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CORRELAGAO DA DOSAGEM DE INTERLEUCINA-6 NO LiQUIDO SINOVIAL E
SORO E DA VELOCIDADE DE HEMOSSEDIMENTAGAO EM ESTUDO CLINICO E
RADIOGRAFICO EM CAES COM LUXACAO PATELAR CONGENITA

Resumo

A luxacao patelar € uma das afec¢des ortopédicas mais comuns em céaes, podendo
ser de origem congénita ou traumatica, sendo classificada como medial ou lateral e
apresentando-se uni ou bilateralmente. A mesma pode resultar no aparecimento ou
progressdo da osteoartrose (OA), um processo cronico degenerativo que tem por
mecanismos fisiopatolégicos mais provaveis os fatores causadores de inflamacgéo e a
instabilidade articular. O processo inflamatério pode ser desencadeado por diferentes
tipos de injurias teciduais e os mecanismos de respostas sdo uma cadeia organizada
e dindmica de eventos celulares e vasculares. A resposta sistémica ao processo
inflamatorio € uma resposta de fase aguda (RFA), que tem por principal objetivo
manter a homeostase do organismo. Durante a RFA ha liberagdo de diferentes
mediadores, como a interleucina-6 (IL-6) a qual é pré-inflamatdria. Outro marcador
inflamatorio é o teste de velocidade de hemossedimentagéo (VHS), o qual é simples
e inespecifico. O objetivo desse trabalho foi analisar os marcadores de inflamacgéo (IL-
6 e VHS) em cées com diferentes graus de luxagdo patelar e correlaciona-los as
alteracdes clinicas e radiograficas (graus de luxagao, claudicagdo e osteoartrose).
Foram utilizados 13 animais divididos em dois grupos, sendo o primeiro com 11 caes
sintomaticos e o segundo com 2 cédes higidos. O VHS se apresentou dentro dos
parametros normais para todos os animais. Nao houveram relagdes estatisticamente
significativas para a dosagem de IL-6 no liquido sinovial. Foi observada correlagéo
forte entre a dosagem de IL-6 no soro e o grau de OA, sugerindo um possivel

biomarcador inflamatério para a condigao.

Palavras-chave: Inflamacdo, Artrite, Artrose, Osteoartrite, Osteoartrose, VHS,

Veterinaria, Medicina



CORRELATION OF INTERLEUKIN-6 DOSAGE IN SYNOVIAL FLUID AND SERUM
AND ERYTHROCYTE SEDIMENTATION RATE IN CLINICAL AND
RADIOGRAPHIC STUDY IN DOGS WITH CONGENITAL PATELLAR LUXATION

Abstract

Patellar luxation is one of the most common orthopedic disorders in dogs, it may be of
congenital or traumatic origin, being classified as medial or lateral and affects one or
both knees. It may result in the appearance or progression of osteoarthrosis (OA), a
chronic degenerative process that has as the most likely pathophysiological
mechanism inflammatory mediators and joint instability. The inflammatory process can
be triggered by different types of tissue injuries and the response mechanism is a
dynamic and organized chain of cellular and vascular events. The systemic response
to inflammation is an acute phase response (APR), whose main goal is to maintain the
body’s homeostasis. During the APR there is the release of different mediators, as
interleukin-6 (IL-6) that is pro-inflammatory. Another inflammatory marker is the
erythrocyte sedimentation rate (ESR) test, which is simple and nonspecific. The aim of
this study was to analyze inflammation markers (IL-6 and ESR) in dogs with different
patellar luxation grades and to correlate them to clinical and radiographic alterations
(grades of luxation, lameness and osteoarthrosis). 13 animals were divided into two
groups, the first with 11 symptomatic dogs and the second with 2 healthy dogs. The
ESR was normal for all animals. There were no statistically significant relationships for
synovial fluid IL-6 dosage. A strong correlation was observed between the serum IL-6
dosage and the OA grade, suggesting a possible inflammatory biomarker for the

condition.

Keywords: Inflammation, Arthritis, Arthrosis, Osteoarthritis, Osteoarthrosis,

ESR, Veterinary, Medicine
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Luxacao patelar

Os disturbios da articulagao fémoro-tibio-patelar sao frequentes causas de
claudicagdo e impoténcia do membro pélvico em céaes, dentre eles destaca-se a
luxacdo de patela, uma das condi¢cdes ortopédicas mais comuns que acometem o
joelho de caes, onde ocorre um deslocamento intermitente ou permanente da patela
em relacao ao sulco troclear do fémur, normalmente durante a locomog¢ao do animal
(PRIESTER, 1972; ROUSH, 1993; HULSE, 2003).

A afeccéo pode ser de origem congénita ou traumatica, sendo classificada no
que diz respeito a direcdo como medial ou lateral, apresentando-se uni ou
bilateralmente (DENNY e BUTTERWORTH, 2006; BOUND et al, 2009).

A etiologia da luxagdo congénita ndo foi definitivamente estabelecida, mas
acredita-se que esta relacionada com anormalidades do desenvolvimento do membro
criando um desalinhamento do quadriceps. Ela recebe este nome por ocorrer no inicio
da vida e ndo ser associada a traumas. Embora a luxagao possa nao estar presente
ao nascimento, as deformidades anatdmicas que a causam estido e as mesmas sao
responsaveis pelas subsequentes luxacdes patelares. A luxagdo traumatica é
consequéncia de traumatismo na face lateral do joelho (DENNY e BUTTERWORTH,
2006; DECAMP et al., 2016).

O risco de apresentar a doenca € maior em caes de ragas pequenas e meédias
do que em caes de ragas grandes, sendo consideradas como ragas predispostas o
Poodle, Pinsher, Yorkshire Terrier, Chihuahua, Spitz Alemao, Shih Tzu, Pequinés,
Cocker Spaniel, Bulldog, Sharpei e Boston Terrier. As ragas maiores possuem uma
maior incidéncia da luxacdo patelar lateral, enquanto nas ragas menores ha
evidéncias de maior prevaléncia da luxagao patelar medial (PRIESTER, 1972; HAYES
et al.,, 1994; LA FOND et al., 2002; GIBBONS et al., 2006; BOUND et al., 2009;
O'NEILL et al., 2016).

Apesar da luxagao de patela ser historicamente mais diagnosticada em céaes
de ragas pequenas, a incidéncia tem aumentado em cées de ragas grandes como no
Akita, Labrador Retriever, Chow Chow, Sao Bernardo, Husky e Malamute (GIBBONS
et al., 2006; PIERMATTEI et al., 2006; KRAUS, 2013).
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A luxacao de patela medial é a mais frequente, compreendendo 75 a 80% dos
casos, sendo o envolvimento bilateral observado cerca de 20 a 25% das vezes. A
simultanea ruptura do ligamento cruzado esta presente em 15 a 20% dos casos de
caes de meia-idade e idosos com luxacao patelar crénica (PIERMATTEI et al., 2006;
FOSSUM, 2008; BOUND et al., 2009).

Os sinais clinicos variam desde instabilidade sem sinais clinicos associados
até a luxacao completa e irredutivel da patela. Também variam de acordo com a
severidade com que o membro é acometido. O animal pode apresentar dor, diferentes
graus de claudicagdo em um ou ambos membros pélvicos, alteracbes de ossos e
tecidos adjacentes (FERGUSON, 1997; FILHO et al., 2005).

O método de classificacdo do grau da luxagao e da deformidade éssea facilita
o diagndstico e a decisao do tratamento (PIERMATTEI et al., 2009). Embora os graus
nem sempre correspondam aos sinais clinicos, eles podem ser uteis no
monitoramento do progresso da doenga em animais jovens e assintomaticos, ou no
planejamento do reparo cirdrgico (DENNY e BUTTERWORTH, 2006).

Os graus de luxagdo estdo correlacionados com a gravidade das
anormalidades anatémicas (DECAMP et al., 2016).

