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EDITORIAL

NOVAS CONQUISTAS DA REVISTA: EDITORACAO ELETRONICA

Iniciamos o volume 19, que marca o primeiro apds o inicio da submissdo “on line” e a
sua insercio na plataforma SEER (Sistema Eletronico de Editoracdo de Revistas). E
gratificante participar da evolucdo da revista, e sentir o apoio da comunidade cientifica local e
de outras instituicdes de ensino e pesquisa do Brasil e do exterior, que tem apoiado com o
envio de artigos, permitindo o crescimento € a maior visibilidade da revista.

Este ndmero € portanto um marco na sua trajetoria e traz seis artigos de revisao sobre
temas relevantes como: Anexos fetais: uma fonte alternativa de células-tronco mesenquimais
para a medicina veterindria equina; Diagnéstico por imagem na avaliagdo do sistema
respiratério de equinos; Plasma rico em plaquetas: uma nova perspectiva terapéutica para
medicina equina; Hipoadrenocorticismo em cades: revisdo; Helmintoses zoondticas
transmitidas pelo consumo inadequado de peixes e Aspectos de infartos hemorragicos em
cdes na tomografia computadorizada e ressonancia magnética.

Estao publicados trés relatos de caso interessantes e importantes como: Dermatofitose
neonatal canina por microsporum gypseum; Tumor venéreo transmissivel intra-ocular em cao:
relato de caso e Citologia aspirativa por agulha fina no rim de um felino com peritonite
infecciosa felina. Traz ainda quatro artigos originais: Avaliacdo clinica da denervagao
acetabular em cdes com displasia coxofemoral atendidos no Hospital Veterindrio da FMVZ —
Botucatu — SP; Atividades de educac¢do em sadde sobre leishmaniose visceral para escolares;
Concentracdo sérica de insulina durante as fases do ciclo estral e em cadelas com piometra e
Aspectos microbioldgicos e citoldgicos do leite na mastite caprina subclinica.

O compromisso com a qualidade e a seriedade do Corpo Editorial e dos Assessores na
emissao de parecer tem contribuido seguramente para o crescimento desta revista, da mesma
forma que o apoio da Instituicdo e da Pré-Reitoria de Pesquisa com a sua manuten¢do no
Programa de Apoio as Revistas da UNESP. Somos gratos a todos.

Prof. Helio Langoni
Editor-Chefe

Langoni H. Novas conquistas da revista: editoragdo eletronica. Vet. e Zootec. 2012 marco; 19(1): 007
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ANEXOS FETAIS: UMA FONTE ALTERNATIVA DE C}ELULAS-TRONCO
MESENQUIMAIS PARA A MEDICINA VETERINARIA EQUINA

Bruna De Vita'*

Loreta Lemes Campos
Amanda Jer6nimo Listoni
Leandro Maia

Natalia Pereira Paiva Freitas
Fernanda Landim e Alvarenga
Nereu Carlos Prestes

E-NEENUS I \O)

~N O W

RESUMO

A equideocultura tem um papel importante no agronegdcio brasileiro gerando divisas e
diversos empregos diretos e indiretos. Por este motivo, a pesquisa cientifica em prol do
desenvolvimento da produgdo eqiiina brasileira tem refletido a tendéncia atual induzindo
estudos principalmente nas dreas de medicina esportiva, neonatologia e biotecnologias da
reproducdo. Assim, na ultima década surgiu um grande interesse no estudo das células-tronco
para a medicina eqiiina principalmente para o tratamento das lesdes musculoesqueléticas e
osteoarticulares dos cavalos atletas, pelo seu alto potencial de aplicagdo na medicina
veterindria regenerativa. As células-tronco (CT) podem ser classificadas quanto seu grau de
potencialidade como totipotentes, pluripotentes, multipotentes e unipotentes, € quanto a sua
origem como embriondrias ou somadticas. As complicagdes do uso terapéutico das CTs
embriondrias levaram a identificacdo de diversas fontes de células-tronco adultas, entre estas
as CT hematopoiéticas e CTs mesenquimais. A fonte mais utilizada de células-tronco
mesenquimais (CTM) € a medula 6ssea, no entanto, como 0 seu nimero e a capacidade de
diferenciacao destas células diminuem com a idade, seu potencial terapéutico também declina
com o tempo. Devido a estas limitagdes outras fontes de células-tronco mesenquimais foram
identificadas, sendo que as células derivadas dos anexos fetais t€ém recebido bastante
destaque. CTMs derivadas do liquido amniético, membrana amnidtica, sangue do corddo
umbilical e tecido de corddo umbilical humanos ja foram isoladas e caracterizadas
demonstrando muitas vantagens em sua utilizacdo, como a coleta ndo invasiva e indolor, e a
possibilidade de formacao de bancos de armazenamento. Além disso, existem muitos relatos
de que as CTMs derivadas de anexos fetais expressam marcadores embriondrios como o Oct-
4 e o Nanog, o que demonstra que estas células podem manter caracteristicas de pluripoténcia
dos tecidos de onde se originam. Recentemente, pesquisas com CTMs derivadas dos anexos
fetais de eqiiinos tém sido realizadas e vém obtendo excelentes resultados. Esta revisdo de
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literatura tem como objetivo reunir os estudos sobre as células-tronco mesenquimais com
origem nos anexos fetais demonstrando-as como uma fonte alternativa, ética, de fécil
obtencdo e com grandes vantagens em sua utilizacdo na medicina veterindria eqiiina.

Palavras-chave: Células-tronco, anexos fetais, eqiiinos

ANEXOS FETALES: UNA FUENTE ALTERNATIVA DE QELULAS MADRE
MESENQUIMALES PARA LA MEDICINA VETERINARIA EQUINA

RESUMEN

La cria de caballos tiene un papel importante en la agroindustria brasilera en la generacion de
divisas y varios puestos de trabajo directos e indirectos. Por esta razén, hoy en dia la
investigacién cientifica para el desarrollo de la produccién brasilera equina refleja la
tendencia actual elaborando estudios con énfasis en medicina deportiva, neonatologia y
biotecnologia de la reproduccion. Por lo tanto, en la dltima década ha surgido un grande
interés en el estudio de células madre para la medicina equina principalmente para el
tratamiento de lesiones osteoarticulares y miusculo esquelético de los caballos deportivos,
debido a su alto potencial para aplicaciéon en medicina regenerativa veterinaria. Las células
madre (CM) se pueden clasificar por su grado de potencialidad como unipotentes,
totipotentes, pluripotentes y multipotentes, y cuanto a su origen como embrionarias o
somaticas. Las complicaciones del uso terapéutico de CM embrionarias llevaron a la
identificacion de varias fuentes de células madre adultas, entre estas las CMs hematopoyéticas
y mesenquimales. La fuente mds comun de células madre mesenquimales (MSC) es la médula
Osea, sin embargo, como el nimero y capacidad de diferenciacion de estas células disminuye
con la edad, su potencial terapéutico también se reduce con el tiempo. Debido a estas
limitaciones otras fuentes de células madre mesenquimales fueron identificados, y las células
derivadas de los anexos fetales han recibido mucha atencion. CMMs derivados de liquido
amnidtico, membrana amnidtica, sangre del cordén umbilical y tejido de cordén umbilical
humano fueron aisladas y caracterizadas mostrando muchas ventajas en su uso, tales como la
recogida no invasiva y sin dolor, y la posibilidad de formacién de bancos de almacenamiento.
Ademads, hay muchos informes de que las CMMs derivadas de los anexos fetales expresan
marcadores embrionarios, como Oct-4 y Nanog, lo que demuestra que estas células pueden
mantener las caracteristicas de pluripotencialidad de los tejidos de donde provienen.
Recientemente, la investigaciéon con CMMs derivadas de anexos fetales de equinos estdn
siendo hechas y estdn obteniendo excelentes resultados. Esta revision pretende reunir a los
estudios sobre células madre mesenquimales procedentes de los anexos fetales muestrando
como una fuente alternativa, ética, de facil obtencién y con grandes ventajas en su uso en
medicina veterinaria equina.

Palabras-clave: Células madre, anexos fetales, equino

FETAL ANNEXES: AN ALTERNATIVE SOURCE OF MESENCHYMAL STEM
CELLS FOR EQUINE VETERINARY MEDICINE

ABSTRACT
The horse breeding industry has an important role in the Brazilian agribusiness generating

wealth and many direct and indirect jobs. For this reason, the scientific research for the
development of Brazilian horse production has reflected the current trend leading to studies

De Vita B. et al. Anexos fetais: Uma fonte alternativa de células-tronco mesenquimais para a medicina
veterindria equina. Vet. e Zootec. 2012 marco; 19(1): 008-022.
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focusing on sports medicine, neonatology and biotechnology of reproduction. Thus, in the last
decade, the study of stem cells has come in scope to equine medicine primarily for the
treatment of osteoarticular and musculoskeletal injuries of athletic horses, because it’s high
potential for application in veterinary regenerative medicine. Stem cells (SC) can be classified
by degree of potential as totipotent, pluripotent, multipotent and unipotent, and by its origin as
embryonic or somatic. Complications of the therapeutic use of embryonic SCs leaded to the
identification of several sources of adult stem cells, as the hematopoietic SC and
mesenchymal SC. The most common source of mesenchymal stem cells (MSCs) is bone
marrow, however, as their number and differentiation capacity decrease with age, their
therapeutic potential also declines with time. Because of these limitations other sources of
mesenchymal stem cells were identified, and the cells derived from fetal annexes have
received much attention. MSCs derived from amniotic fluid, amniotic membrane and
umbilical cord blood and tissue have been isolated and characterized showing many
advantages in its use, such as non-invasive, painless collection and the possibility of
formation of storage banks. In addition, there are many reports that MSCs derived from fetal
annexes express embryonic markers such as Oct-4 and Nanog, which demonstrates that these
cells can maintain pluripotency characteristics of the tissue from which they arise. Recently,
several studies using MSCs derived from fetal annexes of horses have been carried out with
excellent results. This review aims to gather studies on mesenchymal stem cells derived from
horse fetal annexes showing them as an alternative, ethical source, easy to obtain and with
great advantages to be used in equine veterinary medicine.

Key words: Stem cells, fetal annexes, equine
INTRODUCAO

O Brasil ocupa lugar de destaque na equideocultura mundial sendo que o agronegdcio
do eqiiino movimenta cerca de R$7,5 bilhdes e gera cerca de 3,2 milhdes de empregos em
nosso pais. O segmento do esporte eqiiestre movimenta cerca de R$705 milhdes e emprega
cerca de 20500 pessoas (1). Neste contexto, muitas pesquisas cientificas estdo sendo
realizadas para o incremento da producdo eqiiina nacional. Estas pesquisas refletem a
tendéncia atual da industria eqiiina, com enfoque na medicina esportiva, neonatologia,
diagnéstico clinico, novas tecnologias da reproducao e sanidade dos eqiiinos (2).

Sendo assim, o interesse na pesquisa com células-tronco na medicina veterindria
cresceu muito nos dltimos anos devido ao seu alto potencial na regeneragdo de tecidos e
orgdos lesados e aplicagdo no campo terapéutico (3). Pesquisas que utilizam animais como
modelos experimentais sdao de extrema importincia para medicina humana, sendo descritas
como pré-requisito no caminho da aprovacdo de sua utilizacdo clinica (4-6). Na medicina
eqiiina, os estudos com células-tronco tem se dedicado principalmente ao tratamento de lesdes
musculoesqueléticas e osteoarticulares, particularmente em cavalos atletas, a fim de melhorar
a arquitetura e constituicdo do tecido cicatricial, visando a producdo de uma qualidade
tecidual o mais préoxima do normal possivel. Porém, alguns poucos estudos em
desenvolvimento também visam utilizar esta tecnologia para diminuir perdas econdmicas
relacionadas ao potencial reprodutivo de alguns animais.

