparente
¢ também um fator indicativo para avaliacdo da medula. O aumento do numero de
plaguetas pode ser secundario a perda cronica de sangue, inflamacgdo cronica,
esplenectomia, sidrome de “Cushing” e diabetes mellitus. Entretanto, uma trombocitose
pode ser resultado de uma neoplasia da linhagem plaquetaria e o exame da medula 6ssea
tornam-se necessario (THRALL, 2007).

A hemorragia é uma preocupacdo tedrica mesmo em animais
trombocitopénicos. As infecgdes iatrogénicas sdo possiveis, mas 0 risco € minimo,
especialmente se a pele da area pela qual € realizado o aspirado estiver adequadamente
preparada (GRINDEM; NEEL; JUOPPERI, 2002).

A crescente abordagem das células-tronco na area cientifica e na midia
pelos resultados apresentados tem ocorrido devido a capacidade de reconstituicdo
hematopoiética, importante na reparacdo tecidual devido as acBes mitogénicas,
qguimiotaxicas e neovasculares, apds a ativacdo por agentes farmacologicos ou
fisiologicos (HERZOG; CHAI; KRAUSE, 2003).

Um estudo foi realizado para avaliar o potencial das células derivadas da
medula 6ssea autéloga em comparacdo com creme leucocitario de sangue autélogo para
uma rapida cicatrizacdo de feridas cutaneas em coelhos. Concluindo que a aplicacdo de
derivados da medula éssea em células nucleadas das margens da ferida resultou em
inicio mais réapido e de forma significativa de cura completa em comparacdo com 0
creme leucocitério de sangue autélogo e plasma autologo (AKELA et al.,2012).

Ja encontrar um material biolégico ideal para tratar os grandes defeitos
0sseos, continua a ser um desafio para os cirurgides e pesquisadores ortopédicos. Varios
estudos tém sido realizados sobre o tema da regeneracdo 0ssea, cada uma com suas
proprias vantagens (HOBBENAGHI et al., 2014).

Citocinas sé@o polipeptideos ou glicoproteinas extracelulares, hidrosoluveis,
variando entre 8 e 30 kDa. Séo produzidas por diversos tipos de célula no local da lesdo
epor células do sistema imunolégico que enviam  diversos  sinais
estimulatorios,modulatdérios ou mesmo inibitorios. Diferentes dos hormonios classicos,

as citocinasndo sdo armazenadas como moléculas pré-formadas, porém, atuam
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especialmente por mecanismos autécrino (age no local onde s&o produzidas), paracrino
(células vizinhas) e enddcrinas secretadas para circulagdo (com efeitos a distancia)
(LIN; CALVANO; LOWRY, 2000; SOMMER; WHITE, 2010).

Varios tipos de células secretam a mesma citocina, e uma Unica citocina
pode agir em diversos tipos de células, fenémeno denominado pleiotropia. As citocinas
séo redundantes em suas atividades, ocasionando agdes semelhantes desencadeadas por
diferentes citocinas. Assim, frequentemente, sdo formadas em cascata, ou seja, uma
citocina estimula suas células-alvo a produzir mais citocinas (ZHANG, 2007).

Essas substancias se ligam a receptores especificos, ativando mensageiros
intracelulares que regulam a transcrigdo génica. Dessa forma, as citocinas influenciam a
atividade, a diferenciacdo, a proliferacdo e a sobrevida da célula imunoldgica, assim
como regulam a producéo e a atividade de outras citocinas, que podem aumentar (pro-
inflamatorias Thl) as interleucinas (IL) 1, 2, 6, 7, 8, TNF-a e IFN-y, ou atenuar (anti-
inflamatorias Th2) as (IL)4, 10, 13 e TGF-B, de acordo com o microambiente no qual
estdo localizadas (CURFS; MEIS; HOOGKAMP-KORSTANIJE, 1997; ROIT;
BROSTOFF; MALE, 2004; SOMMER; WHITE, 2010).

As citocinas sdo mediadoras necessarias para conduzir a resposta
inflamatoria aos locais de infec¢do e lesdo, favorecendo a cicatrizagdo apropriada da
ferida. No entanto, a producdo exagerada de citocinas pré-inflamatdrias a partir da leséo
pode manifestar-se sistemicamente com instabilidade hemodinamica ou distdrbios
metabolicos. Apds as lesdes ou infeccdes graves, a resposta exacerbada e persistente de
citocinas Thl principalmente IFN-y contribui para leses em 6rgdo, levando a
insuficiéncia multipladosérgaos, choque séptico e a morte. As citocinas Th2 podem
minimizar alguns desses efeitos indesejaveis (LIN; CALVANO; LOWRY, 2000;
TIZARD, 2002; SOMMER; WHITE, 2010).

Portanto, ndo sendo possivel classificar as citocinas quanto a célula de
origem ou quanto a funcdo biologica, elas agrupam-se em interleucinas, numerada
sequencialmente de (IL-1 a IL-35,TNF-a e IFN-y), quimiocinas, interferons e fatores de
crescimento mesenquimal (SOMMER; WHITE, 2010; RAEBURN et al., 2002).

Originalmente chamadas de linfocinas ou monocinas para indicar asua fonte
celular, tornou-se claro que o termo citocina € a melhor descricdo, pois, todas as células

nucleadas sdo capazes de sintetizar estas proteinas e também responder a elas. A
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maioria das citocina sestd primariamente envolvida na reposta do hospedeiro a
infecgBes ou doencas e menos comumente com 0s mecanismos homeostaticos. Elas séo
chamadas citocinas anti-inflamatorias pela sua capacidade de suprimir os gens para
citocinas pro-inflamatérias como a IL-1, TNF-a e as quimiocinas (VOLTARELLI,
1994; DINARELLO, 2000; VARELLA; FORTE, 2001).

