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RESUMO

Monitorar a resposta inflamatdria € um desafio clinico porque os sinais classicos nem sempre séo
manifestados, sendo necessario exames complementares. Objetivou-se, no presente trabalho,
acompanhar a resposta de marcadores da inflamacdo, tais como amiloide A sérica (SAA),
fibrinogénio (Fb), leucdcitos totais (LT) e a associacdo destes com a termografia infravermelha
(TI), em equinos atendidos no Hospital Veterinario de Grandes Animais da Universidade de
Brasilia, com sinais clinicos de dor e inflamacao sistémica. Para isso, amostras de sangue de 15
animais (10 enfermos e 5 higidos) foram coletadas, por venipuncdo jugular, trés horas apos
admissao (momento 0) e 12, 24 e 48 horas ap6s (momento 1, 2 e 3, respectivamente). Foram
considerados animais adultos, sem distin¢do de sexo, encaminhados com sindrome célica (clinica
e cirdrgica), traumas (fratura de pelve, feridas), linfangite e otite. Ndo foram encontradas
diferencgas significativas entre os grupos e ao longo do tempo para as varidveis LT, Fb e TI. Para
SAA, enquanto os valores do grupo controle permaneceram estaveis ao longo do tempo, o0 grupo
de enfermos teve aumento continuado nas concentracfes a cada 12 horas. A termografia ndo se
revelou método viavel para deteccao de inflamacdo sisttmica em equinos, entretanto, percebeu-se
que a determinacdo de SAA teve importancia na avaliacdo da inflamacdo nos animais enfermos.
Contudo, o reduzido nimero amostral, revelou-se fator limitante para afirmages mais precisas em

relacdo aos biomarcadores.

Palavras chaves: biomarcadores, proteinas de fase aguda, temperatura corporal, cavalo.



ABSTRACT

Monitoring the inflammatory response is a clinical challenge because classic signs are not always
manifested, requiring complementary tests. The aim of this study was to follow the response of
inflammatory biomarkers, such as serum amyloid A (SAA), fibrinogen (Fb), total leukocytes (LT)
and their association with infrared thermography (IT), in horses referred to the Veterinary
Teaching Hospital of the University of Brasilia, with clinical signs of pain and systemic
inflammation. For this purpose, blood samples from 15 animals (10 sick and 5 healthy) were
collected, by jugular venipuncture, three hours after admission (time 0) and 12, 24 and 48 hours
later (time 1, 2 and 3, respectively). Adult animals, regardless of sex, were referred with colic
syndrome (clinical and surgical), trauma (pelvis fracture, wounds), lymphangitis and otitis. No
differences were found between groups and over time for the LT, Fb and IT. For SAA, while
control group was stable over time, sick group had continuous increase in concentrations every 12
hours. Thermography was not a viable method for detecting systemic inflammation in horses,
however, it was noticed that SAA was important in the evaluation of systemic inflammation of
sick animals. Reduced sample size was a limiting factor for more precise assertions in relation to

inflamatory biomarkers.

Key-words: biomarkers, acute phase proteins, body temperature, horse.
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1 INTRODUCAO

Monitorar a resposta inflamatoria é um desafio clinico porque os sinais classicos- calor,
rubor, dor, tumor e perda de funcdo, nem sempre sdo manifestados, sendo necessaria provas
bioquimicas séricas e/ou testes hematologicos para determinagdes laboratoriais. Proteinas de
fase aguda compreendem um grupo grande e heterogéneo de proteinas, cuja a amiloide A sérica
(SAA) é um marcador sensivel de inflamacdo (CONCEICAO et al., 2022; JACOBSEN e
ANDERSEN, 2007).

Sugere-se que as concentracfes de SAA refletem a atividade de doenca subclinica e
pode, portanto, ser usada, por exemplo, para monitorar mudangas em estados de doenca e
resposta a terapia (WITKOWSKA-PILASZEWICZ et al., 2019; BELGRAVE et al., 2013).
SAA ¢ uma apolipoproteina, que possui varias isoformas, sendo detectada na fase aguda do
soro de vérias espécies, incluindo cavalos. Produzida principalmente pelo figado, mas também
sintetizada no colostro normal (MCDONALD et al., 2001) e fluido sinovial, SAA possui meia-
vida plasmatica muito curta (30-120 minutos), portanto diminuem logo (12 horas) ap0s cessar
a sintese, diferentemente do fibrinogénio (Fb) e haptoglobina (Hp) (LONG e NOLEN-
WALSTON, 2020; BERG et al., 2011).

O uso das PFA (proteinas de fase aguda) em medicina veterinaria esta se tornando mais
difundido a medida que Kits de diagnostico comerciais estdo sendo validados (CRISMAN et
al., 2008). Para diferenciar cavalos clinicamente normais daqueles com doenca inflamatdria ou
infecciosa, a determinacdo de SAA revelou sensibilidade de 53%, especificidade de 94% e
acurécia diagnostica de 75%, enquanto a contagem de leucécitos, concentrac@es de fibrinogénio
plasmatico e rela¢fes albumina/globulina (A:G) obtiveram acurécia diagndstica mais baixa 59-
62% (LONG e NOLEN-WALSTON, 2020). Varios métodos para dosar SAA equina tém sido
desenvolvidos, incluindo teste ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), teste de
aglutinacdo passiva em latex com lamina reversa, imunoensaios de fluxo lateral, imunodifusdo
radial Unica, ensaio imunoturbidométrico de aglutinacéo de latex e eletroimunoensaio. O uso
da SAA para auxiliar no diagnostico na rotina clinica equina tem sido prejudicado pela falta e
indisponibilidade de métodos rapidos, confidveis e automatizados (KIEMLE et al., 2022;
VINER et al., 2017; JACOBSEN et al., 2006).

A termografia tem sido esporadicamente utilizada na medicina veterinaria na avaliagéo
de lesdes de tecidos moles e lesbes dsseas superficiais como modalidade de diagndstico por
imagem complementar. Qualquer objeto com temperatura acima do zero absoluto emitira

energia radiante de acordo com a lei de Stefan-Boltzmann. A termografia consiste em um



método de diagndstico por imagem para detec¢do de radiacdo infravermelha de ondas médias
e longas emitidas da superficie do corpo (CHRISTENSEN et al., 2012). Dentro do espectro
eletromagnético, o comprimento de onda da radiacdo infravermelha é muito grande para ser
detectado pelo olho humano, embora possa ser percebido como calor (KADUNC et al., 2020).
Considera-se que tecidos lesionados apresentam a temperatura alterada, devido a mudanca do
fluxo sanguineo e isso pode ser observado em uma imagem térmica do corpo, permitindo a
localizacdo anatdbmica da anormalidade. Aumentos na temperatura superficial estdo
relacionados a elevacdo do aporte sanguineo local, seja por acréscimo na atividade metabdlica
ou por alteragdo vascular (TUNLEY & HENSON, 2004). Em um cavalo em repouso, o padréo
de distribuicdo de temperatura superficial € uma caracteristica altamente individual, apesar de
influenciado por muitos fatores ambientes (KADUNC et al., 2020). Portanto, a termografia se
apresenta como uma ferramenta de triagem na identificacdo de lesGes (REDAELLLI, et al.,
2014).

A identificacdo da inflamagdo antes do aparecimento de sinais clinicos tem sido
fundamental. Considerando a utilizacdo de biomarcadores bioldgicos, como leucdcitos totais e
fibrinogénio, e as descobertas recentes das proteinas de fase aguda, € importante observar a
aplicabilidade clinica das concentragcbes SAA, verificando sua acuracia e sensibilidade como
método diagnostico. Além da termografia, como método ndo invasivo, que podera auxiliar na
avaliacdo da inflamacdo. Objetivou-se acompanhar a dinamica de marcadores da inflamacéo
SAA, Fb, (LT) associado a termografia infravermelha (T1), em equinos atendidos no Hospital
Veterinario de Grandes Animais da Universidade de Brasilia (HVET/UnB), com sinais clinicos
sistémicos de dor e inflamacéo e verificar a sensibilidade de cada um desses marcadores, nas
primeiras 48 horas de intervencdo clinica-cirurgica e a relacdo existente entre os referidos

exames, quando comparados a animais higidos.



