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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de P6s-Graduacdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

HEMOGRAMA, METABOLISMO OXIDATIVO DOS NEUTROFILOS E
PEROXIDACAO LIPIDICA EM CADELAS COM PIOMETRA POR
Escherichia coli
AUTORA: MAUREN PICADA EMANUELLLI
ORIENTADORA: PROF?. SONIA TEREZINHA DOS ANJOS LOPES
Santa Maria, 02 de fevereiro de 2007

Piometra € uma doenca que ocorre com maior freqiéncia em cadelas adultas durante o
diestro. E causada por uma infeccdo bacteriana intra-uterina que resulta em bacteremia e
toxemia discretas a intensas, determinando uma série de alteracOes sistémicas. Os pardmatros
hematoldgicos geralmente revelam acentuada leucocitose e anemia. Objetivando-se avaliar o
hemograma, o metabolismo oxidativo dos neutrofilos, pelo teste de reducdo do tetrazolio
nitroazul (NBT) e a peroxidacdo lipidica por meio da mensuracdo da concentracdo dos
produtos de reagcdo com o &cido tiobarbitdrico (TBARS), foram utilizados 20 cdes fémeas,
adultas, com idade entre 2 e 14 anos. Os animais foram separados em dois grupos, o grupo 1
formado por 12 fémeas com diagnostico de piometra por Escherichia coli e o grupo 2 por 8
fémeas clinicamente sadias. Os valores na contagem de eritrécitos, hematdcrito e
hemoglobina nas cadelas com piometra foram significativamente inferiores aos do grupo
controle. A proteina plasmética total e leucocitos totais, segmentados, bastonetes e mondcitos
estavam significativamente mais elevados nas cadelas com piometra que no grupo controle.
Para o NBT houve aumento no grupo com piometra em relacdo ao grupo controle. Ndo houve
diferenca significativa entre os grupos para o teste de TBARS. Os resultados mostraram que
cadelas com piometra por E. coli apresentam anemia normocitica normocrdémica e leucocitose
por neutrofilia com desvio a esquerda. O aumento no NBT indicou um incremento na
atividade neutrofilica.

Palavras-chave: piometra, hemograma, NBT, peroxidac&o lipidica, Escherichia coli.



ABSTRACT

Master’s dissertation
Programa de P6s-Graduacdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

COMPLETE BLOOD COUNT, NEUTROPHILS OXIDATIVE
METABOLISM AND LIPID PEROXIDATION IN BITCHES WITH
PYOMETRA BY Escherichia coli
AUTHOR: MAUREN PICADA EMANUELLI
ADVISER: PROF. SONIA TEREZINHA DOS ANJOS LOPES
Santa Maria, february 02", 2007

Pyometra is an infectious disease predominating in adult female dogs during diestrus. It is
caused by an intra uterine bacterial infection leading from a mild to a severe bacteremia and
toxemia. In hematological parameters a severe leukocytosis and anemia usually are presents.
The objective of this study was to evaluate complete blood count, neutrophil oxidative
metabolism by nitroblue tetrazolium test (NBT) and lipid peroxidation using thiobarbituric
acid reactive substances assay (TBARS). Twenty adult female dogs from 2 to 14 years old
were used. All animals were allocated in two different groups. In group 1 E. coli pyometra
diagnosed animals (n=12) and in group 2 only clinically healthy female dogs (n=8). There
were significant lower values in red blood cell, packed cell volume and hemoglobin in group
1 animals than those in group 2 (control). A significant increase in total plasma protein and
total leukocytes (segmented and band neutrophils and monocytes) occurred in group 1 when
comparing to control. In NBT there was also an increase in group 1. But TBARS did not show
a significant difference between groups. These results evidenced that adult female dogs with
pyometra by E.coli show a normocyitic normocromic anemia and leukocytosis characterized
by neutrophilia with a left shift. The NBT raise only indicate a neutrophil activity increased.

Key words: pyometra, complete blood count, NBT, lipid peroxidation, Escherichia coli.
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1-INTRODUCAO

Piometra é uma doenca relativamente comum em cadelas ndo castradas. Apresenta-se
como uma infecgdo bacteriana intra-uterina que determina uma série de alteragdes sistémicas.
Esse disturbio desenvolve-se com maior freqiiéncia em cadelas adultas durante ou logo ap6s a
fase latea do ciclo (diestro), periodo em que o endométrio estd sob maior acdo da
progesterona (NELSON & COUTO, 2006). A resposta exagerada e anormal do endométrio a
exposicao cronica e repetida a progesterona permite o acimulo de secre¢des glandulares
uterinas, que proporcionam um excelente meio para crescimento bacteriano (FELDMAN,
2004). A fonte de bactérias € a flora normal da vagina, sendo a Escherichia coli a que esta
mais associada a essa doenca (FRANSSON et al., 1997; DHALIWAL et al., 1998; NOAKES
et al. 2001).

As alteracGes hematoldgicas caracterizam-se por leucograma inflamatério com
acentuado aumento na contagem total de leucocitos e desvio a esquerda regenerativo devido a
infeccdo e septicemia (FELDMAN, 2004). Linfopenia e monocitose também podem estar
presentes (SEEBACH et al., 1997).

As doencas inflamatdrias, muitas vezes causadas por infec¢Bes bacterianas, como no
caso da piometra, também podem resultar em anemia. Esta anemia € classicamente leve a
moderada, normocitica, normocrémica e ndo regenerativa, e resulta da diminuicdo na
producéo e sobrevida dos eritrocitos (STOCKHAM, 2000).

