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RESUMO

A displasia coxofemoral € uma alteracdo do desenvolvimento que afeta a
cabeca e colo femoral e 0 acetabulo. Sua transmissao é hereditaria, recessiva,
intermitente e poligénica. Fatores nutricionais, biomecénicos e de meio ambiente,
associados a hereditariedade, pioram a condicdo da displasia. Tendo em vista sua
grande complexidade e importancia na clinica médica e cirargica de animais de
companhia, estudos com fins de elucidar suas causas e buscar alternativas de
tratamento sdo um desafio para a medicina veterinaria contemporanea. O estudo foi
realizado com um grupo teste composto por 8 animais acometidos por displasia
coxofemoral e um grupo controle, composto por 4 animais saudaveis. Foi realizado
exame ortopédico, radiografico, teste de velocidade de hemossedimentacdo e
mensuracao de interlucina-6 do liquido sinovial coletado por puncdo da articulagao
coxofemoral. Encontrou-se correlagcdo entre a idade dos animais e o grau de
claudicacédo e correlacdo entre o valor do VHS e o grau de displasia, sendo que
quanto maior o grau de displasia, menor serd o VHS, sugerindo que quando o
animal desenvolve osteoartrose, 0 mesmo nao possui mais inflamacdo na

articulacao.



ABSTRACT

Hip dysplasia is a developmental disorder that affects the head and femoral neck and
the acetabulum. Its transmission is hereditary, recessive, intermittent and polygenic.
Nutritional, biomechanical, and environmental factors associated with heredity
worsen the condition of dysplasia. Given the great complexity and importance of
animals in the company's medical and surgical clinic, studies to clarify their causes
and seek treatment alternatives are a challenge for contemporary veterinary
medicine. The study was conducted with a test group composed of 8 animals with hip
dysplasia and a control group composed of 4 healthy animals. Orthopedic,
radiographic examination, erythrocyte sedimentation rate test and interlucin-6
measurement of the synovial fluid collected by coxofemoral joint puncture were
performed. A correlation was found between the age of the animals and the degree
of lameness and a correlation between the value of the VHS and the degree of
dysplasia, and the higher the degree of dysplasia, the lower the VHS, suggesting that
when the animal develops osteoarthritis, the even no longer has inflammation in the

joint.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Displasia Coxofemoral

A displasia coxofemoral (DCF) é uma alteragdo do desenvolvimento que afeta
a cabeca e colo femoral, e o acetabulo. Sua transmissédo € hereditaria, recessiva,
intermitente e poligénica. Fatores nutricionais, biomecéanicos e de meio ambiente,
associados a hereditariedade, pioram a condicdo da displasia (Sommer, 1998).

Segundo a Orthopedic Foundation for Animals (OFA, 2018), as ragas com
maior numero de avaliagcdes para DCF entre janeiro de 1974 a dezembro de 2008
foram Golden Retrevier, Labradror e Pastor Alemao, sendo as racas de médio e
grande porte as mais acometidas.

O animal com DCF pode apresentar os sintomas da afeccdo em diferentes
idades, ou ainda, ndo apresentar sinais, tornando-os assintomaticos (MCLAUGHLIN;
TOMLINSON, 1996b). Os animais com 4 a 12 meses de idade, comumente,
apresentam o surgimento agudo dos sinais clinicos, demonstrando diminuicdo da
atividade fisica acompanhada de dor e/ou claudicacdo dos membros pélvicos,
causada pela efuséo articular instalada, estiramento do ligamento redondo, sinovite,
microfraturas no acetabulo e eroséo da cartilagem articular. Ja os cdes com mais de
12 meses apresentam sinais clinicos que resultam das alteracfes degenerativas na
articulagdo, seus sinais, na maioria das vezes, estdo ocultos, podendo surgir
repentinamente como resultado de um trauma (FRIES E REMEDIOS, 1995;
MCLAUGHLIN E TOMLINSON, 1996a). Os sintomas mais comuns sao relutancia ao
movimento, dificuldade em sentar e levantar e ao subir e descer rampas e escadas,
dor articular e claudicacdo (MCLAUGHLIN; TOMLINSON, 1996b).

A recomendacéo para o diagnostico confirmatério de DCF nos cées é realizado
pelo método radiogréafico convencional (MCR) aos 24 meses de idade, preconizado
pelo Colégio Brasileiro de Radiologia Veterinaria (CBRV) (NOGUEIRA et al., 2005;
ABRYV, 2016). E o método de avaliacéo da displasia coxofemoral recomendado pelo
CBRV é a medida do angulo de Norberg (AN), juntamente com a verificagcdo da

presenca de doencga articular degenerativa (FROES et al., 2009).
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Os sinais radiograficamente apurados sao arrasamento da fossa acetabular,
achatamento da cabeca do fémur, subluxacdo ou luxacdo coxofemoral e alteracdes
secundarias da articulacéo (TORRES, 1993; BARROS et al., 2008).

Tendo em vista a grande complexidade dessa patologia e sua importancia na
clinica médica e cirtrgica de animais de companhia, estudos com fins de elucidar
suas causas e buscar alternativas de tratamento sdo um desafio para a medicina

veterindria contemporanea.

1.2. Osteoartrite

A osteoartrite € uma doenca articular progressiva comum, que afeta cées
independente de idade, raca ou sexo, e possui etiologia variada, sendo comum 0s
distarbios hereditarios, ostecondrose, fragmentacéo do processo corondide, luxacéo
de patela e ruptura do ligamento cruzado cranial (PLICKERT et al., 2013).

