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“Mensuração dos neutrófilos tóxicos como ferramenta de auxílio prognóstico em cães”.
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Resumo: Este trabalho teve por objetivo a mensuração de neutrófilos tóxicos no esfregaço sanguíneo de cães para verificação da evolução do quadro de saúde do animal comparado com a quantidade, toxicidade, e severidade da doença, assim como, com os sinais clínicos que o animal apresentou no seu diagnóstico. Além disso, identificou os dados de correlação com o prognóstico. As alterações hematológicas de granulações tóxicas foram submetidas à análise descritiva com o teste Friedman no programa Xlstat® com nível de significância de 5%. O experimento foi realizado com pacientes de clinicas e hospitais veterinários do Oeste do Paraná, no período de janeiro a junho de 2017. Foram analisados esfregaços sanguíneos de 30 animais da espécie canina independente de raça, idade e sexo que foram atendidos na rotina de clínica médica e cirúrgica que necessitavam de coleta sanguínea. Após leitura e separação dos esfregaços com presença de neutrofilia tóxica foram analisados os históricos dos animais, através do acompanhamento do prognóstico com análise de prontuários; a investigação era realizada através do questionamento do médico veterinário explorando o desfecho do tratamento da doença, indagando o estado do animal como bom quando obtenção da cura, como manutenção quando estava em tratamento, reabilitação em casa ou intermitente na clínica, e ruim quando óbito.  As análises foram realizadas no Lotus Laboratório Veterinário. 
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Summary: The aim of this study was to measure the presence of toxic neutrophils without blood smear of dogs for comparison in the evolution of the health status of the animal compared to a quantity, toxicity and severity of the disease, as well as with the clinical signs that the animal presented in your diagnosis. Also, identify the correlation data with the prognosis. Hematological assemblages of toxic granulations were subjected to descriptive analysis with the Friedman test in the Xlstat® program with a significance level of 5%. 
The experiment was carried out with patients from Veterinary Clinics and Hospitals of the West of Paraná, from January to June 2017. To which blood smears of all canine species independent of race, age and sex were analyzed of medical and surgical clinic that needed blood collection. After reading and separating the smears with the presence of toxic neutrophilia, the animals' histories were analyzed by means of the prognosis with analysis of medical records; the investigation was carried out through the questioning of the veterinarian exploring the outcome of the treatment of the disease, investigating the condition of the animal as good when obtaining the cure, as maintenance when it was in treatment, home rehabilitation or intermittent in the clinic, and bad when death. The analyzes were performed at the Lotus Veterinary Laboratory.
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Introdução

O hemograma é o exame hematológico preferencialmente requerido no cotidiano mais frequente solicitado na rotina laboratorial devido á sua praticidade e baixo custo. É dividido em eritrograma que compreende o hematócrito, dosagem de hemoglobina, observação morfológica e número total de eritrócitos; leucograma, composto pela avaliação morfológica e contagem total e diferencial de leucócitos; e plaquetometria que se compõe de avaliação morfológica e contagem de plaquetas auxiliando a interpretação da hemostasia. Ainda, pode-se mensurar por refratometria (a proteína plasmática total), que auxiliam na interpretação de diversas situações fisiológicas e patológicas (1). 
Este teste pode ser requisitado por diversos motivos, a começar por variadas alterações disfunções, anomalias, afecções, como parasitas na corrente sanguínea, alterações leucocitárias, pressuposições do estado de saúde do animal, além disso, investigar a competência corpórea às infecções e para acompanhamento habitual ou por necessidade no surgimento de inúmeras patologias. No entanto, a história e o exame clínico são fundamentais para a interpretação dos dados hematológicos e outros testes laboratoriais que serão instrumentos de averiguação (1). 
	A detecção de alterações morfológicas nas células não é possível por contadores automáticos, sendo imprescindível a avaliação no esfregaço sanguíneo (2). Na avaliação do esfregaço sanguíneo pode-se detectar quadro de neutrofilia tóxica, caracterizados por vacuolização, basofilia ou granulação citoplasmática e corpúsculo de Dohle, com tamanho celular grande, e núcleo em forma de anel (3-5).
	O aumento do número de organelas citoplasmáticas causam alterações morfológicas nos neutrófilos e são denominadas como alterações tóxicas ou neutrofilia tóxica. Granulação grosseira são células neutrofílicas dispensadas antes de completar sua maturidade da medula óssea, e por este motivo, sua demanda de liberação é em quantidades elevadas, e se deslocam para a  corrente sanguínea (5).  
	O objetivo deste estudo foi avaliar o esfregaço sanguíneo de cães para análise e contagem de neutrofilia tóxica a fim de verificar o parâmetro como ferramenta na obtenção mais precisa do um prognóstico precoce da saúde do animal. 