As células-tronco diferem de outras células do organismo por serem indiferenciadas
sendo capazes de se multiplicar por longos periodos ou ainda sendo capazes de se diferenciar
em células especializadas de um tecido em particular. Estas células podem ser classificadas
quanto seu grau de potencialidade como totipotentes, pluripotentes, multipotentes e
unipotentes, € quanto a sua origem como embriondrias ou somaticas (7,8).

De Vita B. et al. Anexos fetais: Uma fonte alternativa de células-tronco mesenquimais para a medicina
veterindria equina. Vet. e Zootec. 2012 marco; 19(1): 008-022.



ISSN 0102-5716 Veterinaria e Zootecnia 11

Como as células-tronco embriondrias sdo capazes de diferenciacdo em todos os tipos
celulares encontrados no individuo adulto, a utilizacdo destas células em sua forma
indiferenciada pode seguir um programa desorganizado de diferenciacdo dando origem a
tumores (teratomas). Este fato, e as implicacOes éticas na utilizacdo de células embriondrias
limitam a utilizacdo das mesmas como instrumento de pesquisa (7,9).

Pesquisas nas ultimas décadas resultaram na descoberta de uma grande variedade de
células-tronco adultas, sendo as células-tronco hematopoiéticas da medula O4ssea as
conhecidas hd mais tempo. Entre as células-tronco adultas, destacam-se as células-tronco
mesenquimais com capacidade de diferenciacdo em muitas linhagens de células maduras (10).

A fonte mais utilizada de células-tronco mesenquimais € a medula 6ssea, no entanto,
como o seu nimero e a capacidade de diferenciacao destas células diminuem com a idade, seu
potencial terapéutico também declina com o tempo (11). Devido a estas limitagdes outras
fontes de células-tronco mesenquimais foram identificadas (12), sendo que as células
derivadas dos anexos fetais tem recebido bastante destaque por se apresentarem como uma
fonte de obten¢do ndo invasiva, de tecidos normalmente descartados, com grande
possibilidade de coleta ao nascimento para formagdo de bancos de armazenamento para uso
posterior (13-18).

Além disto, as células-tronco mesenquimais derivadas dos anexos fetais como o liquido
amnidtico, a membrana amnidtica e o corddo umbilical, preservam caracteristicas dos tecidos
embriondrios de que se originam e muitos estudos estdo indicando que estas células exibem
caracteristicas de células embriondrias como a expressdo do marcador Oct-4, grande
capacidade proliferativa sem demonstrar imunogenicidade e tumorgenicidade e ainda
capacidade de diferenciacao em diversos tecidos, inclusive extra mesenquimais (14,19,18).

Células-Tronco Mesenquimais Derivadas dos Anexos Fetais

Na ultima década houve um crescente interesse na investigacdo quanto a presencga de
células-tronco mesenquimais em tecidos fetais como na placenta, liquido amnidtico, sangue
do cordio umbilical, matriz extravascular de cordio umbilical e membrana amnidtica
(20,14,21,18). Este fato se deve a busca de novas fontes ricas de células-tronco em alternativa
a utilizacdo da medula 6ssea e a possibilidade da formagao de bancos de armazenamento de
células coletadas ao nascimento e congeladas para uso posterior (20,14,15,22,18).

Os anexos fetais sao fontes de células-tronco extra-embriondrias, com grande potencial
de aplicacdo na medicina regenerativa e perinatal. Células tronco derivadas das membranas
placentdrias, liquido amniético, corddao umbilical ou tecidos fetais aparecem em maior
quantidade e possuem maior potencial de expansao e de diferenciacdo do que as derivadas de
adultos (15). Fauza (23) descreveu as membranas placentdrias e o liquido amniético como
unicas fontes que contém diferentes populagdes de células-tronco, apresentando
subpopulagdes mesenquimais, hematopoiéticas, trofoblésticas e possivelmente células-tronco
embriondrias ainda mais primitivas e indiferenciadas.

O uso dos anexos fetais como fonte de células-tronco tem inimeras vantagens em
potencial. Além da grande quantidade de células, grande potencial de expansdo e
diferencia¢do, permite uma forma de coleta ndo invasiva de tecidos que, normalmente, seriam
descartados apds o parto. Este fato permite que o uso dessas células na medicina humana seja
mais eticamente aceitdvel, fazendo dessas fontes um grande atrativo para medicina
regenerativa (18).

As células-tronco derivadas dos anexos fetais preservam caracteristicas dos tecidos
embriondrios de onde se originaram e muitos estudos estdo indicando que as mesmas exibem
algumas caracteristicas de células-tronco embriondrias como a expressio de alguns
marcadores de superficie como o Oct-4 e grande capacidade proliferativa, sem demonstrar
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imunogenicidade e tumorogenicidade (ndo foi demonstrada a formacao de teratomas apds sua
aplicacdo). Entretanto, o potencial de diferenciacdo destas células seria intermedidrio, ou seja,
entre a pluripotencialidade das células embriondrias e as multipotencialidade das células
adultas. Estas caracteristicas abriram uma nova perspectiva no estudo da biologia do
desenvolvimento e na medicina regenerativa, nao s6 para humanos, mas também para animais
(18).

Células-Tronco Derivadas do Liquido Amniotico

O liquido amnidtico é formado por uma grande quantidade de células em suspensao,
derivadas do embrido ou de origem extra-embriondria. Esta populacdo celular varia com a
fase gestacional e traduz as mudangas ocorridas no feto e seus anexos, estando bastante
vinculada com a maturidade fetal (24). As células presentes no liquido amniodtico apresentam
tamanho varidvel de 6 a 50 um, e morfologia variando de escamosas a arredondadas (25).

A deteccao de células progenitoras no liquido amniético humano foi inicialmente
relatada em 1993, quando células arredondadas, pequenas e nucleadas, foram encontradas
antes da 12* semana de gestacdo sendo identificadas como progenitoras hematopoiéticas,
possivelmente provenientes da vesicula vitelinica (26). Hoje, sabe-se que trés tipos celulares
sdao encontrados no liquido amnidtico: Células Epitelidides (E), com origem na pele e trato
urindrio do feto; Células Amnidticas (AF) propriamente ditas, originadas nas membranas
placentdrias e trofoblasticas (produtoras de estrogenos, progesterona e gonadotrofina
coribnica humana); e células fibroblastéides (F), originadas dos tecidos conjuntivos,
apresentando caracteristicas e marcadores para CTMs as quais devem ser chamadas de CTMs
derivadas do liquido amniético (15). As células dos tipos AF e E aparecem no inicio do
cultivo enquanto as células F aparecem posteriormente, porém somente AF e F persistem
enquanto as células do tipo E desaparecem com o passar do tempo (27).

Na medicina humana o liquido amnidtico possui como vantagem a facilidade de
obtenc¢do, uma vez que a amniocentese € procedimento de rotina como modo de propedéutica
fetal e associado a um baixo nimero de complica¢des, podendo também ser coletado em
cesarianas eletivas (16,15,18). J4 na medicina veterindria podem ser facilmente obtidos no
momento do parto normal ou em cesarianas e também em frigorificos abatedouros, ja que
uteros gravidicos sdo considerados como descarte (18,28,21,17).

Células derivadas do liquido amnidtico, isoladas e cultivadas in vitro t€ém expressado,
frequentemente, marcadores de pluricelularidade e capacidade de diferenciacdo em tecidos
das trés camadas germinativas (20,13,29,21). De Coppi et al. (30) observaram a diferenciacao
de CT do liquido amniético em até 6 diferentes linhagens: osteogénica, adipogénica,
miogénica, endotelial, neurogénica e hepatica. Visando determinar se as células do liquido
amnidtico abrigam potencial de diferenciacdo em células neurogénicas, Prusa et al. (20)
observaram que células cultivadas em meio padrdo apresentaram a expressao de marcadores
neurogénicos esporadicamente, no entanto, quando cultivadas em meio de indugdo de
diferenciagdo neurogénica a expressao destes marcadores aumentou consideravelmente.

Tsai et al. (13) também obtiveram sucesso no isolamento e na cultura de CMTs
provenientes do liquido amnidtico a partir da amniocentese no segundo trimestre da gestagao
de 20 mulheres. Além disso, uma subpopulacdo das células cultivadas expressaram
positivamente o gene de pluricelularidade OCT-4. Quando as CMTs foram cultivadas em
meio acrescido de dexametasona, insulina, isobutilmetilxantina e indometacin, foram
diferenciadas em ostedcitos. A osteogé€nese foi confirmada pela coloracdo de Von Kossa para
acimulo de mineralizacdes de cdlcio. J4 quando cultivadas em meio acrescido de B-
mercaptoetanol e bFGF foram diferenciadas em células neuronais, a confirmagao foi realizada
por ensaio imunocitoquimico. Em 2006 os mesmos autores reafirmaram a expressao de
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marcadores de pluricelularidade Oct -4 e NANOG-, e verificaram a expressdo de diversos
marcadores neurogénicos como NES, TUBB3, NEFH, NEUNA60 GALC E GFAP antes e
depois da inducdo da diferenciacao neurogénica (31).

Cabral et al. (16) concluiram que as CTMs do liquido amni6tico humano obtidas por
amniocentese no segundo ter¢co da gestacdo foram capazes de se diferenciar em células
miogénicas quando cultivadas em meio acrescido de DMSO, e em células adipogénicas
quando cultivadas em meio acrescido de dexametasona, teofilina, insulina e indometacina. A
diferenciacdo celular foi avaliada pela dosagem de triglicérides no caso da diferenciacao
adipogénica, e da dosagem de creatinofosoquinase, desidrogenase latica e aldolase para
diferenciagdo miogénica, ambos com o método enzimatico colorimétrico utilizando o
aparelho ADVIA 2400 (Bayer®). A cariotipagem a fim de demonstrar se a cultura celular
induziu alteracdes cromossdmicas demonstrou resultados compativeis com o caritipo obtido
antes da cultura celular.

Células do liquido amnidtico obtidas durante o pré-natal de mulheres mantiveram suas
caracteristicas iniciais como a aderéncia ao plastico, morfologia fibroblastdide, a expressao
dos marcadores CD73, CD105, CD44, CD29, CD90 e CD13, a ndo expressdao dos marcadores
CD45 e CD34 bem como viabilidade de 80% mesmo apds a criopreservacdo pelo periodo de
5 meses, quando foram descongeladas e recultivadas com sucesso apds ao nascimento do
bebé, visando sua aplicagdo na medicina regenerativa neonatal (22). A expressdo de Oct-4,
SSEA4, CD29, CD44, CD73, CD90, CD105 e as diferenciagdes nas linhagens osteogéncia,
adipogénica e neurogénica também foram demonstradas por Phermthai e colaboradores em
2010 (32).

Uma robusta deposicao mineral de cdlcio em um molde biodegradédvel foi obtida pelo
cultivo 3D de células do liquido amnidtico, sugerindo grande potencial da utilizagdo destas
células na ortopedia (33). Outro estudo demonstrou o isolamento e cultivo de células-tronco
do liquido amniético, bem como sua diferenciacdo osteogé€nica quando as células foram
cultivadas diretamente em meio acrescido de B-glicerofosfato, dacido ascérbico e
dexametasona, dispensando-se a fase de cultivo primédrio em meio padrdo e acelerando-se o
processo. A producdo de nédulos mineralizados de célcio pode ser observada apés 18 dias de
cultivo, pela coloragdo Alizarin Red. Este trabalho também evidenciou, via RT-PCR, que
estas células expressaram todos os marcadores de osteogénese a partir do 30° dia de cultivo
(34).