A IL-6 é uma citocina pleiotropica que influencia respostas imune-antigeno
especifico e reacdes inflamatdrias, sendo um dos principais mediadores da fase aguda
da inflamacdo. Estimula a producdo de proteinas na fase aguda da inflamacdo nos
hepatécitos e aumenta a concentracdo de zinco intracelular nestas células o que,
teoricamente, previne a toxicidade causada pelo tetracloreto de metila. Tem ainda acéo
importante na atracdo de eosindfilos para o local de inflamacdo (KATO et al., 1997).

A IL-6 é uma glicoproteina de 22 a 27 kDa, secretada por muitos tipos de
células, como macréfagos, mondcitos, eosinofilos, hepatocitos e células da glia, sendo
TNF-a e IL-1 potentes indutores. Causa febre e ativa o eixo hipotalamo-hipofisario-
adrenal, usando os receptores o (IL-6Ra) e a subunidade gpl130 (glicoproteina 130,
membros da superfamilia de receptor de citocina de classe I). Tem relacdo estrutural
com IL-4, fator inibidor de leucemia, eritropoietina e fator neurotroéfico ciliar (CURFS;
MEIS; HOOGKAMP-KORSTANJE, 1997; SOMMER; WHITE, 2010).

A IL-6 € um dos mais precoces e importantes mediadores de inducdo e
controle da sintese e liberacdo de proteinas de fase aguda pelos hepatécitos durante
estimulos dolorosos, como trauma, infeccdo, operacdo e queimadura. Apos lesdo,
concentracdes plasmaticas sdo detectaveis em 60 minutos, com pico entre quatro e seis
horas, podendo persistir por 10 dias. E considerado o marcador mais relevante do grau
de lesdo tecidual durante um procedimento cirdrgico, em que 0 aumento excessivo e
prolongado estd associado a uma morbidade pds-operatoria maior (KATO et al.,1997;
LIN; CALVANO; LOWRY, 2000; GEBHARD et al., 2000).

A IL-6 é uma citocina pro-inflamatdria que promove maturacdo e ativacao
de neutrdfilos, maturagdo de macrofagos e diferenciacdo/manutengdo de linfécitos-T
citotoxicos e células destruidoras naturais. Além disso, ativa astrdcitos e microglia, e
ainda regula a expressao de neuropeptideos apds lesédo neuronal, contribuindo para sua

regeneracdo. Contudo, tambeém exerce propriedades antiinflamatorias durante a lesao,
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por liberar receptores solGveis de TNF-o (CURFS; MIES; HOOGKAMP-
KORSTANUJE, 1997; LIN; CALVANO; LOWRY, 2000; RAEBURN et al., 2002).

TNF-0 apresenta uma funcdo critica na resisténcia dos hospedeiros a
infeccbes e crescimento de tumores malignos, agindo como imunoestimulantes e
também como mediadores da resposta inflamatdria. Muitas das a¢des produzidas pelo
TNF-a sdo funcionalmente semelhantes a da IL-1. Por outro lado, um excesso na
producdo de TNF-a, tem sido relacionado com varias condi¢bes patoldgicas, que
incluem caquexia, choque séptico causado por infeccdo bacteriana gram negativas,
doencas auto-imunes e septicemia meningococica (EIGLER et al., 1997; WOLF et al.,
2002).

O TNF-o tem sido chamado de citocina sentinela, uma vez que inicia a
defesa no local da lesdo, ativando outras citocinas e fatores tréficos. Ela pode ser
liberada por diversas células, inclusive as de Schwann, e exercer seus efeitos atravées da
interacdo com o receptor do TNF-a tipo I (STNRF1), que tem sua expressdo aumentada
apos a lesdo neuronal (KRAYCHETE; CALASANS; VALENTE, 2006).

A principal atividade bioldgica do TNF-o é uma acentuada citolise e
citoestase em diferentes linhagens celulares, tendo acdo antitumoral importantissima.
Sendo o principal mediador na caquexia das neoplasias malignas (VARELLA; FORTE,
2001;).

Altas concentracfes de TNF-o no sangue de pacientes com septicemias
correlacionam-se com a piora do prognostico (KUNKEL et al., 1991). Em animais de
laboratério, injecbes de TNF-o mesmo na auséncia de bactérias, levam a quadro
semelhante ao choque séptico, sugerindo uma importante acdo deletéria quando
sintetizado em quantidades excessivas (KUNKEL et al., 1991; SCHAFERS et al.,
2003).

TGF- compreende cinco isoformas diferentes: TGF-f1 a 5. Sinalizam
por meio dos mesmos receptores de superficie celular e possuem semelhantes alvos
celulares, que sdo as plaquetas, macrofagos, neutréfilos, células T e B, com importante
papel na resposta imune, regulando o desenvolvimento das células T, suprimindo a
producéo de citocinas, antagonizando os efeitos de Interferon-gama (IFN-y ) suprimindo
as atividades de Th1(CURFS; MIES; HOOGKAMP-KORSTANJE,1997; TIZARD,
2002; ZHANG, 2007).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wolf%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18442892
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wolf%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18442892
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TGF-B tém sido mostrados para desempenhar um papel chave na reparacdo
do tecido danificado. A capacidade da ferida para estimular a produgéo de TGF-p pode
ser detectada tdo cedo quanto o do primeiro até ao sétimo dia ap6s o ferimento
(YONGBO et al., 2006).

