AVALIACAO DA PROTEINA C REATIVAEM CADELAS COM E SEM PIOMETRA
E SUA RELACAO COM FIBRINOGENIO E LEUCOGRAMA
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Introducéo

A piometra canina € uma enfermidade que ocorre mais comumente em
cadelas adultas, de grande importancia e de prevaléncia consideravel. Os efeitos
sistétmicos da piometra podem ser refletidos em exames laboratoriais, onde a
contagem de células brancas em cadelas com piometra pode chegar a uma
neutrofilia absoluta com graus variaveis de imaturidade celular, secundaria a
infecgdo, e septicemia. Se a infecgao for severa ou cronica pode haver um desvio
regenerativo para a esquerda, com presenca de neutréfilos toxicos (ETTINGER,
1997).

Diante das infec¢des microbianas, lesdes teciduais, reagces 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
alteracdes denominado “Resposta de Fase Aguda”. Esta resposta induz as
respostas localizadas e sistémicas, que envolvem mudangas nas fungbes
metabolicas, enddcrinas, neuroldgicas, imunoldgicas e alteracdes nos niveis de
algumas proteinas plasmaticas (DABROWSKI et al., 2007)

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

A determinacdo da concentracdo plasmatica de algumas dessas proteinas
permite fornecer informacdes sobre a ocorréncia de danos teciduais e para o
monitoramento da recuperacdo da inflamacdo. Em caninos algumas de suas
propriedades tém sido caracterizadas somente recentemente (CASPI et al., 1984).
Métodos para quantificacdo da PCR em cdes (ECKERSALL et al 1991) tém sido
introduzidos. O fibrinogénio plasmatico € outro bom indicador de resposta a uma
infeccdo aguda, cujo aumento € freqlentemente observado em processos
inflamatorios e infecciosos de cdes (KANEKO, et al.,, 1997), pois uma de suas
funcdes é limitar a invasao do agente infeccioso.

Desta forma, este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar os niveis
sanguineos de proteina C reativa, fibrinogénio e o leucograma em cadelas com e
sem piometra, além de avaliar a aplicacdo do teste turbidimétrico quantitativo da
proteina C reativa como método indicador de reacéo inflamatéria em cadelas com e
sem piometra.
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Material e Métodos

Foram utilizadas 45 cadelas (Canis familiaris), com faixa etaria de dois a
doze anos, de diferentes racas e pesos. Todos os animais foram oriundos de uma
unidade clinica particular. Foram formados dois grupos de animais, sendo um
controle (n = 15) e outro com animais apresentando diagnéstico 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
cirdrgico para serem submetidos a ovariosalpingohisterectomia (OSH) para
confirmacao 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 condicéo de higidez apos analise clinica e laboratorial.

Amostras de sangue foram obtidas por meio da venopuncdo da jugular
externa, utilizando-se sistema de coleta a vacuo, para determinacdo do leucograma
e fibrinogénio, enquanto que para a quantificagdo da PCR utilizaram-se tubos sem
anticoagulante para a obtencdo do soro. A contagem do numero total de leucécitos
foi efetivada em hemocitbmetro utlizando a camera de Neubauer, 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 e leitura em microscopio 6ptico em objetiva de imersao (Jain, 1993),

A determinacdo do fibrinogénio foi realizada pela técnica precipitacdo a
56° C, segundo Jain, (1993), enquanto que a proteina C reativa foi determinada 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).

Os dados foram submetidos a analise de variancia (Teste F), e, nos casos de
significancia no teste F, as médias foram comparadas pela diferenga minima
significativa (d.m.s.) do teste de Duncan. Estatistica de associacdo entre pares de
variaveis foi realizada com a determinacdo do coeficiente de Pearson. Os dados
foram analisados por meio do programa computacional Statistical Analysis System
(SAS, 2000). Para todas as andlises estatisticas realizadas foi adotado o nivel de
significancia (p) de 5%.