Antigamente pensava-se que as melhores amostras de células-tronco do liquido
amnidtico estavam presentes no segundo terco da gestacdo e eram obtidas por amniocentese
no periodo pré-natal. No entanto, o estudo das caracteristicas biol6gicas de CMTs do liquido
amnidtico do terceiro terco da gestacdo de mulheres obtidos durante cesariana de fetos a
termo demonstrou que as células podem ser isoladas e cultivadas com grande sucesso. Além
da facilidade de expansao estas células nao apresentaram propriedade tumorgénicas, e foram
induzidas a diferenciar-se em ostedcitos no cultivo adicionando-se de dcido ascorbico e B-
glicerofosfato. A diferenciacdo foi comprovada ao observar-se a expressio do gene
osteopontina por RT-PCR. Os antigenos de superficie especificos das CTMs foram
caracterizados por citometria de fluxo e, da mesma forma, observou-se a expressdo do gene
de pluripoténcia OCT-4 (22).

You et al. (29) também concluiram que as células coletadas no momento do parto sao
facilmente expandidas e induzidas a diferenciacdo em muitos tipos celulares. As células
expressaram o marcador de pluricelularidade Oct-4 e os marcadores CD29, CD73, CD90 e
CD 105, nd3o expressando os marcadores CD31, CD45 e CD61. Além disto, quando
transplantadas em musculos de ratos nao produziram a formacdo de tumores. Os autores
concluiram que, no futuro, o liquido amnidtico serd uma providencial e conveniente fonte
para formagdo de um banco de células-tronco.
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Na medicina veterindria eqiiina, ainda sdo poucos os estudos realizados com células-
tronco derivadas do liquido amnidtico. No entanto, alguns autores ja descreveram o
isolamento e caracterizacdo de células desta fonte coletadas durante o parto de eqiiinos. A
populacdo de células de fluido amnidtico demonstrou ter maior taxa de crescimento e
proliferacdo do que populacdes de células adultas e outras células fetais. Estas células
apresentaram diferenciacdo avancada para diversas linhagens celulares como adipogénica,
osteogénica, miogénica e neurogénica, bem como outras caracteristicas marcantes: a
expressdo de marcadores de pluripoténcia como o Oct-4 (17). Recentemente, CTMs do
liquido amnidtico eqiiino foram novamente isoladas com sucesso, demonstrando grande
capacidade de proliferacdo e apresentarando a expressdo de marcadores tipicos de CTMs e
capacidade de diferenciacao em trés diferentes linhagens celulares (28).

Em nosso laboratério, obtivemos CTMs do liquido amnidtico de udteros gravidicos de
diferentes idades gestacionais coletados em abatedouro. As células foram isoladas e
expandidas, apresentando morfologia fibroblastdide, e caracterizadas imunofenotipicamente
sendo coradas para vimentina, CD44, PCNA, e ndo coradas para citoqueratina e Oct-4
demonstrando sua origem mesenquimal e seu potencial de multiplicacdo. A ndo observacao
da expressdo de Oct-4 difere dos resultados demonstrados na literatura e pode ser explicada
pela heterogénicidade da populacao celular encontrada em cada amostra colhida (35). Além
disso diferencas na metodologia de avaliacdo ndo podem ser descartadas uma vez que em
nosso estudo foi realizada a marcacao in situ por imunofluorescencia e nao uma avaliagdao
quantitativa por citometria de fluxo. Em concordancia com os demais trabalhos da literatura,
as células isoladas demonstraram capacidade de diferencia¢do nas linhagens osteogénica e
adipogénica (36).

Células-Tronco Derivadas da Membrana Amniotica

A membrana amnidtica demonstra propriedades antiinflamatdrias, antibidticas e de
protecdo as feridas. Estas propriedades, combinadas com a auséncia ou baixa
imunogenicidade, levaram ao uso clinico da membrana amnidtica como curativo para
queimaduras de pele, dlceras nos membros inferiores e diversas lesdes oftdlmicas. No entanto,
nos udltimos anos um novo foco de pesquisa quanto as células derivadas da membrana
amnidtica surgiu: Sua utilizacdo na terapia celular e medicina regenerativa em transplantes
alogéncios ou xenogénicos (37).

Na membrana amnidtica estdo presentes dois tipos celulares de diferentes origens:
células epiteliais amniodticas derivadas do ectoderma embriondrio e células amnidticas
mesenquimais derivadas do mesoderma embriondrio (38). As células epiteliais amnidticas
humanas desenvolvem-se a partir do epiblasto, 8 dias apds a fertilizacdo e antes da
gastrulacdo do embrido, abrindo a possibilidade de que essas células possam manter a
plasticidade das células embriondrias. Células epiteliais amnidticas foram isoladas e
apresentaram marcadores de superficie caracteristicos de células pluripotentes como NANOG
e Oct-4. Sob certas condi¢des de cultivo formam estruturas esféricas de aglomerados celulares
que retém caracteristicas de células-tronco. Estas células possuem a vantagem de nao
necessitar de feeder como as células-tronco embriondrias e apesar de demonstrar possuir
capacidade de diferenciagdo in vitro nos tecidos endodermais (células do figado e pancreas),
mesodermais (cardiomidcitos) e ectodermais (células neurais), ndo produziram tumores apos
o transplante em ratos (14).

Células-tronco mesenquimais da placenta humana foram capazes de se diferenciar nas
linhagens osteogénica, adipogénica e condrogénica (39). Estes resultados foram confirmados
(40), que mostraram que as células-tronco derivadas da placenta apresentaram marcadores de
superficie de células-tronco mesenquimais e celular como SSEA-4, TRA-1-61, TRA-1-80 e
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9, que também sdo capazes de sofrer diferenciacdo neurogénica. Os mesmos autores
documentaram uma taxa proliferativa significativamente maior das células derivadas da
placenta do que das células derivadas de medula dssea.

Recentemente estudos demonstraram o isolamento eficiente de células-tronco da
membrana amnidtica de humanos, sendo que as mesmas expressaram marcadores de
superficie caracteristicos de células mesenquimais como CD44, CD90 e vimentina e nao
expressaram CD45 (41). Diaz-Prado et al. (42) demonstraram que ambas as células epiteliais
e as células mesenquimais da membrana amnidtica humana apresentaram o perfil
imunofenotipico e o potencial de diferenciacio na maioria das linhagens mesodermais
similares, propondo a utilizagdo de células derivadas deste tecido como boas candidatas para a
terapia celular e medicina regenerativa.

Os estudos com células-tronco provenientes da membrana amnidtica de eqiiinos sdao
ainda mais escassos do que os estudos com células derivadas do liquido amnidtico. No
entanto, obtivemos sucesso no cultivo e na caracterizacdo de células-tronco mesenquimais
derivadas da membrana amniética canina e eqiiina. Estas células foram obtidas pela digestao
enzimdtica em solucdo de colagenase que apds o cultivo demonstraram habilidade de
aderéncia ao plastico, morfologia fibroblastéide, e foram marcadas positivamente para
vimentina e ndo coradas para citoqueratina por meio de imunocitoquimica, além de expressar
os marcadores caracteristicos de células mesenquimais CD44 e CD 90 e ndo expressarem o
CD34 (43,44.).

Células-Tronco derivadas do Cordao Umbilical
1) Células-Tronco derivadas do Sangue do Cordao Umbilical

Na medicina humana o sangue de corddo umbilical € utilizado h4 mais de 20 anos como
fonte de células-tronco hematopoiéticas para transplante. Além disto, as células do sangue de
corddo umbilical e as células derivadas do tecido extravascular do corddo ja demonstraram
potencial de diferenciacdo pluripotente, ou seja, para diversas linhagens celulares das trés
camadas germinativas in vitro e in vivo, o que as torna uma fonte de células-tronco rica, ética
e interessante (19).

O sangue do cordao pode ser recuperado ao nascimento utilizando-se um kit estéril de
coleta que consiste em uma bolsa de coleta contendo um anticoagulante (citrato ou heparina)
conectados a uma ou vdrias agulhas de coleta. Estas amostras podem ser coletadas in titero,
antes da liberacdo da placenta ou ainda, ex ttero, em partos normais ou em cesarianas sem
causar dor a crianga ou a mae (19).

O potencial clonogénico de células hematopoiéticas do corddo umbilical humano foi
observado pela primeira vez em 1974 por Knuddtzon (45) e em 1989 Broxmeyer e
colaboradores (46) reportaram a confirmacgao da presenca de células-tronco hematopoiética no
sangue do corddo umbilical. A partir de entdo muitos outros estudos foram realizados sobre o
potencial clonogénico, a propriedade de auto-renovagdo e a capacidade de expansao in vitro
destas células (19) e o transplante de células-tronco hematopoiéticas do sangue de cordao
umbilical vem sendo utilizado com sucesso no tratamento de inimeras doengas malignas e
benignas (47).

Além disto, em 2004 foi relatada a descoberta de células-tronco ndo hematopoiéticas,
pluripotentes chamadas de células-tronco embrionic-like (48) que foram capazes de se
diferenciar in vitro em células neuronais, hepatobiliares, pancredticas, endoteliais, do muisculo
liso, adipdcitos, condroblastos e osteoblastos (49,50,47).

Na medicina veterindria eqiiina ainda s@o poucos os estudos sobre as células-tronco do
sangue de corddo umbilical e seu armazenamento comercial para futuros transplantes
autélogos. No entanto, CTMs do corddo umbilical eqiiino foram isoladas, utilizando-se
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amostras a fresco, coletadas no momento do parto, pela primeira vez em 2007. Estas células
apresentaram rdpida aderéncia a placa de cultivo e expansdo, morfologia fibroblastdide, e
foram eficientemente diferenciadas in vitro em ostedcitos, condrécitos e adipdceitos (51). No
mesmo ano, foi demonstrado que uma populagdo de, CTMs do sangue de corddao umbilical
eqiiino coletados ao nascimento, expressaram os marcadores de pluricelularidade Oct-4,
SSEA,-I, Tra 1-60 e Tra I-8. Estas células também foram diferenciadas para condrdcitos,
ostedcitos, hepatdcitos, adipdcitos e midcitos (52).

Ao comparar o potencial condrogéncico de CTMs do sangue do corddo umbilical e da
medula 6ssea de equinos, observou-se que ambas foram capazes de se diferenciar em
condrécitos, coradas positivamente para proteoglicanos e expressando marcadores para
cartilagem. No entanto, as células de origem no sangue de corddo umbilical apresentaram
alteracdo na morfologia de cartilagem hialina em menor tempo (6 dias). J4, a expressdao de
coldgeno tipo 21, aggrecan, CD-RAP e Sox9 foi alta em ambos os tipos celulares utilizados
(53).

Schuch et al. (54) demonstraram que 80% das 79 amostras de células do sangue de
corddo umbilical eqiiino, coletadas no momento do parto, foram isoladas, expandiram e foram
capazes de diferenciagdo in vitro em diferentes linhagens celulares. Os autores sugerem que a
utilizacdo de fibronectina nas placas de cultivo e a redu¢do da tensdo de oxigénio de 20% para
5% na estufa melhoram a taxa de isolamento destas células, e ainda que a senescéncia das
mesmas € atingida apds a vigésima passagem.

2) Células-Tronco Derivadas da Matriz Extravascular do Cordao Umbilical

O cordao umbilical € recoberto pelo epitélio amnidtico que protege uma matriz
gelatinosa e eldstica de mucopolissacarideos (dcido hialurénico e sulfato de condroitina)
chamada de "Wharton's Jelly” apds sua descri¢cdo por Thomas Wharton em 1856. O amnion e
a gelatina de Wharton protegem trés importantes vasos sanguineos, essenciais para o
desenvolvimento do feto: um grande vaso sanguineo que supre o desenvolvimento fetal com
sangue placentdrio, rico em nutrientes e oxigénio e dois vasos menores, que retornam o
sangue fetal, com di6xido de carbono, residuos e outras toxinas (19).

Muitos estudos da medicina humana tém reportado a possibilidade de obtengdo de
CTMs ndo apenas do sangue do corddao umbilical, como também da gelatina de Wharton. Em
1991 a possibilidade de isolamento de células fibroblastéides derivadas da gelatina de
Wharton foi relatada pela primeira vez (19). A academia francesa de medicina, em 2010,
relatou que consideram as pesquisas com células derivadas do cordao umbilical extremamente
promissoras, podendo fornecer novas ferramentas para o tratamento de indmeras doengas
(19).

