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Determinacao das atividades de lactato desidrogenase
e fosfatase alcalina no soro e fluido abdominal de cées ( Canis
familiaris , Linnaeus, 1758) para classificacao das efusoes

Activity of lactate dehydrogenase and alkaline phosphatase in the serum
and abdominal fluid of dogs ( Canis familiaris , Linnaeus, 1758)
for classification of effusions
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Resumo

Este trabalho teve como objetivo mensurar as atividades das enzimas fosfatase alcalina (FA) e lactato desidrogenase (LDH)
no fluido abdominal e no soro de cées, estabelecendo sua utilidade para diferenciacdo dos fluidos classificados como
transudato, transudato modificado e exsudato. Foram utilizados 16 cées portadores de efusdo abdominal, atendidos pelo
setor de clinica médica de pequenos animais do Hospital Veterinario da Universidade Federal Fluminense (UFF) e demais
clinicas veterinarias de Niteroi e Rio de Janeiro (RJ). Foram coletadas amostras de sangue e fluido abdominal e encaminhadas
para analise laboratorial. Ap6s o processamento das amostras, quatro foram classificadas como transudatos, oito como
transudatos modificados e quatro como exsudatos. A atividade da LDH no fluido e sua relacédo fluido/soro conseguiram
diferenciar os transudatos dos transudatos modificados e exsudatos. Ja a atividade sérica de LDH desses cdes ndo
possibilitou a diferenciagdo entre os trés grupos. Os niveis de FA no fluido e no soro desses caes também n&do conseguiram
estabelecer diferengas entre os trés grupos. Em contraste, a relagao fluido/soro de FA conseguiu diferenciar os transudatos
dos transudatos modificados e exsudatos. Os resultados sugerem que a LDH pode ser mais eficiente como marcador
bioquimico que a FA, auxiliando na classificacdo das efus6es abdominais.
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Abstract

The main goal of this survey was to measure the activity of alkaline phosphatase enzymes (ALP) and lactate dehydrogenase
(LDH) in the abdominal fluid and serum to determine its availability to the differentiation of fluids classified as transudate,
modified transudate and exudate. Sixteen dogs with abdominal effusion were used, admitted by the small animal medical
clinic subdivision of the Veterinary Hospital at Universidade Federal Fluminense (UFF) and further veterinary clinics from
Niteroi city and Rio de Janeiro state (RJ). Blood and abdominal fluid samples were collected and analyzed quickly in the
laboratory. After the sample processing, four abdominal fluids were classified as transudate, eight as modified transudate
and four as exudate. The activity of lactate dehydrogenase (LDH) in the fluid and its fluid/serum ratio enabled the differentiation
of transudate from modified transudate and exudate. The serum activity of LDH in these dogs did not differentiate the three
groups. It was not possible to determine differences between the three groups using the ALP levels in the fluid and in the
serum of these dogs. However, the ALP fluid/serum ratio differentiated the transudates from the modified transudates and
exudates. The results suggest that LDH may be more efficient as a biochemistry marker than ALP, assisting in the classification
of abdominal effusion.
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Introducéo

Ascite significa o acumulo de fluido na cavidade peritoneal.
Classicamente esta definicdo aplica-se aos fluidos
transudativos e exsudativos, podendo ser utilizada também
quando se refere ao acimulo de sangue, quilo, urina ou bile
(King e Gelens, 1992). Ressalta-se que algumas causas de
ascite em cdes incluem hipertensao portal, hipoproteinemia,
neoplasias abdominais, peritonite, coagulopatias, traumas
e obstru¢des na drenagem linfatica (Nestor et al., 2004).

As efusdes sdo geralmente classificadas como transudatos,
transudatos modificados e exsudatos, dependendo da
concentracdo de proteinas, contagem de células nucleadas
e tipos celulares presentes (Meyer e Franks, 1993).

Em humanos, alguns parametros bioquimicos aferidos no
fluido abdominal tém auxiliado na deteccdo da causa da
efusdo, particularmente quando diferenciam efus8es
neoplasicas de efusdes associadas a cirrose e tuberculose
(Bansal et al., 1998).

A LDH foi utilizada como marcador bioquimico de fluidos
abdominais e pleurais em humanos, auxiliando na
diferenciacé@o entre transudatos e exsudatos (Paramothayan
e Barron, 2002). As concentragcdes de FA também
demonstraram seu valor, quando mensuradas no fluido
abdominal de outras espécies, a exemplo dos caprinos e
equinos (Nazifi et al., 2000; Saulez et al., 2004).

