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RESUMO

Durante o processo de injuria tecidual, os leucdcitos sao recrutadasspacidos. Quando a
demanda de leucdcitos ultrapassa a capacidade de armazendaner@dula 6ssea, aumenta
a producdo e maturacdo de neutrdfilos, principal célula de defesae@®filos com
imaturidade de organelas citoplasmaticas sdo liberados naaci&ouprecocemente. Estes
neutrofilos sdo chamados de “neutréfilos toxicos”. O capitulo Ireescas doencas que
causam o0 aparecimento dos neutrofilos toxicos circulantes; exdaacbs tipos de bactérias
nas causas infecciosas; descreve a quantificacdo e graduacdamtedasdes toxicas,
associando a taxa de mortalidade e as alteracfes hemawlédiaquimicas. Observou-se
que doencas de diversas origens etioldgicas podem levar ao apatectteeneutroéfilos
toxicos circulantes, inclusive infeccdes bacterianas, principagmagtielas causadas por
bacilos Gram negativos &aphylococcus sp. A quantificacdo e graduacdo dos neutrofilos
toxicos ndo demonstraram correlacdo com a doenca de base, mamrewe taxa de
mortalidade. O capitulo Il descreve as alteracdes hematol@is@suimicas em cdes com
neutréfilos toxicos, comparando com o0s parametros obtidos de 60 céaessdseme
neutrofilos toxicos circulantes. Caes com neutrofilos toxicosdiémmuicdo dos parametros
eosinofilos, linfocitos, albumina e ferro; aumento de leucécitos totaesitrofilos
segmentados e bastonetes, mondcitos, fosfatase alcalina, uréiaose.glOs demais
parametros ndo sofreram alteracbes e cdes com neutrofilosstgppodem ter parametros
hematoldgicos e bioquimicos dentro dos valores de referéncia. @ledpitabrange as
proteinas séricas identificadas por eletroforese com gel dacplainida de cédes com
neutréfilos toxicos e cdes doentes sem neutréfilos toxicos, compasiadosdes sadios.
Identificou-se, pela primeira vez, as alteracbes no perfil ipoote cdes com neutrofilos
toxicos. Observou-se elevacdo das proteinas haptoglobina, proteina &, reat
glicoproteina acida e proteina com peso molecular 34.000 Da; dimindésa@roteinas
albumina, transferrina e imunoglobulina A; ndo houve alteracdo nasisd@mdeinas
avaliadas. As conclusdes finais sdo que caes com neutrofilos t¢gpadesn apresentar
alteracdes hematoldgicas, bioquimicas e protéicas mais @sdgquoe cdes doentes sem
neutroéfilos téxicos; outra doencas além das bacterianas levapaeecimento de neutrofilos
toxicos, a quantificacdo e graduacdo dos neutrofilos toxicos podéaaunsl avaliacdo do
progndéstico em caes.

PALAVRAS-CHAVE: basofilia, vacuolizacdo, granulacéo, corpusculos de Déhleyacani



ABSTRACT

During the process of tissue damage, leukocytes are recruited tigssines. When demand
exceeds the capacity of leukocytes from the bone marrow storaggnoes the production
and maturation of neutrophils, the main defense cells. Neutrophiisimihature organelles
are released early into the circulation. These neutrophils ahed c‘toxic neutrophils”.
Chapter | describes the diseases that caused the appearamde oir¢ulating neutrophils;
characterizes the types of bacteria in infecious causes;ilmEssdhe quantification and
grading of toxic changes, associating with mortalidade rate lamatological and
biochemical changes. It was observed that various etiologicalsdsezan lead to the
appearance of toxic circulating neutrophils, including bacterial tiofes, particularly those
caused by Gram negative bacilli aBgphylococcus sp. The quantification and ranking of
toxic neutrophils had no correlation with the underlying disease, lutita the mortality
rate. Chapter Il describes the hematological and biochemicabetan dogs with toxic
neutrphils, compared with the parameters obtained from 60 sick dogs without toxiatirigcul
neutrophils. Dogs with toxic neutrophils had decreased eosinophils, lymphoaitemin
and iron, increase in total leukocytes, segmented neutrophils and eldsydnmonocytes,
alkaline phosphatase, urea and glucose. Others parameters were edciatglogs with
toxic neutrophils may have hematological and biochemical paresnetthin the reference
values. Chapter Il include serum protein identified by polyacriglangel electrophoresis of
sick dogs without toxic neutrophils and dogs presenting toxic neutrppafapared to
healthy animals. It was identified, for the first time, changes in theiprotefile of dogs with
toxic neutrophils. Were observed increases in haptoglobin, C regmtotein, al-acid
glycoprotein and protein with molecular weight of 34.000Da; decreasetsamnsferrin,
albumin and immunoglobulin A; no changes in the other proteins evaluated.irBthe f
conclusions are that dogs with toxic neutrophils may have hematalogiochemical and
proteins alterations more evident than sick dogs without toxic neutrppliiers diseases
leads to the appearance of toxic neutrophils; and quantification arkihgaof toxic
neutrophils may assist in the evaluation of prognosis in dogs.

KEY-WORDS: basophilia, vacuolation, granulation, Dohle bodies, canine.
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1. INTRODUCAO GERAL

Os neutrofilos toxicos séo células liberadas da medula ésssadantompletarem sua
maturacdo, apresentando quantidades anormais de organelas citigaasi\&EISER,
2007). Ao avaliar o esfregaco sanguineo, os neutrofilos toxicos séo iddelosf quando
apresentam: vacuolizacdo, basofilia ou granulacdo citoplasmatagsisculos de Dohle
(LATIMER et al., 2003), tamanho celular grande (AROCH et al., 2605)0cleo em forma
de anel (WALKER, 2009).

A guantidade e o tipo de toxicidade parecem ter relacdo comradaeeeda doenca e
dos sinais clinicos em caes, segundo estudo retrospectivo realizafimgoret al. (2005).
Porém, ndo se sabe se ha correlacédo entre a quantificagiituaggio de neutrofilos toxicos e
o diagnéstico.

A presenca de neutrofilos toxicos é associada as infeccoesidraas (SCHULTZE,
2010), severos processos inflamatérios (LATIMER & RAKICH, 1989) eidade a drogas
(SCHULTZE, 2010; GIEGER et al, 2000; GOSSETT e MacWILLIAMS, 198%)rém,
causas nao infecciosas precisam ser avaliadas como causadowastrdélos toxicos em
cdes. Quando a causa é bacteriana, ndo existem estudos moatgrgnadwipais bactérias
relacionadas ao aparecimento de neutrofilos téxicos.

A mensuracdo de proteinas de fase aguda (PFA) pode ser comsidenanl um
marcador bioquimico para inflamacédo (MURATA, 2004). As principais BfAcaes sdo a
proteina C reativa (PCR)ga-1-glicoproteina &cida, amiléide sérica A, haptoglobina,
ceruloplasmina, fibrinogénio e albumina. Além das PFA, a eletr&fodetecta outras
proteinas, como imunoglobulinas, lipoproteinas, antiproteases e protefeas@as, como a
transferrina (ECKERSALL, 2008). Ha, até o presente, escagsestudos sobre a dinamica
das proteinas séricas de cdes que apresentam neutroéfilos toxicos circulantes

Este trabalho foi dividido em trés capitulos, sendo o capitulouladid “Diagndstico
e prognéstico de cdes com neutréfilos toxicos”, o capitulo 1l dierggcdes hematoldgicas e
bioquimicas em cées com neutroéfilos téxicos” e o capitulo IIR#fil das proteinas séricas

de caes com neutrofilos téxicos”.
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2. OBJETIVOS

2.1.Objetivo Geral
- Estabelecer os perfis clinicos e laboratoriais de cdes com neutroéfilosstoxi

2.2. Objetivos Especificos

Estabelecer as alteracbes hematologicas e bioquimicasiede com neutroéfilos

toxicos.

- Identificar as doencas que causam o aparecimento de neutrofilos.toxicos

- Correlacionar o grau e a quantidade de neutrofilos téxicos com rmodisg clinico
dos pacientes

- Avaliar se a graduacdo e quantificacdo de neutrofilos toxoamem predizer
prognostico.

- ldentificar as principais bactérias envolvidas no aparecimento défilesittoxicos.

- Avaliar se existe relacdo entre a presenca de neutrédikdsos e proteinas de fase

aguda da inflamacéo.

- Compreender o mecanismo que induz a producéo de neutréfilos tdéxicos
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CAPITULO |

DIAGNOSTICO E PROGNOSTICO DE DOENCAS EM CAES COM NEUTROFILO S

TOXICOS

DIAGNOSIS AND PROGNOSIS OF DISEASES IN DOGS WITH TOXIC

NEUTROPHILS

RESUMO

Os neutrdfilos téxicos séo liberados da medula 6ssea antes destzoerpl sua maturacao,
aparecendo na circulacdo com alteracbes morfologicas como ibasofdplasmatica,
vacuolizacdo, granulacdo ou corpusculos de Dohle. O aparecimento dexsgded tem
sido relacionado com severos processos inflamatorios e infecdsobjetivos do presente
estudo foram realizar o diagnostico das doencas em caes codfilosutoxicos, identificar
as bactérias envolvidas, quantificar e graduar as alteracdesstéassociando ao progndéstico
e as alteragBes hematologicas e bioquimicas. Foram avaliaoslag@ntes com neutrofilos
toxicos (n=100) e sem neutrdfilos toxicos (n=60). Foram realizados hamag, exames
bioguimicos e bacteriolégicos (n=20), quantificacdo e graduacdo dos iettokicos.
Foram diagnosticadas doencas inflamatorias, infecciosas, degasgraeoplasicas, auto-
imunes, traumaticas, hormonais, téxicas e alérgicas. A quantidadeudi®filos toxicos
variou de 2 a 93% (17 + 21,72). A taxa de sobrevivéncia foi inversamente qgioopbra
quantidade de NT. Hemécias, hemoglobina, hematdcrito, proteina plasmatibumina
tiveram relacdo negativa com a quantidade de neutrofilos toxiegrdfllos bastonetes e
uréia tiveram relacdo positiva. Basofilia citoplasmatica foieoksla em 95% dos cées,
corpusculos de Doéhle em 54%, vacuolizacdo em 44% e granulacdo toxid8%mAs
bactérias isoladas com maior freqtiéncia foram bacilos gramtiviesy e Saphylococcus
coagulase negativo. Varias doencas causam o aparecimento deilogutigicos e a sua
quantificacdo é importante para avaliar 0 prognoéstico e a severitklealteracfes
hematoldgicas e bioquimicas.

PALAVRAS-CHAVE: basofilia, granulacdo, vacuolizacéo, corpusculo de Déhle.
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ABSTRACT

Toxic neutrophils are released from the bone marrow before reaichmaturity, appering in
the circulation with morphological alterations such as cytoplasgrasophilia, vacuolation,
granulation or Déhle bodies. The appearance of these changes has been@ssttstgere

inflammatory and infectious processes. The objectives of this stadyto diagnose the
diseases in dog with toxic neutrophils, identify the bacterias invptyeahtify and grade the
toxic changes, associating to the prognosis and hematological andnbicadheéhanges. Were
evaluated dogs with toxic neutrophils (n=100) and without toxic neutrofi+#&80). Blood

counts were performed, biochemical and bateriological (n=20), geatibh and ranking of
NT. Were diagnosed inflammatory, infectious, degenerative, nemplastitoimmune,

traumatic, hormonal, toxic and allergic reactions. The amount ofafiyed from 2 to 93%
(17 £ 21.72). The survival rate was inversely proportional to the anoduit. Erythocytes,

hemoglobin, hematocrit, plasma protein and albumin had negative comelaiih the

amount of TN. Band neutrophils and urea had positive relationship. BasopBkilgbsarved
in 95% of dogs, DoOhle bodies in 54%, vacuolation in 44% and granulation in 43%.
bacterias most frequently isolated were gram negative ibaedlStaphylococcus coagulase
negative. Several diseases cause the appearance of toxic né&utoghis quantification is
important for assessing the prognosis and severity of some henzblagd biochemical
changes.

KEY-WORDS: basophilia, vacuolation, granulation, Dohle bodies.

The
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1. INTRODUCAO

Os neutrofilos toxicos sé@o neutrdfilos liberados da medula ostesade completarem
sua maturacdo. Normalmente, eles migram aos vasos sangiineos qdandmda tecidual
de neutréfilos é alta. Pelo fato de ainda ndo estarem completab@mtdormados, sao
liberados com quantidades anormais de organelas citoplasmaticas (WEISER, 2007)

Ao avaliar o esfregaco sangiiineo de pacientes doentes, os resuti@ficos sao
identificados quando apresentam: vacuolizagdo, basofilia ou granulao@tasthaticas,
corpusculos de Dohle (LATIMER et al., 2003), tamanho celular grand®(4Ret al., 2005)
ou nucleo em forma de anel (WALKER, 2009). A quantidade e o tipo dedadeiparecem
ter relacdo com a severidade da doenca e dos sinais clinia@gesm gatos, segundo estudos
retrospectivos realizados por Aroch et al. (2005) e Segev et al. (2006), kespente.

Quando sdo encontrados neutrdéfilos toxicos, € possivel quantificar orcentagem
e graduar a severidade das alteragcfes. Segundo Weiss e T{2@ld)h considera-se
insignificante quando ha de 0 a 4% de neutrofilos toxicos; poucosad®%; moderado de
11 a 30%; e muitos quando ha mais do que 30%.

Quantidade leve a moderada de neutrofilos toxicos em cden® pmiece estar
associada com progndstico melhor, enquanto que quantidade alta é ddosene@asos piores
e fatais (AROCH et al., 2005; SEGEV et al., 2006). Portanto, a qeagéfh dos neutrofilos
toxicos pode servir como valor prognéstico na clinica do paciente.

A presenca destas alteracdes toxicas nos neutrofilos destéiesats associada com
inflamacgdes de carater sistémico do que localizado e na endawicasos devido as infecgbes
bacterianas, bacteremia, abscessos e septicemia (SCHULZIZB; MARCHEVSKY e
READ, 1999); severos processos inflamatorios (LATIMER & RAKIQB89) e toxicidade a
drogas (SCHULTZE, 2010; GIEGER et al., 2000; GOSSETT e MacWILLIAMS, 1982).

A prevaléncia de bactérias em alguns tipos de infec¢des éspeeiin cdes € relatada,
como nas osteomielites, &aphylococcus sp, Streptococcus sp e Enterococcus sp
(SIMIONATO et al, 2003); em placa dentaria, Atinomyces sp e 0 Streptococcus sp
(EURIDES et al, 1996); e na piometra,Eacherichia coli, a Klebsiella pneumoniae e a
Citrobacter diversus (COGGAN, 2005). Apenas um estudo demonstrou, de maneira geral, as
principais bactérias encontradas em cées e gatos doentes, indepeldimcal da infeccéo
(SANTOS et al, 2005). Entre todos os tipos de infecco8saphyl ococcus sp foi encontrado
em maior frequéncia. Entretanto, ndo existem estudos correladmra aparecimento de

neutréfilos toxicos com as possiveis bactérias.
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As doencgas que levam ao aparecimento de quantidades maiores de oeufdtibs
sédo desconhecidas e existem poucas informacdes sobre a quantidadedtilséodxicos e a
relacdo com a taxa de sobrevida.

Os objetivos do presente estudo foram avaliar as principais doenigastégias
envolvidas no aparecimento de neutrofilos toxicos, quantificar e gradymesenca de
alteracOes toxicas, associando com a taxa de mortalidaxhe ascalteracdes hematoldgicas e

bioquimicas.

2. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado no Laboratorio de Patologia CWeitainaria da
Universidade Federal do Parana (UFPR), com cées atendidosnaadlatico-cirdrgica do
Hospital Veterinario (HV) da UFPR. O estudo foi aprovado pelo CodeitEtica no Uso de

Animais da UFPR (certificado em anexo).

Critérios de Incluséo

Foram inclusos animais da espécie canina, independente da idade raexoForam
avaliados caes clinicamente doentes, divididos em dois grupos: grupme;acumposto por
60 cades (35 fémeas e 25 machos) com alteracdo em quantidade déokuntas sem
neutréfilos téxicos; grupo téxico, composto por 100 caes (58 fémeas e ctibghaom
neutréfilos toxicos. O diagndstico final foi obtido pelo médico vetaon@sponsavel pelo
exame clinico e exames auxiliares (ultra-som, raio-x, exarmbiologico, histopatoldgico,

sorologia, citologia de medula éssea, entre outros), conforme o clinico julgouaniecess

Coleta de dados
Foram avaliadas as fichas clinicas dos pacientes para ab@&g@ados como raca,
sexo, idade e diagnéstico. A evolucdo do caso foi obtida por meio de cefainito com

0S proprietarios e por acompanhamento direto.

Hemograma

Amostras de sangue para realizacdo do hemograma foram cahida®os a vacuo
contendo &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) por meio da puncao decefilica ou
jugular. As amostras foram analisadas dentro de 30 minutos ap@s amieta utilizacdo de
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analisador automatico (BC-2800, Mindray®, Nanshan, China), calibradograyaesde caes.
Os parametros hematoldgicos avaliados foram: numero de heméammgnitacdo de
hemoglobina, hematocrito, volume globular médio (VGM), concentracdo deglabima
globular média (CHGM), indice de distribuicdo de células vermglRBAV), numero de
leucécitos totais, niumero de plaguetas, volume médio de plaquetas),(MRW de
distribuicdo de plaquetas (PDW) e o plaquetocrito (PCT). O hentatémrconfirmado apos
centrifugacdo do sangue total em tubo capilar durante cinco miewnitaricrocentrifuga a
11.000 rpm. Apos centrifugacdo, a proteina plasmética foi obtida poroneétaia. Os
diferenciais leucocitarios foram realizados por contagem de eififbditos em esfregacos
sanguineos corados com Pandtico®. Nos valores de leucdcitos totais sapari@s.000
células/pL, realizou-se a contagem de 200 células e, acima de 3Bl0RG/pL, fez-se

contagem de 300 células, calculando-se a média.

Avaliacdo dos Neutrdfilos Toxicos

Foram avaliadas alteragcdes morfolégicas como: basofilia, vaagétize granulacéo
citoplasmaticas, presenca de corpusculos de Do6hle, células gigaatdeo em forma de
rosca e estagios da morte celular (picnose, cariorréxis). rigenmofilos foram contados,
obtendo-se a porcentagem (%) de neutréfilos toxicos para cada pac&éeptacentagem das
alteracOes toxicas visualizadas. A toxicidade dos neutréfilogrdoiuada em leve, moderada
e acentuada por comparacao entre as laminas. Granulacao e ve&adlizam classificadas
de acordo com o nimero médio de granulos (g) ou vacuolos (v) presentes naffaseut

como: leve — em média, um a quatro; moderada — cinco a nove; acentuada — dez ou mais.

Exames Bioquimicos

Para realizacdo dos exames bioquimicos, amostras de sangue foram colhidasa
vacuo sem anticoagulante e o soro foi obtido por centrifugacdo ernamiacifuga durante 5
minutos a 4.500 rpm. Os exames foram realizados através de @fspectetria automatica
(BS-200, Mindray®, Nanshan, China). Foram mensurados 0s seguintes paraaiatrios
aminotransferase (ALT — método cinético UV), fosfatase al@afFA — método cinético
colorimétrico), albumina (método verde Bromocresol), uréia (métodarelmse GLDH),
creatinina (método do Jaffé), proteina total (métodos de Biuretdylgia (proteina total —
albumina). glicose (método colorimétrico enzimatico) e ferresécolorimétrico utilizando

Ferene).
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Exame Bacterioldgico

Os exames bacteriologicos foram realizados no Laboratorio deolvtitogia
Professor Yasuyoshi Hayashi, da UFPR. Foram colhidas amal&résco possivelmente
infeccioso de 20 animais com neutréfilos toxicos no hemograma. A cdlbierealizada de
diferentes locais, com auxilio d&abs ou frascos estéreis contendo meio de conservagdo. As
amostras foram mantidas sob refrigeracdo de 4°C por no maximo 4 paveaposterior
semeadura em placas de Agar sangue e McConkey. As plaéasferatm colocadas em
estufa a 37°C por 24 horas. ApOs avaliacdo do crescimento de cdiaotasianas, uma
amostra de cada tipo de coldnia foi colocada em lamina de vidrogaragéio com Gram.
Nas bactérias cocos gram positivos, realizou-se o teste dmsgatAgua Oxigenada) para
diferenciar Staphylococcus de Streptococcus. Se determinad@aphylococcus, realizou-se
posteriormente prova de Coagulase (plasma de coelho liofilizadwy. Bdcilos gram
negativos foram realizadas provas bioquimicas, para determinacao cegiabacomo:
sacarose, VM/VP, lactose, manitol, indol, citrato, urease, motilidgdesulfidrico, glicose e

nitrato, seguindo técnica descrita por Carter (1988).

Exame Histopatologico

As amostras dos tecidos foram colhidas através de bidpsia@@rérgapos fixacdo em
formol 10% tamponado, encaminhadas ao processamento histologico no drabarat
Patologia Veterinaria do HV da UFPR. O processamento das amostiuiu a inclusdo em

parafina, sec¢do em cortes de 3 a 5 um de espessura e coloracao por heneasmsiira

Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o progr@raphPad Prism versao 5.0
para Windows®, onde foram empregados testes de Regressao Linearokreavéncia,
considerando o nivel de significancia P<0,05.

3. RESULTADOS

As doencas de base dos cdes do grupo controle e com neutr@filoss testdo

apresentadas na tabela 1.
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TABELA 1 — DOENGAS DOS CAES SEM NEUTROFILOS TOXICGSONTROLE)
E COM NEUTROFILOS TOXICOS (GRUPO TOXICO).

Téxico Controle
Diagnostico

n =100 n= 60
Neoplasias 19 14
Piometra 11 4
Fratura 7 2
Hiperadrenocorticismo 7 1
Doenca Periodontal 6 10
Erliquiose 5 2
Gastroenterite 3 4
Cistite bacteriana 3 1
Doencga de disco intervertebral 3 0
Gastrite
Dermatite Alérgica
Pneumonia

Peritonite Séptica
Artrite auto-imune
Pancreatite

Necrose

Diabetes Mellitus
Envenenamento
Trauma Cirdrgico
Luxacdo

Cinomose

Displasia coxo-femoral
Escoriagdo cutanea
Ruptura de Ligamento
Maceracéo fetal
Abscesso
Leishmaniose
Obstrucéo uretral
Atrofia de retina
Hérnia diafragmatica
Corpo estranho
Miiase
Discoespondilite
Pseudociese

Torgédo gastrica
Pénfigo foliaceo
Bronquite

Prolapso Retal
Prolapso de Vagina

o o ~
© 5 oooo Plea e HH"‘HI—\I—‘HHHH'—‘HHNNNNNNI\)I\)OO

Pielonefrite 1
Doenca Renal Crbnica 1
Conjuntivite 1
Descemetocele 1
Fecaloma 1
Otite 0 1

As neoplasias do grupo téxico foram: carcinoma maligno (n=3)¢incena
inflamatorio (n=2); leucemia mieldide crbnica (n=2); carcinonmapks (n=2); neoplasia
indiferenciada (n=2); adenocarcinoma papilifero-cistico (n=1@imema (n=1); linfoma
(n=1); carcinoma de células escamosas (n=1); mastocitoma (neajclusivo (n=2).As
localizagBes destas neoplasias foram: mama (n=9), pele (n=2),antsdel (n=2), prepucio
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(n=1), cérvix (n=1), ovéario (n=1), mandibula (n=1), linfonodos (n=1) e enosv&rgaos
(n=1).

No grupo nao téxico as neoplasias foram: melanoma (n=3); carcsiomkes (n=3);
mastocitoma (n=2); carcinoma maligno (n=2); adenocarcinoma peapitifstico (n=1); tvt
(n=1); adenoma (n=1); tumor misto benigno (n=1). As localizacbessdasnores foram:
mama (n=5), pele (n=4), boca (n=3) e pulméao (n=1).

No grupo toéxico, a quantidade de neutrofilos toxicos variou de 2 a PB% 21,72).
Na tabela 2 est4 apresentado o numero de cédes de acordo contidgadeale neutréfilos
toxicos e o numero de Obitos. Cinco animais do grupo controle evoluitditod(8,33%),

enguanto que no grupo toxico ocorreram 18 obitos (18%).

TABELA 2 — PORCENTAGEM DE NEUTROFILOS TOXICOS E
NUMERO DE OBITOS EM CAES DO GRUPO TOXICO
Prevaléncia de neutrdfilos Numero de

Namero de cées

toxicos Obitos
06 0a5% 0
38 5a 15% 4
21 15 a 30% 2
18 30 a 50% 6
13 50 a 75% 5
03 75 a 100% 1

No gréfico 1 estd apresentada a relacdo entre a quantidadetiddilos toxicos e o

numero de 6bitos.

Sobrevivéncia
1501

1004

% sobrevivéncia
(6]
o
1

C Ll Ll Ll Ll 1
0 20 40 60 80 100

% neutrdfilos toxicos

Gréfico 1 — Relacdo entre a taxa de sobrevivéncia
com a quantidade de neutréfilos téxicos em cées.
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As doencas diagnosticadas nos cées do grupo toxico com 0 a 5% de neutrofilos toxicos
foram: cistite, fratura, doenca de disco intervertebral, neoplais@ia de retina, gastrite e
hiperadrenocorticismo.

Nos cdes com 0 a 15% de neutrdéfilos toxicos, os principais diagrsd$ticam:
neoplasia, pancreatite, fratura, miiase, penumonia, discoespondilite dfépe@rticismo,
piometra, dermatite alérgica, cistite, gastroenterite, digbetegenenamento, abscesso,
doenca periodontal, ruptura de ligamento, erliquiose, obstrucédo uretrafdudagpatela e
dilatagdo géstrica.

Nos cdes com 15 a 30% de neutrdéfilos téxicos as doencas forampdmasitose,
doenca de disco intervertebral, piometra, trauma, dermatitgicalermaceracdo fetal,
peritonite séptica, neoplasia, doenca periodontal, leishmaniose, artrite an®eaminomose.

As doencas dos cdes com 30 a 50% de neutrofilos toxicos foramegéstite, hérnia
diafragmatica, piometra, neoplasia, doenca de disco intervertgieatonite séptica,
piometra, hiperadrenocorticismo, diabetes, pénfigo, doenca periodontas, @mtotimune e
escoriacdes cutaneas.

Nos cdes com 50 a 75% de neutrofilos toxicos os principais diagysdgtram:
necrose, neoplasia, pancreatite, erliquiose, fratura, pneumonia e traumalpsecir

Os cédes com 75 a 100% de neutrofilos toxicos apresentaramiteggsbometra e
neoplasia.

Os parametros hemacias (p=0,0002), hemoglobina (p=0,0051) e hematdcrito
(p=0,0002) foram menoreaos cdes do grupos toxico quanto maior a quantidade de

neutrofilos toxicos (Graficos 2, 3 e 4).

Hemécias Hemoglobina

x108/pL
g/dL

C ) ) ) ) 1 0 ) ) ) ] 1
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
% neutrofilos téxicos % neutrdfilos toxicos
Gréfico 2— Quantidade de heméacias em Gréfico 3 — Quantidade de hemoglobina
relacdo a quantidade de neutrdfilos em relagdo a quantidade de neutrofilos

toxicos em caes toxicos em cées
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Hematécrito

% neutrdfilos téxicos

Grafico 4 - Hematécrito em relagcdo a
quantidade de neutrdéfilos toxicos em caes

O nuamero de neutréfilos bastonetes variou com a quantidade de nesitid@filcos,
aumentando de maneira diretamente proporcional (p=0,0008) (Gréfico 5).

Bastonetes
20000+

150004

100004 it

céls/ pl

% neutrdfilos téxicos

Gréfico 5 — Quantidade de neutrdfilos bastonetes

em relacdo a quantidade de neutrdéfilos toxicos em
cées

Nos parametros proteina plasmatica (p=0,0114) e albumina (p<0,0001) okservou
diminuicdo conforme o0 aumento da quantidade de neutréfilos toxicos (Gréfico 6 e 7).
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Proteina Plasmatica Albumina

g/dL

1 C 1 1 Ll Ll 1
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100

% neutrofilos téxicos % neutrdfilos téxicos
Grafico 6 — Quantidade de proteina Grafico 7 — Quantidade de albumina
plasmatica em relacdo a quantidade de em relacdo a quantidade de
neutrofilos toxicos em caes neutrofilos toxicos em caes

Os valores da uréia foram maiores conforme o aumento na quantelagetdfilos
téxicos (p=0,0036) (Grafico 8).

Uréia

% neutrofilos toxicos

Gréafico 8 — Quantidade de uréia em relacdo a
qguantidade de neutrdéfilos toxicos em caes

N&ao foi verificada relacdo entre a quantidade de neutrofilosogxdcos parametros
leucécitos, neutréfilos segmentados, linfocitos, monaocitos, eosinofilagigites, ALT, FA,
creatinina, glicose, proteina total, globulina e ferro.

Os numeros de alteracdes toxicas analisadas, basofilia, Zacéolie granulacao
citoplasmaticas e corpusculos de Do6hle, nos cédes do grupo toxico famzenalteracao
(n=20), duas (n=32), trés (n=32) e quatro alteracdes tdoxicas concomitantes (n=16).

As frequéncias das alteracbes toxicas nos cées foram: @&% basofilia
citoplasmatica (Figura 1), 54% com corpusculos de Déhle (Figudt®j,com vacuolizacao
citoplasmatica (Figura 3) e 43% com granulacdo toxica. Todas asolizacdes

citoplasmaticas foram visualizadas concomitante ao aumento de basaidlassitatica.



Figura 1 — Neutréfilo bastonete com basofilia diégmatica moderada (seta) e
neutréfilo segmentado sem alteracéo toxica. CofmraRanotico. 100x.

Figura 2 — Neutréfilo com basofilia citoplasmaticederada e um corpusculo de
Dohle. Coloragao: Pandtico. 100x.

25
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Figura 3 — Neutréfilo com basofilia citoplasmatitederada e vacuolizacao téxica
moderada. Coloragéo: Panético. 100x.

As distribuicdes por alteracdo téxica foram: (a) basdfii@plasmatica: 42 leves, 38
moderadas e 15 acentuadas; (b) vacuolizagédo citoplasmatica: 211lévesderadas e seis
acentuadas; (c) granulacdes citoplasmaticas: 24 leves, 15 moderqdaso acentuadas. A
figura 4 exemplifica como foi classificada basofilia citoplasoa em leve, moderada ou
acentuada.