Na luxagao de grau | os pacientes normalmente ndo apresentam claudicagéo
e o diagndstico é feito por achados durante o exame fisico. A luxagao pode ser obtida
manualmente durante o exame, mas a patela volta a posicdo normal quando a pressao
€ liberada. Durante a movimentacao de extensao e flexao a articulagao apresenta-se
normal e n&o ha crepitagao aparente (FOSSUM, 2008; PIERMATTEI et al., 2009).

Na luxacdo de grau Il € comum a claudicagao leve e intermitente. Torg&o de
fémur e deformidades angulares leves podem estar presentes. A patela pode ser
deslocada manualmente sob pressido ou pode luxar durante a flexdo da articulagao.
A reducdo nem sempre € imediata, sendo necessaria a redugdao com auxilio do
examinador ou de forma espontanea quando o animal rotaciona a tibia. Pode-se
perceber leve crepitacdo na flexdo e extensdo da articulagdo (DENNY e
BUTTERWORTH, 2006; FOSSUM, 2008; PIERMATTEI et al., 2009).

Na luxacéo de grau lll a patela permanece luxada permanentemente, mas pode
ser reduzida manualmente na extensao da articulagado. Entretanto a luxagéo ocorre

novamente quando ha flexdo e extensao do joelho. Ha rotagdo e deslocamento da
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crista tibial entra 30 e 60° a partir do plano craniocaudal. Ocorre abdugao-adug¢ao do
tarso durante a flexdo-extensdo do membro e o sulco troclear apresenta-se raso ou
achatado (SINGLETON, 1969; FOSSUM, 2008; PIERMATTEI et al., 2009).

Na luxacado de grau IV a patela apresenta-se luxada permanentemente, ndo
podendo ser reduzida manualmente. O animal locomove-se com os membros pélvicos
parcialmente flexionados e agachados, ja que s&o incapazes de promover a completa
extensdo do joelho. Pode ocorrer rotacdo da tibia de 80 a 90° em relagdo ao plano
craniocaudal. A troclea apresenta-se rasa, ausente ou convexa. Ha também
deslocamento dos musculos do quadriceps (SINGLETON, 1969; DENNY e
BUTTERWORTH, 2006; FOSSUM, 2008; PIERMATTEI et al., 2009).

A afeccao pode ainda apresentar alteracbes musculoesqueléticas como
deslocamento medial do quadriceps, arqueamento lateral do tergco distal do fémuir,
torcao lateral do fémur distal, displasia epifisaria femoral, instabilidade rotacional do
joelho, deformidade da tibia, arrasamento ou auséncia do sulco troclear devido a falta
de pressao direta da patela sobre o mesmo, deslocamento medial da tuberosidade da
tibia, argueamento medial da tibia proximal, tor¢ao lateral da tibia distal e doenca
articular degenerativa (FOSSUM, 2008; SCHULZ, 2013; DECAMP et al., 2016).

Alguns fatores podem contribuir para a afecgdo como a frouxidao do ligamento
patelar, o arrasamento do sulco troclear e um angulo incorreto do eixo do colo femoral
(ROUSH, 1993; FERGUSON, 1997).

O diagnéstico € baseado no histérico do animal e um exame fisico cuidadoso.
O animal deve ser avaliado durante a caminhada e ao trote, deve-se observar o
alinhamento do membro e fazer a palpagdo minuciosa do joelho. Para melhor
avaliagcdo o animal deve ser examinado em decubito lateral, aplica-se leve pressao
sobre a patela tentando desloca-la de sua posigao original, realiza-se a extensao e
flexdo da articulagdo e rotaciona-se a tibia lateral e medialmente. Durante o exame
deve ser observado a presencga de instabilidades, crepitagdes, grau de rotagcao da
tuberosidade tibial, torcao e angulagdo do membro, incapacidade de reduc&o da
patela, localizacdo da patela reduzida dentro do sulco troclear, incapacidade de
extensdo do membro em angulo normal e presenga ou auséncia de movimento de
gaveta (FOSSUM, 2008; PIERMATTEI et al., 2009; TUDURY et al., 2011).
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A radiografia ajuda a confirmar o diagndstico e auxilia na avaliagdo de
deformidades Gsseas e do grau de alteragdes degenerativas presentes na articulagéo.
As proje¢des indicadas sdo a craniocaudal, médio-lateral e skyline da articulagéao
fémoro-tibio-patelar. Em casos de luxagao grave com importante rotacdo de fémur e
tibia, é indicada a utilizacdo de tomografia computadorizada (TOWLE et al., 2005;
KOWALESKI et al., 2012).

O tratamento pode ser conservador ou cirurgico, dependendo do historico
clinico, dos achados no exame fisico, da frequéncia das luxacbes e da idade do
paciente (FOSSUM, 2008).

O tratamento conservador limita-se aos animais que nao apresentam sinais
clinicos e que nao possuem potencial de evolugao para graus mais elevados, e inclui
uso de anti-inflamatérios nao-esteroidais (AINEs) e condroprotetores (DENNY e
BUTTERWORTH, 2006; SLATTER, 2007). O tratamento cirurgico € indicado em
animais sintomaticos de qualquer idade e tem como objetivo o realinhamento do
mecanismo quadriceps e estabilizagcdo da patela no sulco troclear, por meio de
técnicas operatorias de reconstrucao de tecidos moles e reconstrugcao de tecido 6sseo
(DENNY e BUTTERWORTH, 2006; PIERMATTEI et al., 2009). A escolha das técnicas
e o planejamento cirurgico devem ser baseados na avaliagdo radiografica e nos
achados intra-operatérios (PEREZ e LAFUENTE, 2014).

Um estudo feito por Lara et al. (2018) concluiu que a reparagao cirurgica é o
tratamento indicado para todos os animais que apresentam a luxacao patelar, mesmo
quando os sinais clinicos sdo leves ou ausentes, pois a condicdo desencadeia
alteracdes patelares e extra-patelares, as quais promovem a progressdo da
degeneracgao da articulagdo e podem dificultar o procedimento cirurgico.

O progndstico é muito bom na maioria dos casos, com cerca de 90 a 95% dos
pacientes recuperando a fungdo normal do membro. Porém depende da idade do
animal, da severidade das deformidades 0sseas e musculares e da severidade da
doenca articular degenerativa desenvolvida, a qual continua a progredir mesmo com
o tratamento cirargico (DENNY e BUTTERWORTH, 2006; FARESE, 2006; FOSSUM,
2008). O prognostico geralmente € bom para luxagdes de graus Il e lll, mas reservado
para as de grau IV (DAVIDSON e KERWIN, 2014).
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1.2 Osteoartrose

A osteoartrose (OA) € um processo crénico degenerativo que pode acometer
diferentes articulagdes, porém é principalmente observada naquelas que suportam o
peso do animal como os joelhos e quadris. E uma afeccéo de evolugdo lenta e de
grande importancia clinica que acomete caes de todas as idades, ragcas e ambos os
sexos (GOLDRING e GOLDRING, 2007; KYOSTIO-MOORE et al., 2013; YAN et al.,
2017).

E caracterizada por dor, claudicacdo em diferentes graus, edema, crepitacéo e
rigidez articular, acompanhadas por degeneragéo da cartilagem articular, inflamagao
sinovial leve e alteragcbes em ossos, ligamentos, meniscos, tenddes e musculos
periarticulares. A extensdo da degeneracao da cartilagem articular é relacionada a
severidade da doencga (GOLDRING, 2012; KYOSTIO-MOORE et al., 2013; YAN et al.,
2017).

A OA é resultante de diversos fatores de risco, porém sua patogénese ainda
nao foi totalmente compreendida (ZHUANG et al.,, 2018). Acredita-se que os
mecanismos fisiopatolégicos mais provaveis sao fatores causadores de inflamacgao
articular e instabilidade resultante de traumas e incongruéncias (BRUIN et al., 2005;
FUJITA et al., 2005; GOLDRING e GOLDRING, 2007).

