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RESUMO

A videocirurgia ¢ atualmente uma das principais ferramentas operatorias, com vantagens que incluem
menor estresse, incisdes e dor pos-operatdria quando comparada aos procedimentos abertos. Objetivou-se
comparar o processo inflamatdrio e o estresse oxidativo resultantes das técnicas de ovario-histerectomia
(OVH) convencional e videoassistida, com dois portais em cadelas, por meio de hemograma, avaliacdo de
acetilcolinesterase, butirilcolinesterase, catalase e malondialdeido séricos, imediatamente antes da
operagdo e duas, seis, 12, 24, 48 ¢ 72 horas apos a cirurgia. Observou-se menor estresse cirurgico nas
pacientes operadas pela técnica videoassistida, e sugere-se que a técnica convencional possa implicar
peroxidagao lipidica, mesmo com o uso de anti-inflamatdrio.

Palavras-chave: espécies reativas, videocirurgia, acetilcolinesterase, butirilcolinesterase, peroxidagdo
lipidica

ABSTRACT

Videosurgery is currently a very important surgical tool with several benefits over the open surgery,
including less surgical stress, shorter incisions and less postoperative pain. The purpose of this study was
to compare the inflammatory process and oxidative stress between conventional and two-port
laparoscopic-assisted ovariohisterectomy (OVH) in bitches. Complete blood counting, serum
acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase, catalase and malondialdehyde were assessed on the baseline
and at two, six, 12, 24, 48 and 72 hours after surgery. The patients submitted to the videoassisted
technique presented lower inflammatory response. There are suggestions that the conventional technique
promotes lipid peroxidation, even with the use of anti-inflammatories.
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INTRODUCAO

Ao longo dos ultimos 20 anos, a laparoscopia
tornou-se importante ferramenta operatéria para
pequenos animais. Inicialmente utilizada para
fins diagnosticos, atualmente, na medicina,
permite realizar a grande maioria das cirurgias
previamente executadas por laparotomia (Guven,
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2010). Abordagens laparoscopicas resultam em
menor estresse que procedimentos abertos
(Freeman et al., 2010), além de diminuir o tempo
de internagdo hospitalar e de dor pds-operatoéria,
bem como permitir rapido retorno as atividades
cotidianas (Lee e Kim, 2014).

O estresse apresenta infinidade de formas e €
integrante de todas as doengas e traumas. A
resposta ao estresse envolve hormdnios,
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citocinas, alteracbes na fungdo celular e
efeitos sobre a neurotransmissdo (Thomas e
Balasobramanian, 2004). Entre os fatores
envolvidos, sdo citadas as catecolaminas, as
citocinas, as proteases, as espécies reativas, 0s
eicosanoides, as proteinas de fase aguda, os
fatores de crescimento e os hormoénios
adrenocorticotroficos (Kim e Deutschman,
2000). O hemograma de estresse ¢ resposta
orgénica que pode ser mediada pela liberagdo de
cortisol em doengas sistémicas, distarbios
metabolicos e dor (Trall, 2007) e caracteriza-se
por resposta leucocitaria com neutrofilia,
linfopenia, monocitose e eosinopenia (Meyer et
al., 1995).

As enzimas acetilcolinesterase (AChE) e
butirilcolinesteras (BChE) séricas, por sua vez,
foram utilizadas como indicadores da inflamacgao
de baixo grau (Das, 2007). Essas enzimas foram
mensuradas em cdes submetidos a diferentes
técnicas de OVH e se mostraram capazes de
detectar esse tipo de inflamagdo (Basso et al.,
2014).

Espécies reativas sdo atomos, moléculas ou ions
altamente instaveis e ativos para reagdes
quimicas. O equilibrio entre a producdo de
espécies reativas e a neutralizagdo por
antioxidantes ¢ delicado; quando o desequilibrio
tende a superprodugdo, as células sofrem estresse
oxidativo, participante da patogénese de doengas
cardiovasculares, neuropaticas, renais, hepaticas,
inflamatorias ¢ de neoplasmas (Carocho e
Ferreira, 2013).

Considerando que o trauma cirtrgico pode
promover alteragdes organicas (Arsalani-Zadeh
et al., 2011), objetivou-se comparar a resposta
inflamatoria e o estresse oxidativo resultantes das
técnicas de OVH convencional e videoassistida
por dois portais, em cadelas medicadas com anti-
inflamatorios.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi aprovado pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais em Ensino e Pesquisa
(CEUA), sob parecer 081/2012(4).