Figura 4 — Neutréfilos bastonetes apresentandofibascitoplasmatica leve (seta
vermelha), moderada (seta azul) e acentuada (sttg.pColoragdo: Pandtico. 100x.
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As doencas associadas a toxicidade acentuada (n=20), independenp® die ti
toxicidade observada, foram: cistite bacteriana, piometra, necexggasia, hemoparasitose,
peritonite séptica, doenca periodontal, hiperadrenocorticismo, fraturauengmia. Quatro
destes animais foram a o6bito (20%). As doencas associadas a mddereidade (n=40)
foram: gastroenterite, gastrite, doenca de disco intervertebral, @stranho, fratura,
piometra, hiperadrenocorticismo, hérnia diafragmatica, neoplasibetds, abscesso infra-
orbitario, peritonite, pancreatite, doenca periodontal, enteritdigpéfolidceo, leishmaniose,
trauma pos-cirurgico, escoriagdes cutaneas e artrite auto-i@one.destes animais foram a
Obito (27,5%). A toxicidade leve (n=40) foi associada com doencas coimaiesE, necrose,
pancreatite, fratura, miiase, pneumonia, discoespondilite, pseudowesdasia, piometra,
dermatite alérgica, maceracao fetal, cistite, gastromterhiperadrenocorticismo,
envenenamento, diabetes, doenca de disco intervertebral, displasiceroaxalf doenca
periodontal, obstrucdo uretral, atrofia de retina, luxacdo de patdddacdo gastrica,
cinomose e ruptura de ligamento cruzado cranial. Trés destes animais foraon(3,5%i).

Morte celular de neutréfilos circulantes foi verificada e@s tanimais (Figura 5),
assim como células gigantes (Figura 6), e neutrofilo com n@tedorma dedonut em
apenas um (Figura 7).

Figura 5 — Neutrdfilo em morte celular (cariorrgxisirculante em cdo com
neutrofilos toxicos. Coloragdo: Panético. 100x
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Figura 6 — Presenca de neutrofilo segmentado (&itair com basofilia
citoplasmatica e corplsculo de Dohle e neutréfilastonete gigante (a esquerda)
com acentuada basofilia citoplasmética. ColoraBamntico. 100x

Figura 7 — Neutréfilo toxico com nicleo em forma denut e basofilia
citoplasmatica moderada. Coloracao: Panético. 100x

Os materiais colhidos para cultura bacteriana dos caes fligando ascitico (n=6),
fragmento uterino (n=4)swab vaginal (n=2), urina (n=2), sangue (n=2\Nab oral (n=2),
abscesso infra-orbitéario (n=Xab de pele (n=1)swab nasal (n=1). Das 21 amostras, houve
crescimento bacteriano em 16. Nao houve crescimento em quatro aamdstrliquido

abdominal uma de sangue. No quadro 1 estéo listadas as bactérias isoladasntesdibenis
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dos cées, a porcentagem de neutrofilos toxicos, a quantidade e o gedierdgdes toxicas

observadas.
% de Grau das
Amostra Céao Bactéria Neutréfilos | AlteracBes téxicas | alteracBes | Evolucéo
Toxicos téxicas
B|V |G| CD
1 Escherichia coli 34 X X Leve viveu
Fragmento | 2 Escherichia coli 10 X Leve viveu
uterino 3 Escherichia cali 77 X | X | X moderada viveu
4 Escherichia cali 8 X moderada viveu
Liquido 5 | Saphylococcus coagulase - 42 X X moderada| Obito
ascitico 6 Enterobacter aerugenes 18 X | x X acentuada|  Obito
Swab 7 Saphylococcus coag_ulase 7 X x Leve viveu
il Pseudomonas aeruginosa _
vagina 8 Saphylococcus coagulase 38 X | X acentuada| Vviveu
Urina 9 Klebsiella pneumoniae 11 X Leve viveu
10 | Saphylococcus coagulase 8 X Leve viveu
11 | Saphylococcus coagulase 16 X | X X moderada viveu
Swab Oral -
12 | Saphylococcus coagulase 14 X acentuada| Vviveu
Abscesso Saphylococcus coagulase viveu
infra- 13 pny! 9 6 X | X | X moderada
o Pseudomonas aeruginosa
orbitario
Swab de 14 Staphylococcus coagulase 37 < | x| x . moderada| VIVeU
pele Klebsiella pneumoniae
Swab nasal 15 Staphylococcus coagulase 68 < | x acentuadal  Vveu
Sangue 16 | Saphylococcus coagulaser 12 X moderada viveu

B — Basofilia; V — Vacuolizagdo; G — Granulagdo; €Qorpusculo de Dohle

Quadro 1 — Bactérias isoladas de diferentes latmisdes relacionadas ao nimero, tipos e gradudedesutrofilos
téxicos e ao prognéstico.

4. DISCUSSAO

O grupo controle deste estudo foi formado por cdes com doencas seeselizadd

grupo testado, porém, sem o aparecimento de neutrofilos toxicos. Estiéadms indicam

que uma mesma doenca pode gerar respostas diferentes em alifienarges. Isto pode

ocorrer por fatores fisiopatoldégicos da doenca de base paraacedal, como: tempo de

instalacdo da doenca, cepa da bactéria, imunidade do paciente, enise Bottanto,

possivelmente, o que determina o aparecimento de neutrofilos toxicoscsdiacisristicas da

doenca para um determinado animal, e ndo para o todo.

Por essa mesma razdo que foram encontradas quantidadestetifele neutréfilos

toxicos em animais com a mesma doenca, assim como altera¢cdes morfalidgieases.
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Foram encontradas quantidades diferentes de neutréfilos toxicasierais com a
mesma doenca, assim como alteracbes morfolégicas diferentesquaihtificacdo de
neutroéfilos, houve correlacdo com os resultados hematoldgicos e bioqug@itms. Nos
animais com maior numero de neutréfilos toxicos, os valores de nlestiddstonetes e de
uréia também foram maiores, entretanto, os valores de hemacnaglbieina, hemataocrito,
proteina plasmatica e albumina foram menores. O numero elevado d&filosutoxicos
indica severidade do processo inflamatorio.

Assim, a anemia de cdes com mais neutréfilos toxicos sasapmmaunciada porque
doencas inflamatorias alteram o metabolismo do ferro, levandondizade doenca cronica
(ou anemia de doenca inflamatéria) (CANCADO e CHIATTONE, 2002).

A diminuicdo da albumina também indica processo inflamatério. Esteeipa €
chamada de proteina de fase aguda negativa, uma vez que ela dumamié inflamacdes
(ECKERSALL, 2008). Porém, durante processos infecciosos espera-$ajgue aumento
das proteinas plasmaticas, causado pelo aumento na concentrgidbutieas (TIZARD,
2009). No presente estudo, houve diminuicdo das proteinas plasmaticas caiantfmina
quantificacdo de neutrdfilos toxicos. Isso pode ter ocorrido por baixagé@odie globulinas
decorrente da liberacdo endogena de glicocorticoides, corroborandoretedo de Aroch et
al. (2005) de que cdes com neutrdéfilos toxicos encontram-se em dstafiresse. Outra
possibilidade € a ocorréncia de perda protéica, causada pela ddenbase, como
hemorragias ou lesdo glomerular, levando a proteinuria.

O aumento do numero de bastonetes ocorre durante inflamagdes, aguatado ha
intensa migracdo de neutréfilos para os tecidos e acelerag@&uttapoiese (SCHULTZE,
2010). Logo, quanto maior a quantidade de neutrofilos toxicos, pior é ogwactamatorio
e maior sera o desvio nuclear de neutrofilos a esquerda.

O aumento da uréia encontrado em cédes com altas quantidades délogtixicos
pode ocorrer como nos casos de azotemia pré-renal. Esta é melafe® com neutrofilos
toxicos e parece ocorrer por desidratacdo ou hipertermia (AROCH et al., 2005).

A alteracéo toxica mais observada neste estudo foi a basiwdfipsasmatica. Segundo
Gossett et al. (1985), a basofilia ocorre primeiro. Alguns cuidaelesm ser tomados quanto
ao tempo de execucdo do esfregaco sanguineo apds a coleta. De cacor@ossett e
Carakostas (1985), basofilia e vacuolizacdo citoplasmaticas podermbservadas em
amostras expostas ao EDTA por um periodo minimo de uma hora. Porteedbzagdo do
esfregaco sanguineo logo apos a coleta é essencial parata egaliacdo morfoldgica dos

neutrofilos.
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Apesar de a literatura citar que os corpusculos de Dohle sagliafites em cées
(GOSSETT et al., 1985), no presente estudo mais de 54% dos animais com neutroéfilos toxicos
apresentaram estes corpusculos. Os corpusculos de Dohle repnegetaa de reticulo
endoplasmatico rugoso dissolvidas (PROKOCIMER e POTASMAN, 20(&#)s#& de serem
relatados com maior freqtiéncia em gatos (SEGEV et al., 2006), pmotener também em
outras espécies como céaes, cavalos e no homem (AL-GWAIZ e BABBY7; LATIMER
et. al, 2003). Segundo Al-Gwaiz e Babay (2007), em seres humanos, drapate destes
corpusculos € um achado sensivel para infeccfes bacterianas.pNgsiviel determinar se
todos o0s animais possuiam componente infeccioso envolvido, uma vez que mio fora
realizadas provas de cultura bacteriana de todos os animais. ésste rqproblema ocorreu
nos casos de granulacdo téxica, pois granulacdo esta relacemadi@ccoes bacterianas
(MUNKER, 2007), principalmente por bactérias gram-negativas (FRANSSON £9@r).

A granulacdo ocorre por retencdo dos granulos azurofilicos ppengue contém uma
variedade de proteinas antibacterianas (KIM et al., 2009; PROKBER M POTASMAN,
2008). No presente estudo, cinco cédes (5/16) apresentaram granulacao etGxame
bacteriologico positivo. Assim, esta alteracdo toxica ndo setrau sensivel para o
diagnostico de infeccdo em cédes. Na mediciglata-se que a granulacdo ocorre em mais da
metade dos pacientes em sepse; porém, que falta espedéfipala@ doencas infecciosas uma
vez que pode ser encontrado em uma variedade de condicOes reativadeoéosas
(KROFT, 2002).

A vacuolizacao citoplasmatica possui ocorréncia mais baixa dosquétras alteracdes
toxicas e acredita-se que seu aparecimento esteja ligdloeracéo intracelular de enzimas
autoliticas (LATIMER et al., 2003). Normalmente, a vacuolizacd® @&ssociada a basofilia
citoplasmatica (WEISS, 2006). Concordando com a literatura, no pressinido, todas as
vacuolizagfes foram vistas associadas as basofilias. Noshsenesios, a vacuolizacdo é a
alteracao toxica mais Util para o diagnéstico de sepse, conifiespede acima de 90% (LIU
et al., 1984). Em algumas situacdes, esta alteracdo morfolégicanecdéder suspeita clinica
de infeccdo bacteriana grave (KROFT, 2002). No presente estud@cefai tdo especifica
uma vez que apenas sete caes (7/16) com diagndstico bacteriolddiicm ppsesentavam
esta alteracdo. Assim, para cdes, mais estudos deveriaraaBeados para avaliar essa
relacéo entre vacuolizacéo e sepse como ha na medicina.

E importante lembrar que contadores automaticos ndo detectarac@és
morfolégicas nas células, tornando-se imprescindivel a avaliacdofregage® sanguineo
(ALLISON e MEINKOTH, 2007). Apesar de ser uma importante agab, a
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reprodutibilidade da deteccdo de neutrdfilos toxicos é baixa, pois depengrldade da
coloracao e da habilidade do observador (SEEBACH et al., 1997).
Neste estudo verificou-se que os neutrofilos toxicos estdo assoeiatfmencas de causas
inflamatodrias, neoplasicas, degenerativas, traumaticas, hormonaisstéaiérgicas e auto-
imunes. O aparecimento de neutrofilos toxicos circulantes € frexgeocorre em situagdes
onde ha aceleracdo da neutropoese (STOCKHAM et al., 2003). Apegauitds autores
correlacionarem o0 aparecimento de neutrofilos toxicos com infecddscterianas
(SCHULTZE, 2010; LATIMER et al., 2003; LATIMER e RAKICH, 1989), adita-se que
outras doencgas possam levar as alteracdes morfologicas efilosu{KIM et al., 2009;
WEISS, 2006; GOSSETT et al., 1985; MALCOLM et al., 1979; ITOGA e LASZLO, 1962).
No presente estudo verificou-se que outros tumores, além dos man&wrioapazes
de favorecer o aparecimento de alteracbes toxicas nos neutrofideditA-se que, mais
importante do que a localizagao do tumor, seja: o tipo de tumor,amt@ndele, a presenca
de ulceracgédo e infeccdo secundéria. Estes fatores podem dsteglatdonados com resposta
celular de maior amplitude por inflamacéo local. Aroch et al. (20iB&)am diagnosticos
semelhantes aos encontrados no presente estudo como causadores dmeaparee
neutréfilos toxicos circulantes em cées, como tumores mamarios.

Vérias bactérias podem estar envolvidas no aparecimento destaacCas
morfologicas. Foram isoladas bactérias gram positivas e wagald Saphylococcus foi a
bactéria encontrada com maior freqiéncia, sendo que oito eram eeagatfmtiva e duas
coagulase positiva. Segundo Quinn et al. (2004)Saghyloccus coagulase negativaS(
epidermidis e S. saprophyticus) s&o comensais e estdo presente no ar, causando infecgoes
oportunistas em humanos e animais, apesar de serem considerados n&icpatogs
bactériasSaphylococcus coagulase positivoS( aureus, S intermedius e S hyicus) sdo
patogénicas, uma vez que existe boa correlagéo entre o teste de coagulésgeniaigade.

Dos bacilos gram negativos isoladosEsherichia coli foi encontrada com maior
freqiéncia e esteve presente em infeccbes uterinas. O mesmetafado por Fransson e
Ragle (2003). Coggan (2005) descreveu que além.abhi ser a principal bactéria isolada,
outras comoKlebsiella pneumoniae, Citrobacter diversus, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella, Proteus mirabilis, Morganella morgani e Saphylococcus sp podem ser
encontradas no Utero de cadelas com piometra. No presente estrodad quatro
fragmentos uterinos cultivados, dawabs vaginais de cadelas com secrecdo purulenta
apresentaram crescimento®aphylococcus sp ePseudomonas aeruginosa, ambas citadas na
literatura (COGGAN, 2005)
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Pseudomonas aeruginosa foi também isolada de abscesso infra orbitario. Esta bactéria
pode ser encontrada na pele, em membranas mucosas e fezes de @WwidN et al.,
2004).

Klebsiella pneumoniae e Enterobacter aerugenes sdo bactérias da familia
Enterobacteriaceae que estdo no solo, agua, plantas e no intestino de animais e humanos
(QUINN et al., 2004). No presente estu#ldebsiella pneumoniae foi isolada de um animal
com cistite e outro com pneumonia, enquanto Eoterobacter aerugenes foi isolada no
liquido ascitico de um cédo com ruptura de intestino. Em caes, estégdsaestdo presentes
em casos de piometra, cistite, prostatite, pneumonia, meningal@ecefnterite, mastite,
septicemia, abscesso hepatico e otite (SONGER e POST, 2005).

A quantificacdo de neutréfilos toxicos, pouco realizada na rotina aiva na
veterinaria, parece ser uma importante ferramenta parac@amlie prognéstico (AROCH et
al., 2005). O presente estudo demonstrou que h& diminuicdo na taxa de scoju@vitasdo
encontradas quantidades superiores a 20% de neutrofilos toxicoantesulCom 70% de
neutrofilos toxicos, as chances de sobrevivéncia de um cdo saonendéos0% e com 90%
de neutrdfilos toxicos as chances sao de 10%. Esses sao dados impootapiegpodem ser
adotados na rotina clinica e cirargica de centros veterinarioshAat al. (2005) ainda citam
gue quantidades elevadas de neutrofilos toxicos estdo correlaciaaalanaior tempo de
hospitalizacdo e custo elevado no tratamento. Alta porcentagem défilosutioxicos
também foi relacionada com piores sinais clinicos e maiceaegbes na temperatura retal
(GOSSETT et al., 1985).