Um simples fragmento de 5 a 10 mm3 de gelatina de Wharton tem o potencial de render
a producdo de mais de um bilhdo de CTMs em 30 dias (19). Considerando-se o tamanho
médio do cordao umbilical de humanos de 50cm e, o ainda mais longo cordao umbilical
eqiiino, pode-se prever que esta fonte serd cada vez mais clinicamente relevante com os
avancgos das pesquisas médicas e veterindrias.

Recentemente indmeros estudos da medicina humana relataram o isolamento e a
capacidade de diferenciacao das células derivadas do tecido extravascular do cordao umbilical
em células Osseas, da pele, endotélio, hepaticas e em linhagens neurogénicas (55-58).

A medicina veterindria eqiiina também tem demonstrado interesse nesta fonte de CTMs.
O Isolamento e cultivo de CTMs obtidas da gelatina de Wharton de corddes umbilicais
eqiiinos foram realizados com sucesso. As células demonstraram morfologia fibroblastéide e
apresentaram a expressdo de marcadores embriondrios como Oct-4, SSEA-4 e c-Kit, bem
como a expressdo de c-Myc (proliferacao celular), CD54, CD90, CDI105 e CD146. Nao
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expressaram os marcadores CD34, CD45 e CD133. Além disso, as células demonstraram
potencial de diferenciacdo in vitro para linhagens osteogéncia, adipogénica, condrogénica e
neurogénica (59).

Em 2008 Cremonesi et al. (60) consideraram a obten¢cdo de CTMs do tecido do corddo
de eqiiinos um procedimento ndo invasivo, em que as células sdo caracterizadas por alta taxa
de proliferacdo e capacidade de diferenciacdo, com expressao dos marcadores Oct-4 e Sox-2.
Estas células também mostraram a habilidade de formar esferas de aglomerado celular ja
reportadas na literatura (14).

Em nosso laboratério isolamos CTMs por meio da digestdo enzimética em solucdo de
colagenase da matriz extravascular do corddo umbilical canino e equino e, apds o cultivo, as
mesmas demonstraram capacidade de aderéncia ao plastico, morfologia fibroblastéide, e
foram marcadas positivamente para vimentina, ndo sendo coradas para citoqueratina através
de imunocitoquimica, além de expressar os marcadores caracteristicos de células
mesenquimais CD44 e CD 90 e ndo expressarem o CD34 (43,44).

Ao comparar as CTMs derivadas de medula 6ssea, tecido de corddo umbilical e do
liquido amnidtico eqiiino, observou-se que todos os tipos celulares expressaram os mesmos
marcadores: positivas para CD105, CD29, CD44 e negativos para CD34, também
expressaram Oct-4, SSEA-4 e TRA [-60, apresentando ainda a capacidade de diferenciar-se
na linhagem osteogéncia. No entanto, as células derivadas da medula 6ssea e do liquido
amnidtico apresentaram uma taxa de prolifercdo significativamente maior do que as células
derivadas do tecido do cordao umbilical (17). No entanto, observou-se que a suplementacao
com EGF (fator de crescimento epidermal) no meio de cultivo de CTMs derivadas do tecido
de corddao umbilical eqiiino promoveu um aumento considerdvel na taxa de proliferacdo das
mesmas, sem afetar a diferenciagdo condrogénica e adipogé€nica, promovendo o aumento da
deposi¢do de matriz de cdlcio extra celular durante a diferencia¢do osteogénica (61). Também
foi observado que a utilizacdo de componentes como célcio e calciomimético NPS R-476 no
meio de cultivo de células derivadas do tecido de corddo umbilical eqiiino podem aumentar
consideravelmente a taxa de proliferacdo destas células (62), demonstrando que CTMs de
origens diferentes podem requerer diferentes nutrientes para seu total desenvolvimento in
vitro.

CONSIDERACOES FINAIS

Levando em consideracdo que o agronegécio do eqiiino € uma parcela de grande
importancia na economia Brasileira gerando riquezas e empregos em nosso pais, podemos
concluir que as pesquisas no intuito de incrementar a produc¢do nacional e diminuir perdas
econOmicas sdo de extrema relevancia.

Neste sentido, os estudos relativos a utiliza¢do de células-tronco na medicina veterindria
eqiiina sao de grande interesse devido ao seu enorme potencial de uso na regeneracdo de
tecidos e 6rgdos lesados e aplicagdo no campo terapéutico, incluindo a cirurgia regenerativa,
principalmente no estabelecimento de novas terapias para as lesdes osteomusculares e
condroarticulares dos cavalos atletas.

Baseando-se nas pesquisas realizadas na medicina humana e nos resultados obtidos
recentemente na medicina eqiiina, também podemos ressaltar que os anexos embriondrios sao
uma fonte ética de células-tronco mesenquimais, de fécil obtencdo e coletadas de maneira ndao
invasiva. Além disto, estas células apresentam grande capacidade de proliferacdo e potencial
de diferenciacdo em linhagens celulares mesodermais, endodermais e ectodermais,
apresentando-se como uma alternativa vantajosa de obtencdo de células-tronco para a
medicina veterindria equina.
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RESUMO

O sistema respiratério de grandes animais é um sistema complexo e desafiador que motiva
diversos estudos na medicina veterindria. Dentre os exames complementares para avaliacao
do sistema respiratorio, as técnicas de imagem fornecem informacdes importantes para
conducdo do diagndstico e prognéstico dos animais. Os principais métodos utilizados na
rotina sdo a radiografia, a ultrassonografia convencional e a endoscopia. A tomografia
computadorizada, a ressonancia magnética e a cintilografia também podem ser utilizadas,
porém com restricdes quanto a relagdo custo/beneficio, tamanho dos animais e complexidade
do exame. E importante que novos estudos sejam realizados para que os exames que
envolvem alta tecnologia sejam adaptados para a rotina e fornecam informagdes seguras que
justifiquem o custo/beneficio da técnica. O objetivo deste trabalho € revisar a aplicagdo dos
diversos métodos de diagndstico por imagem na avaliagdo do sistema respiratorio e as
contribuicdes para maior entendimento da dinamica respiratéria de equinos.

Palavras-chave: diagndstico por imagem, equino, sistema respiratorio.

DIAGNOSTIC IMAGING IN THE EVALUATION OF THE EQUINE
RESPIRATORY SYSTEM

ABSTRACT

The respiratory system of large animals is a complex and challenging system that motivates
many studies in the veterinary medicine. Among the complementary tests to assess the
respiratory system, the imaging techniques provide important information to conduct the
diagnosis and prognosis of the animals. The main methods used for the routine are x-rays,
conventional ultrasound and endoscopy. Computed tomography, magnetic resonance and
scintilography can also be used but with restrictions on the cost / benefit ratio, size of the
animals and complexity of the test animals. It is important that new studies be done to adopt
those tests involving high technology to the routine and providing reliable information to
justify the cost / benefit of the technique. The aim of this work is to review the application of
various methods of diagnostic imaging in the evaluation of the respiratory system and
contribution for greater understanding of the breathing dynamics of the horse.

Keywords: Diagnostic imaging, equine, respiratory system.
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DIAGNOSTICO POR IMAGEN EN LA EVALUACION DEL SISTEMA
RESPIRATORIO DE LOS CABALLOS

RESUMEN

El sistema respiratorio de los grandes animales es un sistema complejo y desafiador que
motiva a muchos estudios en la medicina veterinaria. Entre los exdmenes complementares
para evaluar el sistema respiratorio, las técnicas de imagen proporcionan informaciones
importantes para llevar a cabo el diagndstico y el prondstico de los animales. Los principales
métodos utilizados en la rutina son las radiografias, la ecografia convencional y la
endoscopia. La tomografia computarizada, la resonancia magnética y la gammagrafia también
pueden ser utilizadas, pero con restricciones en relacion a su costo/beneficio, el tamafio de los
animales y la complejidad de los exdmenes. Es importante que nuevos estudios sean
realizados para que los exdmenes que involucran a la alta tecnologia se adapten a la rutina y
proporcionen informaciones fidedignas para justificar el costo/beneficio de la técnica. El
objetivo de este trabajo es revisar la aplicacion de los diversos métodos de diagndstico por
imagen en la evaluacion del sistema respiratorio y contribuir para una mayor comprension de
la dindmica de la respiracion del caballo.

Palabras-clave: Diagndstico por imagen, caballo, sistema respiratorio.

INTRODUCAO

O sistema respiratério de grandes animais € um sistema complexo e desafiador que
motiva diversos estudos na medicina veterindria, para melhor compreensdo dos mecanismos
envolvidos em sua fisiologia.O estudo do sistema respiratério depende de um exame fisico
adequado, da colheita de amostras satisfatorias e de varios exames complementares, dentre
estes, os exames de diagndstico por imagem.

Os exames complementares ndo substituem o exame clinico, porém sdo muito
importantes para avaliar a extensdo das alteracdes, o comprometimento das estruturas
adjacentes, acompanhar a evolugdo clinica do paciente, averiguar a efetividade do tratamento
instituido, além de contribuir para determinar o progndstico.

As técnicas de imagem utilizadas comumente para avaliacido do sistema respiratorio sao
a endoscopia, a radiografia e a ultrassonografia convencional. A tomografia computadorizada,
a ressonancia magnética e a cintilografia também podem ser utilizadas, porém com restri¢des
quanto a relagdo custo/beneficio, tamanho dos animais e complexidade do exame. O objetivo
deste trabalho foi revisar a contribui¢cdo dos métodos de diagndstico por imagem utilizados
para colheita de material e na avaliacdo do sistema respiratério de grandes animais.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

ENDOSCOPIA

A endoscopia fornece informacdes relevantes sobre as vias aéreas, visto que permite a
avaliacdo macroscépia adequada de quase toda extensdo do sistema respiratorio. Durante o
exame € importante avaliar a conformac¢do do limem, o aspecto da mucosa, a relacdo entre as estruturas, tais
como o palato mole e a epiglote, os movimentos da laringe, além da presenca, origem e aparéncia das secregdes.
O paciente deve ser estimulado a deglutir para melhor avaliacdo de alteragdes que podem ndo estar visiveis no
exame direto, como pequenos cistos na epiglote (1).
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A endoscopia também pode ser ttil na deteccio de material aspirado na traquéia, obtencdo de
bidpsias da mucosa bronquica ou tecido transbronquial e na lavagem de segmentos do sistema
respiratorio, como bolsa gutural, traquéia e bronquios (2,3).

As bidpsias bronquiais, com auxilio do endoscopio, sdo seguras € ndo estdo associadas a
maiores complicacdes, sendo de grande auxilio em altera¢des focais como no diagndstico de
neoplasias malignas (3).

As bolsas guturais sdo locais comuns de infec¢do em equinos, o lavado do local guiado por endoscépio é
o método mais sensivel para identificar alguns agentes, como nos casos de portadores cronicos de Streptococcus
equi (3,4).

Os lavados traqueobronquicos (LTB) e broncoalveolares (LBA), guiados por
endoscopia, permitem coletar amostras de secre¢des, células de liberacdo e descamacao das
mucosas bronquiais e da regido alveolar, as quais podem ser indicativas de alteracdes

respiratorias (5). Para realiza¢do dos lavados guiados por endoscopia, a sonda ¢ introduzida pela
narina do animal até atingir o local desejado. A mucosa bronquica deve ser dessensibilizada instilando lidocaina

a 0,5%, conforme o avango do endoscépio (3). O procedimento é baseado na infusdo de fluido
isotonico pré-aquecido e imediata suc¢ao do mesmo, sendo o resultado associado aos sinais
clinicos do paciente (5,6).