2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Acompanhar a resposta de marcadores da inflamacdo SAA, Fb, LT associado a
termografia infravermelha, em equinos com sinais sistémicos de inflamacao ao exame clinico,
para verificar a sensibilidade de cada um desses marcadores, nas primeiras 48 horas de
intervencdo clinica-cirurgica e a relacdo existente entre os referidos exames, quando

comparados a animais higidos

2.2. Objetivos Especificos

Avaliar o comportamento das concentracdes de SAA, Fb e LT no momento de admisséo
e durante as primeiras 48 horas de internacdo dos animais;

Detectar a temperatura superficial da regido de cilhadouro e ocular (cartncula lacrimal)
no momento da admissdo e durante a internagéo;

Avaliar a relacdo entre tais biomarcadores e a temperatura superficial de equinos durante

as primeiras 48 horas de internagéo.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Inflamacéo

A inflamacdo é um evento comum, pois pode ser causada por grande nimero de
estimulos, infecciosos ou ndo. Independente da causa, a reacdo inflamatéria se inicia com o
reconhecimento do agente inflamatdrio, que é realizado por moléculas que sinalizam a sua
presenca, identificadas por receptores em células do sistema imunitario. Diante dos fatores que
permitem fugir ou evitar agressdes, 0 organismo possui dois mecanismos basicos de defesa:
barreiras mecénicas e quimicas, em pele e mucosas, e resposta imunitaria (PEREIRA, 2021).

De acordo com Tizard (2019), minutos apos a lesao tecidual se desenvolve a inflamacéo
aguda. O tecido lesionado gera trés tipos de sinais. Incialmente, as células rompidas liberam
padrdoes moleculares associados a danos (DAMPS), que consequequente libera citocinas,
quimiocinas e enzimas por células sentinelas. Posteriomente, 0s microrganismos invasores
liberam padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPS), que desencadeiam resposta de
células sentinelas. Por ultimo, a dor devido a lesdo tissular faz com que haja a liberacdo de
peptideos bioativos através dos nervos sensoriais. Essa mistura de moléculas atrai leucocitos de
defesa, e simultaneamente, atua sobre os vasos sanguineos, provocando maior fluxo sanguineo
local.

Proteinas plasmaticas, como proteinas de complemento e de fase aguda, e anticorpos
entram nos locais inflamatdrios (ABBAS et al., 2022). Conforme Tizard (2019), a sintese de
trés principais citocinas ocorrem quando ha exposicao a agentes infecciosos ou PAMPS. Séao
elas: fator de necrose tumoral o (TNF-a), interleucina 1 (IL-1) e interleucina 6 (IL-6). Tais
enzimas induzem os hepatdcitos a produzir proteinas de fase aguda, incluindo SAA e Fb, que
sdo secretadas no sangue (ABBAS et al., 2022). Apesar de isto acabar levando a perda muscular,
os aminoacidos sdo disponibilizados para a producdo de anticorpos e citocinas. Novas proteinas
podem também ser sintetizadas nos linfonodos, nas tonsilas e no bago, assim como nos
leucdcitos sanguineos. Cerca de 30 proteinas de fase aguda foram identificadas e muitas sdo
importantes componentes do sistema imunolégico inato (TIZARD, 2019).

O TNF-a ¢é produzido bem no inicio da inflamagdo e, a seguir, vém ondas de IL-1 e,
entdo, de IL-6. As células sentinelas ativadas também secretam quimiocinas responsaveis por
atrair células de defesa aos locais de invasdo microbiana, além de produzir a enzima
cicloxigenase 2 (COX-2), que gera lipideos inflamatdrios, como as prostaglandinas e os
leucotrienos (TIZARD, 2019). TNF e IL-1 agem no hipotalamo para aumentar a temperatura
corporal (febre), sendo essas citocinas chamadas de pirogénios (ABBAS et al., 2022). Esta febre
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melhora alguns componentes da resposta imunologica, por exemplo, aumenta a migracdo e a
quimiotaxia transendotelial de neutrofilos e aumenta o acimulo dessas células dentro do tecido.
O aumento da temperatura corpérea leva ao amadurecimento das células dendriticas, aumenta
acirculacéo de linfocitos e promove a secrecdo de interleucina 2 (IL-2). As temperaturas, dentro
do limiar da febre, aumentam a sobrevivéncia de linfocitos T por inibir a apoptose dessas
celulas. Além da inducéo da febre, as citocinas inflamatdrias, em especial a IL-1, levam &
liberacdo de moléculas indutoras do sono no cérebro. O aumento da letargia € comumente
associado a febre e pode, por reduzir as demandas energéticas do animal, aumentar a eficiéncia
dos mecanismos de defesa e de reparo (TIZARD, 2019).

O aumento nas concentragbes de TNF-a gera os sinais classicos de inflamagéo,
incluindo calor, aumento de volume (tumor), dor e vermelhidao (rubor), além de deprimir o
débito cardiaco, induzir trombose microvascular e causar extravasamento capilar (ABBAS et
al., 2022). Mudanca na sensibilidade dolorosa deve-se a produgdo de endorfinas, que, nos
centros talamicos e na formacdo reticular que integram os estimulos dolorosos, aumentam o
limiar para a sensacdo dolorosa (PEREIRA, 2021). Logo apos a leséo, o fluxo sanguineo pelos
pequenos capilares € reduzido fazendo com que leucdcitos se liguem as paredes de vasos
sanguineos. Posteriormente, 0s pequenos vasos sanguineos da area danificada se dilatam, e o
fluxo sanguineo para o tecido lesionado aumenta muito. Enquanto ocorre a vasodilatacdo, o
fluido passa do sangue para os tecidos provocando edema e aumento de volume (TIZARD,
2019).

O exsudato liquido pode ser rico ou pobre em proteinas, e sua quantidade é variavel. A
pressao oncotica intersticial aumenta devido as proteinas plasmaticas, favorecendo a retencdo
de &gua fora dos vasos. O exsudato comprime ou deforma os vasos da circulacdo linfatica,
tornando-a sobrecarregada, consequentemente perdendo a eficacia em drenar, agravando a
retencdo de &gua no intersticio. Tudo isso contribui mais ainda para a formacdo do edema
inflamatorio (PEREIRA, 2021)

Quando os vasos sanguineos se dilatam e ocorre o extravasamento de fluido da corrente
sanguinea para os tecidos, o sistema da coagulagdo é ativado gerando grandes quantidades de
trombina (principal enzima coagulante). A trombina atua sobre o fibrinogénio no fluido tecidual
e no plasma, produzindo fibrina insoltvel. A fibrina , entdo, depositada nos tecidos inflamados,
onde forma uma barreira a disseminacdo da infeccdo. A ativacdo da cascata da coagulacéo
também inicia o sistema fibrinolitico, levando a ativagcdo do plasminogénio, que gera plasmina,
uma potente enzima fibrinolitica. Ao destruir a fibrina, a plasmina libera fragmentos peptidicos

que atraem neutréofilos. Se o agente invasor for eliminado, o processo inflamatorio é



interrompido e o fluxo sanguineo volta ao normal (TIZARD, 2019).

A extenséo de uma inflamacéo para todo o organismo deve-se a disseminacao do proprio
agente inflamatorio ou de moléculas de alarme (DAMP e PAMP) a partir do local agredido. Por
isso mesmo, os agentes infecciosos que proliferam no local da invaséo e disseminam-se por via
sanguinea sdo os principais causadores de respostas inflamatérias sistémicas. Todavia,
inimeras outras agressdes (p. ex., traumatismos graves, queimaduras extensas, cirurgias)
também podem gerar grande quantidade de alarminas, as quais caem na circulacéo e ativam, de
modo sistémico, a sintese de mediadores da inflamacdo. Varias sdo as formas de cura
espontanea de inflamag6es (PEREIRA, 2021).