Estudos mais recentes tém considerado que alteracbes estruturais no 0sso
subcondral ttm um grande impacto na degeneragao da cartilagem articular e um papel
importante na progressao da afecgéo, demonstrando que ha um remodelamento do
0sso nos estagios iniciais da OA. Esse remodelamento resulta no espessamento e
esclerose do mesmo, levando também a formagao de ostedfitos, hiperplasia sinovial,
efusao articular e sinovite secundaria (LOESER, 2013; ZAMLI et al., 2016; ZUO et al.,
2016).

Diversos processos moleculares e celulares estdo envolvidos nestas mudancgas
patologicas como o aumento do catabolismo da cartilagem e decréscimo no
anabolismo da mesma, hipertrofia e morte de condrécitos, remodelacdo éssea pelos
osteoclastos, e infiltragdo e ativacado de células imunes (ROBINSON et al., 2016).

Acredita-se que a luxacdo de patela associada a deformidades &sseas
angulares e rotacionais possam resultar no aparecimento ou progressao da OA

(ALAM et al., 2011). Roy et al. (1992) concluiram que algumas técnicas de reparo
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cirargico acarretam uma inflamacéao sinovial e danos a cartilagem articular, os quais
também podem levar a uma progressao da OA pela liberagdo de proteases.

Os sinais clinicos podem ser intermitentes ou persistentes e incluem dor,
claudicacao, tolerancia reduzida ao exercicio, podendo apresentar atrofia muscular
em casos mais graves (TAYLOR, 2009; MALFAIT e SCHNITZER, 2013).

O diagnostico baseia-se no historico clinico, exame fisico e achados
radiograficos caracteristicos como presenga de ostedfitos, entesofitos, efusao
sinovial, edema de tecidos moles, esclerose do osso subcondral, estreitamento do
espaco intra-articular, mineralizacao intra-articular, calcificagcdo da capsula articular e
remodelagdo 0ssea (TAYLOR, 2009; BENNETT, 2010; INNES, 2012).

A ultrassonografia pode ser util na avaliacdo de alteragbes na cartilagem,
meniscos, anormalidades em musculos, tendbes e ligamentos. Porém existem
frequentes limitagdes em racas de pequeno porte devido ao tamanho das articulagdes,
resultando em uma janela limitada para a captacdo de imagens (MARINO e
LOUGHIN, 2010).

A tomografia computadorizada permite a avaliagao de injurias 6sseas que nao
podem ser notadas na avaliacdo radiografica. As alteragdes iniciais presentes em
tecidos moles periarticulares e cartilagem articular podem ser avaliadas mais
detalhadamente por artroscopia ou ressonancia magnética (MOSHER et al., 2013;
COPPIETERS et al., 2016).

Apesar da ressonancia magnética ser considerada “padrao ouro” na medicina
humana, o exame radiografico permanece como método principal para diagndstico de
afeccbes articulares na rotina clinica veterinaria (MARINO e LOUGHIN, 2010;
COPPIETERS et al., 2016).

Devido as lesbes degenerativas serem irreversiveis, o tratamento tem por
objetivo o alivio dos sinais clinicos e a prevencéo de futuras lesées (ECHIGO et al.,
2006; MEASE et al., 2011). A abordagem terapéutica dependera da gravidade e
localizagéo da lesdo (LINDLEY e WATSON, 2010). Parametros como dor, amplitude
de movimento articular, mobilidade e atividade do paciente sdo fatores a serem
considerados pelo Meédico Veterinario na escolha do tratamento que inclui,
primariamente, analgésicos, AINEs e condroprotetores (COIMBRA et al., 2004;
LINDLEY e WATSON, 2010; MILLIS e LEVINE, 2014).
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1.3 Processo Inflamatério

A inflamagdo € um mecanismo de defesa caracterizado como proprio dos
tecidos conjuntivos, pois os agentes que atuam nas areas acometidas necessitam dos
vasos para chegarem até as mesmas (CHAMUSCA et al., 2012).

Os agentes efetores da inflamacéo fazem parte do exsudato, composto por um
conjunto de substancias que extravasam pelas paredes dos vasos da microcirculagéo
na area acometida; e do infiltrado celular, que € um conjunto de células que alcanga
a area agredida atravessando a parede das vénulas e capilares e se “infiltrando” nos
espacos teciduais (CHAMUSCA et al., 2012).

A inflamagao pode ser desencadeada por diferentes tipos de injurias teciduais
e induz sinais locais caracteristicos como hipertermia, hiperemia, edema, dor e perda
de funcdo. Nos tecidos acometidos ha abundante infiltragdo de células inflamatdrias
como neutrofilos, eosinofilos e macrofagos. O recrutamento dessas células é realizado
principalmente pela expressao de citocinas (AOKI e NARUMIYA, 2012).

O processo inflamatério pode ser classificado como agudo, subagudo ou
cronico. A resposta inflamatdria aguda inicia-se rapidamente apds um dano tecidual,
agrava-se em curto intervalo de tempo e seus sintomas duram poucos dias. A
inflamag&o subaguda corresponde ao periodo entre a inflamagéo aguda e a crdnica,
durando de duas a seis semanas. Ja a inflamacédo crénica define-se como uma
inflamacéo lenta, de longa duragao podendo persistir por meses a anos (PAHWA e
JIALAL, 2018).

Os mecanismos da inflamacéao representam uma cadeia organizada e dindmica
de eventos celulares e vasculares. A resposta vascular ocorre, normalmente, alguns
minutos apds a injuria levando a uma vasodilatagdo e aumento da permeabilidade dos
vasos, permitindo a entrada dos mediadores inflamatdrios. Os eventos celulares
envolvem a entrada e adesé&o de células ao endotélio (ABDULKHALEQ et al., 2018).

O processo inflamatério inicia-se no local do trauma. Diversos mediadores
quimicos sao liberados como histamina, serotonina, bradicinina e eicosanoides
(prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos) (ABDULKHALEQ et al., 2018).

Os eicosanoides sdo metabolitos do acido araquidbénico, que é o principal

componente da membrana fosfolipidica das células. Os leucotrienos derivam da via
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da lipoxigenase e as prostaglandinas e tromboxanos da via da cicloxigenase, que
possui duas isoformas: COX-1 e COX-2 (ABDULKHALEQ et al., 2018).

Além disso, macréfagos e mondcitos estimulam a liberagdo de citocinas,
especialmente interleucina-1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral (TNF), consideradas
interleucinas primarias, as quais induzem a liberagado de mais citocinas, destacando-
se a interleucina-6 (IL-6), que tem sido considerada a principal indutora da sintese das
proteinas de fase aguda (PFA) pelo figado e mediadora das respostas de defesa
organica (SANTOS e ALBERTO, 2014). O aumento da liberagdo dessas citocinas,
aumenta a concentracdo das mesmas no plasma, fazendo com que elas tenham agao
nos orgaos, principalmente no cérebro e no figado, acarretando uma resposta imune
sistémica (ABDULKHALEQ et al., 2018).

A resposta sistémica ao processo inflamatério € uma resposta de fase aguda
(RFA) de defesa, sendo um processo dinamico que envolve mudangas sistémicas e
metabodlicas desencadeadas imediatamente apods qualquer inflamacgéao, infeccéo,
injuria tecidual, trauma cirurgico, crescimento neoplasico ou alteracdo imunoldgica,
com o objetivo principal de permitir a manutencado da homeostase no organismo
(SERIN e ULUTAS, 2010; RUBIO et al., 2014).

A RFA faz parte do sistema imune inato e € representada por um conjunto de
barreiras fisicas, quimicas e bioldgicas, bem como células especializadas e moléculas
soluveis, formando um mecanismo de defesa primario e nao especifico contra injurias
ao organismo antes do sistema imune (imunidade especifica) ser ativado. E o primeiro
estagio da reacéo inflamatéria, sendo que essa resposta consiste em alteragdes na
concentragdo das PFA (GRUYS et al.,, 2006; CRUVINEL et al.,, 2010; SANTOS e
ALBERTO, 2014).