A temperatura corporal normal em cdes apresenta variagbes de 37,9 a
39,9°C (DROBERTSHAAW, 2006). A frequéncia cardiaca em cdes sadios pode variar
entre 70 a 120 batimentos por minuto (ERICKSON; DETWEILER, 2006). A frequéncia
respiratoria normal da espécie canina varia de 20 a 34 movimentos respiratorios por
minuto (REECE, 2006).

A dor causa varias interferéncias nos eixos neuroendocrinos com aumento
nos niveis de aldosterona, causando retencdo de sodio e desequilibrio hidroeletrolitico,
aumento de cortisol, que induz hiperglicemia e liberacdo de catecolaminas,
desencadeadoras de alteracdes cardiacas como arritmias e aumento no consumo de
oxigénio pelo miocardio (CAMARGO; FUTEMA; BECHARA, 2007).

A avaliacdo da eficacia analgésica dos farmacos vem sendo demonstrada a
partir de alteragbes fisiologicas. Dentre 0s hormonios hipofisarios, o
adrenocorticotropico (ACTH) estimula a secrecdo de corticosterdides em condicGes de
stress. O cortisol é um pardmetro preciso e consistente para avaliacdo da resposta
neuroenddcrina ao estresse cirurgico, indicando a presenca de dor (MALM, et al.,2005).
A mensuracao sérica de cortisol mostrou-se interessante em varios estudos, uma vez que
esta varidvel clinica tende a apresentar incrementos significativos, decorrentes do
procedimento cirurgico e principalmente da dor pds-operatoéria (FOX et al., 1998; KO et
al., 2000). A elevacdo do cortisol determina ainda aumento da gliconeogénese hepética
e hiperglicemia (BREAZILE, 1987; LAMONT; TRANQUILLI; GRIMM, 2000).
Assim, a mensuracdo da glicemia permite identificar momentos de maior estresse
fisiolégico facilitando, em conjunto com a avaliacdo do cortisol sérico, estudar a
eficacia analgésica de farmacos.

Os valores normais do cortisol em cdes variam de 0,5 — 6,0 pg/dl
(FELDMAN; NELSON, 1985). Varios fatores podem levar ao aumento do cortisol,
dentre os quais destacamos cirurgia e anestesia, sendo um pardmetro preciso e

consistente para avaliagdo da resposta neuroendocrina ao estresse cirdrgico, indicando a
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presenca da dor, quecomumente é usado em cdes apds OSH (FOX et al., 1998; KO et
al., 2000; MALM et al., 2005; CALDEIRA et al., 2006).

O cloridrato de tramadol é um analgésico opidide de acdo central que
estimula a liberacdo de serotonina, inibi a recaptacdo deste neurotransmissor e de
noradrenalina, além de apresentar moderada afinidade pelo receptor opidide pu (ULICH
etal., 1991; LEE; MCTAVISH; SORKIN, 1993; RAFFA et al., 1993).

Os mecanismos ndo opidides deste farmaco podem potencializar a
analgesia, sem acarretar depressao respiratoria e cardiaca como é observado com outros
opidides (SAWYER et al., 1982; ETCHES; SANDLER; DALEY,1989; VICKERES et
al.,, 1992; BARAKA et al., 1993; HASKINS, 2001; LUNA, 2002; CORTOPASSI,
2002).

Este analgésico tem eficacia similar a mofina para uso humano, efeito
similar ocorre em cdes (VICKERES et al, 1992; BARAKA, et al, 1993;
MASTROCINQUE; FANTONI, 2003).

O maleato de acepromazina é um fenotiazinico, droga de uso frequente na
rotina pré-anestésica na Medicina Veterinaria, tanto por seu efeito tranquilizante, quanto
pela potencializacdo de agentes anestésicos, barbitdricos, ndo-barbitdricos e
dissociativos. Produz depressdo do sistema nervoso central devido a sua a¢ao sobre 0s
centros nervosos inferiores, tdlamo, hipotalamo e formacdo reticular. Apresentam
propriedades antieméticas, anti-histaminicas, antiespasmaddicas e, principalmente
adrenoliticas (SHORT, 1987; FANTONI, 2002).

O cloridrato de quetamina é um anestésico geral dissociativo empregado em
Medicina Veterinaria (LIN, 1996; VALADAO, 2002). Seu mecanismo de acdo ainda
ndo é bem definido, porém pode blogquear os receptores muscarinicos dos neurdnios
centrais até inibirem a recaptacdo das catecolaminas. Sua atividade analgésica é
(VALADAO, 2002).

Geralmente, a quetamina é usada em associacGes a outros agentes, para
minimizacdo dos seus efeitos catalépticos e alucindgenos. Dentre os farmacos
utilizados, destacam-se 0s benzodiazepinicos, por sua acao relaxante muscular, exibem

ainda efeitos ansioliticos, tranquilizantes, hipndticos e provocam amnésia e alteragdes
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psicomotoras, sendo desprovidos de efeitos adversos nas doses habituais (LIN, 1996;
VALADAO, 2002).

O sevofluorano embora tenha um baixo coeficiente de solubilidade no
sangue e gas,proporciona inducdo e recuperacdo mais rapida que outros agentes
inalatorios em uso (HIKASA, et al., 1995). O sevoflurano tende ainda a preservar o
débito cardiaco, nas concentragbes utilizadas na pratica clinico-cirdrgica. Em
concentracdes mais elevadas, foi observada reducdo dessa variavel (BERNARD et
al.,1990), promovendo ainda diminuicdo progressiva da pressao sanguinea, de maneira
semelhante ao que ocorre com os demais anestésicos volateis (EBERT,1996; LOWE;
HETTRICK; PAGEL, 1996).