Foram selecionadas fémeas caninas por meio de
anamnese, exames clinico, laboratoriais e
ultrassonografico abdominal. O ultimo foi
indicado nos casos suspeitos de alteragdes
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reprodutivas  ou  gestagdo. Os  exames
laboratoriais foram analisados de acordo com os
valores de referéncia de Rizzi et al. (2010). No
hemograma, foram considerados o eritrograma
(hematocrito:  37-55%; contagem total de
eritrocitos: 5,5-8,5X10%/uL e hemoglobina: 12-
18g/dL), o leucograma (contagem total de
leucocitos: 6000-17000/uL) e a contagem de
plaquetas: 200.000-5000.000/uL. No diferencial
de leucdcitos, foram considerados os neutrdfilos
segmentados (3.000-11.500/uL), os linfocitos
(1.000-4.800/uL), os monocitos (150-1350/uL),
os eosindfilos (100-1250/uL) e os basofilos
(raros). Com relagdo aos exames bioquimicos,
estes foram analisados conforme os valores
propostos por Kaneko (2008), sendo avaliadas
proteinas plasmaticas totais (5,4-7,1 mg/dL),
albumina  (2,6-3,3g/dL), creatinina  (0,5-
1,5mg/dL), fosfatase alcalina sérica (20-156
UI/L) e alanina aminotransferase (21-102UI/L).

Assim, foram incluidas no estudo 14 cadelas
higidas, adultas até quatro anos de idade, com
massa corporea média de 15,83+3,77kg, livres de
alteragdes clinicas, laboratoriais ¢ sem condi¢des
patoldgicas associadas ao sistema reprodutivo. A
fim de confirmar a ultima condi¢do, apds a
cirurgia, os uteros foram avaliados por meio de
exames macro e microscopicos (histopatologico).

As pacientes foram internadas 48 horas antes da
cirurgia no local, onde se realizaram
posteriormente as avaliagdes pos-operatorias,
para ambientagdo. Na ocasido, receberam
Imgkg"' de nitenpiram (via oral) (Capstar®,
Novartis, Brasil), além de dgua e ragdo comercial
ad libitum; foram ainda colocadas em contato
com o ambiente -climatizado, as pessoas
envolvidas, os outros animais e com O
procedimento de avaliagdo. Apds jejum pré-
operatorio solido de 12 horas e hidrico de oito
horas, realizou-se divisdo aleatoria em dois
grupos por sorteio da técnica cirargica. Os
animais foram tranquilizados com acepromazina
(0,05mg.kg™) (Acepran 1%®, Vetnil, Brasil) e
induzidos com propofol (4 mgkg") (Diprivan
1%®, Cristalia, Brasil). Logo apods, foram
intubados e mantidos com isoflurano
(Isoforine®, Cristalia, Brasil) em oxigénio
100%, sendo mantidos no estagio III, plano trés
de Guedel (Massone, 2011). Foi associada
infusfo intravenosa continua de citrato de
fentanila (15pg.kg-1.h") (Fentanest, Cristalia,
Brasil), regulada por bomba de infusdo
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peristaltica rotativa, 15 minutos antes do inicio
do procedimento sem uso de administracdo em
bolus. A aplicagdo de ampicilina sddica
(20mg.kg”, iv.) (Amplatil 1g, Nova Farma,
Brasil) foi realizada 30 minutos antes da cirurgia,
e a fluidoterapia instituida com soluc@o de ringer
lactato de sédio (10mlkg™.h™, i.v.) (Ringer com
lactato, Sanobiol, Brasil) até a extubagéo.

Todos os animais foram operados pelo mesmo
cirurgido, proficiente em ambas as técnicas,
utilizando o mesmo padrdo cirargico. No grupo
GC (grupo convencional), realizou-se OVH por
celiotomia mediana, iniciando na cicatriz
umbilical e estendendo-se um tergo da distancia
entre a cicatriz e o pubis (terco cranial do
abdomen caudal). Foram realizadas ligaduras
duplas (circular e transfixante) nos pediculos
ovarianos e no coto uterino, com poliglactina 2-0
(Poliglatina 910, Bioline, Brasil), conforme a
técnica das trés pingas, modificada com ruptura
manual do ligamento suspensorio (Macphail,
2013). No GV, o acesso ao abdomen foi
realizado com dois portais de 11mm, sendo um
inserido na regido da cicatriz umbilical e outro na
regido pré-pubica (Ataide et al, 2010);
utilizaram-se pneumoperitdnio com pressdo de
12mmHg e cauterizacdo bipolar para os
pediculos ovarianos e ligaduras duplas no coto
com o referido fio. A dermorrafia foi realizada
com nailon 3-0 (Nylon 3-0, Technofio, Brasil) e
pontos em Wolf. Ao término da cirurgia, as
pacientes de ambos os grupos foram medicadas
(i.v.) com a associagdo dipirona (25mg.kg-1)
e escopolamina (0,2mgkg"') (medicamento
genérico, Farmace, Brasil) e meloxicam
(O,ng.kg'l) (Maxicam 0,2%, Ourofino, Brasil);
as doses subsequentes foram aplicadas q.i.d.
(s.c.) e s.i.d (s.c.), respectivamente, completando
48 horas de tratamento. Os uteros e os ovarios
foram fixados em formol 10% e enviados para
avaliag@o histopatologica.