O aparecimento de neutrdfilos toxicos na circulacao parece ser rapido. Um astudo fe
por Gossett et al. (1985) demonstrou, apoés injecdo intramuscular deit@psntcaes, que
em oito horas houve o aparecimento de neutréfilos basofilicos e vadosliaa circulacéo
sanguinea. Com 16 horas da aplicacdo, o niumero de neutrofilos toxicas atipgo,
mantendo-se por dois dias até atingir niveis de controle no sétin@otiecomitantemente, 0s
autores realizaram avaliagdo da medula 0ssea dos cadgavamn que em oito horas da
aplicacdo, havia minimo aumento na producdo de neutréfilos na medekar ago
aparecimento de neutroéfilos toxicos na circulagdo. Isto talvez supoenvolvimento de
degeneragdo celular. Em 1977, Bibi et al. demonstraram que neutréfilogst podem
apresentam alteracdo nas membranas celulares. Mais estudos skveealizados para
esclarecer o comportamento medular, cinética dos neutréfilos evgissalteracdes na

membrana dos neutréfilos circulantes.
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5. CONCLUSAO

Doencas de varias causas podem levar ao aparecimento de neutroéfilos toxiédes,em
como: inflamatodrias, infecciosas, hormonais, traumaticas, degjgasraneoplasicas, auto-
imunes, alérgicas e toxicas. Nas doencas infecciosas, bacias @Gegativos e
Saphylococcus sp normalmente sdo os agentes. As doencas podem gerar tiposedifdeent
alteracbes morfoldgicas e em quantidades variaveis. A qeagéb dos neutrofilos toxicos
tem valor importante na caracterizacdo de severidade decaéieranematoldgicas e
bioquimicas e na taxa de mortalidade, uma vez que quantidades suparidp8s de

neutroéfilos toxicos estiveram relacionadas com diminuicdo na taxa de sobrevidanths.a
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CAPITULO Il

ALTERACOES HEMATOLOGICAS E BIOQUIMICAS EM CAES COM
NEUTROFILOS TOXICOS

HEMATOLOGIC AND BIOCHEMICAL ALTERATIONS IN DOGS WITH TOXIC
NEUTROPHILS

RESUMO

A presenca de alteracOes toxicas em neutrofilos € indicatiacaleracdo da neutropoiese e
esta associada a severos processos inflamatérios e bacteDiarimetivo do presente estudo
foi avaliar a prevaléncia de alteracdes hematologicas e bimgisimm cdes com neutrofilos
toxicos. Parametros de 100 cdes com neutréfilos téxicos foram amopaaos de 60 cées
saudaveis e 60 cades doentes sem neutrofilos toxicos. Foi rediigatimrama e provas
bioquimicas (ALT, FA, uréia, creatinina, alboumina, globulina, proteite, tglicose e ferro)
de todos os animais. Os cdes com neutrofilos toxicos apresentaramicio de eritrocitos,
hemoglobina, hematdcrito, eosindfilos, linfocitos, albumina e ferro quandpatados aos
outros grupos; aumento de leucocitos totais, neutréfilos segmentados, teastmoadcitos,
FA, uréia e glicose; e VGM, CHGM, plaquetas, ALT, creatinina,gbnat total e globulina
igual aos outros grupos. Ainda, comparando aos valores de referéndiegwse que caes
com neutrofilos toxicos podem ter resultados laboratoriais dentnordzalidade. Conclui-se
que a verificacdo da quantidade de células no hemograma naciénteippara o diagnostico
de processos inflamatérios graves, necessitando a verificacdcestEnga de neutrofilos
toxicos e, ainda, que caes com neutrofilos toxicos apresentamliaic@stes laboratoriais do
gue caes doentes sem neutroéfilos toxicos circulantes.

PALAVRAS-CHAVE: basofilia, vacuolizac¢éo, corpusculos de Déhle, granalaca
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ABSTRACT

The presence of toxic changes in neutrophils is indicative of neutsgpsiacceleration and
has been associated with severe inflamatory processes aedabanfections. The aim of
this study was to evaluate the prevalence of hematological antemaral changes in dogs
with toxic neutrophils. Parameters of 100 dogs with toxic neutrophile w@mpared to 60
healthy dogs and 60 sick dogs without toxic neutrophils. Blood count wasmed and
biochemical tests (ALT, ALP, BUN, creatinine, albumin, globulin, ltptatein, glucose and
iron) of all animals. The dogs with toxic neutrophils have decreagghlrocyte, hemoglobin,
globular volume, eosinophils, lymphocytes, albumin and iron when compared tthére
groups; an increase of total leukocytes, segmented neutrophils, benanceglocytes, ALP,
BUN and glucose; and VGM, CHGM, platelets, ALT, creatinina, tptatein and globulin
equal to other groups. Also, comparing with reference values, itouas that dogs can have
toxic neutrophils within normal laboratory results. It was concluded thafetiifecation of the
amount of cells in blood cell count is not sufficient for the diagnofsgerious inflammatory
processes, requiring verification of the presence of toxic oyhits, and also that these dogs
showed more abnormalities than patients without toxic neutrophils circulating.

KEY-WORDS: basophilia, vacuolization, Dohle bodies, granulation
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1. INTRODUCAO

O estimulo a medula 0ssea por processos inflamatérios induz a papitlegdo de
neutrofilos para suprir a demanda tecidual. Nesse processo saoldibeara a circulacédo
células jovens, as quais contém maior quantidade de organelas citbpsopde as células
maduras(WEISER, 2007). A presenca deste maior nimero de organelas dnaadas
morfologicas nos neutrofilos e pode ser visualizada durante a @ealig esfregaco
sanglineo, sendo denominadas de “altera¢des toxicas” ou “neutrofilosstod toxicidade
em neutrofilos pode preceder alteragdo do numero de neutrofilos padecienento de
bastonetes (GOSSETT et al., 1985), podendo ser utilizada como senksads adicional
para caracterizacdo do progndstico e diagnostico em cdes (AROCH et al., 2005).

As alteragBes toxicas que podem ser encontradas nos neutléfinamiferos séo:
basofilia citoplasmatica, decorrente de maior nimero de ribossemlserva-se citoplasma
claro, homogéneo e azul-roxeado nos neutrofilos (WEISER, 2007); vacdoliza
citoplasmatica, decorrente de toxicidade sistémica severa lédbatacao intracelular de
enzimas autoliticas (LATIMER, 2003); corpusculos de Doéhle, agregadosetdwmilo
endoplasmatico, visualizados como precipitados azul-acizentados e mngicacesso
inflamatorio sistémico (WALKER, 2009); granulacdo téxica repriesess granulos de
mucopolissacarideos retidos que normalmente se perdem na matwagé&uttofilos e se
apresentam como granulos dispersos, pequenos e de coloragdo vermedno-rosa
(SCHULTZE, 2010); nucleo em forma de anel, principal alteracddeaudipicamente
relacionada a sepse (WALKER, 2009); e os neutrdfilos gigantemrdetes de divisbes
mitéticas anormais durante o desenvolvimento das células precud®raseutrofilos
(AROCH et al, 2005).

A presenca destas alteracdes toxicas nos neutréfilos destaemais associada com
inflamacdes de caréater sistémico do que localizado e esta ntenstate relacionada a
presenca de infeccdes bacterianas, bacteremia, abscesspscemia (MARCHEVSKY e
READ, 1999; SCHULTZE, 2010); severos processos inflamatorios (LARM RAKICH,
1989) e toxicidade as drogas (GOSSETT e MacWILLIAMS, 1982; GIEGERI., 2000;
SCHULTZE, 2010).

Segundo estudo restrospectivo realizado por Aroch et al. (2005) emcades
neutroéfilos toxicos tendem a apresentar parametros hematoldgaiesalterados que caes

caes doentes sem neutrdfilos toxicos. Porém, o estudo nao retatesedes doentes sem
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neutrofilos toxicos possuiam alteracdo em quantidade de leucécaaymf@mando assim a
presenca de quadro inflamatorio ou infeccioso.

Este estudo prospectivo tem como objetivo verificar se cdes condfilesittoxicos
possuem maior prevaléncia de alteracdes hematoldgicas e himapuiio que cdes doentes

com leucograma inflamatdrio, porém, sem neutréfilos toxicos.

2. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado no Laboratorio de Patologia CWeitainaria da
Universidade Federal do Parana (UFPR). Foram inclusos céeslake as idades, sexos e
racas atendidos na rotina clinico-cirdrgica do Hospital Vetdoirda UFPR. O estudo foi

aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFPR (certificado em anexo).

Critérios de Incluséo
Foram inclusos animais da espécie canina, independente da idaderagxoOs caes
foram divididos em trés grupos:

e Grupo 1 (G1l) — caes clinicamente sadios e com exames hemaislogic
bioguimicos normais (n=60, 40 fémeas e 20 machos), encaminhados ao HV da
UFPR para realizacéo de procedimentos eletivos, como
ovariossalpingohisterectomia e orquiectomia;

e Grupo 2 (G2) — céaes clinicamente doentes, com alteracbes na quardelade
leucdcitos totais e na contagem diferencial, porém sem néagrtifkicos (n=60, 35
fémeas e 25 machos);

e Grupo 3 (G3) — céaes clinicamente doentes, com alteracbes na quard@ade
leucdcitos totais, na contagem diferencial e com neutréfilos a®xjn=100, 58
fémeas e 42 machos).

Nos grupos 2 e 3, o diagndstico final foi obtido pelo médico veterin&jpmmeavel
pelo exame clinico e exames auxiliares (ultra-som, raio-x@mex microbiolégico,
histopatoldgico, sorologia, citologia de medula 6ssea, entre outros),mmendaslinico julgou

necessario.

Exames Laboratoriais
As amostras de sangue para realizacdo do hemograma follsidas em tubos a

vacuo com &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) por puncdo de eédica ou jugular.
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As amostras foram analisadas dentro de 30 minutos apés coletautbragdo de analisador
automatico (BC-2800, Mindray®, Nanshan, China), calibrado para sangueede @$
parametros hematoldgicos avaliados foram: contagem de hemaciasntiagéce de
hemoglobina, hematocrito, volume globular médio (VGM), concentracdo deghahima
globular média (CHGM), grau de distribuicdo de células verm¢RiagV), leucacitos totais,
contagem de plaquetas, volume médio de plaquetas (MPV), grau deudjidtide plaquetas
(PDW) e o plaquetécrito (PCT). O hematécrito foi confirmado por ifegacdo do sangue
total em tubo capilar durante cinco minutos em microcentrifuga aQ.ipd@. A proteina
plasmatica total foi determinada por refratometria. As extenséeguineas foram coradas
com Pandtico® para avaliacbes dos eritrocitos e plaquetas, condifgeemcial e analises
morfologicas dos leucécitos (100 células) em microscopia oOtica. I&la®gramas com
valores de leucdcitos totais superiores a 25.000/uL e 35.000 /uL, fosdiadas 200 e 300
células, respectivamente, obtendo-se o valor médio. Os resultadosndgrdmma foram
comparados a valores de referéncia citados em literatura por RIA2Z(281D).

Os neutrdfilos toxicos foram avaliados nos esfregacos sanguinea®scoF@ram
avaliadas as seguintes alteracbes morfologicas: basofileyolizacdo e granulacao
citoplasmaticas, presenca de corpusculos de Doéhle, células gjgaatdeo em forma de
rosca e estagios da morte celular (picnose, cariorréxis).

Para realizacdo dos exames bioquimicos, as amostras de samaguecdlhidas em
tubos a vacuo sem anticoagulante e o soro foi obtido por centrifugagidedbrminutos a
4.500 rpm. Os exames foram realizados por espectrofotometria aatmaa(BS-200,
Mindray®, Nanshan, China). Foram mensurados o0s seguintes paramdaosa a
aminotransferase (ALT — método cinético UV), fosfatase al@afFA — método cinético
colorimétrico), albumina (método verde Bromocresol), uréia (métodareimse GLDH),
creatinina (método do Jaffé), proteina total (método de Biureto), Iglab(diferenca da
proteina total e albumina), glicose (método colorimétrico enzio)ate ferro sérico
(colorimétrico, utilizando Ferene). Os resultados obtidos nas provas rhiogsli foram

comparados a valores de referéncia citados por KANEKO et al. (2008).

Analise Estatistica
A analise estatistica foi realizada no softw&@ephPad Prism versdo 5.0 para

Windows®, com os testes ANOVA e Tukey, considerando o nivel de significancia P<0,05.
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3. RESULTADOS

A idade dos animais variou de dois meses a 11 anos no G1 (2,25 + 2,24lamuss$,
meses a 15 anos no G2 (9 £ 4,23 anos); e de dois meses a 18 anos nA@3 @has). As
idades dos animais dos grupos G2 e G3 foram diferentes das ida@esnamis do grupo G1
(Gréafico 9).

Idade

anos

Grupos

Gréfico 9 — Comparacdo entre as
idades dos cées dos grupos 1, 2 e 3
(***P<0,001 com relagcdo ao Gl).
NOTA: G1 — cées sadios; G2 — cées
doentes sem neutrdfilos téxicos; G3 —
caes doentes com neutrofilos téxicos

Na tabela 3 estdo apresentadas as médias e 0s desvios padr&alodes

hematoldgicos dos caes dos grupos G1, G2 e G3.
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TABELA 3 — MEDIAS E DESVIOS PADRAO DOS PARAMETROSEMATOLOGICOS DOS CAES
DOS GRUPOS G1, G2 E G3

Grupo 1 (G1) Grupo 2 (G2) Grupo 3 (G3)
Hemaécias (x10uL) 6,79 +0,82 6,34+ 1,33 5,87 + 1,64
Hemoglobina (g/dL) 16,79 + 2,50 15,45 + 3,83 14,25 + 4,4%
Hematécrito (%) 48,7 + 6,44 45+9,93 42 +12
RDW (%) 15,03 + 0,58 15,2 +2,16 15,3 + 3,05
VGM 72 +6,10 70,78 + 5,83 71,9 + 8,94
CHGM 34,48+ 2,76 34,44 + 2,61 33,86 + 27,29
Leucdécitos Totais (/pL) 12.076,67 + 2.819°57  19.400 + 11.98% 16.750 + 21.527,94
Segmentados (/uL) 7.949,38 + 2.669,23 15.317 + 9.863,47 12.060 + 15.256,03
Bastonetes (/uL) 2,52+ 19,29 390,5+1.175,3 2.094,5 +5.616,61
Linfécitos (/uL) 2.600,4 + 1.344,57 1.581 + 1.643,6% 1.291,5 + 1.340,97
Mondcitos (/uL) 634,37 + 438,39 1.090,5 + 1.200,3% 1.235,5 + 2.762,49
Eosindfilos (/uL) 882,15 + 795,f4 395 + 807,01 2465 + 778,89
Plaquetas (/uL) 295.859,65 + 75.678,7 340.500 + 172.171,09 318.000 + 201.538,5%
MPV (fL) 8,9 +0,87 8,5+1,06 9,2+1,3"
PDW 15,75 + 0,31 15,8 + 0,46" 15,9 + 0,49
PCT (%) 0,25 + 0,08 0,29 +0,13 0,27 +0,16"

G1 = cées sadios; G2 = cdaes clinicamente doentesatteracdo em quantidade de células no leucograma;
G3 = cées clinicamente doentes com alteracao emtidade e qualidade (neutréfilos tdéxicos) de célula
no leucograma; RDW = grau de distribuicdo das aéluermelhas; VGM = Volume Globular Médio;
CHGM = Concentracdo de Hemoglobina Globular MéM&V = Volume Médio de Plaquetas; PDE =
grau de distribuicdo de plaquetas; PCT = plaquigddcr