O farmaco promove uma diminuicdo da contractilidade do miocardio, a
exemplo do queocorre com o isoflurano e o desflurano, e ndo potencializa as arritmias
cardiacas induzidas pela adrenalina (EBERT, 1996). Assim, o sevoflurano, e, o
isoflurano, ndo proporciona alteracfes no sistema de conducdo cardiaca, sendo
importante na estabilidade do ritmo cardiaco durante a anestesia (NAKAIGAWA et al.,
1995).
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3 ARTIGOS CIENTIFICOS

3.1 Cytokine profile of dogs undergoing OSH

Cytokine profile of female dogs undergoing ovariosalpingohysterectomy treated

with autologous bone marrow

ABSTRACT
Objective: The aim of the present study was to assess the cytokine profile of female
dogs undergoing ovariosalpingohysterectomy using autologous bone marrow.
Study design: descriptive report
Animals: 30 animals
Methods: Physiological parameters were analyzed, as were the cytokines IL-6, TNF-q,
TGF-B and bone marrow. 30 clinically healthy adult females were recruited, with a
mean weight of 13.76 kg and an indication for sterilization. The animals were randomly
divided into three groups: Gl (control); GII (conventional) and GIII (experimental). In
order to assess the cytokines pre and post-operatory, 5 ml of blood was collected at
moments My (before surgery) M; (six hours after surgery), M, (48 h), M3 (120 h), My
(168 h). In addition, 0.5 ml of bone marrow was collected using a myelogram.
Results: The results showed that IL-6 exhibited a significant difference between the
lowest average (50.05 + 58.35) in the experimental group and the highest average
(124.30 + 217.45) in the conventional group. In the analysis of TNF-a, there was only a
significant difference between the experimental group with the lowest average (40.53 +
44.03) and the control group with the highest average (113.63 = 99.94). With regards to
TGF-B1,a significant difference was found between the experimental group (563.46 +
405.24) and the conventional group in terms of the lowest average (347.16 + 405.25).
The myelogram showed no differences between the groups analyzed.
Conclusions: Thus, the intramuscular application of autologous bone marrow could be a

therapeutic option for female dogs undergoing ovariosalpingohysterectomy.
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INTRODUCTION

Animal overpopulation is a concern to both government and health
professionals. The presence of errant dogs and cats is a concern, especially in urban and
peripheral areas, since these places often do not have appropriate sanitation, which can
facilitate the spread of diseases and zoonosis’.

On the other hand, owners are more informed about the need for population
control, and sterilization has become the preferable birth control method for dogs.
Surgery is the most common method of animal sterilization and is also considered the
most rational, since it avoids the mass sacrifice performed in several countries. It also
decreases the risk of diseases that occur with the indiscriminate use of contraceptive
drugs®.

In female dogs, surgical sterilization is the most widely used andleast
controversial method of reproductive control. It is definite, safe, efficient and benefic. It
is also the most suitable for the majority of animals raised for non-reproductive
purposes®. In veterinary practice, drugs for pain and inflammation management are
administrated after this kind of procedure. Therefore, the aim of the present study was to
assess the cytokine profile in female dogs undergoing ovariosalpingohisterectomy using
autologous bone marrow and tramadol.

MATERIALS AND METHODS

The present study was approved by the Ethics Committee on Animal
Experimentation (CEUA/UEMA)under protocol number 025/2011. After receiving
prior authorization from the owners, 30 clinically healthy adult female dogs of different
races were selected from the serial cases of the Veterinary Hospital of the State
University of Maranhdo.

The animals were randomly divided into three groups: the control group (Gl),
which received analgesia with tramadol; the conventional group (GllI), which received
benzathine penicillin (40.000Ul/kg) and the experimental group (GlII), which received
tramadol plus 10 ml of bone marrow, collected from the proximal metaphysis of the
humerus and immediately applied into the biceps femoris muscle.

A physical examination was performed before the surgical procedure to measure

the rectal temperature, heart rate and respiratory rate. A clinical examination was also
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performed to measurethe blood count and search for hemoparasites. The indirect
immunofluorescence assay (IFA) was used to assessleishmaniasis.

The analysis of the cytokines interleukin 6 (IL-6), tumor necrosis factor alpha
(TNF-0) and transforming growth factor (TGF-B1) was performed using ELISA. For
this purpose, 5 ml of blood was collected from the cephalic vein at five different
moments: My (preoperative); My (6 hours after surgery); M, (48 hours after surgery);
M3 (120 hours after surgery) and M, (168 hours after surgery).

For the myelogram, 0.5 ml of bone marrow was collected, stretched on eight
slides (four slides from Mg and four from M,) and stained with Giemsa. This enabled
acomparison of the granulocyte, erythroid and myeloid proportions.

All animals underwent the same anesthetic protocol, using 1% acepromazine as
a premedication (0.1 mg/kg) and an intravenous combination of ketamine (5 mg/kg) and
diazepam (0.5 mg/kg) for anesthetic induction. The animals were intubated using
sevoflurane diluted in 100% oxygen.

The animals were kept in venoclysis with the administration of Ringer's lactate
solution (10 ml/ kg/hourduring the intra-operative and post-operative period) until the
return of the physiological parameters and anesthesia. The traditional surgical technique
was adopted in all groups.

Post-operatively, the animals were kept in appropriate individual cages where
they received water and a commercial diet ad libitum, with daily cleaning of the wound
with sodium chloride 0.9% for seven days. Theywere given back to their tutors
immediately after the point’s removal.

Data were tabulated and submitted to ANOVA, followed by the Student-
Newman-Keuls test (SNK) to compare the means of different observation times within
the same group and between groups, considering a significance level of 5% (p <0.05).
RESULTS

The results of the analysis of cytokines showed that serum IL-6 exhibited a
significant difference between the lowest average in the experimental group (GlIl) and
the highest average in the conventional group (GllI) (Table 1).