Foram coletadas amostras de  sangue
imediatamente antes das cirurgias, por pungdo
direta, e as duas, seis, 12, 24, 48 ¢ 72 horas de
pos-operatdrio, por meio de cateter implantado
na veia jugular com o paciente sob anestesia.
Para o leucograma, utilizaram-se amostras
coletadas com EDTA, processadas conforme Jain
(1993), sendo considerados os valores de
referéncia propostos por Rizzi et al. (2010). Para
as demais mensuracdes, foram considerados os
valores basais de cada paciente. A atividade da
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BChE foi determinada com soro obtido pela
centrifugacdo de sangue acondicionado em tubos
sem anticoagulante, conforme Ellman et al.
(1961). Para AChE, utilizou-se sangue total com
EDTA e ensaio pelo método de Ellman et al.
(1961), modificado por Worek et al. (1999). A
atividade da catalase (CAT) foi obtida
utilizando-se sangue total e citrato de sodio, pelo
método modificado de Nelson e Kiesow (1972).
A peroxidagdo lipidica foi determinada por meio
de soro (conforme descricdo anterior), pela
técnica de TBARS (substancias reativas com o
acido tiobarbitarico), conforme Jentzsch et al.
(1996). As proteinas dos ensaios enzimaticos
foram mensuradas segundo Bradford (1976),
utilizando-se albumina bovina como padrio.
Exceto as amostras do leucograma, todas foram
congeladas a -20°C e, ap6s, mantidas a -80°C até
a andlise.

Todos os dados foram submetidos ao teste de
normalidade de Shapiro-Wilk. Posteriormente,
foram comparados entre os diferentes momentos
pelo teste F da Analise de Varidncia (ANOVA).
A fim de se compararem as variaveis, utilizou-se
o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e, para
as médias dos grupos, o teste Scott-Knott. As
analises foram realizadas por programacdo no
software R Core... (2014), sendo considerado
nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Objetivando-se ndo haver interferéncia de
patologias que pudessem alterar os resultados da
avaliagdo inflamatéria e oxidativa das técnicas
cirurgicas, foram selecionadas cadelas higidas
por meio de anamnese, exames clinico,
laboratoriais e ultrassonografico, sendo o
ultimo realizado caso houvesse suspeita
de alteragdes reprodutivas ou  gestacdo.
Adicionalmente, os Uteros foram avaliados
macro ¢ microscopicamente, confirmando ndo
existirem alteragdes nestes, que poderiam
interferir na avaliagdo da resposta inflamatoria
bem como no estresse oxidativo. Dessa forma,
foram incluidas no estudo 14 cadelas higidas.

O estresse promove reagdes organicas,
ocasionando modificacdes dos mecanismos
fisiologicos, que objetivam manter a homeostase.
Apesar de essas reagdes serem necessarias para a
proteg¢do da homeostasia, elas contém elementos
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que podem aumentar a susceptibilidade as
doengas (Breazile, 1998).

Verificou-se leucocitose ao hemograma, com
magnitude semelhante, em ambos o0s grupos
(Fig. 1). S@o resultantes da anestesia e de trauma
cirurgico alteragdes desfavoraveis na homeostase
corporal, as quais podem ser coletivamente
referidas como estresse cirargico (Lee e Kim,
2014), que cursa como resposta inflamatoria
local, sistémica, enddcrina, metabdlica, humoral
e como ativagdo imunolodgica de varios sistemas
(Kiiciikakin, 2009). A inflamagdo, um dos mais
importantes e uteis mecanismos de defesa,
envolve constituintes celulares, humorais e
teciduais apds lesdo celular ou tecidual.
Leucocitos, neutrofilos, eosinodfilos, basofilos,
mastocitos, mondcitos, macrofagos, linfocitos e
células do plasma contribuem para migragdo,
liberagdo de enzimas e atuam como mediadores
inflamatorios, além de induzirem fagocitose
(Vajdovich, 2008).