Esta condicdo é muitas vezes confundida e descrita como osteoartrose ou
doenca articular degenerativa (DAD), no entanto isto ndo € adequado tendo em vista
que a osteoartrite ndo é simplesmente um processo de desgaste, e sim um processo
de remodelacéo articular anormal guiada por mediadores inflamatérios dispersos no
liquido sinovial (GOMES, 2015). Muitos fatores envolvidos na osteoartrite ainda nao
foram totalmente compreendidos, no entanto a fisiopatologia € considerada
uniforme, sendo descrito em varios estudos a inflamacdo presente no inicio e na
progresséo da doenca (PLICKERT et al., 2013).

Ainda ndo estd amplamente descrito na literatura parametros hematologicos ou
sorologicos definidos para diagndéstico da osteoartrite (MILLIS E LEVINE, 2014), na
avaliacd@o do liquido sinovial a contagem de células nucleadas pode estar normal ou
aumentada, macroscopicamente pode estar ligeiramente menos viscoso que normal
(TAYLOR, 2009).

A conduta terapéutica € baseada em tentativa de prevencéo, desaceleracdo da
progressdo e gerenciamento dos sinais clinicos (MEHLER, 2016). Em seus ultimos
estagios, a osteoartrite leva a constante desconforto, dor progressiva e diminui¢cao
da qualidade de vida dos pacientes afetados (HEIKKILA, 2014), a terapia de suporte

€ estruturada em AINES (anti-inflamatério ndo esteroide) (BOUND, 2011) os quais
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podem gerar efeitos indesejaveis como lesdo a mucosa gastrica, lesdo renal e
hepatica (HEIKKILA et al., 2014).

1.3. Osteoartrose

Doenca articular degenerativa ou osteoartrose (OA) é uma sindrome articular
relativamente comum no homem, principalmente em pacientes idosos (LAWRENCE
et. al.,, 2008). Na rotina veterinaria, os cdes de racas grandes e gigantes, sdo 0s
mais acometidos (ALLAN, 2002).

Osteoartrose define-se por um processo degenerativo da superficie articular de
evolucdo crbnica, podendo estar ligada a anormalidades além da cartilagem
articular, osso subcondral e estruturas periarticulares, o processo degenerativo
continuo afetar4 essas estruturas levando posteriormente ao aparecimento de
ostedfitos (COIMBRA et al., 2002; PASTORE et al., 2013).

A osteoartrose do quadril € um processo que atinge inicialmente a cartilagem
articular e depois 0 0sso sub-condral, e é caracterizada pela presenca de dor, limites
funcionais e diminuicdo no espacgo articular. Para o diagndstico, o exame
complementar € a radiografia (VANNI et al., 2008; BENNEL e HINMAN, 2011).

Sua origem pode ser classificada como idiopatica, tendo como fatores
predisponentes: idade, genética, fatores nutricionais, obesidade, crescimento rapido,
microtraumas e acdes imunolégicas ligadas a reacdes inflamatérias (GUCCIONE,
1994; REZENDE E CAMPOS, 2013).

Quando se inicia um processo inflamatério, ocorre a acdo de citocinas
inflamatorias, as mesmas ativam enzimas conhecidas como metaloproteinases,
responsaveis por um processo de degradacdo da matriz cartilaginosa, as quais
possuem fatores inibitérios, porém, no processo de degeneracdo da osteoartrose,
essas enzimas se mantém em maior quantidade que seus inibidores, essa acéo
ocorre sobre a matriz extracelular, impedindo a mesma de produzir fatores
responsaveis pela manutencéo e reparacao da cartilagem (GOLDRING, 2000).

Aléem das metaloproteinases, 0s anticorpos, 0s proteoglicanos e a diminuicédo
da densidade da matriz extracelular também sao fatores que auxiliam na

degradacdo da cartilagem e na sua ndo reparacdo. Outro fator fisiolégico da



13

articulacdo sinovial, como a baixa replicacdo celular em um individuo adulto,
também colabora para o processo degenerativo (GOLDRING, 2000).

Os principais sintomas dessa doenca s&o: presenca de dor, devido ao
constante contato entre as superficies osseas, e claudicacdo progressiva (BERGER
e MEALS, 2015), em casos mais graves ha também a presenca de incapacidade
funcional, atrofia muscular, diminuicdo de mobilidade articular e fraqueza muscular
(GUCCIONE, 1994).

A radiografia simples pode ser utilizada para um diagnostico preciso, porém
torna-se indispensavel o conhecimento de todas as estruturas que envolvem uma
articulacdo saudavel para diferenciar e identificar as alteracdes presentes devido a
osteoartrose. Pode-se constatar a presenca de ostedfitos, diminuicdo do espaco
articular, esclerose do osso subcondral e presenca de remodelacdo G0ssea, sendo
esses 0s sinais mais comuns apresentados pela doenca (CARRIG, 1997).

A analise do liquido sinovial de uma articulacdo acometida pela osteoartrose,
pouco se diferencia de uma articulacdo saudavel, apresentando uma quantidade
baixa ou nula de células inflamatérias, ainda que se possa encontrar um aumento do
volume com uma diminuicdo da viscosidade do liquido. A contagem de leucdcitos
totais pode apresentar valores normais ou levemente aumentados, raramente
excedendo 5.000 células/pl, sendo que os linfocitos correspondem a cerca de 70% a
80% das células presentes, e os neutréfilos 12%. Logo, 0 uso dessa técnica é
importante para definir se h& caracteristica inflamatoéria ou ndo na articulacdo
(TATARUNAS et al., 2004).

1.4. Liquido Sinovial

O liquido sinovial presente nas articulagbes e bainhas tendineas, pode ser
considerado um fluido especializado, demonstrando alterac6es no tecido sinovial ou
no metabolismo intra-articular (BARNABE et al., 2005).