However, when performing the analysis considering the five different times,

there were no significant differences between groups. There was also a statistical
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difference between the same cytokine in the experimental group, where M; had a higher
mean value in relation to the other moments, with the exception of M.

When analyzing TNF-a serum, significant differenceswereonly found between
GlII, with the lowest average (40.53 £ 44.03), and GlI, with the highest average (113.63
+ 99.94). No significant differences were observed in relation to the moments.
The levels of TGF-B1 revealed significant differences between the experimental group
and the conventional group, which also produced the lowest average. In the analysis
between moments, there were only significant differences in Gll, where My was lower
than all the other moments (Table 1).
Table 1. Mean and standard deviation of measurements of IL-6, TNF-a and TGF-

Bl in female dogs undergoing ovariosalpingohisterectomy

MOMENTS
MEAN Min. Max.
Mo M, M, M3 My +S.D Value Value
Gl 89,03% | 125,23% 132,297 62,75 76,25 96,855 0 49433
+126,30 | +90,25 +161,23 491,65 492,97 +114,45 '
Gl 150,40% | 230,62"° | 113,19" 66,48" 52,54% 124,30° 0 104988
IL-6 +309,62 | +30347 | +183,87 +65,37 451,26 +217,45 '
31,86 104,50 31,36 37,56 45,817°% 50,05%
Gl 457,01 +72,20 +44,72 +44,10 +43,13 +58,35 0 210,00
Gl 77,747 96,207 136,90% 102,324 84,777 99,947 0 527 92
470,10 498,73 +165,91 +108,18 +119,95 | +113,63 '
67,934 63,26 139,407 54,93% 33,79 72,288
TNF-a Gl 461,82 +47,97 +229,90 +47,11 42551 +112,56 5.000 774,33
49,73 33,46™ 36,21 36,74 47,617 40,53°
Gl +62,36 452,64 +47,04 429,00 426,24 +44,03 0 171,22
Gl 701,52"% | 552,874 482,22%% 474,00 726,23% | 576,33* 0 1237 50
+331,68 | +179,88 427451 +376,41 +352,05 | +318,13 '
Gl 119,90"° | 339,26 606,86" 225,937 468,09% | 347,16° 0 1566.95
TGF-B1 +306,85 +441,83 +449,37 + 185,64 +503,09 +405,25 '
Gl 799,024 | 555,73 527,507 610,19 293,14% | 563,46" 0 1546.00
+400,95 | +387,76 429424 +525,07 + 40,02 +405,24 '

Averages presented without data transformation. To perform the analysis of variance were transformed
by square root of x. Mean (+ SD) followed by same letters in lowercase and uppercase line in column do
not differ by SNK ap> 0.05. Test for Normality of errors: Kolmogorov-Smirnov: D = 0.09, P = 0.089.
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The myelogram analysis revealed no statistically significant differences in the
variables studied, either between groups or moments (Table 2).
Table 2. Mean and standard deviation of the myelogram in dogs undergoing

ovariosalpingohysterectomy: granulocytic, erythrocyte and myeloid series

Moments Gl Gll Gl
M, Granulocytic series 51,80+7,03% 54,604,842 48,80+7,60"
M, Erythrocytic series 39,304,744 40,1045,04" 37,305,90"
MoMyeloidproportion 1,35+0,34" 1,24+0,25" 1,520,452
M, Granulocytic series 55,3045,01%* 60,306,272 60,305,392
M, Erythrocytic series 35,9045,10" 34,404,00% 32,6043,23"
M, Myeloidproportion 1,57+0,3% 1,79+0,36" 1,87+0,30"
Overall average(Gs) 53,55+6,25 54,55+8,03 57,45+7,05
Overall average(Es) 37,60+5,09 37,25+5,31 34,95+5,22
Overall average(Mp) 1,46+0,34 1,51+0,41 1,700,41

Means followed by different letters, capital letters in the same row and lowercase in the same column,

different by SNK test at 5% significance between groups and same parameter respectively.
DISCUSSION

The lowest rates observed in the levels of IL-6 and TNF-a in the experimental
group showed that there was a decrease in the inflammatory reaction, which is common
in surgical procedures, even considering the doses of tramadol and bone marrow used to
stimulate the synthesis of opioid receptors. These were able to prevent the elevation of
IL-6 and TNF-a, except inthe conventional group, without delaying the healing process,
which occurred normally in all groups®*.

With regards tothe dosages of TGF-B1, there was a similarity between the
experimental and control groups, demonstrating that the healing process occurred
satisfactorily. Furthermore, this cytokine may also have decreased the level of
cytotoxicity produced by T cells, thereby reducing the expression of other cytokines or
their production®®.

In the present work, bone marrow plays a role as immune modulator since it is
capable to produce several kinds of cytokines and growth factors, which contribute in
the healing process as is described by’. In Veterinary Medicine, autologous bone

marrow transplantation has been used mainly in wound healing® and bone repair®.
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CONCLUSIONS

The autologous bone marrow used in animals can be applied immediately before
the animals are submitted to ovariosalpingohysterectomy (OSH).