Os neutrofilos tém papel fundamental na fagocitose e morte de bactérias
(KITAGAWA et al., 1980). Durante a fagocitose ocorre a ativacdo do metabolismo oxidativo
(“exploséo respiratoria”), que leva a um aumento no consumo de oxigénio pelos neutrofilos,
gerando substancias altamente oxidantes (radical superdxido e perdxidos). Esses produtos
oxigenados gerados sdo de extrema importancia para a fungdo bactericida dos neutréfilos e
possuem papel fundamental na destruicdo do tecido inflamatorio, uma vez que essas formas
reativas de oxigénio provocam reacdes secundarias capazes de destruir bactérias e outras
células (BABIOR, 1984; ZINKL & KABBUR, 1997).

O metabolismo oxidativo dos neutréfilos pode ser avaliado pelo teste de redugdo do
tetrazdlio nitroazul (NBT) a formazan (MILLER & KAPLAN, 1970). Em trabalho publicado
por FEIGIN et al. (1971) pacientes com infec¢cdes bacterianas tiveram depdsitos de formazan

aumentados quando comparados com individuos sadios ou com outras enfermidades de
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origem ndo bacteriana, 0 que faz do teste do NBT um método simples para avaliar a
capacidade bactericida dos neutréfilos. Além disso, ainda pode ser utilizado no prognostico
das doencas infecciosas, uma vez que, se pode avaliar a eficiéncia da terapia antimicrobiana.

Embora os metabdlitos de oxigénio gerados pelos neutréfilos sejam necessarios para
0 mecanismo de defesa antimicrobiano, estes radicais livres produzidos podem lesar o
neutrofilo e os tecidos ao seu redor (WEISS & LOBUGLIO, 1982). Esses radicais livres
produzidos podem induzir a peroxidacdo de lipidios na membrana do eritrocito, que diminui
sua capacidade de deformabilidade, sendo removidos da circulagdo precocemente
(PFAFFEROTT et al., 1982; CLASTER et al.,, 1984). Segundo WEISS & KLAUSNER
(1988), os radicais livres podem ainda modificar a estrutura antigénica da membrana do
eritrocito, o que permite a ligacdo de imunoglobulinas resultando em destruicéo eritrocitaria.
Para WEISS & MURTAUGH (1990) esses metabdlitos sdo considerados potenciais na
destruicdo dos eritrocitos nas anemias das doencas inflamatérias. No entanto, ndo foram
encontradas avaliacdes sobre o seu envolvimento na anemia que acompanha a piometra.

A peroxidacdo de lipidios pode ser determinada pela quantificacdo do
malondialdeido (MDA), um dos principais produtos finais da peroxidacdo, que reage com o
acido tiobarbitdrico (TBA) resultando em uma colora¢do rosa medida em espectrofotdmetro a
535nm (OHKAWA et al., 1979; YOSHIOKA et al., 1979). Por isso, o teste de formacéo de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), que é usado para determinar o MDA,
pode ser utilizado para se determinar a extensdo do dano oxidativo de membranas de células,
inclusive dos eritrdcitos.

Como a piometra € uma doenca caracterizada por acentuada resposta inflamatoria,
frente a infeccdo bacteriana instalada, se espera que ocorra um aumento no metabolismo
oxidativo dos neutrofilos para combater a infeccdo. Porém, os radicais livres gerados podem
induzir a peroxidagdo lipidica na membrana do eritrdcito o que poderia ser uma das causas da
anemia que ocorre nesta doenca. Considerando a auséncia de informacgdes a respeito da
funcdo oxidativa dos neutrofilos e das causas de anemia em cadelas com piometra por E. coli,
0 objetivo deste trabalho foi avaliar o hemograma, metabolismo oxidativo dos neutroéfilos e a
peroxidacdo lipidica em cadelas com piometra por E. coli.



2 — REVISAO DE LITERATURA

2.1 Piometra

Piometra é a afeccdo uterina mais comum observada em cadelas adultas durante o
diestro. Em 1959, DOW identificou o que chamamos de complexo hiperplasia endometrial
cistica (HEC)-piometra. Essa condicdo ocorre em cadelas adultas de mais idade e resulta de
uma resposta exagerada e anormal do endométrio a exposicdo cronica e repetida a
progesterona.

Cadelas adultas mais jovens (menos de 6 anos) também podem desenvolver piometra,
no entanto, ndo estdo expostas a secre¢do cronica de progesterona; nesses casos, acredita-se
gue a causa mais comum seja 0 uso de progestagenos para supressdo do estro (SMITH, 2006),
ou a administracdo de estrogenos para interromper a gestacdo (BOWEN et al., 1985).

A progesterona mantém o crescimento endometrial e a secre¢do glandular e, a0 mesmo
tempo, suprime a atividade do miométrio, permitindo um acumulo de secre¢des glandulares
uterinas, que proporcionam um excelente meio para crescimento bacteriano. Um (tero
repleto de liquido estéril € comumente referido como hidrometra ou mucometra, no entanto,
se ocorrer contaminacdo bacteriana, se desenvolve a piometra, que é o distdrbio mais comum
de acontecer (FELDMAN, 2004).