Observou-se, apds a liberacdo de cortisol,
neutrofilia devido a liberacdo de neutrofilos da
medula 6ssea, menor migracdo tecidual e
diminuicdo da aderéncia a parede vascular
(Stockham e Scott, 2002). A liberacdo de
glicocorticoides  endogenos  pode  induzir
leucocitose no cdo ¢ a contagem de leucdcitos
nessa situagdo normalmente varia de 15.000-
25.000/pL de sangue (Schultze, 2010), conforme
observado no presente estudo, nos tempos seis e
12 horas, no GC e no GV.

Realizou-se a contagem diferencial de leucocitos,
e, na contagem dos neutro6filos, houve, tanto no
GC como no GV, aumento da contagem em seis
e 12 horas e redugdo as 24 horas, sendo
verificados valores estatisticamente semelhantes
aos basais as 48 e as 72 horas. Entre os grupos,
houve diferenga em seis horas (P=0,01), com
menor contagem celular no GV (Fig. 1). Quando
ha resposta sistémica, observa-se, muitas vezes,
aumento nos leucocitos circulantes no sangue
(Vajdovich, 2008), conforme verificado em
ambos os grupos em seis, 12 e 24 horas, mesmo
com o uso de anti-inflamatério. A menor
intensidade de resposta no GV pode ser
justificada, conforme sugestio de Desborough
(2000), pelo fato de que a videocirurgia provoca
menor injuria tecidual que os procedimentos
abertos.
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Observou-se no GC diminuigdo significativa na
contagem de linfocitos as duas e as seis horas de
pos-operatdrio, com retorno aos valores basais as
12 horas. No GV, essas variacdes nao foram
observadas entre os tempos. Entre os grupos,
houve diferenga em seis horas (P=0,01), com
menor contagem no GC (Fig. 1). Em cées, a
contagem de linfocitos entre os valores de 700-
1500/uL  ¢é consistente com os efeitos de
glicocorticoides  (Rebar, 2004), conforme
verificado no GC deste estudo, corroborando os
resultados  observados na contagem de
neutrofilos de que a videocirurgia ¢ menos
traumatica que a cirurgia aberta (Desborough,
2000).

Com relagdo aos eosindfilos, ndo foram
verificadas altera¢des no GV; no GC, houve
diferenga entre os tempos, com diminui¢do da
contagem em duas, seis e 12 horas, e retorno aos
valores normais 24 horas apds o procedimento.
Foi observada diferenga entre os grupos em duas,
seis, 12 e 24 horas (P=0,01; P<0,00, P<0,00 E
P<0,00, respectivamente), sendo as menores
contagens observadas no GC (Fig. 1).

A resposta leucocitaria com neutrofilia madura
leve, linfopenia, eosinopenia e monocitose
moderada caracteriza o hemograma de estresse
(Rebar, 2004). Essa resposta orgéanica ¢ mediada
pela liberagio de cortisol (Trall, 2007). A
excecdo da monocitose, a neutrofilia madura
leve, a linfopenia e a eosinopenia foram
observadas no GC deste estudo, indicando maior
estresse nos animais submetidos a técnica
convencional de OVH quando comparados
aqueles submetidos a videoassistida.

A neutrofilia madura ¢ resultado de varios
fatores, que incluem a diminui¢do da migragdo
de neutréfilos do sangue para os tecidos, o
aumento da liberacdo de neutrofilos maduros
mediante pool de armazenamento da medula
Ossea, assim como a diminuicdio da
marginalizacdo de neutrofilos. Ja a linfopenia é
atribuida a redistribui¢do de  linfocitos
circulantes, ¢ a monocitose ¢ resultado da
mobilizagdo de células dentro dos vasos
sanguineos. A eosinopenia ocorre devido a
inibi¢do da liberacdo de eosindfilos da medula
Ossea ¢ ao sequestro de eosindfilos nos tecidos
(Schultze, 2010).
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Figura 1. Médias e desvios-padrdo dos pardmetros inflamatdrios e de estresse oxidativo de cadelas
submetidas & OVH videoassistida com dois portais ou convencional. Contagem total de leucécitos (A),
neutréfilos (B), eosinodfilos (C) e linfocitos (D). Atividade sérica da acetilcolinesterase (E),
butirilcolinesterase (F), catalase (G) e malondialdeido (TBARS) (H). Letras diferentes na mesma figura

demonstram diferengas significativas entre os grupos avaliados (P<0,05).