O liquido sinovial € formado a partir de um filtrado plasméatico, de cor
transparente ou amarelo palha de alta viscosidade, devido ele ser constituido de
acido hialurénico, glicosaminoglicanos e células sinoviais. As principais func¢des do
liquido sinovial séo nutricdo e lubrificagdo da cartilagem articular, além da eliminacéo
de residuos do metabolismo dos condrécitos (WIETHUCHTER et al., 2018).
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As informacdes obtidas a partir da analise do liquido sinovial podem indicar a
natureza e extensdo das lesdes intra-articulares, auxiliando no diagndéstico
juntamente com outras ferramentas de exames complementares, facilitando
estabelecimento de um prognéstico mais preciso e um tratamento eficaz (BARNABE
et al., 2005).

As caracteristicas do liquido sinovial podem ser alteradas por quaisquer lesdes
na membrana sinovial ou na cartilagem articular (BUCKWALTER et al., 2005;
RENNER, 2010).

1.5. Processo inflamatorio

A inflamacao é a resposta do corpo ao dano tecidual, sendo que a principio, 0
organismo procura manter as fungdes normais do tecido, porém com o decorrer do
tempo, efeitos deletérios podem ocorrer (KNYCH, 2017). Contusdes, tendinites,
infeccBes respiratdrias, doencas autoimunes e algumas afeccfes ortopédicas estao
entre as diversas afeccbes em que o processo inflamatdrio pode estar envolvido. E
um mecanismo de defesa do organismo para eliminar a causa inicial da lesao
celular, que pode ser provocada por um patdégeno ou por acdo de agentes fisicos
(COUTINHO et al., 2009;).

A area inflamada exibe caracteristicas marcantes na sua fase aguda como
edema, vermelhiddo, aumento de temperatura local e dor, podendo ainda ter
alteracdo da sua funcdo. Sua evolucdo implica na inflamagéo crbnica, caso o
patdgeno ou a substancia nociva persistirem, ou a resposta do organismo néao for
suficiente (LUENGO, 2005).

A reacdo inflamatoria consiste de uma reacao inata, que ocorre na fase inicial e
independe do tipo da agressdo, e de uma resposta imune especifica, na qual
depende de fatores associados ao agente agressor e ao proprio tecido agredido
(COUTINHO et al., 2009).

A reacgdo inata ocorre no interior dos tecidos, caracterizada por eventos
vasculares e eventos celulares. Os eventos vasculares caracterizam-se por
alteracdes no calibre e na permeabilidade vascular (HANADA e YOSHIMURA, 2002;
LUENGO, 2005). Estes eventos sao provocados por mediadores, produzidos a partir

do plasma e das células que ampliam a resposta inflamatoria e influenciam sua
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evolucdo (HANADA E YOSHIMURA, 2002; COUTINHO et al., 2009). Ja nos eventos
celulares, os macréfagos, que estdo presentes nos tecidos, e 0s leucécitos
circulantes, saem do endotélio vascular em direcdo ao local da lesdo, fagocitam o
agente agressor e degradam os tecidos lesionados (CRUVINEL et al., 2010).

A resposta imune especifica depende da ativacao de células especializadas, os
linfécitos, que migram para a area inflamada através de sua interagdo com as
moléculas de adesdo e as células endoteliais. As principais caracteristicas da
resposta especifica séo: especificidade e diversidade de reconhecimento, memoria,
especializacdo de resposta, autolimitacdo e tolerancia a componentes do proéprio
organismo (COUTINHO et al., 2009; CRUVINEL et al., 2010).

A exposicdo das células aos patogenos e a lesdo tecidual resultam na
producdo e na liberagdo de diversos mediadores quimicos. Dentre os mediadores da
inflamacédo, encontram-se citocinas inflamatérias, histamina, neuropeptidios, 6xido
nitrico, metabodlitos do &acido araquidonico (prostaglandinas, tromboxanos e
leucotrienos) e fator de ativacédo plaquetéaria. O acido araquidénico € liberado através
de mediadores como fosfolipidios e estimulos quimicos, a partir da ativacdo da
fosfolipase A2 na membrana celular (CRUVINEL et al., 2010).

O acido araquidoénico livre pode ser metabolizado por duas vias enzimaticas
distintas, a via das ciclo-oxigenases (COX), que desencadeia a biossintese das
prostaglandinas e tromboxanos, esta envolvida no processo de inflamacédo, e pela
via das lipo-oxigenases (LOX), originando a biossintese de leucotrienos (LT),
lipoxinas e outros compostos (CARVALHO et al., 2004; BOTTING, 2006).

A via das ciclo-oxigenases (COX) pode seguir trés caminhos: ciclo-oxigenasesl
(COX-1), ciclo-oxigenases2 (COX-2) e ciclo-oxigenases3 (COX-3), sendo as
principais e bem elucidados pelos estudos atuais COX-1 e COX- 2. A enzima COX-1
esta presente em aproximadamente todas as células e tem efeitos benéficos no trato
gastrointestinal e renal. (COX, 2006; BORSOOK et al., 2013). Por outro lado, a
enzima COX-2 esta presente em tecido nervoso, 0sSsos, rins, articulacbes, e sua
reducdo causa efeitos benéficos como reducédo da dor, edema e hipertermia local ou
generalizada, acredita-se que o uso de farmacos COX-2 seletivos tenha melhores

efeitos terapéuticos e mantem importantes fungcdes homeostaticas (OLSON, 2016).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0306456505001245
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Os tromboxanos mais importantes na inflamacao séo: PGE2, PGD2, PGF2aq,
PGI2, prostaciclina e TXA2 (CRUVINEL et al., 2010). A prostaciclina possui uma
acado vasodilatadora, além de potencializar os efeitos quimiotaticos e aumentar a
permeabilidade de outros mediadores. As prostaglandinas PGD2, PGE2e PGF2a
sao vasodilatadoras. Ja os leucotrienos C4, D4 e E4 (LC4, LD4 e LE4) aumentam a
permeabilidade vascular. O leucotrieno B4, exerce uma potente atividade
quimiotatica para leucécitos, monécitos e eosindéfilos, promovendo a migracao
destas células para o local da lesédo.Os leucotrienos ativam as células da série
branca, quando instalados no sitio inflamatério, promovendo a de-granulacdo e a
producdo de superoxidos, que aumentam os danos teciduais (SAUTEBIN, 2000;
CARVALHO et al., 2004; BOTTING, 2006).