3.2  Proteinas de Fase Aguda (PFA)

Proteinas de fase aguda compreendem um grupo grande e heterogéneo de proteinas,
atuando como marcadores de inflamacdo (JACOBSEN e ANDERSEN, 2007).

A RFA (resposta de fase aguda) é uma resposta inflamatoria inespecifica, estimulada
quando as células lesadas liberam metabolitos e produtos do &cido araquiddnico de estresse
oxidativo, seguido pela liberagdo de citocinas, como a interleucina (IL)- Ib, IL-6 e fator de
necrose tumoral-a (TNF-a), de macréfagos e mondcitos (Figura 1). Possuem como funcgédo a
ativacdo do complemento, coagulacdo, fibrinGlise e inibicdo de proteases de neutréfilos.
Combinacdes de citocinas em varias células alvo podem ter efeito estimulatério ou supressor.
Por exemplo, a elaboracdo de SAA requer IL-6 e IL-1 ou TNF- a, enquanto a IL-1 e TNF-a
inibem a inducdo de Fb por IL-6. Embora a RFA seja critica na inflamacdo e cura, também
funciona como um “anti-inflamatorio”, capacidade que atenua a resposta inflamatoria a
estimulos (CRISMAN et al., 2008).

JL LPS, Opsoninas,
Sinais neurais

Resposta local para criar citocinas pro-inflamatorias

!

Figado, Hepatocitos- Modulagdo de proteinas sintetizadas

!

(g ) Resposta de Fase Aguda

Leucocitose, Ativagdo do sistema complemento,

Inibigdo de protease, Coagulagdo, Opsonizagdo —> |Resolugdo |

Figura 1- Resposta de Fase Aguda (modificado de Cray et al., 2019).
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As PFA mais frequentemente determinadas na pratica equina sao Fb (CRISMAN et al.,
2008), proteina C reativa (PCR) (CYWINSKA et al., 2012), SAA e Hp (CYWINSKA et al.,
2012; CRISMAN et al., 2008). As PFA sdo classificadas como negativa ou positiva,
dependendo se seus niveis séricos/plasmaticos diminuem ou aumentam durante uma RFA,
respectivamente. Uma PFA negativa notavel é a albumina (LONG e NOLEN-WALSTON,
2020; CRISMAN et al., 2008), sendo PFA positivas o Fb, Hp e SAA. Os niveis
séricos/plasmaticos de PFA positiva aumentam em resposta a um evento desencadeante (por
exemplo, infeccdo, trauma) e diminuem coincidindo com a recuperacdo (LONG e NOLEN-
WALSTON, 2020). As principais PFA positivas tém as seguintes caracteristicas: concentracdes
baixas ou indetectaveis no plasma de individuos higidos; concentracfes aumentam mais de 10
vezes rapidamente durante RFA (CRISMAN et al., 2008). A recaida ou um insulto
novo/secundario, resulta em um retorno a concentracdes aumentadas (LONG e NOLEN-
WALSTON, 2020; CRISMAN et al., 2008).

Niveis elevados das PFA sdao comumentos usados clinicamente como sinais de infeccao
ou outros processos inflamatdrios (ABBAS et al., 2022). A tabela 1, demonstra o tempo de
resposta das principais PFA utilizadas em equinos.

As PFA positivas podem ser ainda divididas em proteinas de fase aguda “maiores”,
presentes em pequenas quantidades em individuos higidos e cuja concentracdo aumenta até
1.000 vezes durante um estimulo inflamatorio, e em proteinas de fase aguda “menores e
moderadas” que estdo presentes em niveis mais elevados no plasma de individuos higidos e
cuja concentracdo aumenta apenas entre 1 e 10 vezes durante a inflamacdo (OERTLY et al.,
2021). Exemplos de PFA moderados em cavalos incluem Hp, Fb e PCR (CRISMAN et al.,
2008).

Tabela 1- Classificacdo das principais proteinas de fase aguda dosadas em equinos e tempo de resposta

em horas (modificado de Enriquez e Samanta, 2018).

Proteina Classificagédo Tempo de resposta
Tempo de elevago/ Pico
diminuicéo

Amiloide A Sérica Positiva/ Maior 6-12 48
Fibrinogénio Positiva/ Moderada 24 72-144
Haptoglobina Positiva/ Menor 12-24 72-120
Proteina C Reativa Positiva/ Menor 24 72-120
Ceruloplasmina Positiva/ Menor 120 168-336

Albumina Negativa 144 192-240




3.3 Amiloide A Sérica

SAA é uma familia de proteinas homologas que diferem em sua estrutura e padréo de
expressdo. Embora SAA4 seja constitutivamente expressa e represente mais de 90% da SAA
total durante a homeostase, SAAL1 e SAA2 sdo especificas para a RFA e sdo definidos
coletivamente como SAA aguda (BADOLATO et al., 2000).

Considerada Unica PFA positiva no cavalo, o nivel de resposta é idealmente equivalente
a quantidade de tecido danificado. Condi¢cdes ndo inflamatorias, estado nutricional,
manipulagéo ou outras formas menores de estresse, ndo afetam os valores de PFA (JACOBSEN
e ANDERSEN, 2007). SAA comega a aumentar entre 6 a 12 horas ap6s a resposta de fase aguda
inflamatdria e atinge o pico em 48 horas. Em comparacdo, o fibrinogénio esta presente em
niveis sericos no cavalo saudavel e aumenta apenas 2-4 vezes durante a RFA. Apos uma RFA,
a concentragéo de fibrinogénio comeca a aumentar em 24-72 horas com picos 72-144 horas e
permanece acima da linha de base por mais de 7-14 dias (Tabela 1). Esses dados fornecem
evidéncias de que o SAA poderia ser um indicador de infeccdo mais sensivel e especifico do
que fibrinogénio (AITKEN et al., 2017).

Pereira (2021), sugere que a molécula de SAA se ligaa TLR2 e também seja um agonista
enddgeno de TLR4. Isso leva a ativacdo do TNF-kB e a produgdo de diversas citocinas
inflamatdrias. A SAA também carreia o colesterol ao figado antes de sua secrecao na bile. Esta
molécula recruta linfocitos para os locais inflamados e induz a sintese de enzimas que degradam

amatriz extracelular. A SAA é quimiotatico para neutréfilos, mondcitos e linfécitos (Figura 2).
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Secrecdo de prostaglandinas

Figura 2. SAA como proteina multifuncional na modulacédo da resposta inflamatdria. A IL-6 produzida
por macrofagos apos estimulagdo local promove a producdo hepéatica de SAA que tem funcBes na
inibicdo da proliferacdo de linfocitos, atividades de neutréfilos, adesdo de linfocitos T a matriz
extracelular, agregacao plaquetaria e inducdo de adesdo, migracéo e infiltracdo tecidual de mondcitos,
neutrdfilos e sintese de prostaglandina (modificado de Witkowska-Pitaszewicz et al., 2019).
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Conforme Badolato e colaboradores (2000), SAA regula as atividades antimicrobianas
das células polimorfonucleadas, que resulta em um aumento rapido e transitorio de
concentracdo citosolica de calcio e regulacdo positiva da expressao na superficie celular de
antigenos envolvidos em adesdo e reconhecimento microbiano, como CD11c e CD16. Além
disso, a estimulacdo aumenta a secrecao de lactoferrina, uma proteina antimicrobiana.

Varios relatos mostraram que o0s potros tém valores basais de SAA semelhantes aos de
cavalos adultos e a taxa de ascensdo e queda é comparavel entre essas categorias. Por causa da
presenca de SAA no colostro, tem sido sugerido que o aumento das concentracdes de SAA em
potros saudaveis logo ap6s 0 nascimento pode estar associado a absor¢do colostral (LONG e
NOLEN-WALSTON, 2020). Barr e Nieman (2020) indicaram que as dosagens de SAA
auxiliam no diagnéstico de sepse neonatal.