Resultados

Os resultados do leucograma, PCR e fibrinogénio plasmatico encontram-se
na Tabela 1. Observa-se que em relagédo ao leucograma, os valores observados do
namero total de leucdcitos, metamielécitos, bastonetes, neutrofilos segmentados,
linfécitos e mondcitos foram maiores para o grupo de animais com piometra,
enguanto que os valores de eosinéfilos foram menores para este mesmo grupo (P <
0,0398). Os valores de mieldcitos e basofilos apresentaram-se anélogos.

Verificam-se, na Tabela 1, que os valores médios do fibrinogénio plasmatico e
PCR foram maiores para o grupo de animais com piometra em relacdo aos que néo
apresentavam tal condicéo clinica (P < 0,0001).

Na Tabela 2 estdo exibidos os coeficientes de correlacdo e seus respectivos
niveis de significancia entre as variaveis estudadas. Verifica-se que € digno de nota
citar as altas correlagdes positivas da PCR com os leucdcitos, neutrofilos
segmentados, bastonetes e fibrinogénio; leucécitos com bastonetes, neutrofilos
segmentados, linfécitos e mondcitos; bastonetes com neutrofilos segmentados e
mondcitos; neutréfilos segmentados com linfécitos e mondcitos. Citam-se, ainda,



média correlacdo positiva entre o fibrinogénio com os leucdcitos, bastonetes,
neutréfilos segmentados, linfocitos e mondcitos; bastonetes com linfocitos e este
ultimos com 0s monaocitos.

Discusséo

No presente estudo ficou evidente que cadelas acometidas de piometra
tiveram alteragbes marcantes de indicadores de avaliacdo hematologica e de reacao
inflamatoria. Marcadores inflamatérios, como a proteina C-reativa e fibrinogénio e o
comportamento de células do sangue periférico envolvidas na inflamacéo, como
visto no leucograma, vém sendo 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 observacdes
de Santos et al. (2003), os quais retratam que os leucécitos podem ser ativados por
meio de lesdo tecidual, pela presenca de LDL-colesterol oxidada, 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 atencdo quanto ao
restabelecimento da condicao clinica dos animais.

A alteracdo dos valores absolutos dos neutrdfilos, 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 infeccdo ou septicemia. A neutrofilia inflamatoria,
frequentemente causadora da leucocitose, € a principal caracteristica laboratorial
das infec¢des agudas, especialmente causadas por germes piogénicos, comumente
isolados na piometra (NAVARRO et al., 1994).

Considerando o aumento dos linfécitos nos animais com piometra, entende-
se que 0 seu aparecimento ocorreu secundariamente ao surgimento dos neutréfilos
circulantes, que, em sequéncia migraram para o foco inflamatério. Sua acéo é
diferenciada em relacdo aos outros leucdcitos, pois estas células sdo mobilizadas de
acordo com o antigeno especifico (NAVARRO, 1994).

Com relacdo a eosinopenia observada, esta ocorreu provavelmente pela
diminuicédo do influxo de células da medula éssea e diminuicdo do efeito quimiotéatico
da histamina para os eosindéfilos (JAIN, 1993). JA& o aumento dos mondcitos
encontrados no grupo com piometra pode ser explicado, segundo Matos et al.
(1995), pelo semelhante comportamento dos neutrofilos, 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 andlise comparativa do fibrinogénio plasmatico nos grupos estudados, foi
possivel observar uma hiperfibrinogemia, o qual teve um aumento quase duas vezes
maior quando comparado com 0s animais do grupo controle. A justificativa deste
aumento estd 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 estd préoximo do
encontrado por Benjamin (1978), o qual avaliou animais com piometra e obteve
valores em torno de 600 mg/dL.

Evidenciou-se um aumento exponencial da PCR, como visto na Tabela 1. A
concentracdo seérica desta proteina foi quase nove vezes maior quando comparadas
aos animais controle.



Eckersall et al. (1991) relatam em seus estudos que valores séricos da PCR
em caes, baixos ou indetectaveis, sdo indicativos de auséncia de processos
patolégicos. Esta observacgéo é corroborada com a verificada nos animais do grupo
controle.