1.6. Velocidade de HemossedimentacaO

O teste de velocidade de hemossedimentacdo (VHS) foi idealizado na
Alemanha em 1918 por Robin Fahreus, observando o processo em que eritrocitos se
depositavam no fundo do tubo como uma pilha de moedas (BUCK, 2011) e utilizado
primeiramente com o auxilio no diagnéstico de gestacdo (DOS SANTOS, 2000). E
um teste simples e de baixo custo, que vem sendo usado a mais de meio século
como marcador da resposta inflamatéria (HACHEM, 2010). No entanto €
considerado um marcador inespecifico da doenca inflamatoria, infecciosa e
neoplasica (EPAMINONDAS, 2015).

A técnica para realizacéo do ensaio foi descrita por Alf Westergreen em 1924, e
€ ainda largamente utilizada para realizacdo do exame, apesar de terem ocorrido
pequenas modificacbes ao passar dos anos, a velocidade de hemossedimentacao
consiste na medida da altura de camada de hemacias sedimentadas em um tubo de
vidro graduado em um determinado periodo de tempo (COLLARES, 2004).

Os valores encontrados no teste de VHS sdo maiores durante uma inflamacéao
aguda, devido a mediadores inflamatorios como proteina C reativa, TNF, IL, que sdo
produzidos pelos hepatdcitos e interferem no tempo de sedimentacdo fazendo que
ocorra de forma mais rapida, isso ocorre pois, devido as alteracdes nas proteinas
plasmaticas que as tornam mais pesadas e mais propensas a sedimentar mais

rapidamente, os eritrocitos formam grupos agregados de forma semelhante a
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colunas de rouleaux, ao contrario de pacientes saudaveis onde as hemacias néo
formam rouleaux (BUCK, 2011).

Os valores de velocidade hemossedimentagdo para caes saudaveis devem ser
menores que 10mm/h (JAIN, 1975).

1.7. Interleucina 6 (IL-6)

A interleucina 6 (IL-6) € considerada em caes uma das principais citocinas pro-
inflamatorias (SILVA, 2016a), responsavel pelo componente da resposta hepatica,
resultando na sintese de proteinas de fase aguda e proteina C reativa, e ativacdo de
citocinas imunossupressoras, de funcdo regulatoria, como a IL-10 (SILVEIRA, 2018),
influenciando em respostas imunes a antigenos especificos e reacdes inflamatérias,
tendo grande participacdo como mediador da fase aguda da inflamacao (PAVAN,
2016). Na doenca articular além do carater inflamatério a IL-6 acompanhada das
demais citocinas e metaloproteinases, ocasiona degradacdo da cartilagem, a
proteina C reativa, € amplamente expressa durante reacdes inflamatorias,
ocasionando efeitos indesejaveis em varios 6rgaos (GOMES, 2009).

A sintese da IL-6 ocorre por meio de fagécitos mononucleares, células do
endotélio vascular, fibroblastos, células T ativadas, eosinofilos, mastécitos e
gueratindcitos, sensiveis a presenca de microrganismos e estimulos gerados por
citocinas como interleucina 1 (IL-1) e fator de necrose tumoral (TNF) (DE ALMEIDA,
2006).

Em pacientes humanos de idade avancada (idosos), ocorre elevacdo dos
valores séricos de IL-6, devido em partes a doencas que tendem a ser mais
frequentes e também ao decréscimo de testosterona e estrogeno (KAMIMURA,
2003).

As pesquisas com IL-6 abrangem estudos oncolégicos avaliando niveis de IL-6
comparados a malignidade do tecido neoplasico (MARTINS, 2015), odontolégicos e
endocrinos aferindo niveis de IL-6 em diferentes situacdes hormonais e avaliacéo da

inflamac&o e reparo do tecido 6sseo oral (SILVA, 2016b).
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PROJETO DA DISSERTACAO
ESTUDO CLINICO DA DISPLASIA COXOFEMORAL EM CAES POR
ANALISE RADIOGRAFICA, MENSURAQAO DE VELOCIDADE DE
HEMOSSEDIMENTACAO E INTERLEUCINA-6
2. OBJETIVO
2.1. OBJETIVO GERAL
Analisar marcador de inflamacdo em cdes com diferentes graus de displasia
coxofemoral e correlaciona-los as alteragbes clinicas, radiograficas e a velocidade
de hemossedimentagao.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analise hematologica dos cédes e do liquido sinovial da articulagdo coxofemoral

dos mesmos.

Quantificar a IL-6 no liquido sinovial.

Quantificar a velocidade de hemossedimentagéo.

Classificar o grau da displasia coxofemoral radiograficamente.

Correlacdo dos achados

Analisar resultados dos testes executados, realizando comparacdo entre 0s

dados obtidos dos grupos teste e controle, avaliando se existe ou n&o

correlacéao entre eles.
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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.
PMO04/2017).