Houve diferenca estatistica nos parametros hemacias, hemagkmbiematdcrito entre os
grupos, conforme apresentado nos gréficos 10, 11 e 12, respectivansateliférenca ndo foi

verificada nos parametros VGM, CHGM e RDW.
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Gréfico 30 — NUmero de heméacias dos
cdes dos grupos 1, 2 e 3 (*P<0,05 e
*»**P<0,001). NOTA: Gl - cées
sadios; G2 - cdes doentes sem
neutréfilos téxicos; G3 — cdes doentes
com neutroéfilos téxicos
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Grafico 41 - Concentracdo de
hemoglobina dos cées dos grupos 1, 2
e 3 (*P<0,05 e ***P<0,001). NOTA:
G1 — cées sadios; G2 — caes doentes
sem neutréfilos toxicos; G3 — cdes
doentes com neutréfilos téxicos
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Gréfico 52 — Hematécrito dos cées dos

grupos 1, 2 e 3 (*P<0,05 e
***P<0,001). NOTA: Gl - cées
sadios; G2 - cdes doentes sem

neutréfilos téxicos; G3 — cdes doentes
com neutroéfilos toéxicos

No leucograma observou-se diferenca estatistica entrepasgrara 0s parametros leucacitos

totais (Grafico 13) e neutrdfilos segmentados (Grafico 14).
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Gréfico 63 — Numero de leucdcitos totais
dos caes dos grupos 1, 2 e 3 (*P<0,05 e
***P<0,001). NOTA: G1 — caes sadios;
G2 - cdes doentes sem neutréfilos
toxicos; G3 — cdes doentes com
neutréfilos téxicos
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Gréafico 74 — Numero de neutréfilos
segmentados dos cées dos grupos 1, 2 e
3 (*P<0,005 e ***P<0,001). NOTA:

G1 - caes sadios; G2 — caes doentes
sem neutréfilos téxicos; G3 — cées
doentes com neutréfilos téxicos
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Os parametros bastonete e mondcitos apresentaram aumento sigmifica G3

Bastonetes
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Grafico 85 — Numero de neutréfilos
bastonetes dos cdes dos grupos 1, 2 e 3
(***P<0,001). NOTA: G1 - caes
sadios; G2 - caes doentes sem
neutréfilos téxicos; G3 — caes doentes
com neutréfilos toxicos

apresentaram diminuicdo também no G3 (Graficos 17 e 18).
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Grafico 96 — NUumero de linfocitos dos
cées dos grupos 1, 2 e 3 (**P<0,001).
NOTA: G1 — céaes sadios; G2 — caes
doentes sem neutrdfilos téxicos; G3 —
caes doentes com neutréfilos téxicos

guando comparados aos demais grupos (Graficos 15 e 16). Linfocitosinéfiless
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Gréfico 107 — Numero de mondécitos dos Gréafico 1811 — NUmero de eosindfilos
cdes dos grupos 1, 2 e 3 (**P<0,001). dos cdes dos grupos 1, 2 e 3
NOTA: G1 — cées sadios; G2 — cées doentes (**P<0,005). NOTA: G1 — cées sadios;
sem neutréfilos téxicos; G3 — cdes doentes G2 - caes doentes sem neutréfilos
com neutroéfilos téxicos toxicos; G3 — cdes doentes com

neutréfilos téxicos

Os metamielécitos e mieléticos foram observados nos hemogramededodo grupo
3, com valores médios de 0 + 2.304,84 /uL e de 0 £ 676,29 /uL, respectivamente.

A contagem de plaquetas apresentou aumento apenas no G2 quando conggarado a
demais grupos (Grafico 19).
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Gréfico 19 — Numero de plaquetas dos caes
dos grupos 1, 2 e 3 (**P<0,005). NOTA:
G1 — caes sadios; G2 — cdes doentes sem
neutroéfilos toxicos; G3 — cades doentes com
neutroéfilos toxicos

Os indices relacionados a contagem plaquetaria, MPV, PDW eapf@$entaram
diferenca entre os grupos. O MPYV diferiu entre G2 e G3 (Grafizao2PDW entre G1 e G3
(Grafico 21), e o PCT entre G1 e G2 (Grafico 22).



49

MPV PDW
101 l 201
8 R
m A
6 e o
o e P
- R R
N SR S
e o
2 m """
o & ) o &
Grupos Grupos
Gréfico 2012 — MPV dos cades dos Gréafico 131 — PDW dos cades dos
grupos 1, 2 e 3 (**P<0,005). NOTA: grupos 1, 2 e 3 (*P<0,05). NOTA: G1
G1 - cées sadios; G2 — caes doentes — caes sadios; G2 — caes doentes sem
sem neutréfilos téoxicos; G3 — cées neutréfilos téxicos; G3 — caes doentes
doentes com neutrdfilos téxicos com neutréfilos téxicos
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Gréafico 142 — PCT dos caes dos
grupos 1, 2 e 3 (*P<0,05). NOTA: G1

— caes sadios; G2 — caes doentes sem
neutréfilos téxicos; G3 — caes doentes
com neutroéfilos téxicos

O valor de proteina plasmatica médio do G1 foi de 7,0 £ 1,12 g/dL, do G3 de
1,20 g/dL e do G3 de 6,90 + 0,62 g/dL, ndo havendo diferenca estatistica entre os grupos.

Na tabela 4 encontram-se as médias e 0s desvios padrdo dosrparéingtiimicos
dos cées dos grupos 1, 2 e 3.
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TABELA 4 — MEDIAS E DESVIOS PADRAO DOS PARAMETROSIBQUIMICOS DOS CAES
DOS GRUPOS 1, 2 E 3.

Grupo 1 (G1) Grupo 2 (G2) Grupo 3 (G3)
ALT (UI/L) 39,42 +0,26° 44 +187,28 37,10 + 169.86°
FA (UI/L) 59,76 + 31,48 94,3+ 174,67 126 + 879,28
Creatinina (mg/dL) 0,80 + 0,76 0,9 2,27 0,8 2,47
Uréia (mg/dL) 36,33+ 11,95 40 + 127,88 42 + 84,10
Proteina Total (g/dL) 6,53 +0,81 6,45 + 1,65 6,3+5,78
Albumina (g/dL) 3,48 +0,28 3,2+047 3,1+2.27
Globulina (g/dL) 3,04 +0,82 34+x14 3,2+2,73
Glicose (mg/dL) 99,64 + 24,58 103 + 33,13" 110 + 139,43
Ferro (ug/dL) 204,27 + 75,38 154 + 108,31 122,75 + 92,64

G1 = cées sadios; G2 = cées clinicamente doertemeaalteracdo em quantidade de células no leucagram
G3 = caes clinicamente doentes e com alteracdousmtidade de células no leucograma e presenca de
neutréfilos téxicos; ALT = Alanina aminotransferab@ = Fosfatase Alcalina

Houve diferenca estatistica nos valores da ALT entre os grup@s (Geafico 23) e

nos valores da FA entre os grupos 1 e 3 (Gréfico 24).
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Gréfico 153 — ALT dos cées dos Gréafico 164 — FA dos cées dos grupos
grupos 1, 2 e 3 (*P<0,05). NOTA: G1 1, 2 e 3 (*P<0,05). NOTA: G1 — cées
— caes sadios; G2 — caes doentes sem sadios; G2 - cades doentes sem
neutréfilos téxicos; G3 — caes doentes neutrofilos toxicos; G3 — caes doentes
com neutroéfilos téxicos com neutréfilos téxicos

N&o houve diferenca para a creatinina entre os grupos (Grafico 25), porénowsefic

diferenca para a uréia nos grupos 2 e 3 (Grafico 26).
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Gréfico 175 — Creatinina dos caes dos
grupos 1, 2 e 3. NOTA: G1 - céaes
sadios; G2 - cdes doentes sem
neutréfilos téxicos; G3 — cdes doentes
com neutroéfilos téxicos
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Gréfico 186 — Uréia dos caes dos grupos
1, 2 e 3 (*P<0,05). NOTA: G1 — caes

sadios; G2 - cades doentes sem
neutréfilos téxicos; G3 — caes doentes
com neutréfilos téxicos

Nos parametros proteinas totais e globulina ndo foram verifidédasncas entre os

grupos. Nos valores da albumina houve diminuicdo nos grupos 2 e 3 (Graficoo2ve H

aumento da glicose sérica apenas no G3 (Grafico 28).
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Gréfico 197 — Albumina dos caes dos
grupos 1, 2 e 3 (***P<0,001). NOTA:
G1 - cédes sadios; G2 — caes doentes
sem neutréfilos toxicos; G3 — caes
doentes com neutrdfilos téxicos
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Grafico 2820 - Glicose dos caes dos
grupos 1, 2 e 3 (*P<0,05). NOTA: G1

— caes sadios; G2 — caes doentes sem
neutrofilos toxicos; G3 — caes doentes
com neutréfilos téxicos

Houve diferenca no ferro sérico entre os grupos 1 e 3, e entre 2 e 3 (Grafico 29).
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Gréfico 2921 - Ferro sérico dos cdes dos
grupos 1, 2 e 3 (**P<0,001). NOTA:
G1 - caes sadios; G2 — cdes doentes
sem neutréfilos téxicos; G3 — caes
doentes com neutrdfilos téxicos

Com base nesses resultados foram estabelecidas as pregalé@asi alteracdes
hematoldgicas e bioquimicas mais comuns dos cdes com neutroklogst§G3). Nos
quadros 2 e 3 estdo apresentadas a prevaléncia de diminuicdo, aumentmalidade dos

parametros hematoldgicos e bioquimicos dos céaes do G2 e G3.

Diminuicéo Normalidade Aumento
Parametros % % %

G2 G3 G2 G3 G2 G3
Heméacias 26,67 45 71,67 52 1,67 3
Hemoglobina 18,33 29 61,67 53 20 17
Hematécrito 21,67 34 68,33 57 10 9
VGM 3,33 04 85 73 11,67 23
CHGM 11,67 25 66,67 56 21,67 19
Leucécitos Totais 13,33 04 25 47 61,67 49
Neutréfilos Segmentados 10 03 30 44 60 58
Neutréfilos Bastonetes 0 0 38,38 11 61,67 89
Linfocitos 23,33 34 65 63 11,67 03
Mondcitos 0 0 63,33 55 36,67 45
Eosinodfilos 33,33 42 46,67 54 20 04
Proteina Plasmatica 11,67 13 70 75 18,83 12
Plaguetas 21,67 24 70 58 8,33 18

Quadro 2 - Porcentagem de caes sem neutréfilosa®xiG2) e com neutréfilos tdéxicos (G3) que
apresentam diminuicdo, aumento ou normalidade adsmetros hematolégicos



53

Diminuic&o Normalidade Aumento
Parametros % % %
G2 G3 G2 G3 G2 G3
Albumina 13,33 16 53,33 58 33,33 26
Globulina 26,67 25 58,33 62 15 13
Proteina Total 15 20 60 58 25 22
Creatinina 5 11 80 76 15 13
Uréia 6,67 7 68,33 67 25 26
ALT 10 22 71,67 54 18,33 24
FA 0 0 81,67 56 18,33 44
Glicose 8,33 12 56,67 42 35 46
Ferro 3,33 26 58,33 69 38,33 5

Quadro 3 - Porcentagem de caes sem neutréfilosa®xXiG2) e com neutréfilos toxicos (G3) que
apresentam diminuigdo, aumento ou normalidade adsetros bioquimicos

4. DISCUSSAO

A idade média dos caes do G1 foi inferior que a dos demais grupos, pogoueo
G1 foi constituido por animais mais jovens em que foram realizadosdorentos eletivos
como orquiectomia e ovariosalpingohisterecomia. Nao foi encontrad@mngiferentre as
idades de caes doentes sem neutrofilos toxicos (G2) e com nesttdfiicos (G3)conforme
observado por Aroch et al. (2005). Nao ha prevaléncia de idade para oraparecie
neutrofilos téxicos, uma vez que tanto doencas de animais jovens (cetnoegterites)
quanto de animais idosos (como neoplasias) podem levar a alteracao toxica entoseutrofi

A diminuicdo dos parametros, eritrocitos, hemoglobina e hematocritpadbisntes
com neutrofilos toxicos, associada aos valores iguais de VGAGMC e RDW quando
comparados ao grupo controle, podem ser indicativos de tendéncia dos c&Ss ao
desenvolverem anemia de carater ndo regenerativo. As anendasrdga cronica, segundo
Weiss (2000), sdo normociticas e normocromicas, discretas a maderediauns em casos
de infeccbes ou inflamacdes crénicas e neoplasias. Esta anami@ por trés principais
mecanismos: diminuicdo na meia-vida das hemacias, resposta meddieguada frente a
anemia e disturbio no metabolismo do ferro (MEANS e KRANTZ, 1992).

Neste estudo, observou-se que os cdes sem neutrofilos toxicosd@a)neutrofilos
toxicos (G3) apresentaram valores de eritrocitos, hemoglobina etdwito diminuidos
quando comparados aos cdes controles (G1) e que esta diminuicdo cammitvém tnos
valores do ferro sérico. Portanto, cdes doentes tendem a anemianga dd@ica por
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alteracdo no metabolismo do ferro promovida pela doenca de baseerieacta a anemia
foi observada com maior amplitude nos cédes com neutrofilos toxicos.

O ferro € um dos micronutrientes mais estudados, desempenhando important
funcdes no metabolismo, tais como transporte e armazenamento de apxigégdes de
liberagdo de energia na cadeia de transporte de elétrons, cordensiose e desoxirribose,
co-fator de algumas reacfes enzimaticas e iniUmeras oudiEEesemetabolicas essenciais.
Apesar de instavel, a avaliacdo do ferro sérico também pode &y wiilizada. A
concentracdo do ferro sérico é alterada na presenca de proadescfsos, podendo
diminuir em poucas horas apos o desencadeamento de uma infec¢ao ¢C&QK92). Isso
ocorre porque durante inflamagdes ou infeccdes, ha disturbio na agatlido ferro, o qual
se mantém sob a forma de depdsito. Este bloqueio deve-se ao aumentbesia dd
lactoferrina, promovido pela interleucina-1 (IL-1), proteina que singla@a a sintese de
transferrina, secretada pelos neutréfilos. A lactoferrina possar afinidade pelo ferro, ndo
transfere o ferro as células eritropoéticas e é retida r@pia@amente pelos macrofagos
(CANCADO e CHIATTONE, 2002). Desta maneira, instala-se emaa de doenca cronica.
Neste estudo, sugere-se que esta seja a principal anemiardas a&om neutrofilos toxicos,
porque as concentracdes de ferro encontraram-se diminuidas no G3 quapdmdamaos
grupos controle (G1) e doentes sem neutrofilos toxicos (G2).

Apesar do G2 ter sido composto por cdes com alteracdo em quangdaélalds no
hemograma, verificou-se que mesmo assim os cdes do G3 apreseaisnalteracoes
hematoldgicas, uma vez que apresentaram leucocitose de maiorud@gnieutrofilia e
desvio a esquerda mais importantes, linfopenia, eosinopenia e monocitesvinentes do
que animais doentes sem neutroéfilos toxicos (G2). Todos estes pagpuetem servir como
marcadores da inflamacao (SCHULTZE, 2010). Aroch et al. (2005pcitgue pacientes
com neutrofilos toxicos sdo clinicamente mais doentes e se mmooem estado maior de
estresse, 0 que pode favorecer o aumento na quantidade de leuatmitéfilos e
monaocitos, e diminuir as contagens de linfocitos e eosindfilos.