A contaminacéo bacteriana do Utero durante o proestro e 0 estro sem desenvolvimento
de piometra parece ser um evento normal. Doenca uterina ou algum outro fator como
exposicao a progesterona ou estrogeno favorecem o aparecimento da piometra. A fonte de
bactérias € a flora normal da vagina, sendo a Escherichia coli a que esta mais associada a essa
doenca (SANDHOLM et al., 1975; FRANSSON et al., 1997; DHALIWAL et al., 1998;
NOAKES et al. 2001).

A piometra pode se apresentar de duas maneiras: de cérvix aberta, que se caracteriza
pela presenca de corrimento sanguinolento a mucopurulento proveniente da vagina; e de
cérvix fechada, que ndo demonstra nenhum sinal facilmente identificado e precoce da doenca.
Devido a essa particularidade, a piometra de cérvix aberta pode ser detectada mais facilmente

pelos proprietarios, o que ajuda no diagndstico precoce (FELDMAN, 2004).
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Os sinais clinicos incluem corrimento  vaginal, depressdo, letargia,
inapeténcia/anorexia, poliria e/ou polidipsia, vomito, noctdria, diarréia e distensdo
abdominal (SMITH, 2006).

Ao exame clinico pode-se evidenciar depressdo, desidratacdo, febre, aumento palpavel
do dtero e corrimento vaginal se a cérvix estiver aberta. A febre esta associada a infeccao
bacteriana, entretanto, a temperatura retal pode estar normal ou, nos casos de septicemia ou
toxemia, pode estar diminuida (FELDMAN, 2004).

O hemograma geralmente revela leucograma inflamatério com acentuado aumento na
contagem total de leucdcitos e desvio a esquerda regenerativo devido a infeccdo e septicemia.
Nos casos mais severos ou cronicos, pode ocorrer desvio a esquerda degenerativo com
neutrofilos toxicos. Embora a leucocitose seja comum, pode ocorrer contagem total de
leucdcitos normal. O eritrograma é marcado, em muitos casos, por anemia normocitica
normocromica, que ocorre nas doengas cronicas (FELDMAN, 2004).

A neutrofilia com desvio a esquerda, freqientemente esta associada a linfopenia e
pode estar acompanhada por monocitose, caracteristicas de inflamacdo aguda (SEEBACH et
al., 1997). A linfopenia € comum em uma resposta inflamatéria devido ao fato dos
mediadores inflamatérios estimularem o movimento dos neutréfilos, durante a inflamacéo
aguda, estimulando também o movimento dos linfocitos do sangue para o tecido inflamado e
tecido linféide (IMHOF & DUNON, 1995).

2.2 Metabolismo oxidativo dos neutrofilos

Os neutrofilos tém papel fundamental na fagocitose e morte de bactérias. Nas reagdes
inflamatorias, os mondcitos e/ou linfdcitos T ativados secretam varias citocinas, tais como a
interleucina 1 (IL-1), o fator de necrose tumoral (TNF) e o interferon y que estimulam as
celulas endoteliais e/ou fibroblastos a secretarem o fator estimulador de colbnias de
granulocito (G-CSF) e o fator estimulador de coldnias granuldcito-mondcito (GM-CSF) que,
por sua vez, ativam os neutrofilos (KITAGAWA et al., 1988).

A ativacdo do metabolismo oxidativo dos neutrofilos € modulada por varios
mediadores inflamatérios como o peptideo N-formilatado (KITAGAWA et al., 1980), os
leucotrienos (GAY et al., 1984), o fator ativador de plaguetas (DEWALD & BAGGLIONI,
1985), 0 G-CFS (KITAGAWA et al., 1987; YOU et al., 1987), 0 GM-CFS (LOPEZ et al.,
1986), o interferon y (PERUSSIA et al., 1987) e o TNF (BERKOW et al., 1987).
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O aumento no consumo de oxigénio pelos neutrofilos durante a fagocitose € conhecido
como “explosdo respiratoria”. Essa € iniciada pela ativacdo da enzima nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato oxidase (NADPH oxidase) que esta normalmente inativa. A ativacdo
depende de varios componentes, alguns dos quais estdo ligados a membrana e outros podem
ser translocados do citoplasma para a membrana.

A NADPH oxidase ativada esta localizada na membrana plasmatica e torna-se
incorporada ao vacuolo fagocitico. Essa catalisa a reducdo do O, para formar superdxido
(0°*;), sendo o NADPH, oriundo da via das pentoses fosfato, o doador especifico de elétrons
para essa reagdo. O superoxido formado é um radical livre, que por reacdo de dismutacdo,
catalisada pela enzima superdxido dismutase (SOD), forma peroxido de hidrogénio (H20,). O
H,0O, formado, embora ndo seja um radical livre, € uma espécie reativa de oxigénio que pode
reagir com outro anion superéxido e formar o radical hidroxila ("OH), que é o radical livre
mais reativo e ndo ha enzima que catalise sua remogéo. O H,O, e 0 O°, podem difundir-se do
vacuolo fagocitico para o citoplasma da célula, por isso, a enzima que remove o0 O°,” (SOD) e
as enzimas que removem o H,O, (catalase e glutation peroxidase) devem agir em conjunto
para evitar dano oxidativo no neutrofilo ou outras células do organismo (MEYER &
HARVEY, 1998).

Os produtos oxigenados gerados pela “explosdo respiratoria” sdo de extrema
importancia para a funcdo bactericida dos neutréfilos e possuem um papel fundamental na
destruicdo do tecido inflamatorio, uma vez que essas formas reativas de oxigénio provocam
reacOes secundarias de descarboxilacdo oxidativa, desaminacdo oxidativa, peroxidacdo e
halogenac&o, capazes de destruir bactérias e outras células (ZINKL & KABBUR, 1997).