A RFA é uma resposta induzivel do sistema imune inato desencadeada pelo
reconhecimento de organismos patogénicos, através de receptores denominados de
receptores de reconhecimento padrdo. Os mesmos podem reconhecer estruturas
moleculares presentes nos microrganismos invasores, recebendo o nome de padrdes
moleculares associados a patégenos ou PAMPs. (MEDZHITOV e JANEWAY, 2000).

O sistema imune inato também reconhece moléculas endégenas, denominadas

de padrées moleculares associados ao dano ou DAMPs. Estas substancias sao
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produzidas ou liberadas por células danificadas por infec¢gdes, toxinas, queimaduras,
traumas, ou células apoptoticas (WARD, 2012).

A RFA tem por finalidade limitar a lesdo tecidual, isolar e destruir
microrganismos, e ativar o processo de reparagao necessario para restaurar o
equilibrio das fungdes organicas. As reagdes locais envolvem a agregacéo
plaquetaria, vasodilatagdo, acumulo e ativagdo de granulocitos e células
mononucleares que liberam citocinas (interleucinas) e interferons. Esses mediadores
agem em receptores especificos de diferentes células-alvo, provocando uma reagao
sisttmica, a qual inclui febre, dor, leucocitose, aumento da velocidade de
hemossedimentacdo, aumento da secrecdo do ACTH, diminuicdo dos niveis séricos
de ferro e zinco, balango nitrogenado negativo, ativagao do sistema complemento e
da cascata de coagulagdo e mudancga na concentragdo das PFA, sintetizadas no
figado (SANTOS e ALBERTO, 2014).

A concentracdo sérica das PFA esta diretamente ligada a severidade do
processo inflamatdrio, portanto, utiliza-las como um marcador de inflamacéo facilita a
detecgéao precoce desse processo (GARCIA et al., 2002).

As PFA apresentam uma grande importancia clinica na Medicina Veterinaria
uma vez que providenciam um método eficaz de monitoramento da saude do animal.
Embora n&o possam ser utilizadas isoladamente como exame diagnostico, fornecem
informacéo objetiva sobre a extensdo da doencga infecciosa ou inflamatéria e auxiliam
na deteccao de infecgdes subclinicas (PETERSEN et al., 2004).

A maioria das PFA positivas (aumentam a concentragdo durante a inflamagao)
sdo glicoproteinas sintetizadas, principalmente, por hepatdcitos sob a estimulagéo de
citocinas pro-inflamatérias liberadas na corrente sanguinea na fase aguda da
inflamacao (SANTOS e ALBERTO, 2014).

A concentragdo maxima das PFA é atingida entre 24 a 48 horas apoés o inicio
da RFA. A diminuicdo da concentragdo ocorre em paralelo a recuperagao da injuria.
Em geral, um mecanismo de retroalimentacao limita essa resposta de acordo com o
reestabelecimento da homeostase (SANTOS e ALBERTO, 2014).
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1.4 Interleucina-6

As interleucinas sao citocinas que intermedeiam a sinalizagéo entre linfocitos e
outros leucécitos. A IL-6 € uma glicoproteina de 22 a 28 kDa que consiste no principal
mediador da reacdo de fase aguda e do choque séptico (TIZARD, 2014). E uma
citocina pleiotropica e sua sintese ocorre em diversas células como mondécitos, células
endoteliais, células sinoviais, fibroblastos, queratinécitos, mastdcitos, linfécitos T e B,
células tumorais, macrofagos, em resposta a endotoxinas de microrganismos ou ao
estimulo de outras citocinas como IL-1 e TNF. (NISHIMOTO et al., 2000; GOMES et
al., 2009; POLUHA e GROSSMANN, 2018).

E uma interleucina pré-inflamatéria que atua nas respostas imunes inata e
adaptativa. Participa na regulagao de diversas atividades imunolégicas, incluindo a
sintese de proteinas de fase aguda pelo figado, na inflamagao, hematopoiese e na
oncogénese. Também media a indugdo do processo de diferenciagdo do progenitor
dos osteoclastos e a atividade osteoclastica (GOMES et al., 2009; POLUHA e
GROSSMANN, 2018).

A IL-6 promove a maturacido e ativagdo de neutrofilos, maturagcdo de
macrofagos e a diferenciacdo e manutencao de linfécitos T e células natural Killers.
Também apresenta acao anti-inflamatoéria, uma vez que inibe algumas atividades de
TNF e IL-1 e promove a sintese de citocinas supressoras, como a IL-10 (TIZARD,
2014; CAMEJO et al., 2017; POLUHA e GROSSMANN, 2018).

Sugere-se que a IL-6 regula a transicdo da fase que é predominantemente
marcada pela presenga de neutrofilos, no inicio do processo inflamatorio, para a fase
inflamatoria mais tardia, em que os macrofagos sdo dominantes (TIZARD, 2014).

Tanto a IL-6 quanto seu receptor sdo expressos em baixos niveis no estado
fisiolégico, porém quando ha uma lesdo tecidual, passam a ser amplamente
expressos, sendo suas concentracdes plasmaticas detectaveis em 60 minutos, com
pico entre 4 e 6 horas, podendo persistir por até 10 dias (GOMES et al., 2009;
POLUHA e GROSSMANN, 2018).

1.5 Velocidade de Hemossedimentagao
A velocidade de hemossedimentacéo (VHS) é um teste de laboratério simples

e de baixo custo utilizado como marcador inespecifico de processos inflamatorios,
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infecciosos e neoplasicos (COLLARES e VIDIGAL, 2004; EPAMINONDAS et al.,
2015).

A técnica foi padronizada em 1920 por Westergren, considerada padrao ouro e
recomendada pelo International Committee for Standardization in Hematology (ICSH)
(EPAMINONDAS et al., 2015).

O método consiste na medida da altura da camada de hemacias de uma
amostra de sangue anticoagulado sedimentada em um tubo de vidro graduado
durante um determinado periodo de tempo (MERISIO e ALFF, 2013). Coloca-se
sangue venoso anticoagulado com citrato de sodio a 3,8% na proporgéo de 4:1 em
um tubo de vidro graduado, com 200 mm de comprimento e 2,5 mm de didmetro
interno. O tubo é preenchido até a marca zero e deixado em repouso na posicao
vertical por uma hora. A distancia do menisco até o topo da coluna de eritrécitos
indicara a VHS, expressa em mm/h (COLLARES e VIDIGAL, 2004; MERISIO e ALFF,
2013).

O exame deve ser realizado no maximo até 2 horas apds a coleta e a uma
temperatura entre 20°C e 25°C (COLLARES e VIDIGAL, 2004).

Existem variagbes na metodologia da analise, como o uso do EDTA como
anticoagulante. Esta modificagdo passou a ser considerada referéncia para VHS pela
ICSH a partir de 1993. Este método permite que a mesma amostra de sangue seja
utilizada para outros exames hematoldgicos e a técnica pode ser realizada até 12
horas ap6s a coleta (MORRIS e DAVEY, 2001).

Outro processo que pode ser utilizado € o preconizado por Wintrobe, o qual &
mais sensivel para aumentos discretos da VHS. Neste é utilizado um tubo de 100 mm
com o anticoagulante oxalato (COLLARES e VIDIGAL, 2004).

Atualmente a VHS ja pode ser determinada de forma mais rapida e precisa em
sistema semi ou totalmente automatizado (ROMERO et al., 2003).

A fundamentagao do procedimento se baseia no fato de que a sedimentacao
eritrocitaria depende da agregacao de hemacias e da formagéao de rouleaux (MERISIO
e ALFF, 2013). Quando as hemacias se agregam ao longo de um mesmo eixo
formando rouleaux, o peso da particula aumenta em relacdo a sua superficie,
aumentando sua densidade e promovendo sua sedimentacdo (COLLARES e
VIDIGAL, 2004).
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Os eritrocitos possuem carga negativa tendendo a se repelirem, limitando a
formacdo do agregado. Varias PFA se encontram suspensas no plasma e s&o
carregadas positivamente, o aumento da concentragdo das mesmas permite a
neutralizagdo da carga da superficie eritrocitaria rompendo o equilibrio, levando a
maior agregagcdo de hemacias e consequente formagao de rouleaux (MERISIO e
ALFF, 2013).