Foi levantada a hipdtese de que as determinacdes de SAA podem ajudar a distinguir
doencas respiratdrias infecciosas de doenca respiratoria ndo infecciosa causada por reacfes
alérgicas em cavalos (JACOBSEN e ANDERSEN, 2007). Em cavalos com doengas
gastrointestinais, concentraces aumentadas de SAA podem confirmar o carater inflamatério
da doenca. Maiores concentracdes de SAA foram encontradas em equideos com lesdes
inflamatorias abdominais (enterite, peritonite), em compara¢do com aqueles com obstrucdes ou
estrangulamentos intestinais simples (DE COZAR et al., 2020). Barros (2018) detectou que,
cavalos com piroplasmose possuem resposta inflamatéria e alteracbes de marcadores
inflamatorios, sendo SAA considerada dentre os mais sensiveis.

O diagndstico precoce é fundamental para a eliminacédo rapida da infeccéo e inflamacéo
para evitar a degradacgdo continua da cartilagem e osteoartrite (WITKOWSKA-PILASZEWICZ
et al., 2019). SAA pode ser mensurada no liquido sinovial, porém as concentracdes séricas,
potencialmente ofereceram um método ndo invasivo e rapido para monitorar a resposta ao
tratamento em lesdes que penetram nas estruturas sinoviais (HALTMAYER et al., 2017).

Procedimentos cirdrgicos demonstraram induzir reacdes de fase aguda e causar elevacao
niveis plasmaticos de SAA. AplicacOes seriadas de penicilina G (GORDON et al., 2022), a
vacinacgdo contra a gripe e o tétano causa uma moderada resposta de SAA, que diminui dentro
de 3-4 dias apds a vacinagdo (JACOBSEN e ANDERSEN, 2007).

Em processos inflamatorios localizados, como doengas oculares, uveite e ceratite, ndo
revelaram aumento na SAA plasmatica (WITKOWSKA-PILASZEWICZ et al., 2019). N&o foi
verificada correlacdo entre proteinas de fase aguda (como SAA) e biomarcadores de atividade
muscular, em atletas de hipismo classico (CARVALHO FILHO, 2017), sugerindo que
alteracdes de SAA esta relacionada a esfor¢os de longa duragdo (CARVALHO FILHO, 2019),
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estabelecendo as dosagens de SAA como um recurso valioso no monitoramento de processos
inflamatorios e importante elemento complementar no controle do impacto do treino nos
animais (CARVALHO FILHO, 2020). Um estudo que determinou PCR e SAA em equinos
com mieloencafalite protozoaria equina concluiu que os niveis séricos foram praticamente
indetectaveis, ndo sendo indicado como auxilio diagnéstico da enfermidade (MITTELMAN et
al., 2018). Além disso, experimentos com inducdo de infec¢Bes parasitarias também néo
conseguiram avaliar aumentos sericos de SAA (NOLEN-WALSTON, 2015).

SAA deve ser usado em combinagdo com outros testes de diagnostico e procedimentos
e ndo deve ser usado como a Unica base para estimular o tratamento antimicrobiano. A analise
seriada é provavelmente mais eficaz como uma ferramenta de prognéstico do que a sua
determinacédo apenas na admissao (WITKOWSKA-PILASZEWICZ et al., 2019).

3.4 Fibrinogénio

O fibrinogénio é uma importante glicoproteina de fase aguda, produzida em maior
quantidade pelo figado na presenca de afec¢des inflamatérias (AUER et al., 1989; COTRAN et
al., 1989; MILLS et al., 1998) e infecciosas (MACSHERRY et al., 1970; SCHALM, 1970).
Encontra-se livre no sangue e dentro dos granulos plaquetarios (HANDAGAMA et al., 1990)
e constitui aproximadamente 5% da proteina plasmatica total (KANEKO, 1997), sendo espécie
especifica (STORMORKEN, 1957; DODDS, 1997). Considerado um fator de coagulacéo (fator
1), é convertido em fibrina pela trombina. A reticulacdo da fibrina estabiliza o tampéo
plaquetario formado durante a hemostasia primaria (EPSTEIN et al., 2012). A hemostasia é a
cessacao fisiologica da perda de sangue a partir de interacdes entre a parede do vaso
sanguineo, plaguetas, coagulacdo e fibrinolise (LOWE et al., 2004).

Em cavalos sadios a concentracdo do fibrinogénio pode variar entre 200 e 400 mg dL-1
(STORMORKEN, 1957), com limites minimo e maximo aceitaveis de 100 a 500 mg dL-1,
respectivamente (COLES, 1984), enquanto valor igual ou superior a 1.000 mg/dL indica
inflamacéo em estagio mais avancado e de pior progndéstico (SOUZA et al., 2006).

Apos cirurgias, em decorréncia da resposta de fase aguda, as concentracdes de
fibrinogénio aumentam, principalmente pela sintese de fibrinogénio de alto peso molecular (DI
FILIPPO et al., 2009). Apesar da falta de especificidade diagnostica, a determinacdo do
fibrinogénio, segundo Tamzali et al. (2001), torna-se especialmente conveniente, porque pode
ser facilmente mensurada.

Trabalhos indicam que o fibrinogénio detecta inflamacdo antes que a contagem de

glébulos brancos mude, ou mesmo quando permanece normal. Permite monitoramento do
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desenvolvimento do processo inflamatdrio e da resposta a terapia estabelecida. Entre as
desvantagens, tem-se que ele permanece em altas concentragdes em condi¢des normais, sua
faixa de valores normal é muito amplo, seu papel na cascata de coagulacdo torna dificil
interpretar as mudancas em seus valores, existem fatores que pode causar mascaramento de
suas alteragdes durante a inflamacao, como coagulacgéo intravascular disseminada ou patologias
em que o consumo de fibrinogénio excede sua formacdo (ENRIQUEZ e SAMANTA, 2018).

3.5 Leucocitos

O objetivo principal da inflamacéo é assegurar que as células fagociticas interceptem e
destruam os microrganismos invasores da forma mais rapida e eficiente possivel. Os leucécitos
sdo células de defesa que circulam pela corrente sanguinea. Sdo derivados de células-tronco
pluripotentes localizadas na medula éssea. Todos os tipos de leucdcitos, incluindo neutrofilos,
mondcitos, linfécitos, e as células dendriticas, sdo originarios das células-tronco da medula
6ssea (mieloides) e todas essas células auxiliam na defesa do corpo. Neutrofilos e macréfagos
sdo especializados nos processos de ingestdo e morte dos microrganismos invasores. Sao
originarias de uma célula-tronco em comum, mas sdo morfologicamente muito diferentes e
desempenham papéis diversos, porém complementares. Dessa forma, os neutréfilos respondem
aos microrganismos invasores muito rapidamente, fagocitando-os, mas ndo sdo capazes de
manter o esforco fagocitico por muito tempo. Os macréfagos, por outro lado, movimentam-se
de forma mais lenta, mas sdo fagocitos altamente eficazes, capazes de fagocitar repetidas vezes
(TIZARD, 2019).

Apobs o reconhecimento das agressGes exdgenas (fisicas, quimicas ou biolégicas) ou
enddgenas (estresse metabdlico) sdo liberados mediadores inflamatorios, que geram alteracdes
na microcirculacdo, permitindo saida de plasma e de leucOcitos para reparar os danos
produzidos. A diapedese (saida de leucdcitos dos vasos) depende de agentes quimiotaticos que
estimulam receptores celulares e induzem a formacdo de pseuddpodes que promovem o
deslocamento dos leucocitos. Os ativadores mais potentes de células endoteliais sdo alarminas
e citocinas pro-inflamatdrias (PEREIRA, 2021).

Dentre os diversos leucdcitos, o neutrofilo € o mais abundante para recrutamento do
sangue para os locais de inflamac&o aguda, por isso séo as células predominantes do exsudato
nas primeiras 24 horas. Porém, monocitos sanguineos, que se tornam macrofagos nos tecidos,
se tornam importantes em algumas reagdes ao longo do tempo (ABBAS et al., 2022). Embora
muito eficazes na defesa, 0s neutréfilos sdo potencialmente perigosos, razdo pela qual nao

podem residir nos tecidos, sendo mantidos em grande numero sequestrados dentro dos vasos e
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na medula 6ssea. Como 0s macrofagos sao fagdcitos com poder microbicida imediato menor,
podem migrar e residir nos tecidos, sem grande ameaca a integridade do organismo (PEREIRA,
2021).