Durante situacdes de estresse, ha liberacdo de adrenaliieagtivocorticoides pelas
glandulas adrenais. Quando a adrenalina é liberada, caractenzasteesse agudo, que
ocorre apos estimulacdo do sistema simpdética, levando as ateragd leucograma
conhecidas por leucocitose fisiologica (KOCIBA, 2004). Esta éseptada por leucocitose,
neutrofilia, linfocitose e eosinofilia, e podem ocorrer em situagi@gesedo, excitacdo ou
puncdo venosa (MALM et al.,, 2005). Porém, em casos de dor persistant@a ou
ambientes estressantes, o horménio liberado é o glicocorticoidetiradpaestimulacdo do
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eixo hipotadlamo-pituitaria-adrenal. Este horménio leva as altesagie leucograma
conhecidas por leucograma de estresse (YAGI et al.,, 2004). Eestgaéterizado por
leucocitose, neutrofilia, linfopenia, eosinopenia e, de maneira menositeyideonocitose
(KERR, 2009). Essas alteracdes foram observadas nos cées do G3.

O aumento da glicose sérica evidenciado nos cédes com neuttdfiloss (G3)
também pode ter relacdo com o cortisol enddgeno liberado, como discugdorarénte.
Este horménio possui importante funcdo hiperglicemiante, uma vez gimeulasta
gliconeogénese hepética, convertendo aminoécidos em carboidratos (LEANBRQGD6).

O desvio padrdo de neutrofilos do G3 foi amplo uma vez que o grupornfgosto
tanto por caes com neutropenia quanto neutrofilia. Ambas significaregso inflamatorio,
mas caracterizam-se em fases e severidades diferentes (ERTéNRAKISH, 1989).

A cinética de neutrdfilos pode ser dividida de acordo com o tempo ah®gso
inflamatorio, como: inflamacdo peraguda, aguda e crénica. A peragudeacterizada por
neutropenia (ou leucopenia) detectada apds 1 a 3 horas do insulto tqmichegdalmente
causado por bactérias. Esta neutropenia € explicada pela elexayiaagéio de neutrofilos
dentro do vaso sanguineo (mediada por toxinas bacterianas), diminuigd@adaida dos
neutrofilos e aumentada migracdo de neutréfilos para o tecido. infiamacdo aguda é
caracterizada no leucograma por neutrofilia, vista de 6 a 8 lap@s o insulto inicial.
Leucocitose, desvio nuclear de neutréfilos a esquerda (DNNEQpdéinia e eosinopenia
podem acompanhar esta fase, assim como o aparecimento de neubrdéitzss A neutrofilia
€ causada pela aceleracdo da hematopoiese, ultrapassando a qudetidad&ofilos da
demanda tecidual. A linfopenia e a eosinopenia sado consequéncias mgabbele
glicocorticéides enddgenos.

A inflamacdo crbnica ocorre nos processos inflamatérios estatmdeha dias ou
semanas, levando a leucocitose com DNNE brando ou ausente. A teseamiorre por
expansdo dogools de proliferacdo, maturacdo e estoque da medula éssea. Porém, a
neutropenia pode ocorrer em qualquer uma das fases da inflamagdo quando houve
diminuicdo da producédo de neutrofilos, marginalizacdo de neutrofilosaritealou consumo
excessivo nos tecidos (SCHULTZE, 2010).

Portanto, o leucograma € transitério, podendo alterar rapidamenterde aom a fase
de instalacdo da doenca de base. Por isso, a avaliacdo da presengadfios toxicos pode
contribuir para o diagnoéstico de inflamacao e, até mesmo de seleeddaloenca, do que as

contagens absolutas de células brancas. Assim, para a coaktgd® hematoldgica do



56

paciente, deve-se somar numero de leucdcitos e contagem dife@rigporesenca ou
auséncia de alteracfes toxicas em neutrofilos.

O desvio a esquerda mais evidente nos cdes com neutréfilos toxicos dado
importante e pode ser fator influenciador no progndstico de cdes comitmutéiicos, pois
quanto maior o numero de bastonetes e metamielGcitos, pior é o pirYWYEISER,
2007).

N&o houve diferenca no niumero de plaquetas entre G1 e G3. Porém, no G2 houve
aumento. Durante processos inflamatorios e infecciosos, pode oaorrenta na producao
de plaquetas, uma vez que interleucinas como a IL-6, IL-1 e IL#hudath maturacao e
proliferacdo de megacariocitos (TOPPER e WELLES, 2003). Aléssodios granulos
presentes nas plaquetas possuem caracteristicas anti-inflamatS8CULTZE, 2010),
justificando seu aumento durante processos inflamatérios, como ocorrecae®sque
compuseram o G2. Este aumento nas plaquetas possivelmente nao foadacud caes do
G3 pela compensacdo de animais com numero de plaguetas aumertiadiasiidas. Caes
com inflamacdes locais ou sistémicas podem apresentar aumento dmeales plaquetas,
uma vez que lesdo as células do endotélio vascular expde fatdartipara o0 meio
intravascular, acarretando em formacéo de fibrina (RAU et al., 2007).

Através dos indices MPV, PCT e PDW, fornecidos por aparelhos aitadus, foi
possivel estabelecer o plaquetograma dos cées. Nao existeas \ddoreferéncia para estes
indices na medicina veterinaria até 0 momento e desconhe@esgaia destes parametros
para animais, mesmo quando utilizados contadores automaticos veterinarios.

O MPV relaciona-se com o tamanho médio das plaquetas dos anima@ur@e
plaguetario € uma variavel biologica que determina a funcédo elaatevi plaquetaria
(NASCIMENTO, 2011). Normalmente, MPV aumentado ocorre acompanhado de
trombocitopenia, caracterizando resposta medular a diminuicdo da conpdgguetaria
(BERTAZZOLO et al., 2007). No G3 houve aumento nos valores de MPV quando comparado
aos outros grupos. Este aumento pode ser explicado pelos casos de topehiacique
ocorrem em maior quantidade no G3.

O PDW mostra o grau de heterogeneidade dos volumes plaquetariosjisetaaioente
proporcional ao MPV (NASCIMENTO, 2011). No presente estudo, apenas pr&ziatou
aumento na quantificacdo do PDW, podendo ser explicado pelo aumento conconaitante
MPV. Um estudo sobre endotoxemia obteve resultados semelhantes parantoade MPV

e PDW quando utilizados modelos caninos, corroborando com a hip6tese desguentae
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processos inflamatdrios instalados apresentam resposta meditlrdanaanda plaquetéaria
(YILMAZ et al., 2008).

O plaquetécrito (PCT) é calculado através dos resultados do MRVcentagem de
plaquetas, indicando a massa de plaguetas no sangue circulantelfNAS©, 2011). No
presente estudo, o G2 foi o Unico grupo que apresentou aumento do PCT, provavebment
apresentar aumento na contagem de plaquetas concomitante.

Nos parametros bioquimicos verificou-se que no G2 houve aumento da enzima ALT por
apresentar alguns animais com valores extremos (acima de &Q)pdldvando a média do
grupo e também o desvio padrdo e, assim, a correlacdo entre os @rup8stambém foi
composto por valores de FA muito variados, o que elevou o desvio padrao esepmao
houve diferenca entre a FA do GrupoAlFA é indicadora de colestase em cées, apesar de
nao ser hepatoespecifica. Ela possui isoenzimas em tecido dssemtestino e placenta
(HOFFMANN e SOLTER, 2008). Acredita-se que 0 seu aumento nosiardm&?2 e G3 se
deve ao maior numero de casos de hiperadrenocorticismo, fraturagsieopbm carater
maligno (com possivel infiltracdo hepatica), distocia e gastroesterite

Neste estudo foram observados casos de azotemia no G2 e no G3, intiesffaea que
houvesse diferenca estatistica entre estes grupos. Porém,aadaétteatinina no G3 néo
ultrapassou o valor maximo de referéncia enquanto que a média alalltnapassou. Uréia
elevada com creatinina dentro da normalidade é um indicio de azgtesrianal. Aroch et
al. (2005) relataram a ocorréncia de azotemia pré-renal emniascm neutréfilos toxicos
devido a desidratacdo ou hipertermia e azotemia renal ligaldeersca renal aguda. Neste
estudo foram observados casos de azotemia no G2 e no G3, insuficieatggephouvesse
diferenca estatistica entre estes grupos.

N&o houve diferenca na mensuracdo de proteinas totais e globulina ciErgega
doentes (G2 e G3) com o grupo controle (G1). Acredita-se que osl@dg$, por serem
animais jovens e saudaveis, podem ter passado por vacinacdes recentss iSso,
apresentavam concentracfes de globulina elevadas. O aumento de gl@ébakpasado em
pacientes com processos inflamatorios, infecciosos, traumaticoeaplasicos. Porém, a
dosagem de proteinas totais e albumina, obtendo assim o valor de glotidigap melhor
método para avaliagcdo das proteinas seéricas, sendo a técniedrofereke indispensavel
para a completa compreensao das alteracdes protéicas dasis doentes (ECKERSALL
e BELL, 2010).

A albumina foi menor no G3 em comparacao com o G1 e G2, assimretataram
Aroch et al. (2005). Acredita-se que a hipoalbuminemia em cées edrifil@s toxicos pode
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estar relacionada a reacdo de fase aguda, porque algumassdoesgefies do G3 estdo
associadas a resposta inflamatoria aguda. A albumina é uma poedase aguda negativa,
pois a sua concentracao diminui durante processos inflamatorios atiasésc podendo ser
mais evidente com a cronicidade da doenca (ECKERSALL, 2008).

Observou-se que leucdcitos totais, neutrofilos segmentados, bastenegtepse
estavam acima dos valores de referéncia em mais de 50% dassatgstados. Todos o0s
demais parametros avaliados obtiveram a maior parte dos animé&is da normalidade.
Assim, verificou-se que os pacientes com neutréfilos toxicos (@&8em apresentar
resultados laboratoriais bem diversificados. Ndo ha um conjunto dacéke evidentes em
todos os animais com neutrdfilos toxicos. Isso significa que nauéandidade de leucdcitos,
por exemplo, que revela se ha de fato processo inflamatorio instalad@o. O que
determina o diagnéstico de inflamagdo € o aparecimento de neut@{ito circulante.
Portanto, mesmo em cédes com quantidade normal de leucdcitos totaise devestigar a
fundo uma doenca de base grave o suficiente para acelerar a neuwttopeiasdo, assim,

neutrofilos toxicos circulantes.

5. CONCLUSAO

A quantificacdo de neutrdfilos toxicos € mais sensivel para diagma®e processo
inflamatoério do que alteracdes no numero de leucécitos. Os cdeseardnifilos toxicos
possuem maior prevaléncia de alteragdes hematoldgicas e biapiNéeificou-se nos cées
com neutrofilos toxicos tendéncia a anemia de doenca cronica, leuepaigrofilia,
DNNE, monocitose, eosinopenia, linfopenia, alteracdo no plaquetogranmaento da
atividade sérica da fosfatase alcalina, azotemia pré-renal lthipgaemia, hiperglicemia e
diminuicdo do ferro sérico, do que cédes doentes sem neutréfiloegoRionorfologia dos
neutroéfilos deve ser avaliada e incluida no hemograma para ideniifilamacéo/ gravidade

de processo inflamatério.
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CAPITULO 1l

PERFIL DAS PROTEINAS SERICAS DE CAES COM NEUTROFILOS TOXIC OS

SERUM PROTEIN PROFILE OF DOGS WITH TOXIC NEUTROPHILS

RESUMO

A presenca de neutrofilos toxicos pode ser causada por inflasnagi@éecoes e neoplasias. O
objetivo do presente estudo foi avaliar o perfil das proteinas sélcades com neutrofilos
toxicos. Os perfis das fracdes protéicas de 20 caes saudavefsr@®dicomparados com os

de 20 cées doentes sem neutréfilos toxicos (G2) e com os desddoedtes com neutrdfilos
toxicos (G3). As doencas de base dos cdes dos grupos G2 e G3 ecainsat (bacteriana),
neoplasicas, inflamatérias néo infecciosas, traumaticas, degemgratuto-imunes e
hormonais. A proteina total foi obtida por espectrofotometria e a maetefeativa (PCR) por
turbidimetria em latex. A metodologia utilizada para identiff@a das proteinas foi a
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfatedd®. Foram obtidas 22
proteinas, sendo dez identificadas: IgA, 1gG, ceruloplasmina, tranaferalbumina,
haptoglobinapl-antitripsinaal-glicoproteina acida e duas proteinas identificadas pelos seus
pesos moleculares (PM) de 23.000 Da e 34.000 Da. Nos cées do G3 verigtevagéo nas
proteinas PCR, haptoglobinal-glicoproteina acida e PM 34.000Da; diminuicdo nas
proteinas transferrina, albumina e IgA; a IgG e ceruloplasminaseaalteraram. PM
23.000Da elevou-se apenas no G2. Foi encontrada correlacao inversamente propor@onal entr
concentracdo de PCR e taxa de sobrevida. Conclui-se que nos cadesutdfilos toxicos as
proteinas de fase aguda alteram-se e suas mensuracdes podditizadas para avaliar
severidade da doenca de base.

PALAVRAS-CHAVE: eletroforese, proteina-C reativa, neoplasia, baciéflamacéo
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ABSTRACT

The presence of toxic neutrophils can be caused by inflammatiestions and neoplasms.
The aim of this study was to evaluate the serum protein paffdegs with toxic neutrophils.
The serum protein profile of 20 healthy dogs (G1) were comparédtiae 20 sick dogs
without toxic neutrophils (G2) and with 40 sick dogs with toxic neutropl@8).( The
underlying diseases of dogs in groups G2 and G3 were infectioater{ah, neoplastic,
inflammatory non-infectious, traumatic, degenerative, autoimmune andohakmTotal
protein was determined by spectrophotometry and C-reactive prd@di)( by latex
turbidimetry. The methodology used was electrophoresis in polgatide gel with sodium
dodecil sulfate. Were obtained 21 proteins and ten of them wengifie: IgA, IgG,
ceruloplasmin, transferrin, albumin, haptoglobui-antitrypsin,al-acid glycoprotein, and
two proteins identified by their molecular weights of 23,000 Da and 34@0@h dogs from
G3 it was observed the elevation of some proteins, like CRP, haptoglebiacid
glycoprotein and 34,000 Da; decrease in proteins like transferrin, iallamd IgA; 1gG and
ceruloplasmin did not change. 23,000 Da protein rose only in G2. Inverse toanrelas
found between CRP concentrations and survival rates. It is concluded tioays with toxic
neutrophils the acute phase proteins change up and their measureanebésused to assess
severity of the underlying disease.

KEY-WORDS: electrophoresis, C-reactive protein, tumor, bacteria, infetiam
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1. INTRODUCAO

Os neutrofilos toxicos séo liberados da medula 6ssea antewaliteafi processo de
maturagcdo completo. Isto ocorre quando a demanda tecidual de nestefitede a
guantidade circulante, estimulando a neutropoiese (WEISER, 2007) nEstasfilos podem
ser evidenciados durante a avaliacdo do esfregaco sanguineo, onde @oeéagoistradas
uma ou mais das seguintes alteraces: basofilia citoplasmamalizacdo citoplasmatica,
granulacao toxica e corpusculos de Déhle (SCHULTZE, 2010).

A presenca destas alteragcbes toxicas nos neutréfilos deestesssociada com
inflamacdes, infeccdes bacterianas, bacteremia, abscesspticersia (MARCHEVSKY e
READ, 1999; SCHULTZE, 2010); severos processos inflamatoérios (LARM. RAKICH,
1989) e toxicidade a drogas (GOSSETT e MacWILLIAMS, 1982; GIE@ERI., 2000;
SCHULTZE, 2010).

Processos inflamatdrios, infecciosos ou traumaticos tambémesfonsaveis por
alterar as proteinas séricas, principalmente as ProteinassdeAguda (PFA) (MURATA,
2004). Em céaes, a mensuracao das PFA pode ser considerada comadomniaoquimico
para inflamacéo, uma vez que suas concentracdes podem ser corsineiadsensiveis do
gue a contagem de leucécitos totais para detectar processosscéirsubclinicos (SOLTER
et al., 1991; MATIJATKO et al., 2007).