Foram avaliados um total de 12 cédes, 8 com disturbio de displasia coxofemoral
denominado grupo Teste e 4 animais saudaveis, livres de qualquer enfermidade, de
raca, peso e idade variados, denominado Grupo Controle.

Os animais foram avaliados, de acordo com a escala analégica para a
classificacédo da claudicacdo (HUDSON, 2004) (QUADRO 1).

ESCORES DE CLASSIFICACAO DE
AVALIACAO CLAUDICACAO
0 Ausente
1 Intermitente
2 Continua e Discreta
3 Continua e Moderada
4 Intensa

QUADRO 1. Escala analégica de claudicacdo a deambulacéo,
utilizada para classificagdo dos animais (HUDSON, 2004).

Todos os animais passaram por anamnese, exame fisico geral e exame
ortopédico segundo Nogueira; Tudury (2002), em seguida foram encaminhados para
exame radiografico da articulagdo coxofemoral (figura 1) e classificados para grau de
displasia coxofemoral conforme o quadro 2.

O exame radiografico foi realizado na posi¢do ventro-dorsal com os membros
posteriores bem estendidos e rotacionados internamente de modo que a patela
ficasse sobreposta medianamente em relacdo ao plano sagital do fémur. Os fémures

deviam ficar paralelos entre si e em relacdo a coluna vertebral e a pélvis em simetria.



FIGURA 1. Foto de imagem radiografica de cao realizada
em decubito dorsal evidenciando displasia coxofemoral
bilateral. Fonte: Acervo pessoal, 2020.
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GRAU DE

- ACHADOS RADIOGRAFICOS
AVALIACAO

A cabeca femoral se encaixa no acetabulo com
1 Excelente | cobertura total do acetabulo sobre a cabeca femoral, com

espaco articular minimo.

A cabeca femoral se encaixa bem no acetdbulo e ha
2 Bom boa cobertura, porem um pouco menos do que a

classificacéo excelente.

Ha uma ligeira incongruéncia articular entre a cabeca

3 Requl do fémur e o acetabulo, com um ligeiro desvio da superficie
egular

de rolamento na borda acetabular dorsal, aparentando ser

um pouco superficial.

o Ha uma incongruéncia articular, sem presenca de
4 Limite »
mudancas artriticas.

o Desvio minimo do normal com apenas leve
5 Medio x
achatamento da cabeca femoral e menor subluxagéo.

Desvio 6bvio do normal com evidéncia de um acetabulo
raso, cabeca femoral achatada, pobre congruéncia articular
6 Moderado .
e, em alguns casos, subluxacdo com marcadas mudancas da

cabeca e colo femoral.

Deslocamento completo da articulagdo coxofemoral e
7 Severo i
severo achatamento do acetabulo e cabeca femoral.

QUADRO 2. Escala de Classificacdo dos graus de Displasia Coxofemoral
classificado segundo Orthopedic Foundation for Animals. Utilizada para graduacao
da displasia coxofemoral (OFA, 2018).

Foi realizado hemograma e velocidade de hemossedimentacdo de todos os
animais. As analises hematologicas foram realizadas imediatamente antes do inicio
das coletas de liquido sinovial. Toda a avaliagdo do animal assim como a realizacéo

dos tratamentos foi executada pelo mesmo médico veterinario.

3.1. Critérios de Incluséo
Foram aceitos animais de diferentes racas e ambos 0S sexos.
Animais que apresentaram diagnostico de displasia coxofemoral, com

alteracdes radiogréficas na articulagdo coxofemoral.
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3.2. Critérios de Excluséo

Fémeas gestantes ou em estro.

Animais que estiveram utilizando medicagcdo analgésica e antiinflamatoria nos
altimos 15 dias.

Apresentaram outra afeccao de carater sistémico inflamatério/infeccioso.

3.3. Coletado liquido sinovial

A coleta do liquido foi realizada em jejum alimentar e hidrico de seis horas, 0s
animais foram sedados ou anestesiados, pois varios deles foram submetidos a
procedimentos cirdrgicos apds a coleta. ApGs tricotomia e antissepsia da regido,
foram coletadas amostras de até 0,5ml do liquido sinovial, através da técnica
descrita por Piermattei (2006) para articulagdo coxofemoral: sendo realizada
abducéo e rotacdo medial do membro, a agulha deve ser introduzida dorsalmente ao
trocanter maior, fazendo um &angulo ventral e caudal, ou seja, imediatamente
cranioproximal ao trocanter e direcionada delicadamente ventral e caudalmente
(PIERMATTEI, 2006) (figura 2). A amostra foi acondicionada em tubos eppendorfs e
armazenada a -80°C para posterior andlise laboratorial com testes ELISA CANINE
IL6 ELISA KIT — THERMO SCIENTIFIC EUA/CANADA (especifico para espécie

canina).



FIGURA 2. Animal em decubito lateral esquerdo em
plano anestésico com membro pélvico em abducéo
(flecha), cateter 18G sendo inserido cranio-dorsal ao
trocanter maior do fémur (flecha), para que possa
ultrapassar pele, subcutdneo, musculatura e capsula
articular para coleta do liquido sinovial, aspirado com
seringa 20 ml. Fonte: Acervo pessoal, 2020.
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3.4. Dosagem da Interleucina-6

Foi utilizado o método de Elisa para dosagem de IL-6 de acordo com as
orientacbes do fabricante (canine IL6 elisa kit — thermo scientific EUA/Canada).
Brevemente, amostras de liquido sinovial foram adicionadas a uma placa
previamente sensibilizada com anticorpos anti IL-6, seguindo uma incubacéo de 2
horas e meia. Apé6s lavagem, foi adicionado a placa o anticorpo biotinado, e
encubado por mais 1 hora. Em seguida a placa foi novamente lavada e houve a
adicdo da estreptavidina com incubacdo de 45 minutos. Apos, a placa ser
novamente lavada, foi adicionado o substrato da enzima e encubada no escuro por
30 minutos. ApO6s a adicdo da solucdo de parada, a leitura foi feita em
espectofotometro a 450/630 nanometros. A quantificacdo de IL-6 foi baseada em
uma curva padrao de IL-6 que variou de 25 n/ml (pg/ug) a 0,102 (mesma unidade).
Todas as amostras foram feitas em duplicata (exceto Al, A7 e A8), e seus
resultados expressos em médias. Amostras de animais saudaveis foram utilizadas

como controle. O resultado do teste esta revelado na tabela 3.