A execugdo do LBA pode desencadear discreta inflamacao, leve hiperemia da mucosa e
tosse transitéria. Devido a inducdo de neutrofilia pulmonar local ou generalizada, com
duracdo de pelo menos 48 horas, o intervalo entre lavados seriados deve ser de no minimo 72
horas (7). Além disso, a endoscopia permite avaliar a anatomia e funcdo do trato respiratorio

superior (TRS) com animal em repouso e durante o exercicio (8). Devido a alta prevaléncia de
anormalidades encontradas durante o exercicio em equinos diagnosticados como sauddveis ao exame
endoscopico em repouso, sugere-se que sejam realizados os dois tipos de avaliagdo em animais com redugdo de

performance associada a disfungdo do TRS (8,9). Permite ainda a avaliagdo de animais com hemorragia
pulmonar induzida pelo exercicio, em que a presenca de sangue pode ser observada, na
maioria dos animais, até sete dias apds o episodio de hemorragia (9). Nestes casos, a
endoscopia auxilia na classificacdo do grau de severidade da hemorragia pulmonar baseada no
volume de sangue presente e pela sua distribui¢do ao longo das vias aéreas (10).

A classificac@o proposta por Baccarin (11) é:

- Grau I: presenca de pequenas estrias e/ou codgulos situados no terco distal da traquéia.

- Grau II: filetes de sangue distribuidos aleatoriamente (ndo uniforme) por toda extensao
da traquéia, além de codgulos maiores.

- Grau III: sangue distribuido uniformemente por toda extensio da traquéia.

- Grau 1V: quantidade abundante de sangue por toda a tranquéia, laringe, faringe e
fossas nasais.

- Grau V: exacerbagdo do grau anterior e epistaxe.

Nos casos de doengas infecciosas do sistema respiratdrio, a contamina¢do do aparelho
deve ser considerada como risco de infec¢do para outros animais, o que justifica assepsia
adequada do endoscépio (4).

RADIOGRAFIA

O exame radiografico € ttil na avaliacdo da cavidade nasal, seios paranasais, bolsas
guturais, regido retrofaringea e nos pulmoes (4,9,3). As radiografias da cavidade nasal e seios
nasais permitem a visibilizacdo das altera¢des devido ao contraste entre o ar e as estruturas
Osseas presentes. Os sinais tipicos de alteragdes incluem presenca de interfaces de fluido nas
cavidades, perda de contraste do ar visto a presenga de liquido ou tecido mole, depressao ou
elevacdo dos ossos da face e distor¢do das estruturas normais como as raizes dos dentes,
conforme a Figura 1 (9).

Embora as bolsas guturais sejam tecidos moles, o ar ao redor proporciona contraste
radiografico que permite a avaliacdo da estrutura. Os compartimentos medial e lateral de cada
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bolsa sdo facilmente visualizados. A presenca de interface de liquidos pode sugerir hematoma
ou empiema (4). Nas radiografias tordcicas, devido a grande sobreposi¢do de estruturas, a
técnica € limitada ao tamanho dos animais. Nestes casos, ¢ comum ocorrer subexposicdo da
técnica radiogréfica devido a dificuldade de penetracdo dos feixes de raio x, o que pode levar
a uma interpretacao erronea das radiografias (12).

Figura 1. Radiografia lateral do crinio de equino adulto demonstrando &rea radiopaca
circunscrita de limites parcialmente definidos em regido caudal de seio nasal esquerdo. Fonte:
Servigo de Diagnostico por Imagem de Grandes Animais da FMVZ — UNESP Botucatu.

Para evitar avaliacdes dubias das radiografias tordcicas, pode-se acompanhar a evolucao
do paciente comparando a técnica radiografica pela radiopacidade dos corpos vertebrais que
devem manter-se constantes, garantindo, dessa forma, maior fidedignidade dos padrdes
pulmonares encontrados (13). Em animais adultos podem ser realizados trés tipos de exames
radiograficos do térax: o bdsico, o modificado e o personalizado (12).

O bésico consiste em quatro radiografias: a craniodorsal, a cranioventral, a caudodorsal
e a caudoventral. O exame modificado inclui uma quinta radiografia mediodorsal que abrange
melhor a por¢do dorsal do térax. O exame personalizado € mais especifico e localizado;
utiliza-se a centralizacdo do foco, principalmente quando héd suspeita de massa ou outra
alteracao focal nos pulmoes (12).

Em animais recém nascidos, o exame radiogrifico pode apresentar interpretacio
questiondvel nas primeiras 48 horas, visto que o padrdo misto (intersticial-alveolar) pode ser
encontrado em animais recém nascidos normais, em animais prematuros € no caso de potros
com alteracdes pulmonares (9). Este padrdo € justificado pela inflacdo incompleta dos
pulmdes e reten¢do de liquidos, muito comum nas primeiras horas de vida. Dessa forma, em
animais recém-nascidos com suspeita de alteracdes respiratdrias, deve-se repetir os exames
radiograficos, além de associar os resultados com outros exames laboratoriais (14).

O padrao pulmonar intersticial é predominantemente observado na fase inicial da
maioria das doencas pulmonares, incluindo as virais, as bacterianas, as micéticas, as
parasitdrias e as neopldsicas (12). No entanto, o padrao intersticial nodular geralmente &
associado a pneumonia fungica, abscessos, granulomas ou metastase pulmonar (4,12).

O padrao pulmonar bronquico cursa com espessamento da parede e alteragdes no
formato dos bronquios como demonstrado na Figura 2. Este quadro acomete animais com
quadros inflamatérios como as pneumonias alérgicas e broncopneumonias (9). Em animais
jovens, as cartilagens da traquéia podem ndo ser evidenciadas nas radiografias, visto que a
calcificagc@o destas ocorrem com o avancar da idade (3).
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Figura 2. Radiografia caudodorsal do térax de um equino adulto demonstrando padrao
pulmonar misto (intersticial e bronquico) com aumento difuso da radiopacidade pulmonar e
dilatacdo de bronquios com espessamento de parede. Fonte: Servico de Diagndstico por
Imagem de Grandes Animais da FMVZ — UNESP Botucatu.

O padrao pulmonar alveolar caracteriza-se pelo preenchimento dos alvéolos por
liquidos ou secrecdes, o que evidencia o ar dentro dos bronquios, formando os broncogramas
aéreos. Este padrdao inclui como diagndsticos diferenciais as pneumonias bacterianas,
fingicas, aspirativas e os edemas pulmonares (3).

Quando hé efusdo pleural, a cavidade tordcica adquire radiopacidade dgua ao exame
radiografico. Neste caso, € importante repetir as radiografias apds a remog¢ao do liquido, a fim
de avaliar os pulmdes e demais estruturas. No entanto, a presenca de liquido no térax pode ser
melhor visibilizada no exame ultrassonografico (15).

Diferentemente de humanos e pequenos animais, as radiografias tordcicas de equinos
geralmente sdo muito inespecificas. Além disso, muitas doengas pulmonares, tais como
doenca pulmonar induzida pelo exercicio, doenga inflamatéria das vias aéreas e obstrucao
recorrente, podem estar associadas a radiografias normais, o que justifica o uso de outros
métodos de diagndstico por imagem (4).

ULTRASSONOGRAFIA TORACICA

A avaliacdo ultrassonografica do sistema respiratério de grandes animais depende da
experiéncia do ultrassonografista e do conhecimento da anatomia do animal (16). O exame
ultrassonogréafico € ttil para diagndstico, terapéutica e avaliacdo do progndstico de doengas
pleurais e do parénquima periférico dos pulmdes, além das doencas obstrutivas de equinos
(17,4).

O ultrassom apresenta vantagens sobre a radiografia para detectar derrame pleural,
consolidagdo pulmonar, abscessos mediastinais e pulmonares, tumores e granulomas (18,4).
Adicionalmente, uma maior avaliacdo da laringe, especialmente da regido muscular, pode ser
realizada, ja que na radiografia ha grande sobreposicao das estruturas (17). Outra vantagem da
técnica € auxiliar na escolha do local para realizacdo de pleurocentese, que fornece material
para exame citoldgico e microbioldgico, além de aliviar a compressdo pulmonar quando ha
depdsito de liquido ou ar no espago pleural (18). O exame também possibilita caracterizar a
celularidade do liquido pela sua ecogenicidade, estimar o volume e avaliar aderéncias,
espessamento pleural, necrose pulmonar e atelectasia (12).

E comum encontrar discreta quantidade de liquido na por¢io mais cranioventral do
térax. No entanto, quando hd um actimulo de fluido, sugere-se derrame pleural, o qual pode
ser observado como anecdico ou hipoecdico, dependendo da celularidade (12). Nos casos de
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transudatos e transudatos modificados, encontrados em pericardites e pleuropneumonias sem
presenca de fibrina, o fluido aparece anecodico. J4, quando ha aderéncias, como nos casos de
pleuropneumonias cronicas, a imagem apresenta-se hipoecédica devido a presenca de fibrina
conforme a Figura 3 (19).

Figura 3. Sonograma obtido no 8° espaco intercostal do térax de equino com
pleuropneumonia cronica demonstrando grande quantidade de conteido hipoecdico e
anecodico no espaco pleural. Fonte: Servigco de Diagndstico por Imagem de Grandes Animais
da FMVZ — UNESP Botucatu.

A consolidacdo pulmonar ou abscessos na regido periférica dos pulmdes sao facilmente
visibilizados no exame ultrassonogréfico, como areas com alteracdes de ecogenicidade com
perda do padrao normal de artefatos de reverberagao, causados pela presenga de ar durante a
respiragdo do animal (4).

A bidpsia pulmonar pode ser realizada por via percutanea, guiada por ultrassom. Em
geral, as bidpsias pulmonares sdo realizadas quando as radiografias apresentam padrao
pulmonar miliar ou nos casos de suspeita de neoplasias e doengas infiltrativas (3,9). As
complicagdes associadas com a bidpsia pulmonar em equinos incluem epistaxe, hemorragia
pulmonar, taquipnéia, desconforto respiratério e, raramente, pneumotérax (9). A bidpsia deve
ser contra-indicada nos casos de hipertensdo pulmonar, cistos, abscessos, coagulopatias,
animais em taquipnéia grave ou tosse incontroldvel (3,18).

Outra aplicacdo da ultrassonografia é a deteccdo de hérnias diafragmaticas, em que os
orgdos da cavidade abdominal invadem a cavidade tordcica deslocando os pulmdes e o
coragdo. Nestes casos, € possivel notar o deslocamento das estruturas, a presenga de orgdos da
cavidade abdominal no térax e, nos casos de deslocamento intestinal, a presenca de gis e
peristaltismo das alcas (20). As desvantagens da técnica estdo relacionadas ao acesso limitado
a cavidade toricica pelos espacos intercostais e a grande quantidade de artefato devido a

presenca de ar, o que limita a avaliacdo das pleuras e da por¢do superficial dos pulmdes
(4,19).

TOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA
A tomografia computadorizada (TC) oferece informagdes adicionais sobre alteracdes
encontradas na cavidade nasal e seios paranasais, visto que sofre pouca interferéncia da
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sobreposicao das estruturas (Figura 4). A técnica permite identificar o local e extensdao das
lesdes e avaliar as condi¢des das estruturas adjacentes nos casos de traumas, neoplasias e
infeccdes (16,21,22).

Figura 4. Corte tomografico axial da cabeca de equino post-mortem demonstrando regido de
cavidade nasal e seios paranasais sem alteracoes. Fonte: Servico de Diagndstico por Imagem
de Grandes Animais da FMVZ — UNESP Botucatu.

A TC também permite a reconstru¢do 3D e 4D do cranio e a remog¢ao da sobreposi¢ao
das estruturas, o que possibilita uma avaliagdo minuciosa do local desejado (16,22). Apesar da
TC apresentar melhor resolucao para avaliagdes Osseas, esta pode ser ttil na diferenciagao de
massas, hemorragias e mineralizacdo de tecidos moles, ja que o diferente valor de atenuagdo
das estruturas contribui para determinar a composicao do tecido avaliado (3,23).