Pro and anti-inflammatory cytokines exhibited balanced actions during

theovariosalpingohysterectomy of female dogs.
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3.2 Avaliagdo dos niveis de cortisol em cadelas submetidas
aovariosalpingohisterectomiaapdés aplicacdo de sangue medular aut6logo

Evaluation of cortisol levels in female dogs undergoing

ovariosalpingohysterectomy after application of autologous bone marrow

RESUMO

Objetivou-se neste estudo avaliar os niveis de cortisol em cadelas submetidas a
ovariosalpingohisterectomia apds o uso de sangue medular no pré-operatério. Utilizou-
se 30 fémeas adultas, clinicamente saudaveis, distribuidas de forma aleatoria em trés
grupos: Gl (Controle), GlI (Convencional) e Gl (Experimental). Foram mensuradas a
temperatura retal (TR), frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratoria (FR) e
dosagem do cortisol sérico (CS) em cinco momentos: Mg (pré-operatorio), M; (seis
horas apds a cirurgia), M, (48 h), M3 (120 h) e M4 (168 h). No grupo experimental
foram coletados de cada animal 10 mL de medula 6ssea da metafise proximal do Umero,
momentos antes da cirurgia, e aplicado imediatamente no musculo biceps femoral. As
variaveis TR, CF e FR apresentaram comportamento semelhante. As médias da variavel
CS apresentaram diferencas significativas entre os grupos e entre 0s momentos dentro
dos grupos, a média geral foi maior em GII. Nos momentos M; GlI foi 0 que apresentou
a maior média nos trés grupos. Desta forma, verificou-se que o uso da medula éssea no
pré-operatorio ndo alterou as variaveis fisioldgicas, podendo ser usada como alternativa
terapéutica na reparacdo tecidual de ovariosalpingohisterectomia em cadelas.

Palavras-chave: canino, castracdo, celulas do sangue, cortisol, parametros.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the levels of cortisol in female dogs
undergoing ovariosalpingohysterectomy after the use of bone marrow preoperatively. 30
clinically healthy adult dogs were used, randomly divided into three groups: GI
(control), GII (conventional) and GlII (experimental). Rectal temperature (RT), heart
rate (HR), respiratory rate (RR) and serum cortisol (CS) were measured at five
moments: MO (preoperative), M1 (six hours after surgery), M2 (48 h), M3 (120 h) and
M4 (168 h). In the experimental group were collected from each animal 10 mL of bone
marrow from the proximal metaphysis of the humerus moments before surgery, and
immediately applied in the biceps femoris muscle. The TR, CF and RF variables have
similar behavior. The mean CS variable showed significant differences between groups
and between moments within groups, the overall mean was higher in Gll. At M1, GllI
presented the highest average in the three groups. That way, it was found that the use of
bone marrow preoperatively did not affect the physiological variables and can be used
as an alternative therapy in wound healing ovariosalpingohisterectomy in female dogs.

Key words: bone marrow, canine, castration, cortisol.
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INTRODUCAO

O uso de ceélulas sanguineas no tratamento de doengas tem sido amplamente
discutido na area cientifica e na midia. Os efeitos terapéuticos do sangue tém sido
atribuidos em parte as plaquetas, que chegam rapidamente ao local da ferida e liberam
multiplos fatores de crescimento (FCs) e citocinas importante na reparacdo tecidual
devido as acBes mitogénicas, quimiotaxicas e neovasculares, ap6s a ativagdo por
agentes farmacologicos ou fisioldgicos (HERZOG et al., 2003).

Por outro lado, a preocupacéo das interacdes destas células com as variaveis
fisiolOgicas durante as cirurgias ainda necessitam de mais estudos, haja vista, que estas,
pelo seu potencial de diferenciacdo e diminuicdo do processo inflamatorio podem
melhorar sobre maneira o0 processo de cicatrizacdo, atuando como coadjuvantes da
analgesia pos-operatéria (ETCHES et al., 1989; SAWYER et al., 1992; VICKERS et
al., 1992; BARAKA et al., 1993).

Em cadelas, a esterilizagdo cirdrgica € o método mais pratico e menos
polémico de controle reprodutivo. E definitivo, seguro, eficiente e proporciona efeitos
benéficos. E 0 método mais indicado para a maioria dos animais criados com fins néo
reprodutivos (CONCANNON, 1997). A ovariosalpingohisterectomia OSH é a cirurgia
eletiva mais realizada em clinicas particulares e hospitais universitarios
(CONCANNON, 1997; HOWE, 2006).

Sdo varias as tecnicas cirurgicas utilizadas para esterilizacdo em cadelas,
incluindo OSH por incisdo mediana pré-retroumbilical e laparoscépica (DAVIDSON et
al., 2004; HANCOCK et al., 2005; MALM et al., 2005; HOWE,2006). Durante a
realizacdo da OSH podem ocorrer complicagdes anestésicas reversiveis, como acidose
respiratoria, onde os sinais clinicos mais comuns em cdes anestesiados sdo 0 aumento
da frequéncia respiratéria, tremores musculares e taquicardia, complicagdes que podem
ser evitadas pelo uso de substéncias eletroliticas alcalinizantes e oxigénio durante o
trans e pos-operatdrio imediato (HASKINS, 2001; CORTOPASSI, 2002; LUNA, 2002).

SituacBes estressantes e dolorosas podem alterar a secre¢cdo dos hormdnios
hipofisarios que regulam diretamente as fungdes relacionadas ao bem-estar do animal
como reprodugdo, crescimento e resisténcia imunologica. Dentre os hormonios
hipofisarios, o adrenocortitropico (ACTH) estimula a secrecdo e liberacdo de

glicocorticéides no sangue em condi¢des de estresse (FOX et al.,1998).
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O objetivo deste estudo foi avaliar o uso da aplicagédo de sangue medular
autologo no pré-operatério de cadelas submetidas & ovariosalpingohisterectomia com
avaliacdo do cortisol sérico durante o pré e pos-operatério e dos parametros fisioldgicos.
MATERIAL E METODOS

ApoGs autorizagdo dos proprietarios, foram selecionadas 30 fémeas adultas da
espécie canina, clinicamente higidas, provenientes da casuistica do Hospital Veterinario
Universitario. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos: Gl
(Controle), GII (Convencinal) e GllI (Experimental). Foi realizado previamente exame
fisico, com mensuracdo da temperatura retal (TR), frequéncia cardiaca (FC), frequéncia
respiratéria (FR); e exame clinico, com hemograma, pesquisa de hemoparasitos
(Babesia canis, Ehrlichiaspp.) e reacdo de imunoflorescéncia indireta (RIFI)
paraleishmaniose.