O metabolismo oxidativo dos neutréfilos pode ser avaliado pelo teste de reducdo do
tetrazdlio nitroazul (NBT), isto é feito observando-se a capacidade desses granuldcitos
reduzirem espontaneamente 0 NBT (prova ndo estimulada — NBT-NE). PARK & GOOD
(1970) desenvolveram uma técnica que avalia a capacidade dos neutrofilos reduzirem o NBT,
na presenca de um estimulante a base de extrato bacteriano inativado, conhecido como teste
estimulado de reducdo do NBT (prova estimulada — NBT-E), com a finalidade de descartar
resultados falso negativos.

O NBT é um corante supravital amarelo claro que se transforma em formazan (azul
escuro) apds a sua reducdo pelo superdxido, produzido pelo metabolismo oxidativo do
neutrofilo (MILLER & KAPLAN, 1970). O formazan é o tetrazolio incolor transformado por

reducdo pelo superdxido, produzido pelo metabolismo oxidativo do neutréfilo em um
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precipitado de cor azul escuro, que pode ser visualizado dentro do citoplasma das células
redutoras (PARK & GOOD, 1970). Assim, o metabolismo oxidativo (producdo de
superdxido) do neutrofilo pode ser avaliado, utilizando-se a microscopia 6ptica e calculando-
se o percentual de células NBT-positivas (com presenca citoplasmatica de formazan).

Depositos de formazan aumentados foram caracteristicas de pacientes com infec¢Ges
bacterianas, quando comparados com individuos sadios ou com outras enfermidades de
origem ndo bacteriana (FEIGIN et al., 1971).

Em estudo realizado por POLI et al. (1973), em 70 cées sadios, foi observado um
percentual de neutrdfilos redutores de NBT variando de 2 a 14%, com média de 8,7%. Esses
valores ndo variaram daqueles observados em humanos por PARK et al. (1968), cuja
percentagem média foi de 8,5%; e por FEIGIN et al. (1971), cuja média foi de 8,75%.

Em 1974, POLI & MANTELLI estudaram em varias espécies a capacidade de os
neutrofilos reduzirem o NBT em animais considerados clinicamente sadios. Nesse estudo, em
70 cées entre 1 e 5 anos de idade, observaram que o percentual de neutréfilos redutores de
NBT variou de 2-14%, com média de 8,75%, semelhante aos valores encontrados por POLI et
al. (1973).

POLI et al. (1973), tambem avaliaram 134 cdes doentes, desses, 0s que apresentavam
infeccdes bacterianas foram os que tiveram uma maior percentagem de neutréfilos NBT
positivos. Em 23 cdes com piodermite severa, a média foi de 29,6%, enquanto que em 12 cées
com outras infeccBes bacterianas (abcessos, cistite, laringite) a média foi de 34,6%. Isso
demonstra a eficiéncia do teste do NBT no diferencial das doencas bacterianas de outras
doencas.

O teste do NBT ¢é mais confiavel que a contagem total de leucdcitos como indicativo
de infec¢do bacteriana, uma vez que, condi¢des de estresse também podem levar a um quadro
de leucocitose (WINTROBE, 1939). Ao contrario, as modificagdes enzimaticas que ocorrem
nos leucdcitos, e sdo detectadas na reacdo do teste do NBT, que aparecem durante as
infeccdes, sdo independentes de leucocitose (BEISEL, 1967).

A capacidade de os neutrofilos reduzirem o NBT em cédes também foi avaliada na
sindrome granulocitopatica (RENSHAN & DAVIS, 1979), na discinesia ciliar congénita
(MADDUX et al., 1991) e no Diabetes Mellitus (LECHOWSKI et al., 1991).

FEIGIN et al. (1971), avaliaram 247 pacientes humanos em relacdo a percentagem de
neutréfilos NBT positivos, 0s que estavam sendo tratados para infecges bacterianas tiveram
um percentual de 22,7%; os ndo tratados um percentual de 41,3%; e 0s que ndo responderam

a terapia um percentual de 54,9%. Esse estudo sugere que o teste do NBT também pode ser
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utilizado no prognostico das doencas infecciosas, uma vez que, se pode avaliar a eficiéncia da

terapia antimicrobiana.

2.3 Peroxidacao Lipidica

Embora os metabolitos de oxigénio gerados pelos neutréfilos sejam necessarios para o
mecanismo de defesa antimicrobiano, estes radicais livres produzidos podem lesar o
neutréfilo e os tecidos ao seu redor (WEISS & LOBUGLIO, 1982). Segundo WEISS &
MURTAUGH (1990), esses metabolitos podem causar alteragdes na membrana do eritrocito,
sendo considerados potenciais na destruicdo dos eritrécitos nas anemias das doencas
inflamatorias. A producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio induz citotoxicidade,
lesdo de membrana, peroxidacdo de lipidios, mutagénese e carcinogénese (DATTA et al.,
2000).

Os acidos graxos poliinsaturados das membranas celulares sdo degradados pela
peroxidacdo lipidica, com subsequente alteragdo na integridade da membrana, sugerindo que a
peroxidacdo de lipidios, mediada pelos radicais livres, € uma importante causa de dano e
destruicdo das membranas celulares. A injuria oxidativa na membrana do eritrocito €
evidenciada pelo aumento na formacdo de malondialdeido (MDA) durante o avango da
infeccdo (FREEMAN & CRAPO, 1982).