Alguns artefatos podem ocorrer durante o exame como artefatos de volume parcial e
endurecimento do feixe (cup artifacts). Essas alteracdes se devem ao valor de coeficiente
linear médio de atenuacdo de um voxel muito heterogéneo e ao grande contraste entre as
interfaces dos ossos do cranio e o ar o que prejudica a reconstrugao das imagens. Os artefatos
podem ser minimizados colimando os feixes e com cortes de menor espessura (22).

Apesar da tomografia computadorizada ser um método sofisticado de diagndstico,
principalmente ao fornecer imagens em corte milimétricos de diversos planos, a
disponibilidade desta técnica ainda € limitada devido ao alto custo, a necessidade de anestesia
geral e ao tamanho dos equinos que, em relacdo ao diametro do gentry do aparelho, s6
permite a avalia¢do de algumas partes do corpo dos animais como cabeca e membros (16,22).

RESSONANCIA MAGNETICA

A ressonancia magnética (MRI) é uma técnica baseada na composicao de dgua dos
tecidos e nas propriedades magnéticas das moléculas de hidrogénio no organismo (24). No
trato respiratorio de equinos, a técnica € limitada a cabeca dos animais adultos e ao térax e
cabeca, nos casos de pdneis e potros (16).

A avaliacdo da cabec¢a de equinos permite avaliagdes especificas, sem sobreposi¢ao de
estruturas, além de permitir a reconstru¢do 3D das imagens (16,23). A grande vantagem da
ressonancia para a tomografia computadorizada é a melhor resolu¢do para tecidos moles, o
que permite, por exemplo, o estudo de estruturas extraluminais da laringe e aparelho hidide

(25).
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O exame de MRI pode durar cerca de 60 a 120 minutos, dependendo do local avaliado,
e sdo realizadas diferentes sequéncias durante um mesmo exame, as quais fornecem
informacdes baseadas nas diferentes caracteristicas de cada tecido. Muitas vezes, é necessario
combinar as informacdes de todas seqiiéncias adquiridas para fazer um diagndstico com
precisao e oferecer um plano de tratamento e progndstico (16).

Durante o exame de MRI, cuidados extremos devem ser tomados com materiais
metalicos que possam ser atraidos pelo campo magnético, os quais podem ocasionar acidentes
graves (16). Além disso, objetos metélicos e alguns materiais podem causar interferéncia no
sinal magnético e criar artefatos na imagem, comprometendo a qualidade do exame (24). A
ressonancia magnética tem grande potencial para aumentar a capacidade de diagndstico em
doencas do trato respiratério superior de equinos, como alteracdes na laringe e tecidos
adjacentes (17,25). No entanto, é geralmente reservada para casos especificos em que outros
métodos de baixo custo sdo limitados ou ndo conclusivos, devido ao alto custo da técnica
(16).

CINTILOGRAFIA

A cintilografia permite obter informagdes sobre os processos fisiopatologicos de
doencas que envolvem o sistema respiratério, além de detectar doencas subclinicas ou
alteracdes nao visibilizadas em outras técnicas de diagndstico por imagem (26). O principio
fisico da técnica baseia-se na aplicacdo de radiofarmaco especifico emissor de radiacdo gama,
a qual é captada por uma cidmara que emite luz proporcional a intensidade da radiacdo
incidida. Os flashes de luz sdo convertidos em sinais elétricos proporcionais as amplitudes das
ondas formando as imagens (3).

As imagens para cintilografia pulmonar em equinos sdo obtidas da regido lateral do
térax, dividindo em por¢ao cranial e caudal. Geralmente, € necessario sedar o animal,
lembrando que os agonistas adrenégicos podem alterar a fun¢do respiratéria, principalmente
em animais com doencas obstrutivas recorrentes (27).

O estudo da perfus@do pulmonar local por meio da cintilografia, pode fornecer
informacdes sobre abscessos pulmonares, bronquites e avaliar a resposta a tratamentos
especificos (26). Com o avancar dos estudos em cintilografia serd possivel maior
entendimento da dinamica respiratéria em equinos, visto que a técnica possibilita avaliar a
perfusdo pulmonar, ventilagdo e depuracdo alveolar, além de determinar o envolvimento das
células em processos inflamatoérios e contribuir em pesquisas sobre a deposi¢ao de aerossdis
nos pulmoes (3,4,27).

No entanto, o procedimento ainda é limitado na medicina veterindria e restrito a centros
especializados, visto que envolve tecnologia avancada adaptada da medicina humana, o que
requer grande experiéncia dos profissionais, além dos custos elevados (27).

CONSIDERACOES FINAIS

Com o aumento da disponibilidade e acessibilidade dos métodos complementares, mais
informacdes sdo obtidas sobre os mecanismos de funcionamento do aparelho respiratério, o
que tem auxiliado no diagndstico e estudo das doencgas respiratdrias em grandes animais.

Embora alguns métodos de diagndstico por imagem apresentem custos elevados ou
pouca praticidade, em casos especificos estes sdo esclarecedores, fato que justifica a
aplicabilidade em animais de alto valor econdmico.

E importante que novos estudos sejam realizados para que os exames mais complexos
sejam adaptados para a rotina e fornecam informagdes seguras que justifiquem o
custo/beneficio da técnica.
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RESUMO

O Plasma Rico em Plaquetas (PRP) é um preparado do sangue total que contém diversos
fatores de crescimento importantes na proliferacao e diferenciacao celular, angiogénese, além
de sintese e deposi¢do da matriz extracelular. H4 na literatura diversos estudos sobre a acao
do PRP na reparacdo de lesdes musculoesqueléticas e cutaneas em vdarias espécies, com
resultados promissores. Nesse sentido, o objetivo dessa revisao € relatar as propriedades do
PRP, bem como a sua aplicac¢do terapéutica em tecidos musculoesqueléticos e cutaneo, com
enfoque particular na espécie equina.

Palavras-chave: cavalo, fatores de crescimento, terapia regenerativa, equino, PRP

PLATELET-RICH PLASMA: A NEW THERAPEUTIC APPROACH FOR EQUINE
MEDICINE

ABSTRACT

Platelet Rich Plasma (PRP) is a preparation of whole blood that contains several important
growth factors in cell proliferation and differentiation, angiogenesis, and synthesis and
deposition of extracellular matrix. There are several studies in the literature about the action
of PRP in the repair of musculoskeletal injuries and skin in several species, with promising
results. Thus, the objective of this review is to describe the properties of the PRP, as well as
its therapeutic application in musculoskeletal tissues and skin, but with particular focus on the
equine species.

Keywords: horse, growth factors, regenerative therapy, equine, PRP
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PLASMA RICO EN PLAQUETAS: UN NUEVO ENFOQUE TERAPEUTICO PARA
LA MEDICINA EQUINA

RESUMEN

Plasma rico en plaquetas (PRP) es una preparacion de sangre total que contiene varios
factores de crecimiento importante en la proliferacion y diferenciacion celular, la
angiogénesis, ademads de la sintesis y deposiciéon de matriz extracelular. Hay varios estudios
en la literatura acerca de la accion del PRP en la reparacion de lesiones musculo-esqueléticas
y de la piel en varias especies, con resultados prometedores. Asi, el objetivo de esta revision
es describir las propiedades del PRP, asi como su aplicacion terapéutica en los tejidos
musculo-esqueléticos y la piel, pero con especial énfasis en la especie equina.

Palabras-clave: caballos, factores de crescimiento, terapia regenerativa, equino, PRP
INTRODUCAO

O Plasma Rico em Plaquetas (PRP) ¢ um concentrado de plaquetas obtido por meio de
uma metodologia simples, com boa relagdo custo/beneficio para se obter altas concentracdes
de fatores de crescimento com propriedades regenerativas. Concentragdes superiores a
300.000 plaquetas/pl sdo necessdrias para o efeito terapéutico desejado (1).

Na espécie equina, o PRP é estudado em diferentes enfermidades como, as tendinites
(2), as desmites, as osteoartrites (3) e feridas cutaneas (4), com efeitos positivos tanto
individualmente quanto sinergicamente, melhorando a migracdo e proliferagdo celular,
angiogénese e deposi¢ao de matriz na cicatrizacdo tendinea e de ferimentos (5).

O objetivo dessa revisdo € relatar as propriedades do PRP, bem como a sua aplicacdo
terapéutica em tecidos musculoesqueléticos e cutaneo de equinos.

REVISAO DE LITERATURA
Plaquetas e fatores de crescimento

As plaquetas sdo pequenos fragmentos citoplasméticos anucleados, discoides, derivados
de megacariocitos da medula 6ssea. Elas possuem de 5 a 7 um de didmetro e largura inferior a
3 um (6). Estes fragmentos cont€ém no citoplasma varias proteinas, citocinas e fatores
bioativos que estdo envolvidos com a regulacdo dos aspectos basicos da reparagdo tecidual,
além da coagulacdo sanguinea (7).

Os granulos alpha sdo particulas presentes nas plaquetas nos quais estdo contidos o
fator de crescimento transformante-p (TGF-P), fator de crescimento semelhante a insulina 1
(IGF-1), fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF), fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF), fator de crescimento fibrobladstico (FGF), fator de crescimento epidermal
(EGF) e fator de crescimento epidermal derivado de plaquetas (PDEGF) (8), que sao
liberados apdés a ativagdo plaquetdria. Entretanto, recentemente McCarrel e Fortier (5)
demostraram a liberagdo dos fatores de crescimento por no minimo quatro dias, sem a
necessidade de agentes ativadores exdgenos, como gluconato de célcio, cloreto de célcio e
trombina (9).

Os fatores de crescimento contidos nas plaquetas sdao peptideos sinalizadores,
responsaveis pela regulacdo do metabolismo celular pela interagdo com um organizado
complexo de receptores de superficie celular. Esta interagdo resulta no aumento da transcri¢ao
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génica e consequente producdo de proteinas que desencadeiam a proliferacdo e diferenciacao
celular, além do aumento da produ¢do da matriz extracelular (10) e angiogénese, o que facilita
o processo de reparacao tecidual (11).

Métodos de obtengdo do PRP

O PRP ¢ obtido a partir de sangue nao coagulado, pois as plaquetas fazem parte do
codgulo, e nele elas ja foram ativadas e degranularam (12). Ele pode ser obtido basicamente
por trés técnicas: do tubo (manual), centrifugacio (semiautomatica) e por aférese (automatica)
(13). Nestes procedimentos variam o custo, facilidade de preparacdo, o volume de sangue
necessario e a concentracdo de plaquetas obtida. No primeiro os custos sdo minimos, 0
volume utilizado € pequeno e o PRP ¢ facilmente obtido, mas com pequena concentraciao de
plaquetas. Na centrifugacdo os custos sdo baixos, porém € necessdria a aquisi¢do de uma
centrifuga, o volume necessirio é pequeno e também é de ficil obtengdo, obtendo maior
concentracdo de plaquetas. O ultimo método é caro, pois sdo necessdrios equipamentos €
“kits” especificos, o volume de sangue necessdrio € grande, porém se obtém altas
concentracdes plaquetdrias e maior volume de PRP. Existe ainda o método desenvolvido pela
VetCell (Quy Bioscience Ltd., T/A VetCell, Inglaterra) no qual o sangue € coletado em uma
bolsa e passa pelo dispositivo Pall’s para captura das plaquetas. Depois se lava o filtro,
recuperando as plaquetas na solugdo, sendo de fécil realizacdo, porém com custos elevados.
As concentragdes obtidas nos diversos estudos sao mostradas no Quadro 1.

Quadro 1. Estudos realizados com PRP demonstrado os autores, método de preparo e
concentracdo plaquetdria média obtida.