As principais PFA em cées sao a proteina C reativa (RERJglicoproteina acida,
amiléide sérica A, haptoglobina, ceruloplasmina, fibrinogénio e alburAiean das PFA, a
eletroforese detecta outras proteinas, como imunoglobulinas, lipoproteftigsoteases e
proteinas carreadoras, como a transferrina (ECKERSALL, 2008).

Apesar dos estudos sobre proteinas séricas terem iniciado etosntia 1900 na
medicina, foi apenas a partir de 1990 que iniciaram as investggdaSePFA na medicina
veterinaria (CRAY et al.,, 2009). Desde entdo, muitas pesquisas sstdo feitas com
animais de companhia para validar a utilizacdo das PFA godiiico, e principalmente, no
prognostico de diversas doencas (ECKERSALL e BELL, 2010). Em edesfil das PFA ja
foi descrita em doencas como: parvovirose, leishmaniose, babesi@espi®se,
endotoxemia poiEscherichia coli, doenca intestinal inflamatoria, doengcas hematoldgicas,
trauma cirdrgico, linfoma, pancreatite, hiperadrenocorticismocintanas e sarcomas
(CERON et al., 2005). Até o presente, inexistem estudos sobre a chnélas proteinas
séricas de cées e sua relacdo com a presenca de neutroéfilos toxidastesc
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O objetivo do presente estudo foi avaliar alteragfes no perfil desinas séricas de

caes com neutrofilos toxicos.

2. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado no Laboratorio de Patologia CWNeitmainaria da
Universidade Federal do Parana (UFPR) e no Laboratério de ApdResguisa do
Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria da Universi@atizdual Paulista (UNESP),
campus Jaboticabal. Foram inclusos cées da rotina clinico-cirargica do telosjgterinario
da UFPR. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de AnimdifFeR
(certificado em anexo).

Critérios de Incluséo
Foram inclusos animais da espécie canina, independente de saga. &\ ridade
minima requerida era de dois anos. Os caes foram divididos em trés grupos:

e Grupo 1 (G1l) — caes clinicamente sadios e com exames hemaislogic
bioguimicos normais (n=20, 18 fémeas e 2 machos, 3 £ 0,98 anos), encaminhados
ao HV da UFPR para realizacdo de procedimentos eletivos, como
ovariossalpingohisterectomia e orquiectomia;

e Grupo 2 (G2) — céaes clinicamente doentes, com alteracbes na quardelade
leucdcitos totais e/ou na contagem diferencial, porém sem niagiikicos (n=20,

16 fémeas e 4 machos, 9 £ 3,67 anos );

e Grupo 3 (G3) — céaes clinicamente doentes, com alteracbes na quard@ade
leucdcitos totais, na contagem diferencial e com neutréfilos d®x{p=40, 22
fémeas e 18 machos, 7 + 4,47 anos).

Nos grupos 2 e 3, o diagndstico final foi obtido pelo médico veterin&jpmmeavel
pelo exame clinico e exames auxiliares (ultra-som, raio-x@mex microbiolégico,
histopatoldgico, sorologia, citologia de medula 6ssea, entre outros),mmendaslinico julgou

necessario.

Coleta de dados
Foram avaliadas as fichas clinicas dos pacientes para ab@eg@ados como raca,

sexo, idade e diagndstico. O diagnéstico final foi obtido através dwitdstexame clinico e
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exames auxiliares requisitados pelo clinico responséavel, comg, nailvasom, hemograma,
bioquimicos, cultura, histopatologico, sorologia, citologia de medula G&seaolucédo do

caso foi obtida por meio de contato telefénico com os proprietarios.

Avaliacdo dos Neutrdfilos Toxicos

Amostras de sangue para realizacdo do hemograma foram cahidavos a vacuo
com acido etilenodiaminotetracético (EDTA) por puncdo de veidiaaefau jugular. As
amostras foram analisadas dentro de 30 minutos ap0s coleta cdimagéat de analisador
automatico (BC-2800, Mindray®, Nanshan, China), calibrado para sangueede @a
hematocrito foi confirmado por centrifugacdo do sangue total em alarcdurante cinco
minutos em microcentrifuga a 11.000 rpm. A proteina plasmaticaftotaéterminada por
refratometria.

Os neutrofilos toxicos e o diferencial leucocitario foram adals nas extensdes
sanguineas coradas com Panoético®. Foram avaliadas as seguersees morfoldgicas:
basofilia, vacuolizagcdo e granulacdo citoplasmaticas, presengorgusculos de Dohle,
células gigantes, nucleo em forma de rosca e estagios tlaaatular (picnose, cariorréxis).
Cem neutrofilos foram contados, obtendo-se a porcentagem (%) de ifutdicos para
cada paciente.

Exames Bioquimicos

Para realizagdo dos exames bioquimicos, amostras de sanguedtraas em tubos
a vacuo sem anticoagulante e o soro foi obtido por centrifugacéo emcerarifuga durante
5 minutos a 4.500 rpm. Os exames foram realizados através dedspatietria automatica
(BS-200, Mindray®, Nanshan, China). A concentracao sérica de proteinfitotatida pelo
método de biureto. A proteina C reativa ultra-sensivel foi mensuradarpaimetria em
latex com kit comercial (Biotecnica®). Para triagem dos gruposam realizados os
seguintes testes: alanina aminotransferase (ALT — métodacoindV), fosfatase alcalina
(FA — método cinético colorimétrico), albumina (método verde Bromogragéia (método
da urease GLDH), creatinina (método do Jaffé), globulina (proteina-tatlaumina). glicose

(método colorimétrico enzimatico) e ferro sérico (colorimétrico utitivaFerene).

Fracionamento Protéico
A técnica de eletroforese vertical utilizou gel de poliaotida contendo dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE), conforme técnica descrita por Laefh®70) (em anexo).
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Apés a separacao, o gel foi corado durante duas horas em solucdodie@aaimassie e, em
seguida, colocado em solucéo de acido acético a 7% paracetixeesso de corante, até que
as fracdes protéicas fossem nitidas. As concentracbes dessdss protéicas foram
determinadas em densitdbmetro computadorizado (CS 9301, Shimadzu®, Tokio, diasn),
escaneamento dos géis e avaliagdo de gréficos, os quais apresenpmraentagem de cada
fracdo protéica no soro do animal. Sabendo a quantidade de proteinzaiotadbu-se a

concentracdo de cada frac&o protéica identificada.

Analise Estatistica
A analise estatistica foi realizada no softw&@eaphPad Prism versdo 5.0 para
Windows®, com os testes de covariancia (ANOVA), Tukey, Regress@ai, iPearson e de

Sobrevivéncia.

3. RESULTADOS

Os diagnésticos dasdes do G2 (n=20) foram: neoplasia (n=10), doenca periodontal
(n=5), piometra (n=2), cistite bacteriana (n=2) e pielonef(itel). Das neoplasias
identificadas neste grupo, estdo: carcinoma simples (n=3), melgne&)aadenoma simples
(n=1), tumor misto benigno (n=1), mastocitoma (n=1), TVT (n=1) eircar@a maligno
(n=1). N&o houve nenhum 6bito no G2.

As doencas dos cédes do G3 (n=40) foram: neoplasia (n=9), pionmets, (
hiperadrenocorticismo (n=3), hemoparasiur(ichia sp) (n=3), artrite auto-imune (n=2),
fratura (n=2), necrose (pele e péancreas) (n=2), peritonitecaépt=2), pneumonia (n=2),
gastroenterite (n=1), gastrite (n=1), hérnia diafragmatica)(mkenca de disco intervertebral
(n=1), abscesso infra-orbitario (n=1), pancreatite (n=1), diabatdigtus (n=1), pénfigo
(n=1), doenca periodontal (n=1) e escoriacbes cutaneas poés atropeldmeljto Das
neoplasias identificadas neste grupo, estdo: carcinoma inflamatégy (eucemia mielbide
cronica (n=2), leiomioma (n=1), carcinoma simples (n=2), carcinamaplasico (n=1),
sarcoma (n=1). Das hemoparasitoses diagnosticadas, duas forahioggl e uma
Leishmaniose. Das necroses observadas, uma foi em cauda moqodirecreas. Treze cées do
G3 evoluiram a o6bito (32,50%).

O valor de proteina total do G1 foi 6,70 + 0,72 g/dL, do G2 foi 6,65 + 1,&7egtd
G3 foi 5,80 * 1,45 g/dL. Observou-se diminuicao significativa no G3 (Grafico 30).
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Proteina Total

Gréfico 220 — Proteina total dos caes
dos grupos 1, 2 e 3. *P<0,05. NOTA:
G1 - cées sadios; G2 — cédes doentes
sem neutréfilos téxicos; G3 — cées
doentes com neutréfilos téxicos.

O fracionamento de proteinas por eletroforese permitiu identifil proteinagm
todos os grupos, com pesos moleculares variando de 23 a 220 kDa. Destdsrarove
nominadas, sendo elas: imunoglobulina A (IgA), imunoglobulina G (IgG) deacladei, 1gG
de cadeia pesada, albumina, ceruloplasmina, transferrina, alférlpsint, haptoglobina e
alfa-1 glicoproteina acida. As demais foram obtidas atravésukepesos moleculares (PM),
34.000 e 23.000 Da. Na figura 8 esta apresentado um grafico com asasroteservadas nos

caes do G3.

Figura 8 — Grafico das proteinas fracionadas petrafbreseem gel d
poliacrilamida e densitometria em esd com neutrofilos toxicos (G
Proteinas de interesse: 2. IgA, 6. CeruloplasmBa,Transferrina, 1!
Albumina, 11.Alfai antitripsina, 12. IgG (cadeia pesada), 14. Hdphiga
15. Alfa-1 glicoproteina acida, 17. PM 34.000Da, I (cadeia leve), 2
PM 23.000Da
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Na tabela 5 estdo os valores médios e os desvios padréo da cQéoetdrgroteina

sérica total e de suas fragbes dos grupos G1, G2 e G3. O valor dspg&to € produto da

soma dos valores de IgG de cadeia leve e pesada.

TABELA 5 — MEDIAS E DESVIOS PADRAO DA CONCENTRACA®E PROTEINA TOTAL E SUAS

FRACOES NOS CAES DO G1, G2 E G3

Proteinas G2 G3

Proteina Total (g/dL) 6,70 £ 0,72 6,65 + 1,87 5,80 + 1,45

IgA (mg/dL) 37,91+ 16,39 35,12 + 21,49 14,52 + 12,39
lgG (mg/dL) 1386,33 + 540,71 1136, 62 + 596,95  1306,69 + 1035,03

Albumina (g/dL) 3,89+0,55 3,48+ 0,96 2,59+0,76
Ceruloplasmina (mg/dL) 28,3+9,76 35,86 + 36,75 34,68 + 26,50
Transferrina (mg/dL) 150,75 + 70,89 209 + 80,84 137,87 + 77,38
a-1-antitripsina (mg/dL) 358,05 + 57,60 316,97 + 771,17 242,88 +91,72
Haptoglobina (mg/dL) 11,72 + 6,79 21,19+ 11,59 25,44 + 20,61
a-1-glicoproteina acida (mg/dL) 10,31 + 6775 25,99 + 19,78 21,87 + 22,58

34.000 (mg/dL)
23.000 (mg/dL)

123,37 + 62,98
597,75 + 185,70

287,29 + 206,70
762,38 + 325,31

423,39 + 225,46
440,79 +221,1%

IgA — Imunoglobulina A; 1IgG — Imunoglobulina G. Gicaes sadios, G2 — cdes doentes sem neutroficssod

G3 — caes doentes com neutroéfilos téxicos.

Os valores de IgA, albumina, transferrina-g&-antitripsina foram significativamente

menores nos cdes do G3 quando comparados ao demais grupos (Gréaficos 31, 32, 33 e 34).

IgA

Grupos

Gréfico 231 — Concentragdo sérica de
Imunoglobulina A dos cées dos grupos
1, 2 e 3. **P<0,001. NOTA: G1 — cées
sadios; G2 - cdes doentes sem
neutréfilos téxicos; G3 — caes doentes
com neutréfilos toxicos.

Albumina

.
| ¢

oY Il &
Grupos

Gréafico 242 — Concentracao sérica
de albumina dos cdes dos grupos 1,
2 e 3. **P<0,001. NOTA: G1 -
caes sadios; G2 — caes doentes sem
neutréfilos téxicos; G3 — cdes
doentes com neutréfilos téxicos.
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Transferrina Alfa 1 antitripsina
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Gréfico 253 — Concentragdo sérica de
transferrina dos cées dos grupos 1, 2 e 3.
*P<0,05. NOTA: G1 — cées sadios; G2

— caes doentes sem neutréfilos téxicos;
G3 — caes doentes com neutréfilos

téxicos.

Gréfico 264 — Concentracdo sérica de
al- antitripsina dos cées dos grupos 1,
2 e 3. **P<0,001. NOTA: G1 — cées
sadios; G2 - cdes doentes sem
neutroéfilos toxicos; G3 — caes doentes
com neutréfilos toxicos.

Nas fracBes haptoglobina;1-glicoproteina acida e PM 34.000 observou-se aumento
significativo nos cées do grupo 2 e 3 em relacdo a G1, exceto lodymaglque apresentou
diferenca apenas entre G3 e G1 (Graficos 35, 36 e 37). Conmaglohina € uma proteina
sensivel aos efeitos de corticosterdides e 0 G3 foi composto pantmdais com diagnodstico
de hiperadrenocorticismo, estes animais foram retirados daststatpara diminuir a
possibilidade de erros.

Haptoglobina Alfa 1 Glicoproteina Acida

o el & o i e
Grupos Grupos

Gréfico 275 — Concentracdo sérica de
haptogloblina dos cées dos grupos 1, 2 e
3. *P<0,01. NOTA: G1 — caes sadios;

G2 - cédes doentes sem neutrofilos
toxicos; G3 - cdes doentes com
neutroéfilos toxicos.

Grafico 286 — Concentracéo séricacde
1-glicoproteina &cida dos cdes dos
grupos 1, 2 e 3. *P<0,05. NOTA: G1 —
caes sadios; G2 — cées doentes sem
neutréfilos téxicos; G3 — caes doentes
com neutréfilos toxicos.
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Peso Molecular 34.000

1T

o o &

Gréfico 297 — Concentracao sérica da proteina
com peso molecular 34.000 Da dos caes dos
grupos 1, 2 e 3. *P<0,05 e ***P<0,001.
NOTA: G1 — caes sadios; G2 — cdes doentes
sem neutréfilos téxicos; G3 — cdes doentes com
neutrofilos toxicos.

N&o houve diferenca significativa entre os grupos nas fracbes tgBI®plasmina
(Graficos 38 e 39).

lgG Ceruloplasmina
20007 60

15001

401

mg/dL
S
$

mg/dL

500+

&»
Grupos Grupos

Gréafico 38 — Concentracdo sérica de Gréfico 3930 — Concentracdo sérica de
IgG dos cées dos grupos 1, 2 e 3. ceruloplasmina dos caes dos grupos 1, 2
NOTA: G1 — caes sadios; G2 — caes e 3. NOTA: G1 - cées sadios; G2 — caes
doentes sem neutréfilos téxicos; G3 — doentes sem neutréfilos téxicos; G3 —
caes doentes com neutréfilos toxicos. caes doentes com neutréfilos téxicos.

A fracdo nao identificada nominalmente, com PM 23.000 Da, aumepé&mas nos

cées do grupo 2 quando comparados a G1 e G3 (Gréfico 40).
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Peso Molecular 23.000
1000~

*

mg/dL

Grupos

Gréfico 310 — Concentracéo sérica da
proteina com peso molecular

23.000Da dos cées dos grupos 1, 2 e 3.
*P<0,05. NOTA: G1 — cées sadios;

G2 - cédes doentes sem neutrofilos
toxicos; G3 — cdes doentes com

neutrofilos téxicos.