De acordo com Metintas et al. (1997), a FA quando mensurada
no fluido pleural e no soro de humanos demonstrou ser um
bom marcador bioquimico, auxiliando na diferenciagdo entre
0s grupos transudato e exsudato. A relacéo fluido/soro dessa
enzima também possibilitou a diferenciagéo entre os grupos.

O presente trabalho teve como objetivo mensurar as
atividades de LDH e FA no fluido abdominal e no soro
sanguineo de caes, como também estabelecer a relacao
fluido/soro dessas enzimas, com o intuito de demonstrar a
sua utilidade para diferenciacdo dos fluidos classificados
como transudato, transudato modificado e exsudato.

Material e métodos

Foram utilizados 16 cdes adultos, machos e fémeas, de
diversas racas, com idade compreendida entre trés e 14
anos, e variacdes no peso de 2 a 36Kg. Esses animais foram
provenientes dos atendimentos ambulatoriais realizados em
hospitais e clinicas veterinarias situadas nos municipios de
Niter6i e Rio de Janeiro (RJ). Os cédes envolvidos na pesquisa
nao estavam sob tratamento clinico. Para as avalia¢gdes
ultrassonograficas ou radiograficas do abdémen, foram
adotados procedimentos para confirmacgéo do quadro efusivo
(Steyn e Wittum, 1993; Kruth, 2004).

Cada cao foi contido manualmente, procedendo-se a coleta
de 3mL da amostra sanguinea a partir da veia jugular, para a
realizacdo das provas bioquimicas. A centrifugacao da
amostra foi realizada na velocidade de 1500g, durante 10
minutos, em centrifuga TDL 80 — 2B da marca Centribio,
para separacdo do soro sanguineo. Uma aliquota do soro
foi acondicionada em frasco tipo Eppendorff®, e armazenada
em freezer a — 20°C, até o momento do processamento
(Serakides, 1996).
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Para coleta do fluido abdominal, os cées foram colocados
em decuUbito lateral e contidos adequadamente. Apds
tricotomia e antissepsia do abdémen ventral, as amostras
de fluido abdominal foram coletadas segundo a técnica
descrita por Meyer et al. (1995). A amostra coletada em volume
de 13mL foi acondicionada em dois tubos de ensaio, um
contendo anticoagulante (EDTA-10%) e outro sem
anticoagulante, destinados a realizacdo das provas
bioquimicas e citologia (Cowell et al., 1999). A amostra de
fluido abdominal foi centrifugada na velocidade de 400g,
durante 5 minutos para separagdo do sobrenadante. Uma
aliquota do sobrenadante foi acondicionada e armazenada,
de maneira similar a utilizada com o soro sanguineo
(Alleman, 2003).

A analise fisico-quimica do fluido abdominal foi realizada con-
forme as técnicas descritas por Tyler e Cowell (1989) e Parry
(1997). A contagem global de hemacias e células nucleadas
do fluido abdominal foi obtida pelo método do hemocitémetro
(Garcia-Navarro e Pachaly, 1994; Thrall et al., 2007).

O material para analise citoldgica foi preparado através da
técnica de compressédo “squash” (Tyler et al., 1999). As
laminas foram secas ao ar e fixadas em alcool metilico P.A
(95%) durante cinco minutos (Mota e Oliveira, 1999), sendo
coradas em seguida pelo método de Romanowsky (Giemsa)
por 30 minutos (Jérundsson et al.,1999).

Foram avaliados trés grupos experimentais (Gl, Gll e GlII). O
Gl foi composto por quatro cdes com efusdo abdominal que
apresentaram caracteristicas de transudato. Nesse caso, a
concentracdo proteica do liquido foi inferior a 2,5g/dL, e a
contagem de células nucleadas por microlitro (uL) menor
que 1000 (Kolata, 1976; Shelly, 2003). Em relag&o ao Gll, fo-
ram selecionados oito caes com efusao abdominal, que apre-
sentaram caracteristicas de transudato modificado. O liquido
desse grupo apresentou concentragdo proteica = 2,5g/dL, e
a contagem total de células nucleadas estava entre 1000 e
5000 células/pL (Larkin, 1994; Shelly, 2003). Pertenceram
ao GllI, quatro caes com efusdo abdominal que apresentaram
caracteristicas de exsudato. O liquido desse grupo foi
caracterizado por concentragdo proteica > 3,0g/dL, e contagem
de células nucleadas superior a 5000 células/pL (Shelly,
2003).