A dosagem do cortisol sérico (CS) foi realizada pela técnica de
quimiluminescéncia, em cinco momentos: My (antes da realizacdo de quaisquer
procedimentos cirargicos), M; (seis horas apds a cirurgia), M, (48h), M3 (120h) e My
(168h).

Como medicagdo pré-anestésica foi utilizado em todos os animais maleato de
acepromazinaa 1% na dose de 0,1mg/kg, via endovenosa. No Gl e GllI, utilizou-se
analgesia preemptiva com cloridrato de tramadol na dose de 2mg/kg, via endovenosa e
no GII quimioprofilaxia antibitica com penicilina benzatina na dose de 40.000Ul/kg,
via intramuscular.

Para inducdo anestésica, foi utilizada quetamina (5mg/kg) associada ao
diazepam (0,5mg/kg), via intravenosa, e em seguida procedeu-se & intubacdo dos
animais, que foram mantidos em plano cirdrgico com sevoflurano diluido em 100%de
oxigénio, em circuito semi-fechado. No grupo controle, momentos antes da cirurgia,
foram coletados 10 ml de medula 6ssea de cada animal, da metafise proximal do Umero,
e aplicada imediatamente no musculo biceps femoral.

Os animais foram mantidos em vendclise com a administracdo de solucdo de
Ringer com lactato, 10 ml/kg/hora durante o trans e pds-operatério até o retorno dos
parametros fisiologicos e da anestesia. A técnica cirdrgica adotada para a OSH foi a
tradicional em todos os grupos (HEDLUND, 2002).
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No pos-operatorio os animais foram mantidos em canis individuais
apropriados, recebendo agua e ragdo comercial ad libitum, procedeu-se higienizagao
diaria da ferida cirdrgica com cloreto de sédio a 0,9% durante sete dias, sendo
devolvidos aos seus tutores, logo apés a retirada dos pontos.

Ap0s tabulados os dados foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA)
seguida pelo teste Student Newman Keuls (SNK) para comparagdo das médias dos
diferentes tempos de observacdo dentro do mesmo grupo e entre grupos, com nivel de
significancia estipulado de 5% (p < 0,05).

RESULTADOS

O protocolo anestésico utilizado em todos os animais foi adequado, assim
como a analgesia proposta no pré-operatério para o Gl, Glll (MASTROCINQUE &
FANTONI, 2003) e antibiotico para o Gll. Todos os animais utilizados tiveram pronta
recuperacdo sem intercorréncias no trans e pds-operatorio.

As varidveis TR, FC e FR, (Tabelas 1, 2 e 3) apresentaram comportamento
semelhante durante todo periodo de avaliacdo, ndo havendo diferencas significativas
entre 0s grupos e entre 0s tempos dentro dos grupos.

As médias da variavel CS (Tabela 4) apresentaram diferencas significativas entre os
grupos e entre 0os momentos dentro dos grupos, sendo que a maior média geral
observada foi a do GlI. Em relacdo aos momentos, o M; apresentou a maior média nos
trés grupos, apresentando diferencas estatisticas entre os grupos. Verificou-se
incremento dos valores em todos os grupos, nos momentos Mg para M;, sendo que a
maior diferenca da média dos grupos foi observada em Gll, no qual ocorreu diferenca
significativa entre esses dois momentos. O grupo GllI apesar de aumentar o valor do CS

em Mj ndo apresentou diferenca significativa entre ambos.
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Tabela 1 - Médias e desvios-padrao da temperatura retal °C de cadelas submetidas
a OSH, distribuidos segundo grupos e momentos

Momentos Gl Gll Gl
Mo 38,72+0,47"° 38,56+0,68™ 38,57+0,52"
M, 38,78+0,60™ 38,75+0,68" 38,35+0,74"
M, 38,63+0,25Aa 38,74+0,61" 38,76+0,44"
M, 38,75+0,39" 38,74+0,61" 38,75+0,39"
M, 38,71+0,48" 38,63+0,51 38,52+0,34"
Média geral 38,69+0,43 38,69+0,58 38,69+0,43

Médias seguidas de letras diferentes, mailsculas na mesma linha e mindscula na
mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste SNK a 5% de significancia entre grupos
e momentos respectivamente.

Tabela 2 - Médias e desvios-padréo da frequéncia cardiaca batimentos por minuto

de cadelas submetidas a OSH, distribuidos segundo grupos e momentos

Momentos Gl Gl Gl

Mo 107,50+24,68™ 112,00+30,39"% 115,40+20,61"%
M, 104,20+17,99" 111,20+13,70™ 99,40+11,85™
M, 107,20+16,41"° 102,40+24,08"2 102,40+8,88"°
Ms 96,60 +11,15™® 109,60+23,94"2 101,60+10,90™
My 97,80+97,80"° 08,80+19,23"° 104,00+11,92”°
Média geral 102,66+17,60 106,80+22,62 104,56+12,83

Médias seguidas de letras diferentes, maitsculas na mesma linha e mindscula na mesma
coluna, ndo diferem entre si pelo teste SNK a 5% de significancia entre grupos e
momentos respectivamente.