O TNF-a atua sobre neutréfilos e aumenta sua capacidade microbicida, estimula a
fagocitose por macrofago e a producdo de oxidantes. Amplifica e prolonga a inflamagédo ao
promover a sintese macrofagica de outros mediadores, como NOX2 e COX-2, e também ativa
mastocitos. Para expandir a inflamacdo, a IL-1p atua sobre as células endoteliais vasculares,
tornando-as adesivas para neutrdfilos, e outros macréfagos. Durante infecgdes graves, a IL-1p
em associacdo ao TNF-a, é responsavel pelo comportamento clinico do paciente. Dessa forma,
atua no cérebro, provocando febre, letargia, mal-estar e falta de apetite; sobre as células
musculares para mobilizar aminoacidos, o que provoca dor e fadiga; e sobre os hepatocitos,
induzindo a producéo de novas proteinas, denominadas proteinas de fase aguda, que auxiliam
a defesa do corpo (TIZARD, 2019).

Em uma inflamag&o podem ser encontrados todos os tipos de leucocitos. A identificagdo
dos diversos tipos de células do exsudato em preparacGes de rotina nem sempre é possivel. O
exsudato celular € muito dindAmico e modifica-se com o evoluir do processo inflamatério. Os
fendmenos de resolucdo comegam nas fases iniciais da inflamagéo e deles depende sua
progresséo, com cura ou cronificacdo. O tempo de cura de inflamag6es agudas, que se instalam
e terminam em até 12 semanas, relaciona-se com a eficacia dos processos de eliminacdo da
causa e dos mecanismos de resolucdo. Inflamagdes cronicas, caracterizadas por duracdo acima
de 24 semanas, cronificam-se porque 0os mecanismos de eliminacgdo da causa fracassaram ou
porque surgem fendmenos de autoagressdo imunitaria (PEREIRA, 2021).

As amostras para hemograma em cavalos devem ser manuseadas com 0 mesmo cuidado
gue em outras espécies. A anticoagulacdo com heparina ¢é suficiente, mas as caracteristicas
morfoldgicas e a coloracdo das células podem ficar alteradas. A morfologia dos leucdcitos é
melhor observada se os esfregacgos forem feitos com EDTA e sangue anticoagulado logo ap6s
a colheita. Os intervalos de referéncia determinados pela maioria dos laboratdrios séo bastante
amplos, porque os valores diferem entre racas, idades e sexos. Em condicGes de estresse, dor
ou ap0s atividade fisica vigorosa, as catecolaminas aumentam o débito cardiaco, a pressao
arterial hidrostatica e a atividade muscular. Os neutréfilos sdo subsequentemente varridos do
pool marginal para o pool circulante, aumentando transitoriamente o nimero de células pela
contagem de leucocitos. As alteragdes inflamatorias no leucograma tém aparéncias variaveis
dependendo da gravidade e duracdo do agente, lesdo ou condi¢do desencadeante. Um desvio a

esquerda é a marca da inflamacgé&o. Porém, séo vistos com menos frequéncia porque os cavalos
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ndo exibem deslocamentos marcados para a esquerda em estados inflamatdrios em comparacéao
com outras especies (cdes e gatos). Por isso, a hiperfibrinogenemia é frequentemente utilizada

como um indicador adicional de inflamacdo (WELLES, 2010).

3.6 Termografia Infravermelha

De acordo com a lei de Stefan-Boltzmann, qualquer objeto cuja temperatura seja maior
que o zero absoluto emitird energia radiante, proporcionalmente a sua temperatura absoluta.
Desta forma, a lei termodindmica da transferéncia de calor por radiacéo justifica a utilizacdo
termografia infravermelha. (REDAELLLI, et al., 2014; SOROKO & HOWELL, 2018).

Considera-se que tecidos lesionados apresentam a temperatura alterada, por causa da
mudanca no fluxo sanguineo e isso pode ser observado em uma imagem térmica do corpo,
permitindo a localizacdo anatdmica da anormalidade. Aumentos na temperatura superficial
estdo relacionados a elevacdo do aporte sanguineo local, seja por acréscimo na atividade
metabdlica ou por alteracdo vascular. Clinicamente, isso esta associado a inflamacéo, portanto,
€ uma reacao secundaria a alguma injdria. Por outro lado, reduc6es na temperatura superficial
sdo resultado de menor perfusdo tecidual, por causa de desvios vasculares, tromboses,
isquemias, anomalias do sistema nervoso autbnomo (TUNLEY & HENSON, 2004) ou reducéo
no bombeamento sanguineo secundario (HOFFMANN, et al., 2001).

Para se obter imagens térmicas confidveis, sdo necessarios alguns cuidados como a
contencdo minima do animal, restricdo da energia radiante externa, mensuracao da temperatura
ambiente e a remocao de artefatos, como lama, poeira ou suor. A contengéo pode ser facilmente
realizada por um manejador habilidoso ou em um brete. A energia radiante pode ter seus efeitos
reduzidos se a termografia for captada sob abrigo da luz solar. Idealmente, a temperatura
ambiente deve estar na faixa dos 20°C, embora qualquer temperatura seja aceitavel, desde que
0s animais ndo estejam suando (TURNER, 2001). A fim de se evitar artefatos na imagem, pode-
se realizar escovagao do campo a ser termografado, desde que se aguarde cerca de 10 minutos,
para a dissipacéo do calor gerado (SOROKO et al., 2016), alem de assegurar que estdo enxutos
e sem bandagens, por, pelo menos, 2 horas (TURNER, 2001).

A radiacdo infravermelha emitida pela superficie do corpo do animal cobre os
comprimentos de onda entre 3 e 50 um. A temperatura corporal é exibida por uma imagem
colorida no termografo, que ilustra os valores de temperatura apropriados, sem contato fisico
com o animal examinado, sendo considerado, portanto, um método nédo invasivo (KADUNC et
al., 2020). Um termograma ¢é gerado pela conversdo de sinais infravermelhos em imagens

pseudocoloridas de luz visivel. Mais comumente, 0s termogramas apresentam as areas mais
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guentes em branco ou vermelho, areas com temperatura intermediaria em verde e amarelo e as
areas mais frias em azul e preto (SOROKO e MOREL, 2016). Os termogramas sdo avaliados
visualmente e processados por softwares que revelam dados Uteis, como a temperatura média
encontrada nas regides escolhidas (SILVA et al., 2022). A perfusao local € um fator importante
que influencia as variacGes de temperatura corporal, sendo que areas de maior atividade
metabolica, como ombro, garupa, cilhadouro e caruncula lacrimal tém sido estudadas como
locais que mais alteram temperatura (KADUNC et al., 2020; TRINDADE et al, 2019; MOURA
etal., 2011).

A termografia tem sido relatada em vérios estudos. Dentre eles, quando ha aumento
do fluxo sanguineo, atividade metabdlica do Gtero e de tecidos fetais, a termografia
infravermelha pode ser uma ferramenta Gtil na detec¢éo de gestacdo em éguas (DOMINO et al.,
2022). AvaliacGes da regido toracolombar e peso do cavaleiro foram estudadas por Masko, et.
al. (2021) e Wilk, et. al. (2020). Os resultados de um estudo que correlaciona de Tl com lactato
sanguineo, mostraram que a Tl pode complementar as medi¢des de sangue para avaliar a
adaptacdo ao aumento de carga de trabalho durante o treinamento de cavalos de corrida
(WITKOWSKA-PILASZEWICZ et al., 2022). Porém, a maioria das publicaces consistem em
investigacBes locomotoras, tanto fisioldgicas, quanto patoldgicas (YANMAZ et al., 2020;
TEIXEIRA NETO et al., 2020).