Os valores médios e desvio padrdo de PCR foram: 0,12 + 0,39 mg/dL; f98G +
0,68 mg/dL no G2; e 2,0 + 0,45 mg/dL no G3. Houve diferenca signifecatitre os todos os

grupos avaliados (Grafico 41).

PCR

Grupos

Gréfico 321 — Concentracdo sérica de
Proteina C Reativa dos caes dos
grupos 1, 2 e 3. **P<0,001. NOTA:
G1 - cées sadios; G2 — cédes doentes
sem neutréfilos téxicos; G3 — caes
doentes com neutrdfilos téxicos.

Quatorze cées do G3 evoluiram a 6bito e a concentracdo de PERdee4; 1,83.
1,91.1,95. 2,02; 2,07. 2,12; 2,12; 2,13; 2,22; 2,23; 2,23; 2,30 e 2,45. Assim, na analise entre a
taxa de sobrevivéncia dos cdes do G3 e as concentracfes de P@Ruvsgifrelacdo
inversamente proporcional, identificando que a concentracdo de 2mgRICRI€ um ponto
critico para cdes com neutréfilos toxicos (Gréfico 42).
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Grafico 332 — Taxa de sobrevida de cdes com ndogof
toxicos de acordo com a mensuragéo de PCR

A quantidade de leucdcitos, neutrofilos segmentados e bastonetessidesgeupos

1, 2 e 3 esta disposta na tabela 6.

TABELA 6 - MEDIAS E DESVIOS PADRAO DOS PARAMETROS BUCOCITOS TOTAIS,
NEUTROFILOS SEGMENTADOS E BASTONETES DOS CAES DO,GR e G3.

Gl G2 G3
Leucécitos Totais (/uL) 11200 + 2256,48 14700 +B0O6 23700 + 26645,57
Neutréfilos Segmentados (/uL) 7053 + 2457,9 965923,87 12795,5 + 17070,05
Neutrofilos Bastonetes (/uL) 0+0 400 £ 672,67 B35+ 8028,68

G1 — caes sadios; G2 — caes doentes sem neagnifdicos; G3 — cdes doentes com neutréfilos adxic

N&o foi encontrada correlacdo estatistica entre 0 numeroudéci®s, neutrofilos
segmentados e bastonetes e quantidade de PCR dos caes com neutrofilos toxicos.

A quantidade de neutrdfilos toxicos dos cédes do G3 variou de 6 a 93%2(B3%:.
N&o houve correlacdo estatistica entre a quantidade de neut@itasste a concentracdo de

cada fracao protéica.

4. DISCUSSAO

No presente estudo, verificou-se aumento significativo na concaémtiséyica de
algumas fracdes de proteinas nos pacientes doentes. Foi veriftesaigda na concentragéo
de algumas fracdes protéicas nos animais do G2, aorhalicoproteina acida, PM 34.000

Da, PM 23.000 Da e PCR. Porém, alteragbes com maior amplitude ¥ista® nos caes



75

doentes com neutréfilos téxicos circulantes (G3), como: PCR, haptogletirgljcoproteina
acida e a proteina com PM 34.000. Com excecéo da proteina com PM 34.008s toutaas
sao citadas na literatura como importantes PFA da inflama€3HRESALL e BELL, 2010).
Destas, a principal é a PCR (CRAY, 2009), conforme observado nesse estudo.

A proteina C reativa € produzida pelo figado em resposta énagfé®, infeccdo ou
destruicao tecidual (HOLM et al., 2004). ApGs a instalacdo de ureecad bacteriana, a
PCR liga-se ao patégeno e ativa a via de complementocaassiando a opsonizacédo da
bactéria (ECKERSALL, 2008). Neste estudo, nos cdes com neutréfiilossds valores de
PCR foram superiores aos dos cades doentes sem neutrofilos toxinsgleando-se que a
producao de PCR é estimulada pelo fator de necrose tumorétidifar), interleucina (IL)-1
e IL-6, que sdo marcadores de inflamacéo sistémica, e qorcantracao circulante desta
proteina possui relacdo com a severidade da doenca de base (EXLKER®)O0), conclui-se
que cdes com neutroéfilos toxicos possuem alteracdes sisténaiisasaveras do que cdes sem
neutréfilos toxicos.

Os animais do G3 possuiam doencas de diversas etiologias. Diveaisakhos
demonstraram aumento nas concentracdes de PCR em caes camediferadicdes, como:
pancreatite (HOLM et al., 2004), piometra (FRANSSON et al., 2004)0pé&satorio
(YAMAMOTO et al., 1993), infeccdes p@taphylococcus aureus (HAYASHI et al., 2001),
neoplasias mamarias (TECLES et al., 2009), babesiose, leishmangpdespirose,
parvovirose (CERON et al., 2005), artrite, linfoma, doenca inflamattteatinal (JERGENS
et al., 2003), inflamacgdes, neoplasias hematoldgicas, epiteliaesenquimais (TECLES et
al., 2005), entre outras. Assim, a PCR pode ser usada como marcéaloatioifio para
diferentes doencas, mas que, de maneira geral, causem algumitifardac&o nos tecidos,
podendo ser neoplasica, infecciosa, inflamatoria, degenerativa, treayneatiocrina ou auto-
imune, como observado no presente estudo.

Ainda, a magnitude do aumento da PCR nos caes do G3 em relacadxsaaidageis
(G1) foi superior a das outras proteingsta resposta maximizada da PCR é relatada na
literatura, a qual cita que o aumento da PCR sob estimulo inflamnpbde chegar a 10 ou
100 vezes seu valor basal (CALDIN et al., 2009). Por essa raFfoRa denominada a
principal PFA da inflamac&o em cées.

Neste estudo, a PCR se comportou de fato como a principal PFA, steando sua
relacdo com o prognostico. Quanto maior a quantidade de PCR, mentaxXaide sobrevida
dos cdes com neutrofilos téxicos. Relata-se a relacdo enteeidsele da doenca e a

quantificacdo de PCR, podendo ser interpretada sua relagéo positivgativanale cura ou
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de mortalidade (CRAY et al., 2009). Porém, em cdes com neutréfiicegdrste é o primo
relato.

Nao foi encontrada correlagdo entre a concentracdo de PCR com evonden
leucécitos totais, neutréfilos segmentados e bastonetes dos ardeseatroéfilos toxicos.
Pouca ou nenhuma correlagéo foi descrita anteriormente em estliziedoceaom 900 caes
com varias doencas inflamatérias diferentes (NAKAMURA et 2008). Acredita-se que
caes com neutrofilos toxicos demonstram quantidades de célulasvamigtveis, ndo estando
relacionadas com a gravidade do processo inflamatério. Assingnaunacdo de PCR e a
quantificacdo dos neutrofilos toxicos podem ser mais utilizadostparaa gravidade da
doenca do que a contagem de leucdcitos.

A haptoglobina, outra proteina que aumentou nos caes do G3, é cldastiirao
PFA moderada e ela é sensivel aos efeitos dos corticosteméidés. A sua principal fungcéo
é ligar-se a hemoglobina livre no plasma (ECKERSALL, 2008). Niwdevados de
haptoglobina podem ser encontrados apoOs tratamento com corticosterdides e
hiperadrenocorticismo (McGROTTY et al., 2005; CALDIN et al., 2009)smi@ quando
excluidos os animais com diagnostico de hiperadrenocorticismo, edst@acdo de
haptoglobina nos caes com neutrdéfilos toxicos encontrada no presentepestadsuportar
relato de Aroch et al. (2005), os quais citaram que cdes combfileatrtdxicos sao
clinicamente mais doentes e em maior estado de estressas Passiveis causas para o
aumento de haptoglobina sdo: inflamacdes, doencas auto-imunes e ne@N3ERSSON
et al., 1998), causas presentes nos caes do G3.

A a-1-glicoproteina &cida, outra PFA moderada, aumentou significativament&asos ¢
doentes (G2 e G3) em relacdo aos cées saudaveis (G1). Sabeestaqu®teina liga-se a
numerosos metabdlitos enddgenos, como a heparina, histamina, serotoninajesseeroi
catecolaminas (ECKERSALL, 2008). O aumento desta proteina ocomatellwwondicbes
inflamatoérias (HOCHEPIED et al., 2003), infecciosas ou de inji@tadual em humanos
(FOURNIER et al.,, 2000), e em caes apOs injecao intramusculatedede turpentina
(HAYASHI et al., 2001). Assim como as outras PFA positivas, seweato era esperado nos
cdes doentes.

Algumas fracBes de proteinas avaliadas no presente estudontgpeese suas
concentracdes significativamente diminuidas nos caes com neuttofiloss (G3), como: a
albumina, transferrinag-1-antitripsina e IgA. A albumina e a transferrina sdo conhecidas
como PFA negativas, uma vez que suas concentragdes diminuem emegamen processos
inflamatodrios, infecciosos ou neoplasicos (ECKERSALL, 2008; ECKERSALBELL,
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2010). A diminuicdo destas fracdes ocorre por aumento da sintesedeleatiroteinas anti-
inflamatorias, diminuindo a sintese de fracdes protéicas memnas aliirante inflamacoes
(ECKERSALL, 2008).

A a-1l-antitripsina, proteina que diminuiu no G3, € uma PFA que normalmente
aumenta durante processos inflamatérios, agindo como inibidora de prdteasasas no
local da injuria, protegendo o tecido do ataque da esterase neutr(WIlRATA et al.,
2004). Poréem, o papel dal-antitripsina como PFA positiva ndo € bem estabelecido na
veterinaria. Apesar de estudo mostrar aumento desta proteina erhoreleabovinosom
infeccdo experimental pdPasteurella haemolytica, Ostertagia ostertagi e administracao de
endotoxinas(CONNER et al., 1989), outro estudo mostrou que ndo houve diferenca nos
valores dea-l-antitripsina de cées doentes hospitalizados e saudaveis néo lizagpisa
(HUGHES et al., 1995).

No presente estudo, os cdes com neutréfilos toxicos apresentaraemtEuyEo
diminuida de IgA quando comparados ao grupo controle e ndo observou-secdifese
concentracdo de IgG entre os grupos. Estas imunoglobulinas sdo produziplasmorcitos,
células derivadas da ativacdo de linfécitos B, apds estimuldtpomas produzidas no local
da inflamacéo a partir de linfocitoshBtper ativados (TIZARD, 2009). Em cdes com doencgas
infecciosas, ou apo0s vacinagdo, seria esperada a alteracdo giebséinas. No presente
estudo, estas proteinas pouco se alteraram possivelmente porque osentassutrofilos
toxicos sofreram influencia do cortisol, como confirma o aumento géodlabina. Em
concentragdes sanguineas elevadas de cortisol, ha sequestro dedieficorgaos linféides,
alterando seu padréo de recirculacdo (JAIN, 1993). Com isso, ha diminaiggioducdo e na
liberacdo de imunoglobulinas (LEANDRO, 2006).

N&o foi observada diferenca na mensuracéo de ceruloplasmina entnpas dg caes
neste estudo. Esta proteina € uma PFA positiva moderada que panec¢aa na circulacéo
em casos de inflamacéo antes dos leucocitos apresentareadalte(SOLTER et al., 1991,
CERON et al., 2005). Em cées, sugere-se que ela pode ser usada gmostid@precoce de
gravidez (VANNUCCHI et al., 2002). Outro estudo que avaliou dois grupagete sendo
um com doengas inflamatorias e outro com anemia hemolitica imunalaeéianostrou que
no grupo inflamatorio as proteinas que elevaram-se foram a haptogiohiR&LR, enquanto
que no grupo hemolitico foi a ceruloplasmina (TECLES et al., 2005). Asaim
ceruloplasmina ndo age como uma importante proteina para o diagnésidardacéao e,
em cdes com neutréfilos toxicos, ndo deve ser usada como marcadevead@ade do

processo inflamatdrio, como sugerido por Solter et al. (1991). Porémmengsuracdo deve



78

ser relacionada com a causa do aparecimento de neutrofilosstipdca correta avaliagéo.
Outro dado importante € que Tecles et al. (2005) encontraram cogdentrae
ceruloplasmina de 55g/dL, valor muito diferente do encontrado no prestat®. Isso pode
ocorrer principalmente pela aplicacdo de metodologias difereRtsanto, € essencial
realizar a determinagéo das concentracdes de proteinas de animaisistal@éslps doentes.

A proteina com PM 23.000 Da aumentou nos cées do G2, e no G3 nao diferiu do G1.
Este aumento no G2 sugere que esta proteina pode ser uma PFA pastivaumento estar
relacionado com as doencas diagnosticadas nos cdes do G2, como snbextéaanas e
neoplasias. Mais estudos devem ser feitos para confirmar esteskipdtém disso, trata-se
de proteina ainda nao identificada nominalmente nos animais.

N&do foi encontrada correlacdo entre a quantidade de neutréfilosogorica
concentracdo das fragBes protéicas avaliadas neste eAssilo, tanto a quantificagdo de
neutrofilos toxicos e quanto a mensuracdo de proteinas devem smdesapara a correta
triagem e avaliacdo de severidade e prognoéstico de caes com neutrdifiios. tox

5. CONCLUSAO

Conclui-se com o presente estudo que a eletroforese das proterasd® caes com
neutroéfilos toxicos é importante para auxiliar na triagem da isewder de doencas. Nos caes
sem neutrofilos toxicos, poucas alteracdes nas concentracdes das protemasEontradas,
sendo que a principal proteina que aumentou nestes pacientes doente€Roi Mos caes
com neutrofilos toxicos houve aumento das PFA positivas, como haptogloGiRage &1-
glicoproteina acida; diminuicdo de PFA negativas, como transfegriabbumina. Houve
diminuicdo da IgA e a IgG nado apresentou alteracdes, possivelneside d linfopenia por
acao do cortisol. A proteingl-antritripsina diminuiu e ceruloplasmina manteve-se igual a de
cées saudaveis, ndo sendo indicadas como marcadoras de inflamagi@es com neutroéfilos
toxicos. Os valores de PCR acima de 2,0 mg/dL em caes comfil@itrdxicos indicam

diminuicdo na taxa de sobrevida.
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Descricao da técnica de eletroforese vertical emlgie poliacrilamida
utilizada no capitulo Il

Pipetar 30uL de PBS em frascos tgppendorf vazios.

Adicionar 10pL de soro do animal avaliado

Preparar o gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio

Adicionar 20uL damix aos frascos tipeppendorf

Colocar os frascos em banho-maria com temperatura de fervurgudaeé um

suporte, sendo que as amostras tenham contato apenas com o vapor prothuzido pe

agua fervente, durante 5 a 10 minutos.

Pipetar 6uL das amostras nos pocinhos feitos no gel.

Ligar o suporte do gel a corrente elétrica (95V) com liquido tarepfre as placas.

Ao iniciar a corrida das proteinas, passar para 200V e 120mA.rDiga@o em torno

de 6 horas.

8. Ventilar o sistema para ndo superaguecer.

9. Apoés a corrida, desligar o suporte da fonte, despejar o tampivae as placas do
suporte.

10.Colocar os geéis em cubas preenchidas com corante e deixar agitando por duas horas.

11.Despejar o corante.

12.Colocar descorante e deixar agitando por dez minutos para tirar o excesso.

13.Despejar o descorante.

14.Preencher novamente com descorante e deixar por 12 horas.

15.Despejar o descorante.

16.Preencher novamente com descorante, deixando até que o gel figpareate e soO
as bandas aparecam em azul (aproximadamente duas horas).

17.Despejar o descorante.

18. Adicionar acido acético.

19. Retirar 0os géis e coloca-los nas placas do densitbmetro para leitura.
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