Materiais e Métodos

	O presente estudo foi realizado com exames de cães atendidos na rotina clinico cirúrgica de hospitais e clínicas veterinárias de Cascavel encaminhadas para análise no Laboratório Veterinário Lotus que continham em seus resultados observações do patologista acréscimos de neutrófilo tóxico. O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ético Animal com o parecer CEUA/FAG nº 006/2017, na data de 04/05/2017.  O trabalho foi realizado entre janeiro e junho de 2017. Foram inclusos 30 animais da espécie canina, independente de idade, sexo e  raça os caes foram selecionados ao acaso, sem adição ou exclusão por doença, morbidade ou qualquer outro parâmetro clínico. A confecção do esfregaço sanguineo seguiu da seguinte forma: Realizava-se a limpeza de duas laminas novas, homogenizava-se lentamente o sangue no frasco contendo anticoagulante EDTA (etilenodiaminotetracético) e com auxílio de um capilar do micro hematócrito coletava-se o sangue por capilaridade e em seguida era depositado uma gota do sangue na outra lâmina. Para realizar o esfregaço sanguíneo, de acordo com a técnica descrita (1), onde agitava-se então o esfregaço até seca-lo completamente, e identificava-se a amostra na borda mais espessa, após a confecção do esfregaço a lâmina era levada para a imersão no fixador de células e após para imersão nos corantes de panótico onde se diferenciavam em corante de células basofilica e eosinofilica, aguardava a lâmina secar e realizava a contagem do esfregaço sanguíneo, em microscopia óptica em objetiva de aumento à 100x com observação minuciosa à morfologia e coloração das células até completar 200 células no campo. O diagnóstico final foi realizado pelo médico veterinário através de exames clínicos e auxiliares, como radiografia, ultrassonografia, anamnese e laboratoriais; após essa etapa a avaliação dos prontuários foi priorizada para conclusão do desfecho do animal, no qual foi caracterizado como prognóstico bom, quando houve a cura do animal, reservado se o animal ainda estaria manutenção em tratamento domiciliar, ou ruim se houve o óbito. Após a coleta dos dados, os mesmos foram submetidos a análise não paramétrica de Friedman para comparação dos dados no programa Xlstat®.


Resultados
Ao final do tratamento pelo qual cada paciente era submetido, classificou-se em prognóstico favorável quando o cão teve melhora dos sinais clínicos e obteve a cura, como reservado (Tabela 1), quando o paciente continuava em tratamento clínico apresentando melhora lenta, com uso de reabilitação, terapias ocupacionais, fisioterapia ou algum outro tratamento medicamentoso, reabilitação alimentar por desnutrição ou obesidade, e desfavorável quando a ficha clínica indicava piora significativa impossibilidade de cura levando ao óbito do animal, o que neste estudo desencadeou um índice de neutrófila tóxica que variou entre 1,7% a 18,5%.   
Tabela 1: Dados obtidos através do prontuário dos pacientes e leitura do esfregaço sanguíneo. 
	Diagnóstico
	Desfecho animal
	Idade
	Neutrófilos tóxicos
	Neutrófilos totais

	Neoplasia Hepática
	Ruim
	8 anos
	18,5% (29)
	100% (156)