Dois tipos de equipamentos sdo relatados na literatura, termografos de contato e de ndo
contato, onde ambos apresentam vantagens e desvantagens (YANMAZ et al.,, 2007). O
termografo foi projetado principalmente para aplicacBes industriais e militares e até
recentemente é considerado um equipamento caro para aquisicdo (HEAD e DYSON, 2001).
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4 MATERIAL E METODOS
Este Experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade de Brasilia (CEUA/UnB) sob protocolo SEI n°® 23106059038/2022-20.

4. 1 Delineamento Experimental

Foram coletadas amostras de sangue (10 mL) de 15 equinos (5-30 anos) no Hospital
Veterindrio de Grandes Animais da UnB. Apo6s a admissdo dos pacientes, foi realizada
anamnese e exame clinico completo. Destes animais, 5 faziam parte do rebanho do HVet, sem
complicacdes clinicas e foram considerados higidos. Os outros 10 (Tabela 2), apresentavam
algum tipo de afeccdo, sendo elas de manifestacdo aguda e preexistentes. O critério de inclusdo
para animais enfermos consistiu na condi¢do clinica do paciente e o motivo da admissdo. 11

animais eram machos e 4 eram fémeas.

Tabela 2- Diagnosticos dos pacientes enfermos (n=10) que receberam atendimento clinico-cirirgico no
Hvet Grandes da UnB (Brasilia, 2022).

Inflamacéo Paciente Diagnostico
Aguda 1 Colica Clinica
Colica Cirdrgica
Colica Cirargica
Colica Cirdrgica
Colica Cirdrgica
Fratura de pelve
Otite
Linfangite

Trauma e broca
10 Edema peitoral e broca

Cronica

© 00N o 0ol W DN

Procedeu-se a colheita de sangue por venopuncdo jugular, em tubos com (EDTA),
refrigerados até o inicio das analises laboratoriais. As amostras foram analisadas no Laboratério
do Hospital Veterinario de Grandes Animais da UnB. Amostras seriadas foram colhidas, trés
horas apds admissao (momento 0) e 12, 24 e 48 horas apds (momento 1, 2 e 3, respectivamente),
conforme fluxograma abaixo (Figura 3).

Apds exame clinico registrou-se imagem termogréafica de cada animal, por meio de
termografo modelo T420 (FLIR®) e a demarcacgéo das areas para registro das temperaturas de
interesse foi feita com uso do software Flir Tools® (v5.13, FLIR Systems). As imagens focaram
nas cardnculas oculares (canto medial do olho) e regido do cilhadouro (lado direito) de cada

animal (Figura 4 e 5, respectivamente).



ADMISSAO Mi1- 12hrs M3- 48hrs

Anamnese Exame clinico Exame clinico
+ Termografia Termografia
exame clinico Hemograma, Fib, SAA Hemograma, Fib
Mo M2- 24hrs
3hrs Exame clinico
Exame clinico Hemograma, Fib, SAA
Termografia

Hemograma, Fib, SAA

Figura 3- Fluxograma para a colheita de amostras.

;¥
Figura 4. Imagem termogréfica da cartncula lacrimal
(canto medial do olho direito), delimitada
pelo circulo. Tridngulo vermelho,
temperatura maxima, triangulo azul,

minima.

34,1°CloC

Figura 5- Imagem termografica lateral do cilhadouro direito.
A regido de Sp1 (ligeiramente caudal ao olécrano) foi o
ponto escolhido para determinacéo de temperatura.
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Os exames laboratoriais compreenderam a determinagdo de SAA, fibrinogénio e
hemograma.

O hemograma (contagem de eritrdcitos, hemoglobina, hematdcrito, volume corpuscular
médio, concentracdo da hemoglobina corpuscular média e leucdcitos totais) foi determinado
por meio do contador hematoldgico veterinario Poch 100iv Diff® (Roche). A concentragdo de
fibrinogénio (mg/dL) foi determinada pela técnica de precipitacdo térmica, descrita por Schalm
(1970).

As concentragcbes de SAA foram mensuradas através de imunocromatografia
(StableLab-Zoetis®), de acordo com as instrucdes do fabricante. O teste foi validado pelo
fabricante e a precisdo e exatiddo foram determinadas como 98,6% e 95,6%, respectivamente.
Em uma validacdo preliminar recente da precisdo analitica do teste imunoensaio de fluxo
lateral, este ensaio mostrou boa linearidade entre 0 e 2.000 mg/L com boa concordancia com
um imunoensaio turbidimétrico (Eiken, Téquio, Japao). A faixa de detecgdo para o teste era de
0a 3.000 mg/L.

4.2 Anélise Estatistica

Todas as analises foram feitas no software R de computacdo estatistica, considerando o
nivel de significancia de 5%. Medidas laboratoriais foram representadas pela média e desvio
padrdo, descritas para cada grupo em cada momento de coleta. Para identificar diferencas entre
0s grupos e ao longo do tempo, foram utilizados, para cada variavel, modelos de regressdo
linear de efeitos mistos, com intercepto aleatério para cada individuo, assim levando em
consideracdo a correlacdo presente entre observacdes do mesmo individuo em momentos
diferentes. Foi considerada também uma estrutura de erros heterocedastica, de modo que cada
grupo teve sua variabilidade estimada separadamente. Foram utilizadas como covariaveis o
grupo, o tempo em escala de 12h (cada unidade de tempo representa 12h) e a interacdo entre 0s
dois. Para quantificar a associagéo entre os valores de diferentes varidveis, foi utilizado o

coeficiente de correlacdo de Spearman.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das varidveis estudadas estdo apresentados na Tabela 3. Nao foram
consideradas avaliacdes termograficas no M2 (24hrs), devido a maioria dos animais se
encontrarem em periodo pos-operatorio. N&o realizou-se determinagfes para concentracdes

séricas de Amiloide A no momento 3 (48hrs).

Tabela 3- Valores médios (desvio padrdo) das variaveis fisiologicas e hematimétricas e termograficas
de equinos higidos (n=5) e enfermos (n=10), durante periodo experimental no Hvet Grandes
da UnB (Brasilia, 2022).

y Intervalo de Controle Enfermo
Variavel referéncia
MO M1 M2 M3 MO M1 M2 M3
VG 30531 33,66 37,4 34,98 33,9 32,88 3351 3197 28,84
(%) (3,78)  (336) (381 (2,17) (6,2) (7,1) (5,65  (6,42)
Hem 681291 6,86 7,51 7,24 7,06 6,66 6,82 6,31 5,67
(x10%/pL) o (0,42) (0,71) 0,9) (0,62) (118 (147 (1,23) (1,61)
Hg 11191 12,42 13,6 13,12 12,72 12,26 1266 11,99 10,91
(g/dL) (1,45 (154 (132 0,5) (2,3) (2,73) (2,1) (2,65)
VCM 37585 1 49,18 49,32 48,08 49,02 46,69 4959 50,23 51,2
(fl) ' (2,67) (255 (234 (254 (1.8 (195 (216) (2,18)
CHMC 31.38.6 36,74 36,68 37,06 3688 3698 3744 37,99 38,04
(%) ’ (0,67)  (0,56)  (0,96)  (0,93) 0,7) (0,84) (1,23) (1,24)
HCM 1231991 1808 18,1 18,18 18,08 1837 1858 19,02 19,5
() e (126) (L12)  (132) (432) (0,76) (0,74  (1,23) (139
LT
8,62 9,78 9,12 8,4 10,01 8,7 9,95 9,35
3 _ 1 ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
OO TN we ean) ey w99 @8 619 (9
Fb 100-400 ! 420 320 360 320 520 420 540 600
(mg/dL) (449,44) (109,54) (167,33) (109,54) (301,1) (198,89) (134,99) (133,33)
SAA 0-202 102 38 58 4445 5893 9991
(ug/mL) (9,63) (6,87) (8,14) (735,9) (716,85) (905,88)
FC 28443 41,6 43 42,4 40,8 55,78 46,6 52,6 45,8
(bpm) (15,12)  (8,43) (14,03) (11,45) (1537) (875) (1514) (7.8)
FR 8.16 3 @ 192 19,2 186 2367 17,6 23,4 18,4
(mrm) (8,67) (7,69  (3,97) (8,6) (5,32) (10,67) (7,59)