Autor Método de preparo Concentracao de plaquetas média
Maia et al. (2) centrifugacao 407.500 plaquetas/ul
Bosch et al. (11) GPS II, Biomet* 639.700 plaquetas/ul
Carmona et al. (25) centrifugacao 250.000 plaquetas/pl
Textor et al. (14) centrifugacao 1.765.000 plaquetas/pl
Textor et al. (14) Harvest Smart PReP2* 951.000 plaquetas/ul

*Kits comerciais para o preparo do PRP.

Textor et al. (14) testaram os efeitos dos métodos de preparo, for¢a de cisalhamento e a
exposicdo ao coldgeno para liberacdo dos fatores de crescimento utilizando seis equinos. Os
métodos utilizados foram a centrifugacdo e um método automético (Harvest Smart PReR?2),
sendo que as maiores concentracdes foram obtidas com a centrifugacdo (1.765 x 103
plaquetas/pul) do que no outro método (951 x 103 plaquetas/ul). Porém as quantidades de
PDGF e TGF-B foram maiores no método automatico, fato que pode ser explicado pela
ativacdo prematura das plaquetas durante o processamento, ndo ocorrendo na centrifugacao
pela adi¢ao de prostaglandina E; que bloqueia a ativac¢do plaquetdria.

Nos protocolos de centrifugacdo para obtencdo do PRP na primeira centrifugacio
separa-se as c€lulas vermelhas (7 um de didmetro) e brancas (7-15 um de didmetro) das
plaquetas (2 um de didmetro), devido a diferenca de densidade. Na segunda ocorre a
concentracdo das plaquetas, produzindo o PRP e o plasma pobre em plaquetas (PPP) (12).
Existem diversos protocolos descritos de obten¢do do PRP na espécie equina, embora sejam
raros os estudos comparando a eficiéncia desses protocolos.
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Virios estudos pré-clinicos com PRP ji foram feitos e Kon et al. (8) revisaram os
resultados obtidos em tecidos musculoesqueléticos em humanos, conforme demonstrado no
Quadro 2.

Quadro 2. Resultados pré-clinicos de estudos (8).

Tecido Efeitos

Tendao Estimula a expressdo de moléculas de matriz, proliferacdo de células de tenddo sintese de
angiogenicos e outros fatores de crescimento.

Ativacdo da migracdo de células circulantes.

Aumento da neovascularizacdo e atividade metabdlica.

Aumento da maturag@o no calo tendineo, rigidez, tensdo maxima e forca de ruptura.

Ligamento Melhora nas propriedades histoldgicas e biomecénicas (usado como hidrogel coldgeno-PRP).

Cartilagem Diminui¢do da fibrilacdo da cartilagem, hiperplasia da membrana sinovial e hemorragia.
Aceleracdo da expansio dos condrdcitos.
Melhora na prolifera¢do e diferenciacio condrogénica das células tronco mesenquimais.

Muisculo Aceleracdo da ativacdo das células satélites.

Aumento do didmetro das fibras regenerativas.

Estimulacdo da miogénese.

Aumento da expressio da proteina de myoD (38-kD) e miogenina.
Aceleracdo do tempo de recuperacdo apds lesdo por esforco.

O emprego do PRP nas lesoes tendineas e ligamentares

A tendinite e a desmite resultam em perda econdmica considerdvel para a industria
equina devido a diminui¢do de desempenho, reabilitacio prolongada, lesdes recorrentes e
aposentadoria precoce. Atualmente, buscam-se métodos de tratamento que induzam a
regeneracdo tecidual, ou seja, a restauracdo da arquitetura estrutural normal e funcgado
biomecanica, ao invés de formacgdo de tecido cicatricial com aumento do risco de recidiva
(15).

Com o objetivo de se obter uma melhor cicatrizacdo e acelerar o processo tem-se
estudado o efeito do PRP nas lesdes tendineas e ligamentares. Varios fatores de crescimento
presentes nas plaquetas sdo importantes para o desenvolvimento e homeostase tendinea, mas
0 IGF-1 e o TGF-B1 tem importante papel na reparacao (16).

O IGF-I é um importante mediador em todas as fases da cicatrizagdo de ferimentos,
particularmente durante as fases inflamatorias e proliferativas (17). O pico deste fator ocorre
quatro semanas apds a lesdo tendinea, durante as fases inflamatéria e proliferativa da
cicatrizacdo, sendo que nas duas primeiras semanas os niveis teciduais da proteina IGF-I estao
40% abaixo do encontrado em tecido normal (16). O IGF-I fica aumentado localmente
durante e apds a inflamacao e les@o em tecidos moles, o RNAm e os niveis de proteinas estao
ambos aumentados, fato que é acompanhado por um correspondente aumento no nimero de
receptores (17). Seu papel primario parece estimular a proliferacao e migracao de fibroblastos
e outras células para o local da lesdo, e subsequentemente aumentar a produgdo de coldgeno e
outras estruturas da matriz extracelular nessas células durante a fase de remodelamento,
possuindo também a habilidade de reduzir a inflamacao (17).

O TFG- B € ativo em quase todos os estdgios da reparacdo tendinea. Ele possui variados
efeitos como estimular extrinsecamente a migracdo celular, regular as proteinases, formar
interacdes vinculadas a fibronectina, finalizar a proliferacdao celular via inibidores de kinase
dependente de ciclina e estimular a produgdo de coldgeno (17). A expressdo de RNAm para
TGF- B1 aumenta imediatamente apds a lesd@o no tendao, com pico apds uma semana. Desta
forma os niveis de proteina TGF- B1 se elevam a partir da primeira semana tendo o pico com
quatro semanas (18). Apesar das acdes pro-reparativas, o TGF- também é uma citocina
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chave no processo de patogénese da fibrose e formacao de cicatriz, podendo resultar em uma
desordem de deposicao excessiva de colageno (18).

O VEGEF age nas primeiras fases de migracao celular e proliferacdo, mas € mais ativo
apos a inflamacdo, notadamente durante as fases de proliferacdo e remodelamento na qual ele
tem se mostrado um potente estimulador de angiogénese. A neovascularizacdo parte da
superficie do epitenddo e promove a chegada de células extrinsecas, nutrientes e fatores de
crescimento para a drea lesada (17). Terapeuticamente o VEGF mostrou melhora na forca
ténsil do tenddo durante o curso da reparacdo do tenddo de Achiles em ratos quando
administrado por via intralesional no tenddo reparado quando comparado ao controle (18). O
possivel mecanismo terapéutico do VEGF pela aceleracdo do processo de angiogénese (18).

O PDGF tem papel significativo nos estagios iniciais da reparacdo, pela inducdo da
sintese de outros fatores de crescimento, como o IGF-I. Aumentos nos niveis de PDGF
tiveram como resultado aumento nos niveis de IGF-I e nos receptores de IGF, que uma vez
ativados estimulam a sintese de DNA (19). Estudo in vitro realizado por Yoshikawa e
Abrahamsson (20) demonstraram que este fator de crescimento também possui um importante
papel durante o remodelamento tecidual. O PDGF estimulou a produgdo de proteinas
coldgenas e ndo coldgenas, assim como a sintese de DNA, em dose dependente. A ativacao
dos receptores desse fator de crescimento leva a proliferacio e diferenciacdo de fibroblastos,
deposicdo de colageno e angiogénese (18). Adicionalmente, o PDGF também aumenta a forca
tensil de feridas incisionais e acelera a sua reparacao quando aplicado topicamente (18).

O IGF-I e PDGF tém funcgdo vital durante a primeira fase e a fase intermedidria da
reparagdo, durante a qual eles agem na migracdo e proliferacdo dos fibroblastos e estimulam a
sintese de matriz extracelular. O TGF-$ e o VEGF também possuem papéis neste processo, e
adicionam instrumentos na fase de remodelamento, regulando a angiogénese dentro da lesdo
(17).

Baseando no importante papel dos fatores crescimento na fisiopatologia da tendinite e
desmite, o PRP pode ser considerado uma excelente alternativa terapéutica para o tratamento
dessas afeccoes. Fato esse comprovado pelos bons resultados relatados na literatura cientifica
(2,11,13, 15).

Maia et al. (2) estudaram experimentalmente a tendinite no tenddao do musculo flexor
digital superficial (TFDS) de equinos tratados com PRP, sendo observado na histopatologia
reparagdo tecidual uniforme e organizada, 36 dias apds aplicacdo intratendinea desse
componente rico em plaquetas. Prades et al. (13) trataram sessenta e dois equinos com lesdes
tendineas e ligamentares e, apds um periodo de quatro a cinco meses, cinquenta e trés animais
voltaram ao treinamento.

Bosch et al. (11) testaram o efeito de uma unica aplicacio de PRP em lesdes criadas
cirurgicamente em equinos. Avaliou-se a neovascularizacao, por ultrassonografia com “Color
Doppler” (uma semana apds a lesdo, logo antes da administracdo de PRP, duas, trés, cinco,
oito, doze, dezoito e vinte e quatro semanas apds a inducdo), e realizou-se exame
imunoistoquimico (vinte e quatro semanas apds o inicio do experimento) para o fator VIII
(fator de Von Willebrand), que estd presente apenas em células endoteliais intactas e
funcionais. Os resultados permitiram demostrar que os membros tratados com PRP
apresentaram maior neovasculariza¢cdo. A melhora na vascularizacdo € proposta como uma
razdo para o prolongado efeito terapéutico de uma unica aplicacdo de PRP, ja que os fatores
de crescimento agem por um curto periodo.

Schnabel et al. (21) testaram o efeito do PRP, do plasma pobre em plaquetas (PPP), do
aspirado de medula 6ssea, do plasma e do sangue total em culturas de fragmento de TFDS de
equinos em concentragdes de 10%, 50% e 100% de cada um dos tratamentos. Observou-se
que as culturas com 100% de PRP obtiveram maiores expressdes de RNAm para coldgeno
tipo I (COL1A1), coldgeno tipo III (COL3A1), propor¢io COL1A1: COL3Al, e proteina
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oligomérica de matriz cartilaginosa (COMP). Além disso, nao foi observada estimulacdo da
expressdao de metaloproteinase-13 (MMP-13) e MMP-3, sugerindo que o efeito dos fatores de
crescimento liberados pelas plaquetas concentradas durante a centrifugacao prevalece sobre o
potencial de mediadores catabdlicos ou pré-inflamatérios derivados dos leucdcitos e
plaquetas. O PRP também obteve as maiores concentracdes de fatores de crescimento.

Em outro estudo com cultura de ligamento suspensoério com plasma, sangue total, PRP,
PPP e aspirado de medula dssea acelular, também nas concentragdes de 10%, 50% e 100%,
Schnabel et al. (22) avaliaram a resposta proliferativa e determinaram os niveis de RNAm. O
PRP obteve os mais altos indices de estimulacio das MMP-3 e MMP-13. No contetddo de
DNA e de coldgeno total ele obteve desempenho intermedidrio. Os melhores resultados foram
obtidos pelo aspirado a 100%.

Ridermann et al. (15) conduziram um estudo com seis equinos que apresentavam
variados graus de tendinite, porém sem um grupo controle. Os resultados ultrassonograficos
revelaram diminuicdo no percentual de drea lesada, na drea do tenddo, no grau de
ecogenicidade, além de melhor alinhamento das fibras. Além disso, ndo houve recidiva
durante o periodo de monitoramento (treze meses pos-lesdo).

O emprego do PRP nas lesoes osteoarticulares

A lesdo a cartilagem é um grande problema e vérios equinos sio afastados da carreira
atlética, ou até mesmos eutanasiados, por apresentarem danos irrepardveis e, subsequente,
osteoartrite da cartilagem articular (23).

Os fatores de crescimento contidos no PRP podem contribuir para a regeneracdo da
cartilagem. O TGF-f aumenta a expressdo fenotipica dos condrécitos, diferenciacao
condrogénica das células tronco mesenquimais, deposi¢do de matriz extracelular, além de
diminuir os efeitos supressivos do mediador inflamatério interleucina-1 na sintese de
proteoglicano na cartilagem. J4 o PDGF aumenta a proliferacdo de condrdcitos e sintese de
proteoglicanos, e o IGF estimula a sintese de proteoglicanos e atrasa o seu catabolismo (8).