A peroxidacdo de lipidios pode ser determinada por um processo em que O
malondialdeido, produto final da peroxidacdo dos éacidos graxos, reage com o &cido
tiobarbitarico (TBA), resultando em uma coloracdo rosa medida em espectrofotbmetro a
535nm (OHKAWA et al., 1979; YOSHIOKA et al., 1979).

WEISS & KLAUSNER (1988) concluiram em estudo, que os radicais livres
produzidos também podem modificar a estrutura antigénica da membrana do eritrécito, e essa
alteracdo permite a ligacdo de imunoglobulinas na membrana que resulta em destruicédo

eritrocitaria.
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Hemograma, metabolismo oxidativo dos neutrofilos e peroxidacao lipidica em cadelas com
piometra por Escherichia coli
Complete blood count, neutrophils oxidative metabolism and lipid peroxidation in bitches
with pyometra by Escherichia coli
Mauren Picada Emanuellil*; Sonia Terezinha dos Anjos Lopes“; Tatiana Emanuellim;
Agueda Castagna de Vargas''; Roberto Marinho Maciel'; Patricia Wolkmer'; Bruna

Carolina Garmatzv; Marcio Machado Costav; Marisandra Albiero"

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o hemograma, o metabolismo oxidativo dos neutrofilos e a
peroxidac&o lipidica plasmatica em cadelas com piometra por Escherichia coli. Foram utilizadas
20 fémeas, adultas, com idade entre 2 e 14 anos. Os animais foram separados em dois grupos, o
grupo 1 formado por 12 animais com diagndstico de piometra por E. coli e 0 grupo 2 por 8
animais clinicamente sadios. Os valores na contagem de eritrdcitos, hematécrito e hemoglobina,
nas cadelas com piometra foram significativamente inferiores aos do grupo controle. A proteina
plasméatica total e leucdcitos totais, segmentados, bastonetes e mondcitos estavam
significativamente mais elevados no grupo 1 que no grupo 2. Para 0 NBT houve aumento no
grupo com piometra em relacdo ao grupo controle. N&o houve diferenca significativa entre os
grupos para o teste de TBARS. Os resultados mostraram que cadelas com piometra por E. coli
apresentam anemia normocitica normocrémica e leucocitose por neutrofilia com desvio a
esquerda. O aumento no NBT indicou um incremento na atividade neutrofilica.

Palavras-chave: piometra, hemograma, NBT, peroxidac&o lipidica, Escherichia coli.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate complete blood count and neutrophil oxidative
metabolism and lipid peroxidation in bitches diagnosed for pyometra by E coli. Twenty adult
female dogs from 2 to 14 years old were used. All animals were allocated in two different
groups. In group 1 E. coli pyometra diagnosed animals (n=12) and in group 2 only clinically
healthy female dogs (n=8). Red blood cell counting, packed cell volume and hemoglobin were
significant lower in group 1 animals than those in group 2 (control). A significant increase in
total plasma protein and total leukocytes (segmented and band neutrophils and monocytes)
occurred in group 1 when comparing to control. In NBT there was also an increase in group 1.
But TBARS did not show a significant difference between groups. These results evidenced that
adult female dogs with pyometra by E.coli show a normocyitic normocromic anemia and
leukocytosis characterized by neutrophilia with a left shift. The NBT raise only indicate a
neutrophil activity increased.

Key words: pyometra, hemogram, NBT, lipid peroxidation, Escherichia coli.

INTRODUCAO

Piometra é uma doenca que ocorre com maior freqiiéncia em cadelas adultas durante o
diestro. E causada por uma infeccdo bacteriana intra-uterina que resulta em bacteremia e toxemia
discretas a intensas, determinando uma série de alteraces sistémicas. A resposta exagerada e
anormal do endométrio a exposicao cronica e repetida a progesterona permite um acumulo de
secre¢Oes glandulares uterinas, que proporcionam um excelente meio para crescimento
bacteriano (FELDMAN, 2004). A fonte de bactérias é a flora normal da vagina, sendo a
Escherichia coli a que estd mais associada a essa doenca (FRANSSON et al., 1997;

DHALIWAL et al., 1998; NOAKES et al. 2001; COGGAN et al., 2004).
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As alteracBes hematoldgicas caracterizam-se por leucograma inflamatério com acentuado
aumento na contagem total de leucdcitos e desvio a esquerda regenerativo devido a infeccdo e
septicemia (FELDMAN, 2004). Linfopenia e monocitose também podem estar presentes
(SEEBACH et al., 1997).

As doencas inflamatorias, muitas vezes causadas por infec¢fes bacterianas, como no caso
da piometra, também podem resultar em anemia. Esta anemia é classicamente leve a moderada,
normocitica, normocrdémica e ndo regenerativa, e resulta da diminui¢do na producédo e sobrevida
dos eritrécitos (STOCKHAM, 2000).

Os neutrdfilos tém papel fundamental na fagocitose e morte de bactérias (KITAGAWA et
al., 1980). Durante a fagocitose ocorre a ativacdo do metabolismo oxidativo que leva a um
aumento no consumo de oxigénio pelos neutrofilos, gerando substancias altamente oxidantes
(radical superoxido e perdxidos). Esses produtos oxigenados gerados sdo de extrema importancia
para a funcdo bactericida dos neutrofilos e possuem papel fundamental na destrui¢do do tecido
inflamatorio, uma vez que essas formas reativas de oxigénio provocam rea¢es secundarias
capazes de destruir bactérias e outras células (BABIOR, 1978; ZINKL & KABBUR, 1997).