	Metástase
	Ruim
	4 anos
	13,4% (26)
	100% (194)

	Gastroenterite
	Bom
	1 ano
	12% (21)
	100% (174)

	Luxação patelar Bilateral 
	Bom
	7 anos
	13,8% (17)
	100% (123)

	Insuficiência Hepática
	Reservado
	5 anos
	10,2% (17)
	100% (166)

	Parvovirose
	Bom
	5 anos
	9,8% (16)
	100% (162)

	Cetoacidose Diabética
	Ruim
	12 anos
	7,8% (14)
	100% (178)

	Piometra Fechada
	Bom
	5 anos
	10% (13)
	100% (130)

	Pré Operatório ovariosalpingohisterectomia
Mastite/Pseudogestação
Erliquiose
	Bom
Bom
Bom
	  3 anos
8 anos
9 anos
	9,4% (13)
8,5% (13)
7,2% (12)
	100% (138)
100% (152)
100% (166)

	Septicemia
Gengivite
Reestabelecimento Alimentar
Fratura óssea Salter Haris 5
Broncopneumonia
	Ruim
Bom
ReservadoReservado
Bom
	10 anos
15 anos
10 anos
8 anos
1 ano
	6,9% (12)
8,1% (9)
6% (9)
5,1% (8)
5% (8)
	100% (172)
100% (110)
100% (150)
100% (156)
100% (160)

	Pré Operatório Orquiectomia
	Bom
	1,5 anos
	4,9% (8)
	100% (162)

	Piometra Aberta
	Bom
	7 anos
	4,5% (7)
	100% (154)

	Piometra Aberta
	Bom
	11 anos
	4,1% (6)
	100% (146)

	Erliquiose
Infecção de Testículos
	Bom
Bom
	1,5 anos
6 anos
	3,3% (6)
4,2% (5)
	100% (180)
100% (118)

	Hérnia Inguinal
Hiperparatireoidismo
	Bom
Ruim
	5 anos
7 meses
	3% (5)
2,9% (5)
	100% (162)
100% (168)

	Gastroenterite
	Bom
	12 anos
	2,8% (5)
	100% (174)

	Hiperplasia Endometrial Cística
	Bom
	6 anos
	2,9% (4)
	100% (134)

	Claudicação/ Lesão de inervação
	Reservado
	4 anos
	2,3% (4)
	100% (172)

	Infecção Abdominal
	Bom
	2,5 anos
	1,7% (3)
	100% (168)

	Piometra Fechada
	Bom
	3 anos
	1,7% (3)
	100% (176)

	Cardiopata
	Ruim
	16 anos
	1,7% (3)
	100% (170)

	Cinomose
	Bom
	6 meses
	1,1% (2)
	100% (172


Fontes: Dados pessoais (2017).

Para descrever os grupos, foram apresentadas tabelas de frequência das variáveis categóricas e medidas de posição e dispersão das variáveis contínuas. Para comparação múltipla foi utilizado o teste de Friedman. O nível de significância foi 5%.
O teste de Friedman é um teste usado para dados não paramétricos ou que não satisfaçam as pressuposições de dois fatores (6). Também se atribuem postos, mas unicamente entre os valores obtidos dentro de um só fator, normalmente o de menor importância. Desta forma, as interpretações são basicamente idênticas a de dois fatores que é calculado apenas para o fator do experimento considerado mais importante.

Tabela 2: Variáveis dos resultados obtidos para pesquisa dos animais envolvidos. 
	Variável
	N
	Mínimo
	Máximo
	Média
	Desvio padrão
	Mediana*

	Neutrofilos tóxicos
	30
	2,000
	29,000
	10,100
	6,850
	
8,000

	Neutrofilos totais
	30
	110,000
	194,000
	158,100
	19,726
	
150,500


Fontes: Dados pessoais (2017).
	