37,06 37,42 37,3 37,62 37,61 37,59 37,93 37,56

TR(C)  375385° 151y (076 (134) (047) (0.61) (0.78) (0.901) (0.76)

Termo 1 3544 3574 32,54 ) 3272 3538 34,83 ) 34,27
(C) ’ 083  (217) 479  (2,36)  (1,55) (3,72
Termo 2 3485 3088 29,6 ) 28,77 32,67 29,32 ) 31,14
(C) ’ (2,23)  (2,29) (296) (225) (3,23 (3,74)

MO: 3hrs apds a admissdo; M1: 12 hrs ap6s M0; M2: 24hrs ap6s; M3: 48hrs apds MO; VG= Volume
globular; Hem= Hemacias; Hg= Hemoglobina; VCM= Volume Cospuscular Médio; CHCM=
Concentragdo da Hemoglobina Corpuscular Média; HCM= Hemoglobina Cospuscular Média; LT=
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Leucdcitos Totais; Fb= Fibrinogénio; SAA= Amiloide A Sérica; FC= frequéncia cardiaca; FR=
frequéncia respiratéria; TR= Temperatura retal; Termo 1= temperatura de cartncula lacrimal direita;
Termo 2= Temperatura do cilhadouro direito. Em negrito os momentos que apresentaram diferenca
significativa (p < 0,05) quando comparados a primeira colheita (MO0); *= Feldman et al. (2000); 2=
StableLab, Zoetis (2022); *= Feitosa (2020); = Trindade et al. (2019); > Moura et al. (2011).

Neste estudo, as concentragcbes de biomarcadores da inflamagdo associados com a
avaliacdo termografica de cartncula lacrimal e regido do codilho foram quantificadas em
pacientes apds 3 horas de admissao hospitalar e durante as primeiras 48 horas de internacéo.
AvaliacOes realizadas em momentos Gnicos, como na maioria dos trabalhos publicados
(HOOIJBERG et al., 2014; CHRISTENSEN et al., 2012; BERG et al., 2011), podem néo
detectar o periodo de elevacdo da concentracdo dos marcadores inflamatdrios. Portanto, a
metodologia instituida, corrobora Westerman e colaboradores (2015), que sugeriram que as
proteinas de fase aguda tém mais utilidade em andlises seriadas em cavalos com condicoes
inflamatorias.

N&o foram encontradas diferencas significativas entre os grupos e ao longo do tempo
para as variaveis VG, Hemoglobina, CHCM, LT, Fb, FC, FR, temperatura retal e as avaliacdes
termogréficas (Termo 1 e 2). Apesar de ndo haver diferenca estatistica, os valores de FC, FR e
temperatura retal foram maiores no grupo dos enfermos quando comparados aos higidos. Pelo
fato destas varidveis serem alteradas por quadros de dor, hipovolemia, endotoxemia,
desidratacdo (FAGLIARI et al., 2018), estresse e temperamento dos cavalos (GONTIJO et al.,
2018), pode-se avaliar variagdes tanto em animais enfermos, quanto higidos. Os
corticosteroides, exdgenos, quando apresentam sua secre¢do aumentada em quadros de estresse,
causam alteracdes no leucograma (SILVA et al., 2008). Com o objetivo de avaliar o nivel de
estresse em equinos submetidos a transporte rodoviario, Conte Junior (2014) verificaram que,
no desembargue, 0s equinos apresentaram leucocitose. Casella et al., (2012) relataram que SAA
e leucdcitos totais podem ser considerados biomarcadores Uteis para melhora de condicGes de
transporte de equinos. Nesse sentido, o presente estudo buscou coletar amostras sanguineas
apos 3 horas de admissao dos pacientes no HVET, para minimizar os efeitos de transporte sobre
0s marcadores.

Para SAA, néo foi identificada diferenca entre 0s grupos no primeiro momento da
coleta. Enquanto o grupo controle permaneceu estavel ao longo do tempo (p= 0,009), o grupo

de individuos enfermos teve aumento médio de 279,5 unidades a cada 12 horas (Figura 6).
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Figura 6. Representacdo grafica das concentracfes de SAA em
animais enfermos e higidos ao longo do tempo experimental.

A resposta inflamat6ria mediada pelas proteinas de fase aguda, SAA e Fb, foi alterada
somente no grupo dos animais enfermos, assim como relatado por Belgrave (2013), que
encontrou diferenca significativa entre o grupo de animais higidos e grupo de enfermos.
Conforme sugerido pelo fabricante (StableLab-Zoetis®), todos os pacientes considerados
higidos (grupo controle), ndo ultrapassaram as dosagens de 20 uG/mL para concentracdes de
SAA, como se observa na Figura 6, respeitando os limites de valores de referéncia (LONG e
NOLEN-WALSTON, 2020; CYWINSKA et al., 2010). De acordo com Borges et al. (2007),
nédo foram observadas alteracdes significativas nas dosagens de LT e Fb, provavelmente devido
ao curso natural das enfermidades e tratamentos pré-estabelecidos antes da admissdo dos
pacientes no hospital.

Estudos com a utilizacdo de proteinas de fase aguda como marcadores da inflamacéo
tem sido relatados em humanos (MALLE et al., 1997) e na medicina veterinaria (GABAY e
KUSHNER, 1999; HULTEN et al., 1999; HULTEN et al., 1997; HUSEBEKK et al., 1986).
Muitas pesquisas sobre a resposta de SAA equina e o uso clinico foram conduzidas na ultima
década. A elevacdo da SAA foi relacionada a adiposidade na crista do pescoco (AMARAL et
al., 2017), alteragcbes metabodlicas (FUENTES-ROMERO et al., 2022), exercicio intenso
(ARFUSO et al., 2020), quadros infecciosos em potros (MCCRAKEN, 2019; PASSAMONTI
et al., 2015; HULTEN e DEMMERS, 2002), artrites (LUDWYIG et al., 2016; HULTEN et al
2002), quadros de herpesviroses tipo 1 (PUSTERLA et al., 2021) e enteropatias proliferativas
(PUSTERLA et al., 2020).

Observa-se também que existem varios estudos de dosagens de SAA com diferentes
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metodologias, validacdo de testes de humanos em cavalos, formas e periodo de armazenamento
de amostras e para enfermidade especificas (DI FILIPPO et al., 2020; JACOBSEN et al., 2019;
DONDI et al., 2015; HILLSTROM et al., 2010; JACOBSEN et al., 2008).

Jacobsen (2022), ressaltou que, a maioria dos estudos publicados envolvem um nimero
relativamente baixo de animais, e para obter evidéncias para o uso de SAA, o nimero amostral
deve ser maior. Espera-se que a utilizagéo de testes de imunocromatografia possam se tornar
mais acessiveis financeiramente, permitindo que as condi¢des dos tutores e pacientes sejam
beneficiadas. Estudos utilizando imunoensaio de fluxo lateral ja estdo sendo desenvolvidos,
como de Middlebrooks et al. (2022), e Qertly et al. (2021). Dois importantes estudos, Karam et
al. (2020) e Schwartz et al. (2018), validaram o referido teste em equinos e sua aplicabilidade
na rotina clinico-cirurgica.

Segundo Campbell (1981), em equinos as mudancas na contagem total ou diferencial
dos leucocitos em resposta aos processos infecciosos ou toxico-infecciosos ndo sao tdo intensas
como as observadas em cées, em virtude, sobretudo, do pequeno estoque de granuldcitos na
medula 6ssea dos equinos. Os resultados compactuam com as observacdes realizadas por Céron
et al. (2008), que afirmaram que as PFA (SAA e fibrinogénio) sdo mais sensiveis do que
contagem de leucdcitos para avaliar o estado inflamatério do paciente.