A presenca de proteinas plasmaticas como globulinas a, B e y, e albumina
aceleram a VHS. Por outro lado, a VHS pode ser reduzida por rigidez e alteragdes
morfologicas dos eritrocitos (SANTOS et al., 2000). Em caes a elevagao da VHS esta
relacionada com processos infecciosos agudos, inflamatorios localizados, traumas,

neoplasias, prenhes e nefropatias terminais (VECINA, 2009).

2. OBJETIVO GERAL

Analisar marcadores de inflamagdo em caes com diferentes graus de luxagao

patelar e correlaciona-los as alteragdes clinicas e radiograficas.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar dosagem de interleucina-6 no liquido sinovial e soro em grupo
sintomatico e em grupo controle;

¢ Quantificar a velocidade de hemossedimentagcado nos animais de ambos
0S grupos;

e Correlacionar os resultados dos testes entre eles e com os graus de

luxacéo, claudicacao e osteoartrose.

3. MATERIAL E METODOS

A metodologia adotada no presente trabalho foi aprovada pelo Comité de Etica
no Uso de Animais — CEUA do Centro Universitario Inga (UNINGA) — Maringa
(n.PM04/2017).
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Foram utilizados um total de treze animais divididos em dois grupos, sendo o
primeiro com onze animais diagnosticados com diferentes graus de luxagao patelar, e
0 segundo grupo com dois animais higidos.

Os animais utilizados foram selecionados da rotina de uma clinica Veterinaria
particular, os quais foram submetidos a procedimento cirdrgico de
ovariohisterectomia, orquiectomia ou reparagéo cirurgica de luxagao de patela.

Todos os animais passaram, apos a realizacdo da anamnese, por exame fisico
completo, exame ortopédico completo, classificacdo do grau de claudicagéo de acordo
com a escala de Nganvongpanit et al. (2009) (Quadro 1), classificagdo quanto ao grau
de luxagao patelar de acordo com Denny e Butterworth (2006) (Quadro 2), coleta de
liquido sinovial da articulagdo fémoro-tibio-patelar, coleta de amostra sanguinea e
exame radiografico para avaliagao da osteoartrose e, quando identificada, classificada
segundo Kellgren e Lawrence (1957) (Quadro 3). Todos os procedimentos foram

realizados pelo mesmo avaliador ndo encoberto.

Quadro 1. Classificagdo do Grau de Claudicagéo, adaptado de Nganvongpanit et al.

(2009) e positivamente relacionado com o Grau de Luxagao Patelar.

Grau 0 | Sem claudicagéo, apoio total do membro e marcha normal.

Grau 1 | Claudicagao leve ou intermitente.

Grau 2 | Claudicagao moderada.

Grau 3 | Claudicagéo severa e alteragdes graves da marcha.

Grau 4 Relutante ao movimento, apenas alguns passos antes da supresséo total
rau

do apoio.

Nganvongpanit et al. (2009).
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Quadro 2. Classificagdo dos Graus de Luxacdo de Patela de acordo com Denny e
Butterworth (2006).

Grau 1

Luxacado patelar intermitente com deslocamento manual de toda a

extensao e reducdo espontanea na liberacao.

Grau 2

Luxagao patelar frequente a flexdo da articulagdo ou pressao digital, em

que a redugao espontanea nao € sempre imediata.

Grau 3

Luxacdo patelar permanente, em que a reducdo manual é possivel, mas

ocorre luxagao recorrente espontanea quando liberada.

Grau 4

Luxacéao patelar permanente em que a redugdo manual ndo € possivel.

Denny e Butterworth (2006).

Quadro 1. Classificagdo do Grau de Osteoartrose (OA) de acordo com Kellgreen e
Lawrence (1957).

Grau 0

Normal.

Grau 1

Estreitamento do espaco articular duvidoso e possivel ostedfitos na borda.

Grau 2

Possivel estreitamento do espaco articular e ostedfito definido.

Grau 3

Definido estreitamento do espaco articular, multiplos osteoéfitos moderados,

alguma esclerose subcondral e possivel deformidade do contorno 6sseo.

Grau 4

Notavel estreitamento do espaco articular, severa esclerose subcondral,

definida deformidade do contorno ésseo e presenga de grandes osteofitos.

Kellgreen e Lawrence (1957).

Critérios de inclusao

Foram aceitos animais de diferentes ragas, ambos os sexos, entre um e doze

anos de idade e com peso de até 25kg.

Animais com diagndstico confirmado de luxagéo patelar.

Critérios de exclusao

Nao foram aceitos animais que apresentavam qualquer alteracao ortopédica

nao relacionada a luxacao patelar e que apresentavam afecgao sistémica de carater

inflamatorio e/ou infeccioso.

Fémeas gestantes ou em estro.
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Animais que estavam utilizando medicagao anti-inflamatdria e/ou analgésica

nos ultimos 15 dias antecedentes a avaliagao.

Coleta do liquido sinovial

A coleta do liquido sinovial foi realizada apds o animal estar anestesiado para
o procedimento cirurgico. Como este estudo ndo visava a analise de protocolo
anestésico dos animais, qualquer um utilizado pelo anestesista foi aceito. Porém no
protocolo padrao o animal estava em jejum hidrico e alimentar de 6 horas. Foi utilizada
como medicacao pré-anestésica morfina (0,5 mg/kg IM) ou metadona (0,5 mg/kg IM),
animal foi induzido com propofol (6 mg/kg V), foi feita a infusdo continua de fentanil
(0,4 pg/kg IV) e manutengcdo com isoflurano com fluxo continuo de oxigénio (via
inalatdria). No caso de cirurgia de reparagao da luxagao patelar os animais também
receberam anestesia epidural com lidocaina (0,2 mg/kg). No pos-cirurgico foi feito uso
de opiodides e anti-inflamatdrios n&o-esteroidais para controle da dor.

Foi feita tricotomia e antissepsia da regido, foram coletadas amostras de até
0,5 ml do liquido sinovial através de puncgao lateral ao ligamento patelar entre a patela
e a tuberosidade da tibia, com uma agulha hipodérmica numero 30x7 acoplada a
seringa descartavel de 5 ml. As amostras foram armazenadas em tubos eppendorfs e
mantidas em freezer de ultrabaixa temperatura (-80°C) até o dia da analise.

Coleta de amostra sanguinea

Os caes foram submetidos a pungdo venosa (veia jugular) utilizando-se
agulhas e seringas descartaveis. Foi coletado 4 ml de sangue, o qual foi depositado
parte em tubo com anticoagulante EDTA e parte em tubo sem anticoagulante.

Do tubo com EDTA foi realizado o hemograma na sequéncia da coleta através
do analisador automatico de hematologia MEK-6550 (Nihon Kohden).

A VHS também foi realizada logo apds a coleta da amostra sanguinea no tubo
com EDTA seguindo o método de Westergren (sem diluigdo) utilizando uma pipeta de
Westergren de 200mm da marca Precision com o auxilio de uma péra pipetadora de
trés valvulas em borracha da marca J-Prolab. A pipeta foi posicionada verticalmente
realizando a leitura correspondente a distancia entre o menisco do plasma e a coluna

de hemacias, medida em mm/h, estimando a Velocidade da Sedimentagdao das
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hemacias em 60 minutos. Os valores da VHS para cdes saudaveis devem ser
menores que 10 mm/h (JAIN, 1975).

O tubo sem anticoagulante foi deixado em temperatura ambiente até a retragao
do coagulo. Na sequéncia foi colocado em centrifuga por 10 minutos a 1500 rpm para
a separagao do soro, o qual foi posteriormente transferido para tubo eppendorf e
mantido em freezer de ultrabaixa temperatura (-80°C) até o dia da analise.

Exame radiografico

Foram realizadas radiografias digitais da articulagdo fémoro-tibio-patelar
imediatamente apos a coleta do liquido sinovial, aproveitando a sedacédo do animal
para um melhor posicionamento.