	
	Os índices maior e menor de células tóxicas encontrados nos esfregaços estão entre 2 e 29, sendo que o campo total de leitura é de 200 células. O desvio padrão de erro da amostra conforme a estatística pode chegar a 6,85 e a mediana do estudo para neutrofilia tóxica é de 8. Já na leitura de leucometria para neutrófilos total a discrepância do desvio padrão para 18,7 e a mediana é de 150, já índices mínimos e máximos variam entre 110 a 194. 
Gráfico 1: Relação linear das variáveis da pesquisa. 

Fontes: Dados pessoais (2017). 

Correlação em eixos:  Podemos observar pela análise do gráfico acima, a relação linear entre as variáveis dos eixos F1 (neutrófilos tóxicos) e F2 (neutrófilos totais), sendo notavelmente proporcionais entre si, não sendo notado variância entre as duas comparações realizadas. 


Discussão
A neutrofilia quantitativa na corrente sanguínea é controlada por um complexo de citocinas e fatores de crescimento, podendo variar dependendo do estado patológico, e as condições de saúde do animal, devido sua liberação ser na medula óssea, o que pode ser acelerada por ação da interleucina 1, pelo fator indutório de leucocitose e pelo fator de necrose tumoral.  Sendo que após a finalização da inflamação, a quantidade de neutrófilos no sangue volta ao normal (7-8). Na tabela 1 pode-se observar que 66,6% dos animais que apresentavam neutrófilia tóxica tiveram desfecho favorável. 
A toxicidade das células estão diretamente relacionada com a gravidade da patologia e dos sinais clínicos apresentado pelos animais acometidos (7-9), dados contrários aos observados neste trabalho. Diferentes fatores podem estar relacionados à diferença nas observações entre pesquisadores, acredita-se que o número reduzido de animais possa ter sido um fator limitante para o presente trabalho, sendo que a mediana com fator combinante foi de 8 (tabela 2), contudo, aponto para a necessidade de novas pesquisas afim de confirmar ou refutar a hipótese da neutrofilia tóxica ser ferramenta de diagnóstico para cães. 
As células tóxicas são produzidas através da estimulação da medula óssea com a inflamação, onde a demanda leucocitária excede sua capacidade de armazenamento e as células com maior conteúdo de organelas, caracterizada pela basofilia citoplasmática são largadas na corrente sanguínea (8), o que na tabela 1 mostra que diversos animais saudáveis com prognóstico favorável, apresentaram leucocitose fisiológica na qual se explicaria devido ao stress por coleta, visualizada no leucograma de pré operatório do ovariosalpingohisterectomia  e orquiectomia. 
 Relatou diversas doenças que podem causar o surgimento de neutrofilia tóxica nos cães, tais como inflamações, infecções, doenças hormonais, degenerativas, traumáticas, autoimunes, neoplásicas, toxicas, e alérgicas (5). Para a pesquisadora, a quantificação dos neutrófilos tóxicos tem relação importante com a taxa da gravidade e de mortalidade, afirmando que valores de neutrofilia tóxica superiores a 20% estão diretamente ligados à  diminuição na taxa de sobrevida dos animais. A tabela 1 mostra casos de infecções graves tais como piometra aberta ou fechada, neoplasias hepáticas, metástase, porém nenhuma das doenças  teveram resultados com valores maiores ou iguais a 20% de neutrofilia tóxica. 
No estudo realizado em cães com neutrofilia tóxica (4), os animais apresentaram parâmetros hematológicos alterados quando comparados a cães doentes sem presença de neutrófilos tóxicos. Todavia, a pesquisa não provou se estes animais possuíam alterações leucocitárias, o que não deixa claro a presença de um processo inflamatório ou infeccioso. No presente estudo, observou-se diversificação dos níveis de neutrofilia tóxica quando comparados os prognósticos dos animais, mostrando uma não correlação entre neutrofilia tóxica e doenças graves infecciosas,  devido ao elevado número de animais que obtiveram a cura com níveis altos de neutrofilia tóxica como luxação patelar bilateral, gengivite bacteriana, parvovirose, e piometra, já em patologias sistêmicas, como cardiopatias, erliquiose, hiperparatireoidismo e septicemia obtiveram células tóxicas de quantificação reduzida entretanto o animal foi a óbito. 