Esta proteina produzida no organismo das cadelas foram resultado de
alteracbes imunologicas, bem como neuroenddécrinas e metabdlicas (DABROWSKI
et al., 2007), como consequéncia da infeccdo uterina mediada pela presenca de
agentes infecciosos. Vale salientar que esta resposta € uma condicao de imunidade
nao especifica (DABROWSKI et al., 2007). O presente resultado evidencia, também,
o potencial uso deste indicador na avaliagcao de cadelas com piometra.

Poucos trabalhos relatam a associagdo da PCR com a piometra em cadelas
(DABROWSKI et al.,, 2007) e sao inexistentes trabalhos relacionando esta
enfermidade com o fibrinogénio. Nenhum trabalho fora encontrado evidenciando a
relacdo existente entre estes indicadores com o leucograma, uma vez que estes s&o
rotineiramente utilizados na avaliacdo de animais com tal condic&o clinica e outras
infeccdes e inflamacodes.

Com base nos resultados, a associacdo encontrada na matrix de correlagéo
permite grande possibilidade de utilizar estes diferentes indicadores de reacéo
inflamatéria como parametro complementar na avaliacdo clinica. Assim sendo, a
medida do fibrinogénio, bem como da PCR como marcadores de inflamacgao deveria
ser encorajada na rotina clinica de cadelas com piometra.

Concluséao

Andlises 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 diagnéstico desta
condicao clinica.
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Tabela 1 - Valores médios, desvios-padrao, medianas, percentis (P25 € P7s) e nivel

de probabilidade do leucograma e indicadores de reacao inflamatéria (fibrinogénio
plasmaético e proteina C reativa sérica) de cadelas com e sem piometra.

Condicéo Clinica

Parametros Pr>F
Sem Piometra Com Piometra
Leucdcitos
(/uL) 11720,0+2391,71 24415,0+9141,51 <0,0001
Mieldcitos**
(/L) 0,0 (0;0) 0,0 (0;0)
Metamiel4citos**
(/uL) 0,0 (0;0) 0,0 (0;832) 0,0090
Bastonetes*!
(/uL) 0,0 (0;0) 1398,00(0;5520) <0,0001
Neutroéfilos
Segmentados 8513,0+1974,66 17546,0+6329,83 <0,0001
(/uL)
Eosin6filos*!
(/uL) 270,0 (0;480) 0,0 (0;1380) 0,0398
Basofilos*!
(/L) 0,0 (0;0) 0,0 (0;0)
Linfocitos**!
(/uL) 2672,4+490,88 4025,3+1386,26 0,0040
Mondcitos**:
(/uL) 316,0 (82;720) 589,0 (74;2300) 0,0034
Fibrinogénio (mg/dl) 326,67+96,12 630,00£203,67 <0,0001
PCR (mg/L)*** 0,11+0,08 0,91+0,21 <0,0001

* Estatistica de dados transformados em Raiz (x + 1);
** Estatistica de dados transformados em Log x. “Medianas e Percentis (P25 € P7s).
*** Proteina C Reativa



Tabela 2 - Matriz de correlacdo linear do leucograma, fibrinogénio e proteina C —
reativa de caes com e sem piometra.

Neutr.
Leuc. Bast. Seg. Linf. Mon. Fibr. PCR’
Leucdcitos 0,83" 0,99 0,81 0,80 0,53 0,65
(/uL) 1 0,0001™ 0,0001 0,0001 0,0001 0,0002 0,0001
Bastonetes 0,78 0,50 0,78 0,53 0,60
(/uL) 1 0,0001 0,0005 0,0001 0,0002 0,0001
Neut. Seg. 0,79 0,76 0,54 0,67
(/uL) 1 0,0001 0,0001 0,0002 0,0001
Linfécitos 0,54 0,36 0,50
(/uL) 1 0,0001 0,0161 0,0005
Monécitos 0,40 0,43
(/L) 1 0,0068 0,0068
Fibrinogénio 0,70
(mg/dL) 1 0,0001
PCR
(mg/L)* 1

.. PCR = Proteina C — Reativa
_..valor do “r" da correlagdo de Pearson
Nivel de significancia da correla¢éo