O metabolismo oxidativo dos neutréfilos pode ser avaliado pelo teste de reducdo do
tetrazolio nitroazul (NBT) a formazan (MILLER & KAPLAN, 1970). Segundo WINTROBE
(1939), o teste do NBT € mais confidvel que a contagem total de leucécitos como indicativo de
infeccdo bacteriana, uma vez que, condicOes de estresse também podem levar a um quadro de
leucocitose. J& as modificacGes enzimaticas detectadas na reacdo do teste do NBT, que aparecem
durante as infecgOes, sdo independentes de leucocitose (BEISEL, 1967). Em trabalho publicado
por FEIGIN et al. (1971) pacientes com infec¢des bacterianas tiveram depdsitos de formazan
aumentados quando comparados com individuos sadios ou com outras enfermidades de origem
ndo bacteriana, o que faz do teste do NBT um método simples para avaliar a capacidade
bactericida dos neutréfilos. Além disso, ainda pode ser utilizado no prognostico das doencas

infecciosas, uma vez que, se pode avaliar a eficiéncia da terapia antimicrobiana.
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Embora os metabolitos de oxigénio gerados pelos neutrofilos sejam necessarios para o
mecanismo de defesa antimicrobiano, estes radicais livres produzidos podem lesar o neutrofilo e
os tecidos ao seu redor (WEISS & LOBUGLIO, 1982). Esses radicais livres produzidos podem
induzir a peroxidacdo de lipidios na membrana do eritrocito, que diminui sua capacidade de
deformabilidade, sendo removidos da circulacdo precocemente (PFAFFEROTT et al., 1982;
CLASTER et al., 1984). Segundo WEISS & KLAUSNER (1988) os radicais livres ainda podem
modificar a estrutura antigénica da membrana do eritrécito, 0 que permite a ligacdo de
imunoglobulinas resultando em destruicdo eritrocitaria. Para WEISS & MURTAUGH (1990)
esses metabolitos sdo considerados potenciais na destruicdo dos eritrocitos nas anemias das
doengas inflamatorias. No entanto, ndo foram encontradas avaliacBes sobre o seu envolvimento
na anemia que acompanha a piometra.

A peroxidacdo de lipidios pode ser determinada pela quantificagdo do malondialdeido
(MDA), um dos principais produtos finais da peroxidagdo, que reage com o acido tiobarbitirico
(TBA) resultando em uma coloracao rosa medida em espectrofotdmetro a 535nm (OHKAWA et
al., 1979; YOSHIOKA et al., 1979). Por isso, o teste de formacdo de substéncias reativas ao
acido tiobarbitarico (TBARS), que € usado para determinar o0 MDA, pode ser utilizado para se
determinar a extensdo do dano oxidativo de membranas de células, inclusive dos eritrocitos.

Como a piometra € uma doenca caracterizada por acentuada resposta inflamatoria, frente
a infeccdo bacteriana instalada, se espera que ocorra um aumento no metabolismo oxidativo dos
neutréfilos para combater a infecgdo. Porém, os radicais livres gerados podem induzir a
peroxidacgdo lipidica na membrana do eritrocito o que poderia ser uma das causas da anemia que
ocorre nesta doenca. Considerando a auséncia de informacdes a respeito da funcdo oxidativa dos
neutrofilos e das causas de anemia em cadelas com piometra por E. coli, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o hemograma, metabolismo oxidativo dos neutrofilos e a peroxidacao

lipidica em cadelas com piometra por E. coli.
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MATERIAL E METODOS

Foram selecionadas 20 cadelas com suspeita de piometra sem tratamento prévio, com
idade entre 2 e 14 anos. Esses animais foram provenientes da rotina do Hospital de Clinicas
Veterinarias, da Universidade Federal de Santa Maria, RS. Realizou-se anamnese, exame fisico
e, quando necessario, ultra-sonografia para confirmacao do diagndstico.

As fémeas com diagnostico de hiperplasia endometrial cistica — piometra foram
submetidas a ovariosalpingoisterectomia e imediatamente ap6s foi coletado, com seringa estéril,
0 conteldo uterino em varios pontos da extensdo do o6rgdo (figura 1). O material foi
acondicionado em gelo e enviado ao laboratorio de bacteriologia e confirmagéo da piometra por
E. coli. Das 20 fémeas selecionadas, somente 12 apresentaram piometra por E. coli, formando o
grupo 1. O grupo 2 (controle) foi constituido de 8 fémeas ndo-castradas, clinicamente sadias,
provenientes de residéncias do municipio de Santa Maria, RS.

As analises bacteriolégicas das amostras coletadas foram cultivadas em agar sangue de
ovino (5%) e agar MacConkey com incubagdo em aerobiose a 37° C com leituras nas 24-48
horas. Os microrganismos isolados foram identificados de acordo com suas caracteristicas
morfoldgicas, tintoriais e bioquimicas de acordo com QUINN et al. (1994).