Nos casos de luxagao bilateral o membro eleito foi 0 que apresentou maior grau
de luxagao.

As radiografias foram feitas nas projegbes craniocaudal e médio-lateral do

joelho utilizando-se aparelho digitalizado.

Dosagem de interleucina-6

Para dosagem de IL-6 foi utilizado o método de Elisa (Canine IL-6 Elisa kit —
Thermo Scientific EUA/Canada) de acordo com as orientagdes do fabricante.
Resumidamente, amostras de liquido sinovial e soro foram adicionadas a uma placa
previamente sensibilizada com anticorpos anti IL-6, seguindo uma incubacéo de 2
horas e meia. Apds lavagem, foi adicionado a placa o anticorpo biotinado e incubado
por mais 1 hora. Seguindo outra lavagem, houve a adigdo de estreptavidina com
incubacdo de 45 minutos. Entdo a placa foi novamente lavada, adicionou-se o
substrato da enzima e foi feita incubagao no escuro por 30 minutos. Por fim fez-se a
adicdo da solugao de parada, seguida da leitura em espectrofotémetro a 450/630 nm.

A quantificagdo de IL-6 foi baseada em uma curva padrao de IL-6 que variou
de 25 ng/ml a 0,102 ng/ml. Todas as amostras de soro foram feitas em duplicata e
seus resultados expressos em médias. As amostras de liquido sinovial ndo foram
feitas em duplicata devido a limitacdo de material disponivel, pois a maioria dos
animais eram de pequeno porte. Amostras de animais saudaveis foram utilizadas

como controle.
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Analise estatistica
Utilizou-se o software SPSS (Statistical Package for Social Sciences) para

estabelecer o coeficiente de Pearson entre as variaveis avaliadas.

4. RESULTADOS

A amostragem foi composta por 13 caes divididos em dois grupos, sendo 11
animais no grupo sintomatico e 2 no grupo controle. Dentre eles 53,8% (7) eram
fémeas e 46,2% (6) eram machos, com idade média de 3,7 anos e peso médio de
5,69 Kg. Dentre as ragas 30,8% (4) eram Yorkshire Terrier, 23% (3) Sem Raca
Definida, 15,4% (2) Pinscher, 7,7% (1) Border Collie, 7,7% (1) Poodle, 7,7% (1)
Chihuahua e 7,7% (1) Spitz Alemé&o.

Considerando o membro pélvico acometido 54,5% (6) dos animais
apresentaram luxagao patelar em membro pélvico direito e 45,5 (5) apresentaram
luxacao bilateral.

Os animais foram avaliados quanto aos graus de luxacdo, claudicagao e
osteoartrose, foi realizada a quantificagdo da VHS e dosagem de IL-6 no liquido
sinovial e no soro. Os resultados encontram-se na Tabela 2.

As frequéncias de distribuicdo dos graus de luxagao patelar, claudicagao e

osteoartrose encontram-se nas Tabelas 1, 3 e 4 respectivamente.

Tabela 1. Frequéncia de distribuicdo dos graus de luxacdo patelar dos

animais estudados.

GRAU LUXAGAO PATELAR N° ANIMAIS %
0 2 15,4
1 2 15,4
2 3 231
3 4 30,8
4 2 15,4
TOTAL 13 100

FONTE: Acervo pessoal.
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Tabela 2. Dados gerais de identificacdo dos animais estudados, classificagéo clinica, radiografica e dados laboratoriais.

ANIMAIS RACA SEXO IDADE PESO GRAU GRAU GRAU MEMBRO VHS IL-6 SORO IL-6 LIQUIDO
(Kg) LUX CLAUD OA LUX (mm/h)* (ng/ml) SINOVIAL (ng/ml)
1 SRD F 1 14 0 0 0 - 0 <0,102 <0,102
2 Border Collie F 4 20 0 0 0 - 0 <0,102 <0,102
3 SRD M 7 14 2 1 1 MPD 1 <0,102 <0,102
4 Yorkshire F 3 2,7 4 2 1 MPD 1 <0,102 0,16
5 Pinscher F 2 1,5 3 2 0 MPD 3 <0,102 0,19
6 SRD M 3 2,7 4 3 4 MPD 1 0,32 0,17
7 Pinscher M 3 2 1 2 3 MPD 7 0,19 0,13
8 Poodle M 2 2,85 3 2 2 Bilateral 5 <0,102 0,11
9 Chihuahua M 8 3,5 3 3 2 Bilateral 1 <0,102 <0,102
10 Yorkshire F 7 3,4 2 1 2 Bilateral 1 <0,102 0,16
11 Yorkshire F 1 3,1 1 0 1 Bilateral 1 <0,102 0,20
12 Yorkshire M 6 2,5 2 1 1 MPD 1 <0,102 0,17
13 Spitz F 1 1,7 3 2 1 Bilateral 2 <0,102 0,12

SRD: Sem raga definida; M: Macho; F: Fémea; Kg: quilograma; GRAU LUX: Grau de luxagao patelar; GRAU CLAUD: Grau de claudicagdo; GRAU OA:
Grau de osteoartrose; MEMBRO LUX: Membro pélvico luxado; MPD: Membro pélvico direito; VHS: Velocidade de hemossedimentagdo; mm/h:
milimetros/hora; IL-6: Interleucina-6; ng/ml: nanogramas/mililitro.

*Valor de referéncia: < 10mm/h

FONTE: Acervo pessoal.
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Tabela 3. Frequéncia de distribuigdo dos graus de claudicagdo dos

animais estudados.

GRAU CLAUDICAGAO N° ANIMAIS %
0 3 23,1
1 3 23,1
2 5 38,5
3 2 15,4
4 0 0,0
TOTAL 13 100

FONTE: Acervo pessoal.

Tabela 4. Frequéncia de distribuicdo dos graus de osteoartrose dos

animais estudados.

GRAU OSTEOARTROSE N° ANIMAIS %
0 3 23,1
1 5 38,5
2 3 23,1
3 1 7,7
4 1 7,7
TOTAL 13 100

FONTE: Acervo pessoal.

A quantificagao da IL-6 foi baseada em curva padrdo em que as concentragdes
variaram de 25 a 0,102 ng/ml (Grafico 1). As leituras das absorbancias foram feitas
em duplicatas e calculou-se as médias entre elas. Tambeém foi feito o desvio padréo,
o coeficiente de variagéo e a corregdo com o branco (solu¢do de concentragao 0) para
eliminar interferéncias externas para cada concentragao (Tabela 5).

No grupo controle a quantificagdo da VHS apresentou-se dentro dos
parametros normais e a |IL-6 n&o foi detectada no soro e no liquido sinovial.

No grupo com luxacdo patelar a VHS também se apresentou dentro dos
parametros normais. A IL-6 foi detectada no soro de dois caes (concentragdes de 0,19
e 0,32 ng/ml) e na dosagem no liquido sinovial sua detecg¢ao nao foi possivel em dois

animais.
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Tabela 5. Tabulacido da curva padrao de IL-6.

CONCENTRAGAO 25 10 4 1,6 064 0,256 0,102 0

(ng/ml)
MEDIA 2,99 2,61 1,57 0,78 0,35 0,17 0,09 0,04
DESVIO PADRAO 0,20 0,10 0,10 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00
cv 6,76 3,90 6,29 0,18 3,01 0,42 0,00 9,43

CORREGAO COM 2,95 2,58 1,54 0,74 0,32 0,13 0,05 0,00
O BRANCO

IL-6: Interleucina-6; ng/ml: nanogramas/mililitros; CV: Coeficiente de variagdo. FONTE: Acervo pessoal.

Grafico 1. Curva padrao de IL-6.
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o
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IL-6: Interleucina-6; Abs: Absorbancia; Log: Logaritmo. FONTE: Acervo pessoal.