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.68, n.3, p.687-694, 2016




Dalmolin et al.

Considerando que a acetilcolina tem papel na
supressdo da inflamacdo, a mensuracdo das
colinesterases, que regulam a concentragdo dessa
enzima, pode ser util a fim de identificar a
presenca de inflamagdo, mesmo em baixo grau
(Ulloa, 2005). Basso et al. (2014) identificaram
aumento dos valores basais da AChE e BChE
apos OVH pela técnica aberta em caninos, sem
uso de anti-inflamatorios. No presente estudo, foi
utilizado meloxicam e ndo se verificou aumento
na atividade dessas enzimas em ambos os grupos
(GC e GV), diferentemente do observado por
estes autores anteriormente citados. Acredita-se
que o farmaco tenha modulado a producdo
de citocinas pro-inflamatorias, ndo sendo
verificadas alteracdes significativas das referidas
enzimas no atual estudo.

Lesdes peritoneais causam liberagdo de
plaquetas, fibrinogénio, histamina, e cininas
vasoativas. A geragdo de espécies reativas
também ¢ observada, e a remocdo inadequada
e/ou os altos niveis desses produtos resultam do
estresse  oxidativo, que pode alterar o
funcionamento metabolico, causar dano celular
(Souza et al., 2003) e provocar mudangas
permanentes no material genético. Ainda, tem-se
conhecimento da correlacdo dessas moléculas
com processos patologicos (Vajdovich, 2008),
envelhecimento (Vasconcelos et al., 2007),
mutagénese e carcinogénese (Vajdovich, 2008).

Nao foram verificadas diferencas significativas
entre os tempos nem entre os grupos com relagao
as mensuragdes da CAT (Fig. 1), fato que pode
ser associado ao uso de anti-inflamatorio. A
constatacdo de niveis plasmaticos dessa enzima
inferiores aos do pré-operatorio poderia sugerir
que o processo inflamatorio causado pelo trauma
cirargico tenha sido de tamanha intensidade que
poderia ter ocasionado a exaustdo dessa enzima
(Murugan e Pari, 2007), condi¢do ndo observada
no presente trabalho. Entretanto, deve-se
considerar que a CAT, a principal enzima
responsavel pela detoxificagdo celular e oxidagao
de acidos graxos de cadeia longa, ¢ apenas uma
das enzimas da defesa antioxidante. Dessa
maneira, ndo se pode afirmar que ndo houve
estresse oxidativo baseando-se apenas em um
resultado isolado, ja que este poderia ser
investigado mediante mensura¢do de enzimas,
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como a superoxido dismutase e a glutationa
peroxidase (Vasconcelos et al., 2007). Assim,
sugere-se associar essas varidveis em outros
estudos para melhor elucidacdo dos resultados.

Nao se observaram diferencas das mensuragoes
do MDA no GV. No GC, entretanto, verificou-se
diferenca entre os tempos e entre os grupos as 24
horas (P=0,04) (Fig. 1). O MDA, produto
secundario da peroxidagdo lipidica, ¢ derivado da
ruptura de acidos graxos poli-insaturados (acido
linoleico, araquidonico e docosaexanoico), sendo
considerado potencial biomarcador geral de dano
oxidativo lipidico no plasma (Vasconcelos et al.,
2007). O aumento pontual da mensuracdo do
MDA pode sugerir peroxidagdo lipidica no GC,
fato ndo observado nos animais operados pela
técnica videoassistida. No entanto, esse
parametro deve ser mais bem investigado, por
meio de afericdes adicionais de outros
biomarcadores em estudos subsequentes.

Embora tenha sido necessario maior tempo para
a realizacdo da técnica videoassistida (P=0,01;
GV=31,87+7,41min e GC=22,12+3,52min), ndo
foi observado estresse oxidativo nesse grupo.
Como se tem conhecimento, a duracdo da
cirurgia e o tempo de isquemia/reperfusdao
determinam a formagdo de espécies reativas € o
grau de estresse oxidativo (Kiiciikakin, 2009;
Guven, 2010). Assim, acredita-se que o tempo
cirargico ndo tenha sido tdo prolongado para o
procedimento executado, a ponto de causar essa
alteragdo, e ainda, que o balango oxidativo possa
ter sido atenuado pela utilizagdo de anti-
inflamatorios.

CONCLUSAO

A técnica de OVH videoassistida por dois portais
em caninos causa menor estresse cirirgico que a
técnica convencional, e sugere-se que a ultima
possa implicar peroxidagao lipidica.
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