Foram obtidos mediante puncdo venosa 2mL de sangue em tubo com anticoagulante
EDTA (4cido etileno diaminotetracético, sal dissddico) para realizacdo do hemograma. A
contagem total de eritrécitos e leucdcitos foi realizada em contador de células semi-automaético,
assim como a determinacdo da concentragdo de hemoglobina. A contagem diferencial de
leucdcitos foi realizada manualmente com auxilio de microscépio de luz por profissional
treinado. A determinacdo do volume globular foi efetuada pelo método do microhematocrito. A
proteina plasmatica total (PPT) foi mensurada em refratbmetro.

Para determinacdo do teste de reducdo do tetrazélio nitroazul (NBT) foram coletados
500uL de sangue em tubos contendo 10uL de heparina®. Para a avaliagdo do metabolismo

oxidativo dos neutrdfilos foram utilizados os testes de reducdo do NBT estimulado (NBT-E) e
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ndo estimulado (NBT-NE), no maximo, 30 minutos apds a colheita do sangue, pelo método
citoquimico descrito por PARK & GOOD (1970), utilizando-se “kit” comercial®. Foi
considerado neutréfilo positivo, quando este apresentou qualquer granulo intracitoplasmatico de
cor azul a negro, independente do nimero e tamanho das granulaces (figura 2).

Para realizagdo do teste de TBARS foram coletados 4mL de sangue em tubo contendo
litio heparina, a amostra foi centrifugada a 2000 rpm por 10 minutos para separa¢do do plasma e
congelada a -20°C para posterior analise. A peroxidacdo lipidica foi avaliada pelo teste de
formacdo de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) em espectrofotdmetro a
535nm, conforme descrito por YOSHIOKA et al. (1979).

Os dados foram analisados utilizando os testes ndo parametricos de Mann Whitney para
comparacdo das médias entre 0s grupos, e teste de correlacdo de Spearman para avaliar a relacéo
entre as variaveis indicadoras de anemia e da producdo de radicais livres e de peroxidacéo

lipidica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre as 20 cadelas diagnosticadas clinicamente com piometra, foi confirmada infecgédo
bacteriana uterina por E. coli em 12 animais (60%), seis (30%) apresentaram cultura negativa
para crescimento bacteriano e dois (10%) foram positivos para Staphylococcus coagulase
positiva. Estes achados sdo compativeis com 0s de outros autores que também observaram
maior predominancia de E. coli na piometra (FRANSSON et al., 1997; DHALIWAL et al., 1998;
NOAKES et al., 2001; COGGAN et al., 2004). Segundo SANDHOLM et al. (1975), a E. coli
possui afinidade pelo endométrio sensibilizado pela progesterona, o que poderia ser a causa do
maior numero de isolados desta bactéria.

A média de idade das cadelas com piometra foi de oito anos, dados semelhantes aos

descritos por DHALIWAL et al. (1998), NISKANEN & THRUSFIELD (1998), FUKUDA
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(2001), o que caracteriza maior ocorréncia em animais adultos, devido a exposig¢éo cronica e
repetida a progesterona.

A média e os desvios padrdo dos pardmetros do hemograma dos 12 animais com
piometra por E. coli e do grupo controle encontram-se na Tabela 1. Todos os resultados do grupo
controle apresentaram-se dentro dos valores de referéncia descritos por FELDMAN et al. (2000).

As contagens de eritrocitos, hematécrito e hemoglobina foram significativamente
inferiores nas cadelas com piometra com relagdo ao grupo controle. Os animais do grupo 1
apresentaram anemia normocitica normocrémica, o que, segundo FELDMAN (2004) ocorre,
possivelmente, devido a septicemia e a toxemia associadas a sindrome, que poderiam atuar como
supressores potentes da medula 6ssea.

A proteina plasmaética total estava elevada nas cadelas com piometra comparando-se com
as cadelas controle. Este aumento nas proteinas pode estar relacionado ao estado de desidratacéo
em que alguns animais do experimento se encontravam, conforme citado por FELDMAN (2004)
que atribui a elevacdo de PPT a hemoconcentragdo. Ainda, o aumento na permeabilidade
vascular com subseqliente perda de proteina para o sitio inflamatério ou um aumento na
producdo de gamaglobulinas nas inflamagBes cronicas, também poderiam resultar em
hiperproteinemia e elevar os valores de PPT (FELDMAN et al., 2000).

As contagens de leucdcitos totais, neutréfilos segmentados, bastonetes e mondcitos foram
significativamente maiores nas cadelas com piometra por E. coli que no grupo controle.
Observou-se leucocitose por neutrofilia com desvio a esquerda regenerativo, o que conforme
FELDMAN (2004) e SMITH (2006), reflete a resposta a infeccdo e septicemia. Nos casos mais
severos ou cronicos, pode ocorrer desvio a esquerda degenerativo com neutréfilos tdxicos, o que
ndo foi observado em nenhum animal. Embora a leucocitose seja comum, alguns animais
apresentam contagem total de leucdcitos normais (FELDMAN, 2004), como observado em trés

cadelas com piometra deste estudo.
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Para os demais leucocitos, ndo houve diferenca significativa comparando-se com o grupo
controle, contrariamente a SEEBACH et al. (1997), que citam que neutrofilia com desvio a
esquerda freqlientemente esta associada a linfopenia caracteristicas de inflamacdo aguda. Porém,
FRANSSON et al. (1997) também ndo observaram linfopenia em 26 cadelas com piometra.