3.5. Exame laboratorial (hematolégico)

Os céaes foram submetidos a puncdo venosa (veia jugular) usando seringas
plasticas e agulhas descartaveis. Foram colhidos 10 ml de sangue, distribuidos em
um tubo com EDTA, e outro com gel ativador de coagulo. O hemograma e teste de
velocidade de hemossedimentagéo foram realizados a partir do tubo com EDTA, no

momento da coleta.

3.6. Analise Estatistica
Os resultados estatisticos foram obtidos com o auxilio do Software SPSS
(Statistical Package for Social Sciences), além das analises descritivas, foi realizado

o coeficiente de Pearson com teste de significancia (p<0,05 e 0<0,01).

4. RESULTADOS
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Dentre os oito caes presentes no estudo afetados por displasia coxofemoral, a
maioria se enquadra na classificacdo de racas grandes e gigantes. Entre esses
animais, um (12.5%) apresentava grau de displasia classificado como limite, trés
(37.5%) apresentavam grau de displasia moderado e quatro (50%) grau de displasia
severo. O grau de claudicacdo 1 foi observado em dois animais, grau 2 acometeu
dois, grau 3 estava presente em dois e grau 4 foi observado em dois animais, ou
seja 25% dos animais para cada grau de claudicacao.

A velocidade de hemossedimentacdo apresentou valores normais dentro de
uma hora de analise para seis animais, sendo que dois destes valores estavam
superiores ao valor de referéncia, sugerindo um processo inflamatério.

A idade variou de cinco meses a 10 anos, foram estudados cinco caes
machos (62.5%) e trés fémeas (37.5%). Estes dados podem ser observados na
tabela 1.

Dentre os animais do grupo controle ndo acometidos por qualquer
enfermidade, trés ou 60% dos animais sdo sem raca definida e um animal (20%) da
raca Border Collie. Sendo que todos apresentavam avaliacdo excelente da
articulacdo coxofemoral com grau O de claudicacdo. Foram avaliados 3 animais
fémeas (75%) e um macho (25%). Todos apresentaram velocidade de
hemossedimentacdo dentro dos valores de referencia, as idades variaram de 1 a 4
anos. Estes valores podem ser observados na tabela 2.

Seis animais estudados (75%) eram de idade adulta, os demais animais
(25%) ainda em fase de desenvolvimento. Dentre os animais classificados como
grau severo de displasia coxofemoral pela avaliacdo radiogréfica, trés (75%) eram
de idade adulta e apenas um (25%) em fase de desenvolvimento. Dos animais com
grau de displasia moderado, trés animais (100%) eram adultos e o animal com
classificacdo limite para displasia encontrava-se em fase de desenvolvimento
osteomuscular. Mostrando que com avanco da doenca, sinais de osteoartrose
tendem a ser mais frequentes.

O liquido sinovial de ambos os grupos foram colhidos e enviados juntamente
com CANINE IL6 ELISA KIT — THERMO SCIENTIFIC, especificos espécie canina,
armazenados a -80°, apos, foi realizada analise no departamento de farmacologia,

laboratdrio de inflamacéao da Universidade Estadual de Maringa.
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Os resultados estatiscos foram obtidos a partir do software SPSS (Statistical
Package for the Social Sciences). Houve correlacdo significativa ao nivel de 12% de
erro entre a quantidade de interleucina-6 (ng/ml) e o peso do animal. Pode ser
observado que quanto maior o grau de displasia, menor é o VHS (com nivel de erro
grande) e quanto maior o grau de displasia, maior € o0 peso.

N&o houve diferenca em coisa alguma, dentre os 8 animais do grupo teste,

considerando o sexo. Os machos apresentaram um maior valor de VHS.



N

GRUPO TESTE

Al Severo 2 Imm/4mm/10mm Sem raga Macho 14kg 84
(7 definida

A4 Severo 1 3mm/6mm/8mm Labrador Fémea 50kg 120
) Retriever

A6 Severo 4 Imm/Imm/lmm Golden Macho 45kg 10
) Retriever

A8 Moderado 1 4mm/5mm/5mm Pastor Macho 25kg 84
(6) Aleméo

TABELA 3. Resultados da avaliagdo clinica, radiografica e hematolégica de animais com displasia coxofemoral, sendo
graduado displasia de acordo com quadro 2, claudicacdo de acordo com quadro 1 e VHS sendo 60'=60 minutos, 90’=90
minutos e 120’=120 minutos. Fonte: Acervo pessoal, 2020.
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GRUPO CONTROLE

Animal Grau Displasia Claudicagéo VHS Peso Idade/
60°/90’/120° Meses
C1i Excelente AUSENTE 0/0mm/1mm 14 kg 36
C2 Excelente AUSENTE 0/Imm/2mm 24 kg 18
C3 Excelente AUSENTE 0/Imm/1mm 20 kg 18
c4 Excelente AUSENTE 0/2mm/1mm 20Kg 48

TABELA 4. Resultados da avaliacdo clinica, radiografica e hematoldgica de animais sem displasia coxofemoral,
sendo graduado para displasia de acordo com quadro 2, claudicagédo de acordo com quadro 1 e VHS sendo 60’=60
minutos, 90’=90 minutos e 120’=120 minutos. Fonte: Acervo pessoal, 2020.