Em um periodo ndo superior a 48 horas (Faria, 2000), uma
aliquota de soro e outra do sobrenadante do liquido foram
utilizadas para determinagdo das atividades da FA e LDH,
utilizando-se os kits da marca Bioclin®. Essas determinactes
foram feitas em analisador bioquimico semiautomatico,
modelo BIO 200-F.

As concentragGes séricas e do fluido abdominal foram
comparadas nos trés grupos, como também a relacéo fluido/
soro foi utilizada para essa comparacéo. Os dados coletados
foram analisados pelo programa SPSS (Statistical Package
for the Social Science), versdo 13.0. Todas as discussdes
foram realizadas ao nivel de 5% (p-valor<0,05%) de
significancia (Arango, 2005).

A normalidade na distribuicdo dos dados foi testada pelo
teste de Kolmogorov-Smirnov (K-S). Uma vez evidenciada a
ndo normalidade na distribuicdo das variaveis, para
comparar as atividades da LDH e FA no soro e no fluido,
como também na relagéo fluido/soro dos trés grupos (Gl, GlI
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e Glll), optou-se pelo teste de Kruskall-Wallis. Os
testes de Mann-Whitney e Post-Hoc Student g 2000
Newman-Keuls, foram utilizados para comparar a % 1800
média de dois grupos independentes (Gl / GlI, Gl g
- NP < 1600
/ Glll e Gll / Glll), para verificar a existéncia de g
diferencas nas atividades de LDH e FA no soro e @ 1489
no fluido, como também na relacéo fluido/soro g 1200
dessas enzimas. *E 1000
g 800
Resultados e discusséo § 600
Foi observada alta variabilidade nas atividades _ig 0
séricas de LDH dentro dos grupos estudados; isto g i
pode ter ocorrido devido a inespecificidade dessa g
enzima ou a uma leséo hepatica preexistente nos g
animais (Turk e Casteel, 1997). A atividade sérica
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de LDH também apresentou coeficiente de
variacdo alto em pesquisa realizada por Spak
(1960), que concluiu que esta enzima n&o era um
bom marcador bioquimico na
diferenciagdo de enfermidades.
Nesse trabalho néo foi observada
diferenca significativa na atividade
sérica da enzima LDH nos animais

Figura 1 : Medianas das atividades da Lactato Desidrogenase (LDH) no soro e fluido
abdominal de cdes com efus@es classificadas como transudato (Gl), transudato
modificado (Gll) e exsudato (GlIl). Niter6i — RJ, UFF, 2008.

Tabela 1: Principais estatisticas das atividades da Lactato Desidrogenase (LDH) no
soro e fluido abdominal de cées com efusdes classificadas como transudato
(Gl), transudato modificado (GlI) e exsudato (GllI). Niteréi — RJ, UFF, 2008.

dos grupos |, Il e Il (p-valor=0,451), Transudato P-valor

corroborando com Spak (1960). Meio Estatistica Transudato Vodificad Exsudato Kruskall Wall
oaificado rus IS

Por outro lado, o teste Kruskall —

Wallis indicou diferenga significativa Média 398,25 921,12 949,75

(p-valor= 0,008) na atividade da Desvio-padréo 196,41 141,21 728,69 451

enzima LDH do fluido abdominal Soro Mediana 388 300 978 045

dos grupos. Verificou-se que o Gl — —

foi 0 que apresentou no fluido Coeficiente de Variagéo 0,49 0,44 0,77

abdominal atividades de LDH bem Méedia 30 207,12 649,25

(rjnfenores e S'?n'flcatlvameme Fluid Desvio-padréo 10,07 212,4 785,75 0.008

iferentes em relacdo aos outros uido - )
grupos (p-valor = 0,008 com o Gll e Mediana 32 9% 3405
p-valor=0,020 com o GlIl). N&o Coeficiente de Variag&@o 0,34 1,03 1,21

houve diferenca significativa entre
as concentragbes do Gll e GllI (p-
valor = 0,126).

Alguns trabalhos utilizando a LDH como marcador bioquimico
nos fluidos pleural e abdominal de humanos (Light et al., 1972;
Paramothayan e Barron, 2002), conseguiram realizar a
separacdo entre transudatos e exsudatos. Em cées, a
utilizacdo de LDH para esta classificagdo demonstrou valor
restrito, apenas diferenciando a origem de alguns quadros
efusivos (Hirchberger e Sauer, 1991). Embora os animais
dos grupos Gll e Glll ndo tenham sido discriminados pela
concentragdo de LDH no fluido, no presente trabalho esta
enzima demonstrou ser um bom marcador bioquimico para
diferenciar significativamente pelo menos o Gl dos demais.
A Figura 1 exibe, em colunas, as medianas das concentra-
¢Bes de LDH no soro e fluido abdominal. As barras vao do
minimo ao maximo nos valores obtidos nas analises.