Comparando-se os valores do NBT na tabela 2 verifica-se que os neutréfilos das cadelas
com piometra por E. coli e do grupo controle, quando estimulados, aumentaram a sua capacidade
de reducdo do NBT, o que é esperado, uma vez que a reducdo do NBT comprova a capacidade
destes neutrofilos em gerar espécies reativas de oxigénio com propriedades bactericidas. Os
valores de NBT do grupo controle foram semelhantes aqueles descritos por POLI et al. (1973) e
POLI & MANTELLI (1974) para cées sadios.

Houve aumento significativo do deposito de formazan nas cadelas com piometra por E.
coli em relagdo ao grupo controle, o que estd de acordo com FEIGIN et al. (1971) que relataram
ser uma caracteristica de pacientes com infeccbGes bacterianas. POLI et al. (1973), também
verificaram uma maior percentagem de neutrdfilos redutores de NBT em cdes com infeccGes
bacterianas, o que demonstra a eficiéncia do teste do NBT no diagnostico diferencial das doencas
bacterianas.

O teste do NBT é mais confiavel que a contagem total de leucdcitos como indicativo de
infeccdo bacteriana, uma vez que, condicOes de estresse também podem levar a um quadro de
leucocitose (WINTROBE, 1939). Ao contrario, as modificagfes enziméticas que ocorrem nos
leucdcitos sdo detectadas na reacdo do teste do NBT, que aparecem durante as infec¢fes e sdo
independentes de leucocitose (BEISEL, 1967). FEIGIN et al. (1971) ainda sugerem que o teste
do NBT também pode ser utilizado no prognostico das doengas infecciosas, uma vez que, se
pode avaliar a eficiéncia da terapia antimicrobiana.

O teste de peroxidacdo lipidica (TBARS) ndo apresentou diferenca significativa entre 0s
grupos, conforme tabela 2. Além disso, ndo foi observada correlagdo significativa entre NBT e

TBARS, o que sugere que o0 aumento do metabolismo oxidativo dos neutréfilos na piometra néo
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estd provocando lipoperoxidacdo. Também ndo foi observada correlacdo significativa entre os
parametros de anemia (hematdcrito, eritrécitos e hemoglobina) e NBT ou TBARS, o que indica
que a anemia na piometra ndo estaria relacionada a um estresse oxidativo.

Dessa forma, ndo houve comprovacdo do envolvimento dos radicais livres na anemia
apresentada pelas cadelas com piometra por E. coli, 0 que poderia ter ocorrido pelo aumento
compensatério na producdo de antioxidantes, protegendo as células e tecidos da acdo oxidante
dos radicais livres produzidos por meio da “explosdo respiratéria” dos neutréfilos durante a

fagocitose (BAEHNER et al., 1977; BAKER & COHEN, 1983; BABIOR, 1984).

CONCLUSAO
Cadelas com piometra por E. coli apresentaram anemia normocitica normocrdmica,
leucocitose por neutrofilia com desvio a esquerda e aumento no metabolismo oxidativo dos

neutréfilos, sem ocorrer aumento na peroxidacao lipidica plasmatica.
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Figura 1 — Coleta do conteudo do utero de cadela com piometra.
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Figura 2 — Neutréfilo segmentado com precipitado azul enegrecido no
citoplasma (formazan).

30



Tabela 1 — Médias e desvios padriao do hemograma de cadelas com piometra por E. coli e do controle
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HEMOGRAMA CONTROLE CADELAS COM PIOMETRA REFERENCIA”
Eritrdcitos (x 10° uL™) 7,37+0,92 5,02 +0,92" 5,50-8,50
Hematdcrito (%) 48,62 +2,39 39,66 + 6,64 37,00-55,00
Hemoglobina (g dL™) 16,80 + 1,50 13,35 £2,23” 12,00-18,00
VCM (fL) 66,86 + 8,47 76,94 +5,65™ 60,00-77,00
CHCM (%) 34,42 +2,09 33,69 +1,37 32,00-36,00
PPT (gdL™) 7,92 +0,57 9,34+1,08" 6,00-8,00
Leucécitos Totais 10.075,00 + 2.501,29 29.441,67 + 15.554,04™ 6.000,00-17.000,00
Bastonetes 90,25 + 109,87 5.315,50 + 6.903,27™" 0-300,00
Segmentados 7.548,13 + 2.553,72 19.170,00 +9.107,74™ 3.000,00-11.500,00
Linfécitos 1.590,12 + 481,58 2.527,50 + 1.924,61 1.000,00-4.800,00
Monécitos 292,00 + 238,78 1.167,50 + 1.268,53 150,00-1.350,00
Eosinéfilos 554,50 + 360,83 888,41 + 1.496,57 100,00-1.250,00
Metamieldcitos 0 372,75 + 647,00 0

“p <0,001.
“p<0,01.
“p<0,05.

VCM - volume corpuscular médio; CHCM - concentragdo de hemoglobina corpuscular média; PPT — proteina

plasmaética total.

* FELDMAN et al. (2000).



32

Tabela 2: Médias e desvios padriao do metabolismo oxidativo dos neutréfilos nio estimulado (NBT-NE) e

estimulado (NBT-E) e da peroxidacio lipidica (TBARS) de cadelas com piometra por E. coli e do grupo
controle

GRUPO CONTROLE CADELAS COM PIOMETRA
NBT-NE (%) 8,25 + 3,95 16,25 + 6,65
NBT-E (%) 12,25+ 4,53 21,67 +9,82"
Plasma TBARS (umol L™) 15,65+ 2,61 26,22 + 19,64

“p< 0,01
" p<0,05.
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