Concentragbes das principais PFA, como SAA, normalmente aumentam muito
rapidamente na resposta inflamatoria (6 a 12 horas, com pico de 48 horas) e diminuem com a
resolucdo do processo da doenca (BELGRAVE et al.,, 2013). O estimulo a sintese de
fibrinogénio ocorre de forma mais lenta, sendo os valores maximos obtidos entre dois a cinco
dias (DI FILIPPO et al., 2009).

Na analise estratificada dos animais enfermos (n=10), percebeu-se que aqueles
admitidos com relato de afeccdo clinica aguda (n=5) apresentaram valores médios de
fibrinogénio inferiores, em todos os momentos, quando comparados aos animais de afeccdes
cronicas (Tabela 4). Em relacdo aos valores de SAA para 0s mesmos animais, foi notado
elevacdo significativa no decorrer dos momentos de colheita (Tabela 5). Apesar de elevados,
0s animais com afecgdes cronicas revelaram estabilidade dos valores de SAA, durante todo o

experimento. Tais resultados corroboram os estudos citados.

Tabela 4. Valores médios de Fb (mg/dL) em pacientes enfermos com inflamag&o aguda e
cronica, ao decorrer do tempo experimental.
Inflamacdo aguda  Paciente 1 ~ Paciente 2  Paciente 3 Paciente 4 Paciente5 Meédia
Fb MO 1200 400 200 200 200 440
Fb M1 600 200 200 200 200 280
Fb M2 600 400 600 400 400 480
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Fb M3 600 600 400 400 600 520
Inflamacéo cronica Paciente 6 Paciente 7 Paciente 8 Paciente 9 Paciente 10 Média
Fb MO 600 600 600 600 600 600
Fb M1 400 600 600 600 600 560
Fb M2 600 400 800 600 600 600
Fb M3 400 600 800 800 600 640

Tabela 5. Valores médios de SAA (UG/mL) em pacientes enfermos com inflamagdo aguda e
cronica, ao decorrer do tempo experimental.

Inflamacgéo aguda  Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3 Paciente4  Paciente 5 Média
SAA MO 156 18 197 0 16 77,4
SAA M1 209 209 551 52 181 240,4
SAA M2 245 1637 1608 1449 738 1135,4

Inflamac@o cronica Paciente 6 Paciente 7 Paciente 8 Paciente 9  Paciente 10 Média
SAA MO 0 55 2263 1142 598 811,6
SAA M1 22 62 2159 1156 1292 938,2
SAA M2 15 41 2908 556 794 862,8

Em quadros de sindrome célica, os animais podem apresentar sinais clinico-patolégicos
de inflamacdo sistémica. No experimento de Copas e colaboradores (2013), foi observado
aumentos significativos de SAA e fibrinogénio. As concentragdes de fibrinogénio dos animais
enfermos no presente estudo, revelaram valores crescentes a partir da admisséo, embora dentro
do intervalo de referéncia considerado fisiol6gico para espécie.

As imagens termogréaficas foram realizadas de acordo com o trabalho de Trindade e
colaboradores (2019) para carincula lacrimal, e Moura et al. (2011), para regido do cilhadouro
(codilho). Ambas regides por serem mais vascularizadas, permitem uma melhor avaliacdo da
termorregulacdo corporal. Existem poucos relatos na literatura de correlacdo de termografia
infravermelha com marcadores inflamatorios em equinos enfermos, sendo encontrado
correlagdo com lactato em animais atletas (WITKOWSKA-PILASZEWICZ et al., 2020).
Brunner e colaboradores (2020), em um modelo de inducdo de claudicacdo em equinos,
concluiram que a inflamagéo avaliada por biomarcadores inflamatorios (PGE2, SAA) e por
meio da termografia no modelo proposto ndo apresentou variagOes, sugerindo se tratar de
estimulo algico e ndo inflamatorio. Em um estudo em vacas leiteiras, a termografia
infravermelha como teste de triagem de gestacdo revelou melhor acuracia que avaliagdes de
temperatura retal (MACMILLAN et al., 2019), porém sem alteragdes significativas.

Para avaliar a associacao entre as medidas de leucocitos totais, fibrinogénio e SAA em
cada momento da coleta foi utilizado o coeficiente de correlacdo de Spearman, onde percebeu-

se correlagdo positiva entre o fibrinogénio e as outras duas variaveis apenas no primeiro



23

momento (MO) de coleta, conforme revelado na Tabela 6. Entretanto, o reduzido ndmero

amostral do presente trabalho pode ter comprometido a confiabilidade dessas informacoes.

Tabela 6- Correlagdo de Spearman entre os biomarcadores da inflamagdo (leucécitos totais, SAA e

fibrinogénio).

Leucdcitos Totais x Fibrinogénio 0,549 0,034

Fibrinogénio x SAA 0,574 0,025
SAA x Leucdcitos Totais 0,217 0,438
Leucacitos Totais x Fibrinogénio 0,319 0,246
Fibrinogénio x SAA 0,446 0,095
SAA x Leucdcitos Totais -0,141 0,617
Leucdcitos Totais x Fibrinogénio 0,122 0,663
Fibrinogénio x SAA 0,378 0,165
SAA X Leucécitos Totais -0,263 0,349
Leucdcitos Totais x Fibrinogénio 0,407 0,132

MO= 3hrs apds a admissdo; M1: 12 hrs apos; M2: 24hrs apds; M3: 48hrs ap6s M0; SAA= Amiloide A Sérica;

Estdo marcados em negrito 0s momentos que apresentaram diferenga significativa (p < 0,05).

Para as hem@cias, o efeito da interacdo foi o Unico significativo (p= 0,029), indicando
que no inicio da coleta ndo havia diferenca entre os grupos, e enquanto para o grupo controle
ndo foi identificada mudanca ao longo do tempo, para o grupo doente a cada 12h da primeira
coleta os valores de hemécias diminuiram, em média, 0,285 unidades, ficando sempre abaixo
da média do grupo controle (Figura 7).

Para a varidvel VCM, foi significativo apenas o efeito da interacdo entre tempo e grupo
(p=0,005), indicando que no inicio da coleta ndo havia diferenca entre 0s grupos, mas que a
cada 12 horas as medidas do grupo doente aumentaram, em média, 0,468 unidades, enquanto o

grupo controle permaneceu estavel (Figura 8).
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Figura 7- Representacdo gréfica das concentragdes de hemacias
em animais enfermos e higidos (controle) ao longo do
tempo experimental.
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Figura 8. Representacdo grafica das concentragdes de VCM em

animais enfermos e higidos ao longo do tempo experimental.

Para a variavel HCM, néo foi significativa a diferenga entre os dois grupos no primeiro
momento de coleta, mas a interacdo significativa (p=0,002) indica que, enquanto o0 grupo
controle permaneceu estavel, o grupo de individuos enfermos teve aumento médio de 0,297

unidades ao longo do tempo (Figura 9).
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Figura 9- Representacdo grafica das concentracbes de HCM em
animais enfermos e higidos ao longo do tempo

experimental.

Alteracbes hematologicas significativas foram observadas somente em animais
enfermos. Apesar de se notar aumento de VCM (Figura 8) e HCM (Figura 9), os valores
ainda se encontraram dentro dos parametros de referéncia (FELDMAN et al., 2000). Ja a
reducdo significativa da contagem de hemécias (Figura 7), ocorreu em animais enfermos,

provavelmente em decorréncia do tratamento clinico instituido durante internacao.
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6 CONCLUSAO

Nas condic¢des do presente estudo, a determinacdo de SAA teve importancia na
avaliacdo da inflamacdo sistémica nos animais enfermos, mesmo que submetidos a
tratamentos clinicos e cirurgicos em ambiente hospitalar. Contudo, a termografia ndo se
revelou método viavel para deteccdo de inflamacdo sistémica em equinos. A utilizagédo
de imunoensaio de fluxo lateral para quantificar concentracdes de SAA foi de facil
aplicabilidade clinica. Entretanto, o reduzido nimero amostral, revelou-se fator limitante

para afirmag0es mais precisas em relagdo aos biomarcadores.
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