Tabela 3 - Médias e desvios-padrdo da frequéncia respiratdria movimentos por

minuto de cadelas submetidas a OSH, distribuidos segundo grupos e momentos

Momentos Gl Gll GlII

Mo 54,60+12,96™ 55,40+26,39™ 49,60+21,76™
M, 35,20+11,12"° 43,60+16,91" 31,00+8,39"
M, 45,80+16,66" 49,20+16,65" 48,00+17,88"
Mj 45,20+11,47"° 44,00+17,48" 46,40+14,00"
M, 40,20+14,86™ 45,40+12,65™ 42,80+16,22"
Meédia geral 44,2+14,56 47 52+18,01 43,56+15,65

Médias seguidas de letras diferentes, maiusculas na mesma linha e minascula na mesma
coluna, ndo diferem entre si pelo teste SNK a 5% de significancia entre grupos e
momentos respectivamente.
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Tabela 4 - Médias e desvios-padrédo da dosagem de cortisol sérico unidade pg/dl de
cadelas submetidas a OSH, distribuidos segundo grupos e momentos

Momentos Gl Gl Glll

Mo 3,87+1,87°% 4,03+1,59™ 3,41+1,66™%
M, 4,67+1,33"° 7,14+1,93%° 5,58+1,3975°
M, 2,96+1,38"% 3,56+2,37" 3,88+1,417%
Ms 2,02+0,95" 2,94+0,99" 2,42+1,30"
M, 2,49+1,20°% 3,07+1,177 2,17+1,317
Média geral 3,27+1,64 4,1242,22 3,48+1,80

Médias seguidas de letras diferentes, maitsculas ha mesma linha e minudscula na mesma
coluna, ndo diferem entre si pelo teste SNK a 5% de significancia entre grupos e
momentos respectivamente.

DISCUSSAO

A variavel temperatura retal foi considerada normal para a espécie canina, que
varia de 37, 9 a 39,9°C (DROBERTSHAAW, 2006). A frequéncia cardiaca foi
diferente entre os grupos na média geral, valores estes em cées sadios pode variar entre
70 a 120 batimentos por minuto (ERICKSON & DETWEILER, 2006). Na média geral
dos grupos a frequéncia respiratédria foi maior em Gll do que nos demais, mostrando
aparentemente ser um procedimento mais estressante, cujos valores normais desses
animais em repouso € de 20 a 34 movimentos respiratorios por minuto (REECE, 2006),
respectivamente tiveram comportamento semelhantes entre 0s grupos e entre 0s tempos
dentro dos grupos, revelando que os tratamentos usados, foram iguais.

Os mecanismos ndo opiodides do farmaco tramadol podem potencializar a
analgesia sem ocasionar alteracdo da TR, FC e FR ndo acarretando depresséo
respiratdria, cardiaca e diminuicdo da temperatura (VICKERS et al., 1992; BARAKA et
al., 1993; RAFFA et al., 1993; LEE et al., 1993; MASTROCINQUE & FANTONI,
2003), como observada com outros opidides (ETCHES et al., 1989; SAWYER et al.,
1992; EBERT, 1996).

Os niveis de cortisol sérico foram semelhantes em todos 0s momentos entre 0s
grupos Gl e GllI, ndo havendo, portanto, elevacdo dos niveis. Por outro lado, houve
diferenga significativa entre os momentos (M;) dentro do grupo GlI, ap6s seis horas de
cirurgia ao cessarem os efeitos da anestesia, onde nenhum analgésico opiodide foi
utilizado, o que foi atribuido ao aumento do estresse cirurgico cujos valores de
referéncia para espécie canina variam de 0,5-6,0 pg/dl (FELDMAN & NELSON, 1985).
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Outros estudos mostram que cadelas submetidas a OSH apresentam aumento
significativo de cortisol decorrente da dor do procedimento cirdrgico (FOX et al., 1998;
KO et al., 2000; MALM et al., 2005; CALDEIRA et al., 2006).

No GlII, quando do emprego das células sanguineas, sabe-se que as plaquetas
chegam rapidamente ao local da ferida e liberam mdltiplos fatores de crescimento e
citocinas (HERZOG et al., 2003), que favorecem o processo de cicatrizagdo. Estudos
mostram que as citocinas Interleucina-6 (IL-6), Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
Fator de crescimento e transformacdo beta (TGF-B) estimulam ainda a sintese de
receptores e peptideos opioides e por possuirem acdes antiinflamatérias diminuem o0s
estimulos de dor relacionados a trauma, cirurgias, queimaduras e infeccdo (ULICH et
al., 1991; GEBHARD et al., 2000; LIN et al., 2000). No presente estudo verificamos
que o uso do sangue medular associado ao tramadol atenuou a elevacdo do CS a
semelhanca do observado ao Gl em que foi usado apenas o tramadol.

O fato de néo terem sido observados valores elevados na concentracdo de CS
no pré-tratamento, inducdo anestésica e cirurgia (Tabela 4), pode indicar que 0 manejo
dos animais, incluindo a restricdo fisica, venopuncdo e cirurgia, ndo interferiu
sobremaneira na funcdo neuroenddcrina e metabodlica, conforme observado por outros
autores (FOX et al., 1998; KO et al., 2000; MALM et al., 2005; CALDEIRA et al.,
2006).

CONCLUSAO

A aplicacdo de sangue medular na musculatura de cadelas submetidas a OSH foi
capaz de minimizar a liberagdo de cortisol sérico, indicando que houve diminuicdo da
dor no pré e pos-operatorio.

O uso de sangue medular no pré-operatério ndo alterou as variaveis
fisiologicas, podendo ser usada como uma alternativa terapéutica na reparagéao tecidual

na OSH em cadelas.
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