Para os animais do grupo sintomatico foram estimados os coeficientes de
correlagdo de Pearson (r) entre as variaveis avaliadas. Esse coeficiente tem uma
variagao de -1 a +1 demonstrando que se o r for positivo, ha relacdo direta entre as
variaveis e, se o r for negativo ha uma relagdo inversa entre as variaveis. Fez-se
também o teste de significancia desse coeficiente (p<0,05 e p<0,01).

A correlagdo entre a VHS, a IL-6 e os graus de luxagao, claudicagédo e
osteoartrose foram avaliados, correlacionados dois a dois (Tabela 6).

Observou-se uma correlagao muito forte e significativa (r=0,83 e p<0,01) entre

a dosagem de IL-6 no soro e o grau de osteoartrose.
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A IL-6 no soro também apresentou uma correlagdo positiva moderada com o
grau de claudicagao, mas nao significativa (13% de probabilidade de erro).

Houveram correlagdes fracas ou praticamente nulas entre a VHS e o graus de
luxacdo, claudicacéo e osteoartrose; entre a dosagem de IL-6 no liquido sinovial e os
graus de luxagao, claudicagao e osteoartrose; entre a dosagem de IL-6 no soro e o grau

de luxacdo. As mesmas também n&o obtiveram significancia.

Tabela 6. Correlagao de Pearson das variaveis avaliadas.

CORRELAGAO DE GRAU GRAU GRAU
PEARSON LUXAGAO CLAUDICAGAO OSTEOARTROSE

VHS -0,28* 0,19% 0,25

IL-6 LIQUIDO SINOVIAL -0,07* -0,37* -0,18*

IL-6 SORO 0,25 0,48*** 0,83*

*Nao significativo
**Significativo p<0,01
***Correlagao moderada com 13% de probabilidade de erro

VHS: Velocidade de Hemossedimentagao; IL-6: Interleucina-6. FONTE: Acervo pessoal.

Grafico 2. Grafico de dispersido dos coeficientes de correlagado de Pearson.
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GRAU LUX: Grau de luxagédo; GRAU CLAUD: Grau de claudicagao; GRAU OA: Grau de osteoartrose;
VHS: Velocidade de Hemossedimentagdo, IL-6: Interleucina-6; LiQ. SINOVIAL: Liquido sinovial.
FONTE: Acervo pessoal.
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5. DISCUSSAO

A luxacao patelar € uma das afeccdes ortopédicas mais comuns que acometem
a articulacao fémoro-tibio-patelar dos caes. Os animais de pequeno porte sdo 0os mais
acometidos por essa enfermidade (SLATTER, 2007, DECAMP et al., 2016). Segundo
Souza et al. (2009) a condigéo é frequentemente diagnosticada em caes das ragas
Poodle, Yorkshire Terrier, Spitz Alemao, Pinscher e Shih Tzu. Nesse experimento
aproximadamente 72% dos caes eram de pequeno porte, encontrando-se entre eles
animais das ragas Yorkshire, Pinscher, Poodle, Spitz Alem&o, Chihuahua e SRD. Os
dados de ambos os estudos sdo semelhantes provavelmente pelo fato dessas racas
serem comuns na populag¢ao canina brasileira.

Caes de qualquer idade e sexo podem apresentar a patologia (FOSSUM,
2008), porém as fémeas apresentam um risco maior do que o0s machos,
correspondente a uma vez e meia ou mais (PRIESTER, 1972; ALAM et al., 2007).
Neste estudo, considerando o grupo de cades com luxacgao, 54,5% eram machos e
45,5% eram fémeas, diferindo dos relatos de Souza et al. (2009), Andrade (2014),
Galeazzi (2015) e Nilsson et al. (2018) em que as fémeas foram mais acometidas.
Lavrijsen et al. (2013) argumentaram que cdes machos tendem a ter um melhor
desenvolvimento muscular, o que promoveria uma maior estabilidade da articulagao
do joelho.

A luxacgao patelar pode ser uni ou bilateral. No grupo sintomatico observou-se
54,5% de luxacdo em membro pélvico direito e 45,5% de luxagao bilateral,
corroborando com os estudos feitos por Gibbons et al. (2006), Arthurs e Langley-
Hobbs (2006), Alam et al. (2007) e Linney et al. (2011) os quais também
demonstraram probabilidades de aproximadamente 50% para cada tipo de
acometimento. Porém outros relatos demonstraram uma incidéncia de até 93% de
luxagcdo patelar bilateral (CLERFOND et al., 2014; WANGDEE et al., 2017). Esta
variagao nos resultados suporta a condigao do envolvimento de fatores genéticos na
enfermidade, que pode acometer uma ou ambas as articulagdes.

A claudicacao € o sinal clinico mais relatado pelos tutores, que também podem
observar resisténcia ao exercicio fisico de alta intensidade e ao salto (LARA et al.,
2013; PIERMATTEI et al., 2016). No experimento 77% dos caes apresentaram algum
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grau de claudicagdo, sendo o grau 2 (claudicacdo moderada) o de maior prevaléncia
representando 38,5% dos animais, seguido pelo grau 1 (claudicagdo leve ou
intermitente) com 23,1% dos animais.

A luxacao de grau Il (30,8% dos animais), assim como nos estudos de Andrade
(2014) e Galeazzi (2015), foi a mais observada, condi¢do na qual a patela permanece
deslocada a maior parte do tempo, mas pode ser reduzida manualmente com a
extensao do joelho; em alguns casos o apoio do membro ocorre com o joelho
semiflexionado (FOSSUM, 2008; PIERMATTEI et al., 2009). A luxagao de grau |l foi a
segunda de maior prevaléncia representando 23,1% dos caes.

Os resultados diferem dos estudos de Gibbons et al. (2006), Lara et al. (2013),
Wangdee et al. (2017) e Lara et al. (2018) nos quais a luxagao de grau Il foi a mais
prevalente, condigdo que geralmente cursa com claudicagio intermitente e podem
haver alteragcdes anatdmicas. Portanto, &€ nesse estagio da doenga que normalmente
os tutores observam ou ddo maior importancia a claudicagao e procuram ajuda médica
(LARA et al., 2013). A diferenga em relagao aos relatos publicados pode ser atribuida
a falta de informacdo dos proprietarios sobre a doencga, levando a um atraso no
diagndstico por parte do clinico e consequente avango da patologia; a falta de poder
monetario, causando uma demora na procura de tratamento adequado ou tentativas
de tratamento conservativo.

O grau da luxagdo nem sempre corresponde aos sinais clinicos, porém sua
classificagado € util no monitoramento da progressdo da afeccdo em um paciente
jovem, assintomatico, ou no planejamento cirurgico (DENNY e BUTTERWORTHY,
2006). O presente estudo discorda dos autores, pois foi observada relagéo entre os
graus de luxacao e claudicagdo. Mais de 80% dos animais apresentaram maiores
graus de claudicacdo (observados clinicamente) devido aos maiores graus de
luxacao.

O diagndstico definitivo da luxacéo patelar é feito durante o exame fisico pelos
métodos de observacao e palpagado. Porém a radiografia € uma ferramenta que pode
ajudar na confirmagdo do diagndstico clinico pela exclusdo de outras causas de
claudicagao do joelho, e também demonstrando as deformidades Gsseas e a presenca
ou nao de osteoartrose (DENNY e BUTTERWORTH, 2006; SCHULZ, 2013).
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A OA é um processo degenerativo articular de evolugao lenta, ndo infeccioso,
de grande relevancia clinica e importante morbidade. E uma condi¢do que causa
desde lesdo na cartilagem a alteragdes proliferativas e degenerativas nos tecidos
adjacentes. Em humanos é responsavel por enormes danos econémicos e sociais aos
pacientes (GOLDRING e GOLDRING, 2007; TAYLOR, 2009).

Na Medicina a degeneracéo articular é frequentemente observada a partir da
42 década da vida. Em cées o acometimento do joelho é mais evidente
aproximadamente aos cinco anos (POWERS et al., 2005). No presente estudo os
animais que apresentaram graus importantes de OA tinham idade média de 4,6 anos.
Os animais mais velhos (entre 6 e 8 anos) apresentaram graus 1 e 2 de OA, enquanto
que os caes com maior comprometimento articular, com graus 3 e 4, tinham 3 anos
de idade. Isto pode ser explicado pelo fato de que animais idosos sdo menos ativos,
0 que causa menores impactos nas articulagdes, levando a menores estimulos
biomecanicos que podem induzir o processo inflamatorio, agravando a osteoartrose.