AMOSTRAS MEDIA CORRECAO COM O BRANCO RESULTADO (ng/ml)

GRUPO CONTROLE C1 0,07 0,03 <0,102
IL-6 NO LIQUIDO SINOVIAL c2 0,08 0,04 <0,102
C3 0,08 0,04 <0,102
C4 0,07 0,03 <0,102
GRUPO TESTE Al 0,08 0,04 <0,102
IL-6 NO LIQUIDO SINOVIAL A3 0,09 0,06 0,13
A4 0,30 0,27 0,55
A5 0,27 0,23 0,47
A6 0,07 0,03 <0,102
A7 0,13 0,09 0,17
A8 0,09 0,05 0,11
A9 0,07 0,03 <0,102

TABELA 3. Resultados da analise de interleucina-6 através do método de Elisa de acordo com as orientacdes do fabricante
(canine IL6 elisa kit — thermo scientific EUA/Canada) dos cédes do grupo controle e do grupo teste. Fonte: Acervo pessoal,
2020.



Tabulacéo da curva padréao

[ConcentracaoamMDIIIIN 25 10 4 16 064 025 0102 O
Védia e 299 261 157 078 0,35 0,17 0,09 0,04
‘Desviopadidfo = 020 010 0,10 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00
Ve 6716 390 6,29 0418 3,01 0,42 0,00 9,43
‘Correcdocomobranco 1 295 258 154 074 0,32 0,13 0,05 0,00

TABELA 4. Tabulagéo da curva padréo de IL-6. Fonte: Acervo pessoal, 2020.



GRAFICO 1. Gréfico representando a curva padréo de IL-6.
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IL-6: Interleucina-6; Abs: Absorbancia; Log: Logaritimo. Marcadores correspondem as concentracdes da curva padrdo. Fonte:
Acervo pessoal, 2020.
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GRAFICO 2. Gréfico representando a curva padréo de IL-6 com as concentracdes em ng/ml de interleucina-6 obtidas no liquido sinovial

dos cées do grupo teste e controle.
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0.01
0
IL-6: Interleucina-6; Abs: Absorbancia; Log: Logaritimo. Marcadores correspondem as concentracdes de interleucina-6 em

ng/ml. Fonte: Acervo pessoal, 2020.
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5. DISCUSSAO

A Displasia coxofemoral € um disturbio frequente em cées, sendo uma das
principais causas de osteoartrite coxofemoral (DAMASCENO, 2015), de ocorréncia
em geral bilateral, resultado de alteracdes anatbmicas na articulacdo coxofemoral
durante o desenvolvimento do animal (DEGREGORI, 2018), classificada como uma
doenca do desenvolvimento (KAPATKIN et al., 2002; SMITH, 2004).

Além dos fatores ambientais e nutricionais que podem exacerbar o quadro da
doenca (FRANCA, 2015) seu inicio esta ligado a heranca genética (STORTTI, 2017)
gerando no crescimento do animal uma disparidade entre a massa muscular
primaria e a estrutura O0ssea exacerbada (PIRES, 2017), desta forma, uma
musculatura fraca ndo possui forca suficiente para manter congruéncia articular
(HYPPOLITO, 2017). Racas de porte grande ou gigante sdo mais predispostas a
displasia coxofemoral devido ao rapido crescimento 6sseo. (OLIVEIRA, 2018)

Em estudo retrospectivo realizado por Oliveira (2018), os animais de porte
grande ou gigante foram responsaveis pela maior parcela de animais, onde foram
observados, 19,1% Rottweiler, 17.6% Pastor Alemé&o e 14.7% Labrador Retriever.
Em um estudo em Jaboticabal/SP realizado por Melo (2013), foi observada a
prevaléncia de cées das racas Rottweiler (28,19%), Pastor Alemé&o (19,69%) e SRD
(13,13%).

No grupo teste do presente estudo, seis animais sdo de racas grandes ou
gigantes caracterizando 75% da populacdo estudada, entre eles trés Golden
Retriever (37,5%), um Labrador Retriever (12,5%), um Pastor Aleméao (12,5%) e um
Boiadeiro de Berner (12,5%), os 25% (dois animais) sdo de porte médio sendo um
Chow Chow (12,5%) e um animal sem raca definida (12,5%), o que confirma a
prevaléncia da doenga em animais de médio e grande porte.

Barros e colaboradores (2008) demonstraram que em cées da raga Pastor
Aleméo, a prevaléncia dessa doenca foi de 89,4%. No presente estudo, obtivemos
apenas um Pastor Alemao com displasia coxofemoral, correspondendo a 12,5% do
grupo teste. A ragca com maior nimero de diagnostico para a doenca foi Golden

Retriever, correspondendo a 37,5% dos animais do grupo teste.
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Demeulemeester (2016) expde que os sinais clinicos podem variar de acordo
com a idade e a fase da doenca que o animal se encontra, sendo que em caes
jovens o sinal de dor e anormalidades da marcha estédo relacionados a frouxidao
articular e subsequente tenséo sobre os tecidos moles circunjacentes, que progride

para osteoartrite em animais idosos.

Resultados estatisticos do trabalho realizado, mostraram que animais mais
jovens apresentam maior grau de claudicacdo do que animais idosos, porém, o grau
de claudicacdo comparado com o grau de displasia coxofemoral ndo apresenta
correlagfes significativas, sendo um sinal clinico individual: animal com avaliagao
radiografica severo para a displasia coxofemoral (A4) apresentou grau de
claudicacdo 1; outro animal (A9) com avaliacdo radiografica limite para a doenca

apresentou grau de claudicacao 4.