	A quantificação da neutrofilia tóxica na medicina veterinária é uma rotina pouco realizada, entretanto é uma ferramenta de extrema importância para avaliação do prognóstico do estado de saúde do animal (4).  Com base na análise precoce de prognóstico através de contagem quantitativa por neutrofilia tóxica, o presente trabalho sugere que pode ocorrer variação nos resultados, e que não se pode considerar a neutrofilia tóxica para fins prognósticos. Ao avaliar o gráfico 1, observa-se que as variáveis dos eixos são diretamente proporcionais e não coincidem com diferenças significativas dos resultados apresentados na avaliação estatística.  
	Quando encontrados neutrófilos tóxicos ou também chamados de granulações tóxicas, é possível quantificar a porcentagem e assim graduar a severidade dessa alteração, o que considera-se insignificante quando há de 0 a 4% de neutrofilia toxica na corrente sanguínea, baixo de 5 a 10%, moderado de 11 a 30% e elevada quando no numero de neutrófilo tóxicos é superior a 30% (10). Os resultados na tabela 1 exibem um prognóstico bom com obtenção de cura para diversos valores de porcentagem de neutrofilia toxica, bem como um prognóstico desfavorável, levando o animal á óbito por  uma cardiopatia com níveis insignificantes e dois animais com diagnóstico de cetoacidose diabética e septicemia que ao comparar com a citação do autor acima poderia ser considerável como parâmetro mínimo de neutrofilia tóxica, e metástase e neoplasia hepática como parâmetros moderados, o que neste caso levou os animais ao óbito, porem na luxação patelar bilateral e gastroenterite com valores de referência considerados moderados os animais obtiveram o prognóstico de cura após o tratamento. 
Um estudo retrospectivos em cães e gatos e chegaram à conclusão que a quantidade e o tipo de toxicidade parecem ter grande relação com a severidade da doença e dos sinais clínicos que apresentam. Conforme o experimento realizado, acreditamos que a severidade da doença está diretamente relacionada a fatores extrínsecos, tais como agente etiológico, resistência, persistência e precisão de tratamento bem como do diagnóstico,(10-11) e fatores sistêmicos envolvidos sim com os sinais clínicos apresentados e com a eficácia, e agilidade no atendimento prestado.  A resposta aguda pode desencadear este processo inflamatório sistêmico, manifestação clínica do organismo a um estímulo grave, podendo estar associada a doenças periodontais, que possui uma condição potencialmente fatal, onde o diagnóstico precoce e adequado é fundamental para a sobrevivência do animal (12).
	Não existe prevalência de idade para surgimento de neutrofilia toxica em cães, já que em animais mais velhos a existência destas células ocorre por neoplasias por exemplo, e animais jovens por gastroenterites (5).  Concordando com a autora, na tabela 1, temos animais apresentando neutrofilia tóxica em seus esfregaços sanguíneos com uma faixa etária entre 6 meses aos 17 anos. 
	Geralmente essas alterações tóxicas estão associadas com inflamações sistêmicas na maioria dos casos bacterianas, podendo se proveniente de abscessos e septicemia ou severos processos inflamatórios (13). Entretanto conforme a leitura dos esfregaços sanguíneos realizados foram encontrados além de infecções bacterianas, agentes virais, patologias de cunho hormonais, e idiopáticas, além disso as células toxicas foram encontradas em pacientes com traumas ortopédicos e exames pré operatórios eletivos. 
	
Conclusão
Não foi observada relação entre a presença de neutrófilos tóxicos e o prognóstico de enfermidades em cães. A incongruência dos dados aqui encontrados com as conclusões de alguns pesquisadores dão suporte à necessidade de continuação da investigação científica para então concluir se este parâmetro é confiável para o clínico veterinário
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