Também foi observada uma prevaléncia de 77% de algum grau de OA entre os
caes, o que evidencia sua importancia clinica. O grau 1 foi o de maior incidéncia,
representando 38,5% dos animais.

A osteoartrose pode ser classificada como primaria quando esta relacionada a
disturbios de envelhecimento orgénico natural, sem causa definida, ou como
secundaria em resposta a alteracées que causem instabilidade articular como fraturas,
luxagao de patela, ruptura de ligamento cruzado cranial (MONTANHA et al., 2013).

Apesar de uma grande incidéncia de OA entre os animais estudados, sua
gravidade nao estava relacionada ao grau de luxagdo patelar. Foi observado, por
exemplo, um cdo com uma luxagao grau IV e osteoartrose grau 1; e outro com luxagéo
grau | e OA grau 3. Também n&o houve correlagao estatistica significativa entre as
variaveis. Estes resultados reafirmam Davidson e Kerwin (2014) que dizem que o grau
de OA n&o esta associado aos graus de luxagao e claudicagao.

A patogénese da OA ainda € incerta, mas acredita-se que envolva processos
como estresse oxidativo, inflamacao, osteoclastogénese e degradagéao proteolitica da
cartilagem (AKURI et al., 2017). Fatores desencadeantes, como traumas ou
instabilidades articulares, geram uma sinovite e consequente liberagdo de citocinas

pro-inflamatérias, tais como a IL-1, TNF, IL-6, IL-10 e quimiocinas, como a CCL2/MCP-
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1 (proteina quimioatraente de macréfagos) (FULLER e HIROSE-PASTOR, 2000;
BRUIN et al., 2005; FUJITA et al., 2005; GOLDRING e GOLDRING, 2007).

O excesso de citocinas inflamatdrias e proteases no liquido sinovial induz a
morte de condrécitos e promove a estimulacdo dos sinoviécitos, os quais secretam
citocinas e recrutam fatores mononucleares e polimorfonucleares, cooperando para a
destruigdo da cartilagem articular (AKURI et al., 2017).

A progressao da doenga ocorre pela degradagdo enzimatica da cartilagem.
Quando o osso subcondral é exposto ocorre a formagado de ostedfitos, esclerose
subcondral e posterior fibrose da capsula articular (TAYLOR, 2009).

A IL-6 é uma das citocinas inflamatérias que influenciam na OA pois a mesma
tem acgao nos condrdcitos, promovendo a diminuigdo da produgao de colageno tipo ll,
colaborando para a degradagao da cartilagem (LIMAGNE et al., 2016).

Neste estudo foi feita a dosagem sérica e no liquido sinovial de IL-6 pois sua
concentracdo aumenta em processos inflamatérios.

No liquido sinovial a interleucina-6 foi identificada em nove animais, sendo que
sua concentragao variou de 0,11 a 0,20 ng/ml. Porém quando correlacionada aos
graus de luxagéao, claudicagao, osteoartrose, ao VHS e a dosagem de IL-6 no soro,
néo foi estatisticamente significativa. Este experimento concorda com os realizados
em humanos por Sohn et al. (2012) e Machado (2015) os quais relataram que os niveis
séricos e sinoviais de citocinas inflamatdrias, como a IL-6, sdo maiores em pacientes
com a condi¢do. Até o momento ndo foram encontradas informacdes em caes com a
mesma enfermidade.

A dosagem de biomarcadores no liquido sinovial necessita de métodos
invasivos de coleta, acrescentando custos e riscos de infecgao iatrogénica. Além
disso, muitas vezes néo se consegue quantidade suficiente de liquido para a analise.
Porém em um estudo realizado por Renné et al. (2019) foi feita a coleta do liquido
sinovial para analise parasitoldgica para diagndstico de leishmaniose visceral canina
em animais sintomaticos, e a técnica foi indicada como uma ferramenta de baixo custo
e de facil performance que pode ser empregada em clinicas e hospitais veterinarios.

No soro a IL-6 foi detectada em dois animais com concentragdes de 0,19 e 0,32
ng/ml. Estatisticamente n&o foi observada relagdo com os graus de luxagao,

claudicacao e com o VHS. Porém houve uma correlagdo muito forte e positiva com o
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grau de osteoartrose, demonstrando que quanto maior o grau de OA, maior a
concentracao sérica de IL-6. Entretanto a representatividade dos animais foi somente
de 18,2%, dificultando a assertiva da utilizagdo do teste como marcador inflamatério
seguro e comprobatério da OA na luxagao patelar.

Os dados da literatura quanto a dosagem sérica de IL-6 em caes ainda sao
escassos. Alguns estudos demonstraram o aumento de sua concentragdo em animais
com sobrepeso (FRANK et al., 2015), com tumores mamarios malignos néao
inflamatérios (DE ANDRES et al., 2013) e a sua deteccdo em caes com leishmaniose
visceral (LIMA et al., 2007).

A deteccdo da IL-6 no soro em humanos ainda ndo tem seu uso corrente
padronizado. Embora tenha uma especificidade entre 91 e 95%, sua sensibilidade
varia de 47 a 97% nos diferentes estudos. Sendo assim, seu uso n&o é rotineiro, uma
vez que os resultados possuem discrepancias na literatura e também é um exame que
possui maior custo quando comparado a VHS (GOMES, 2019).

Os biomarcadores sanguineos tem por objetivo retratar quantitativamente a
resposta do organismo ao processo inflamatério/infeccioso subjacente. A VHS
expressa apenas a velocidade com que as hemacias se precipitam, o que confere
baixa especificidade ao teste (SHAHI et al., 2017).

Na rotina laboratorial Veterinaria a VHS € determinada principalmente pelo
método de Wintrobe. Na Medicina humana o método padrdo € baseado na técnica
descrita por Westergren (VECINA, 2009). Neste estudo a técnica utilizada foi a
preconizada por Westergren, sem diluicdo e em tubo com EDTA. O material coletado
também foi utilizado para a realizagdo do hemograma, que apresentou dados dentro
dos critérios normais para os dois grupos.

Em cdes é um teste utilizado na avaliagdo clinica. Sua elevagao esta
relacionada com processos infecciosos agudos, inflamatoérios localizados (pleurites,
pericardites, peritonites), traumaticos (cirurgias em geral), neoplasicos, nefropatias
terminais e a gestacao (VECINA, 2009).

Sabe-se que a VHS reflete o0 aumento da concentragao plasmatica das PFA e
pode ser influenciada se houver anemia e alteragbes morfoldgicas nos eritrocitos
(COLLARES e VIDIGAL, 2004). E um teste bastante acessivel, pratico e de baixo

custo. Para que tenha valor diagnostico é necessario um valor de referéncia que
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estabeleca um padrdo de normalidade e, consequentemente, anormalidade
(VALADAS et al., 2019). Foram considerados normais valores menores que 10 mm/h.

No experimento os resultados da VHS se encontraram dentro dos parametros
normais para todos os animais avaliados e nao foram observadas alteragdes
hematoldgicas que pudessem interferir nos mesmos. Indicando que nao haviam

processos inflamatérios que pudessem ser detectados pelo teste.

6. CONCLUSAO

Com os dados obtidos na pesquisa encontrou-se correlagao positiva entre a
dosagem da IL-6 no soro e o grau de OA, indicando um possivel biomarcador
inflamatdrio para a condicéo. A IL-6 foi detectada no liquido sinovial de 81,8% dos
caes estudados, demonstrando processo inflamatorio ativo na luxagdo de patela. A
VHS n&o demonstrou alteragdo ou correlagdo significativa em cées com luxagao

patelar, sendo um biomarcador ineficaz para a doenca.
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