O valor de VHS acima dos valores de referéncia em uma hora, foram
observados nos animais 9 e 5 com grau de claudicacéo 4 e 3, avaliacdo radiografica
limite e moderada respectivamente, ndo mostrando relacdo entre avaliacao
radiografica e alteracdes nos valores de VHS, pois animais (Al, A4, A6 e A7) com
avaliacdo radiografica severa nd@o mostraram alteracdes nesses valores.
Demonstrando que a inflamacao diagnosticada através do VHS, seja uma causadora

maior de dor e claudicacdo, comparado a alterac6es na anatomia articular.

Diante disso, ainda podemos afirmar que com o decorrer do tempo, a doenca
nao progride para osteoartrite, e sim para osteoartrose, pois entre 0s quatro animais
diagnosticados com grau de displasia severo, 75% deles eram adultos, com no
minimo sete anos de idade e nenhum destes animais apresentou alteragcdo nos
valores de VHS, sugerindo que naquele momento este animal apresentava somente
osteoartrose, sem presenca de quadro inflamatorio, ndo caracterizando uma

osteoartrite.

Os valores de VHS fora dos parametros de referéncia para animal saudavel
foram observados em dois dos animais com os piores graus de claudicagdo do
estudo. No entanto, nenhum animal com grau de displasia severo teve teste de VHS

>10mm/h, sugerindo que apesar de grave alteracédo radiografica, esses animais néao
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possuem processo inflamatério ativo, mas, a IL-6 em dois animaism se mostrou

alterada.

Estudos estatisticos mostram que 70% dos animais radiograficamente
afetados nao apresentam sintomas e somente 30% necessitam de algum tipo de
tratamento. Os animais doentes podem apresentar claudicacdo uni ou bilateral,
dorso arqueado, peso corporal deslocado em direcdo aos membros anteriores, com

rotacao lateral desses membros e andar bamboleante (GEROSA, 1995).

E possivel afirmar que o grau de displasia coxofemoral confirmado pela
imagem radiografica nem sempre sera correspondente aos sinais clinicos, tendo em
vista que animais classificados com grau de displasia severo podem apresentar uma
claudicagéo grau um (intermitente) como mostra o animal Al; e animais com grau de
claudicacdo quatro (intensa) podem apresentar grau de displasia limite, como o
animal A9, ndo sendo possivel correlacionar o grau de displasia com o grau de

claudicagéo.

Nos caes, a degeneracédo articular (osteoartrose) se inicia por volta dos seis
anos de idade, naqueles sem dietas especificas ou restritivas (SMITH et al., 2006).
No presente estudo, dentre os oito animais avaliados do grupo teste, sete deles ja
apresentavam degeneracdes articulares, com uma média de idade de 5,9 anos.
Dentre eles, apenas um animal estava em fase de desenvolvimento osteomuscular

(dez meses de idade).

Desde que foram encontradas quantidades elevadas de IL-6 no liquido
sinovial de pacientes com artrite reumatdide (AR), varias evidéncias sugerem o
envolvimento da IL-6 em doencas auto-imunes, doencas infl amatorias crénicas
proliferativas, e neoplasias de células B, incluindo o llpus eritematoso sistémico
(ISHIHARA & HIRANO, 2002). No estudo realizado, dentre os oito animais do grupo
teste, cinco obtiveram niveis de interleucina-6 elevados no liquido sinovial da
articulagado coxofemoral, revelando que os animais com displasia coxofemoral tem

grande probabilidade de terem o nivel dessa citocina aumentado.

A expressao local de IL-6 pode estimular o recrutamento de leucdcitos,

promover a maturagdo e ativacao osteoclastica, suprimir condrocitos e estimular a
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proliferacdo sinovial, culminando na lesdo articular (FLANNERY et al.,, 2000;
LIPSKY, 2008). Estudos focando o tratamento da AR vem pesquisando novos
medicamentos que agem como anticorpos monoclonais inibindo o receptor da IL-6 e,
por consequiéncia, retardando a progressédo dessa lesao articular (NISHIMOTO,
20009).

Um estudo realizado por Neumann e colaboradores (2012), evidenciou que a
IL-6 foi um marcador inflamatério mensuravel em cédes com doenca hepéatica e que
pode ser possivel a diferenciacdo entre a fase aguda e crénica da doenca atraves
deste marcardor. Porém, ainda ndo foram realizados estudos que comprovassem

esta mensuracgao para a displasia coxofemoral.

Foi sugerido no estudo realizado por Hay e colaboradores (1997), que a IL-6
pode estar envolvida na patogénese da osteoartrose juntamente com o fator de
necrose tumoral. No presente estudo, dois animais do grupo teste que foram
avaliados como grau de displasia severa e com possivel alto grau de osteoartrose,

nao tiveram alteracdes significativas no valor de IL-6 no liquido sinovial.

6. CONCLUSAO

Encontrou-se correlacdo entre a idade dos animais e o grau de claudicacao,
sendo que quanto mais velho o animal, menor o grau de claudicacao, e quanto mais
jovem o animal, maior o grau de claudicacdo. Também ha correlacao entre o valor
do VHS e o grau de displasia, sendo que quanto maior o grau de displasia, menor
sera o VHS, sugerindo que quando o animal desenvolve osteoartrose, 0 mesmo nao
possui mais inflamacao na articulacao.

N&o foram encontradas correlacdes entre a quantidade de interleucina-6 e

grau de displasia ou grau de claudicacdo dos animais estudados.
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