As relacdes fluido/soro das concentragfes de LDH dos trés
grupos (Gl, Gll e Glll) apontaram diferencas significativas (p-
valor = 0,039). Demonstrou-se que o Gl apresenta relagédo
fluido/soro significativamente diferente dos outros grupos,
corroborando com os resultados de Light et al. (1972), que
distinguiu os grupos transudato e exsudato através da relacéo
fluido/soro de LDH. A relagao fluido/soro ndo demonstrou dife-

R. bras. Ci. Vet., v. 18, n. 1, p. 14-18, jan./abr. 2011

renca entre o Gll e GlIlI (p-valor = 1,00). As principais estatisticas
referentes a concentragdo de LDH sao listadas na Tabela 1.

Ao comparar as atividades da FA nos trés grupos, obteve-se
p-valor de 0,258 para o teste nas concentracdes séricas, e
p-valor de 0,443 no teste comparando as concentragdes no
fluido. A andlise desses resultados revelou que ndo ha
diferenca significativa nas atividades da FA no soro e no fluido
abdominal, impossibilitando a separa¢do dos grupos por
caracterizacdo da FA, em contraste aos resultados
encontrados por Metintas et al. (1997).

Nos trés grupos podemos analisar que as médias da FA no
fluido encontram-se elevadas, quando comparadas com as
médias das atividades enzimaticas de FA mensuradas no
fluido peritoneal do pdés-operatério de cédes, no trabalho
realizado por Bjorling et al. (1983), que apesar de atribuirem
essa elevacdo parcialmente ao procedimento anestesiolo-
gico utilizado durante a cirurgia, ndo deixaram claro que o
processo inflamatério pudesse levar a esse aumento.
Trabalhos envolvendo outras espécies (caprinos e equinos)
também demonstram aumento dessa enzima no fluido
qguando ocorre alguma injiria organica (Nazifi et al., 2000;
Saulez et al., 2004).
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A Figura 2 exibe em colunas, as medianas das
concentragdes de FA no soro e fluido abdo-
minal. As barras vdo do minimo ao maximo
nos valores obtidos nas analises.

Quando comparadas as relacdes fluido/soro
de FA nos trés grupos (Gl, Gll e Glll), obteve-se
p-valor = 0,05. Demonstrou-se que o Gl
apresentou relagéo fluido/soro significativa-
mente diferente dos outros grupos (p-valor =
0,041 com o Gll e p-valor = 0,021 com o GllI).
N&o houve diferenca significativa na relagéo
fluido/soro entre o Gll e GlllI (p-valor =1,00). As
principais estatisticas referentes a concentra-
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¢do de FA sao listadas na Tabela 2.

Conclusoes

Figura 2 : Medianas das atividades da Fosfatase Alcalina (FA) no soro e fluido abdominal
de cées com efuses classificadas como transudato (Gl), transudato modificado (GlI) e

exsudato (GlII). Niteréi — RJ, UFF, 2008.

Tabela 2: Principais estatisticas das atividades da Fosfatase Alcalina (FA) no soro e
fluido abdominal de cdes com efusfes classificadas como transudato (Gl),
transudato modificado (Gll) e exsudato (GlII). Niter6i — RJ, UFF, 2008.

A determinacdo da LDH no fluido abdominal
de cédes, bem como sua relacdo fluido/soro
pode ser utilizada para diferenciar transudato
de transudato modificado e exsu-
dato. No entanto, apenas a relagédo
fluido/soro da FA pode ser utilizada
para esse fim.

. . Transudato P-valor
Meio Estatistica Transudato Exsudato
Modificado Kruskall Wallis
Média 209,00 82,25 55,75
Desvio-padréo 162,00 98,13 55,84
Soro 0,258
Mediana 203,5 42,5 39,00
Coeficiente de Variagéo 0,78 1,19 1,00
Média 11,00 34,87 29,75
Desvio-padrao 16,06 52,72 33,36
Fluido - 0,443
Mediana 4,00 17,00 21,00
Coeficiente de Variagéo 1,46 1,51 1,12
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