Dentre os estudos conduzidos com equinos, Prades et al. (13) trataram vinte e trés
animais com trés aplicagdes intra-articulares, com duas a trés semanas de intervalo entre elas.
Observou-se melhora no grau de claudicagdo e efusao articular. Em outro estudo, Frisbie et al.
(24) relataram melhora no grau de claudica¢do e diminui¢do da fibrose na cartilagem, da
hiperplasia na membrana sinovial e da hemorragia apds a administragdo de plasma autélogo
em equinos com osteoartrite induzida experimentalmente na articulacio do carpo.

Carmona et al. (25) realizaram estudo com equinos que ndo responderam a terapia
convencional composto de trés aplicagdes intraarticulares de PRP com um intervalo de duas
semanas entre cada aplicacdo. Os resultados permitiram demonstrar redu¢do no grau de
claudicagdo principalmente ap0s a terceira aplicacdo, além da regressao da efusao articular. A
resposta terapéutica foi atribuida ao efeito analgésico e anti-inflamatério exercido pelo PRP
mediante a inibi¢ao da expressao de fatores nucleares e bloqueio da acdo dos metabdlitos pro-
inflamatoérios em uma escala menor. Além disso, o PRP causa aumento da sintese in vitro de
acido hialurdnico pelos sinoviécitos de humanos com osteoartrite, gerando consequentemente
poderoso e prolongado efeito analgésico e anti-inflamatdrio na articulacio (26).

Em estudos conduzidos com humanos, Sanchez et al. (27) publicaram um relato de caso
no qual o PRP foi utilizado para tratar avulsdao de cartilagem articular em um jogador de
futebol, obtendo-se como resposta a diminui¢do do tempo de recuperacdo e completa
restauracdo da cartilagem articular, com rdpido retorno a atividade atlética sem apresentagao
de sintomas. Sanchez et al. (28) em outro estudo testaram o PRP para o tratamento de
osteoartrites na articulacdo femurotibiopatelar. O &cido hialurdénico foi utilizado como
controle, mostrando melhora no tratamento da dor e funcao fisica com o uso do PRP.
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O emprego do PRP nas lesdes dsseas

H4 poucos estudos sobre a aplicacdo do PRP em lesdes 6sseas em equinos, sendo a
maioria dos estudos conduzidos em outras espécies. Entretanto, ha na literatura o relato de
Lopez et al. (29) que realizaram o tratamento de uma fratura escapular causada
acidentalmente por um projétil de arma de fogo. O tratamento consistiu em trés aplicacdes
guiadas por ultrassom com duas semanas de intervalo. Com um més de evolucdo houve
reducdo no grau de claudica¢do (de 5 para 3) e ndo havia mais crepitacdo. O equino foi
submetido a um programa de exercicios gradual e em nove meses estava completamente
recuperado, nao apresentando mais atrofia muscular do membro acometido.

Kitoh et al. (30) relataram uma série de casos no qual dezessete pacientes humanos
receberam aplicacdo de PRP e vinte e nove ndo. Os autores concluiram que no grupo tratado
com PRP ndo houve atraso na consolidacao e tiveram menos complicacdes.

Em outro estudo foram criadas fraturas no fémur de quarenta e oito ratos (9). O grupo
tratado recebeu PRP e o controle recebeu solucao salina. Na quarta semana apds o tratamento
as andlises revelaram que no grupo tratado com PRP houve a formacdo de um maior calo
6sseo, sendo também mais resistente. Houve maior expressdo de TGF- e de proteina dssea
morfogénica que foram associadas com a aceleracdo na reparagdo dssea.

Intini (31) realizou um estudo sobre as acdes dos diversos fatores de crescimento
plaquetdrios na reparagao 6ssea, conforme demostrado no Quadro 3.

Quadro 3. Diversas ac¢des dos fatores de crescimento na reparagio ossea (31).

Fator de crescimento Ac¢20 nos 0ssos

Fator de crescimento | Age na proliferacdo 6ssea, promovendo a formacdo do osso periosteal e

Epidermal (EGF) aumentando a reabsor¢cdo endosteal, em doses fisiologicas. A falta de
receptores para este fator de crescimento causa um atraso na ossificacdo
primdria da cartilagem e atrasa o recrutamento dos osteoclastos e
osteoblastos.

Fator de crescimento | Age na proliferacdo e diferenciacio ao induzir os preosteoblastos e

Fibroblastico basico (bFGF)

osteoblastos capazes de induzir e sustentar a regeneracao dssea.

Fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF)

Estimula células osteobldsticas em cultura a proliferarem, sintetizarem
proteinas da matriz éssea e estimulam a expressdo de mRNA para a fosfatase
alcalina, osteopontina e osteocalcina na matriz dssea estromal.

Fator de crescimento celular

Angiogénese.

endotelial derivado de

plaquetas (PDECGF)

Fator de crescimento | Proliferacdo: o efeito primdrio do PDGF nos ossos € relacionado a sua
derivado de plaquetas | atividade mitogenica. Liberacdo controlada de PDGF é benéfica para a
(PDGF) regeneracdo Ossea quando aplicado no local de lesdo.

Fator de crescimento | Age como um fator de crescimento pardcrino e autdcrinoproliferativo,

transformante - 1 (TGF-p1)

afetando principalmente os fibroblastos, células tronco medulares e

preosteoblastos.

Fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF)

Angiogénese: aumenta a vasculariza¢do nos defeitos 6sseos. Também € eficaz
para induzir a regenerac¢do Ossea em 0ssos irradiados.

O emprego do PRP nas lesoes musculares

Lesoes musculares, causadas por contusio ou estiramento, sdo comuns € incapacitantes.
Elas acometem principalmente atletas em competicdes que envolvem contato, corrida, salto e
atividade de aceleracdo, e podem ser responsdveis pela maioria dos dias perdidos na prética

esportiva (12).

Em um estudo com ratos com multiplas aplicacbes de PRP em lesdes musculares
excéntricas, houve reducao significativa no tempo de recuperacgao (32).
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Quatorze atletas profissionais que apresentavam lesdao muscular aguda foram tratados
com aplicacdo de PRP guiada por ultrassom apds a aspiracdo do hematoma em uma série de
casos nao publicada (12). Houve reducdo do periodo de recuperacao de 50%. Em intervalos
regulares foi realizado acompanhamento médico com exames ultrassonogrificos que
confirmaram progressiva melhora do musculo acometido.

Apesar do sucesso obtido em alguns estudos, hd a teoria de que o PRP pode induzir a
fibrose muscular, principalmente pela presenca do TGF-B nos alpha granulos. Em estudos in
vitro com tecido muscular foi demonstrado que este fator de crescimento estimula a fibrose, e
esta falha na reparacdo pode levar ao aumento do risco de recidiva (12).

A maioria desses estudos € conduzida em ratos, coelhos e humanos sendo escassa a
literatura em equinos. Sao necessarios mais estudos para avaliar a viabilidade do uso do PRP
em lesdes musculares nesta espécie.

O emprego do PRP nas lesdes cutdneas

Os ferimentos traumdticos sdo desafiadores e, muitas vezes, exigem acompanhamento
intensivo dos proprietdrios e veterinarios de equinos, sendo que o fechamento primario de
feridas é bem sucedido em apenas 24% dos casos (33). Para agravar o problema, a
cicatrizacdo de feridas por segunda intencdo estd sujeita a inimeras complicacdes que
comprometem o equino, incluindo inflamag¢do cronica, contragdo fraca, desenvolvimento de
tecido de granulacdo exuberante e reepitelizacdo lenta (34).

Com o objetivo de reduzir o tempo de cicatrizagdo das lesdes cutaneas, vérios estudos
foram conduzidos. Dentre eles pode-se citar o de De Rossi et al. (4) que testaram o uso de
PRP em gel no tratamento de feridas induzidas cirurgicamente na regido do pescogo de
equinos. Duas feridas com oito centimetros foram realizadas em cada antimero do pescoco, e
os seis equinos foram divididos em grupo um e dois. O primeiro grupo teve uma lesao
biopsiada no dia cinco e outra no dia trinta apés a indu¢do. O segundo grupo teve sua lesao
biopsiada nos dias quinze e quarenta e cinco. Os resultados permitiram demostrar que no
grupo tratado a resposta inflamatéria foi menor, nos parametros histolégicos houve uma
melhor organizacdo tecidual e maior angiogénese do que no grupo controle. Por outro lado,
Monteiro et al. (35) ndo observaram acelera¢do e nem melhora na qualidade da reparacdo ao
tratar lesoes na regido metacarpiana. O PRP teve um efeito deletério estimulando o tecido de
granulacdo exuberante e, consequentemente, atrasando significativamente a cicatrizagao.
Neste estudo foram avaliados os pardmetros histoldgicos, biomecanicos e mensuracdo da
quantidade de TGF- e de RNAm para coldgeno tipo I e III, ndo havendo diferenca nas
avaliacdes. Uma provavel justificativa € a elevada concentragao de TGF- que possivelmente
acelera a diferenciacdo dos fibroblastos em miofibroblastos, reduzindo a sintese e quantidade
de matriz depositada no tecido de cicatrizacao.

A principal vantagem terapéutica do PRP sobre os fatores de crescimento purificados e
isolados para o tratamento de feridas é que ele representa uma mistura natural de mediadores
estimulantes e inibitdrios projetados para ter efeitos bioldgicos sinérgicos no ambiente do
ferimento (36).

CONSIDERACOES FINAIS

O PRP ¢ estudado hd muito tempo com grande sucesso em alguns casos, o que
estimulou vdrios pesquisadores a utilizd-lo em lesdes de diferentes tecidos. Alguns estudos
como o de Maia et al. (2), Bosch et al. (11), Frisbie et al. (24) e De Rossi et al. (4)
apresentaram resultados favordveis, ja o estudo de Monteiro et al. (35) nao revelou resultados
satisfatorios. Em lesdes musculares hd ainda grande receio quanto a sua utiliza¢do devido a
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excessiva produgdo de tecido fibroso que pode ser provocada pelo TGF-B. Apesar de alguns
resultados positivos desses experimentos, hd alguns estudos nos quais ndo se observa
melhora. Isso se deve em parte a falta de padronizacdo nos protocolos de obtencdo, com
diferentes formas de preparo, além de tempo e forcas de centrifugacdo relativa variadas. Além
disso, ainda ndo se sabe exatamente o correto nimero de aplicacdes, intervalo entre elas, a
dose e concentracdo ideal de plaquetas e o momento correto para se realizar o tratamento.
Portanto ha a necessidade de mais estudos basicos para que se obtenha o maximo de efeito do
PRP e se comprove ou ndo sua eficicia, particularmente na medicina equina.
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HIPOADRENOCORTICISMO EM CAES: REVISAO

Felipe Gazza Romio'
Mariana Isa Poci Palumbo Antunes’

RESUMO

O hipoadrenocorticismo ou Sindrome de Addison, é uma endocrinopatia incomum de dificil
diagnoéstico em cdes, j4 que os sinais clinicos mimetizam doencas comuns da clinica de
pequenos animais. Pode ser classificado em primdrio, secunddrio ou tercidrio. Acomete
animais jovens ou de meia-idade, sendo que as ragas mais predispostas ao surgimento da
enfermidade incluem: Poodle, Springer spaniel, Rottweiller, Basset hound e West highland
terrier. Os sinais clinicos sdo bastante varidveis, e o paciente pode apresentar desde uma
simples gastroenterite até sinais de decubito e coma, em decorréncia da falta de
glicocorticéides e mineralocorticéides. O diagndstico € feito baseado nos sinais clinicos e €
confirmado pela escolha correta dos testes hormonais. O clinico ndo deve perder tempo para
diagnosticar e tratar a doenca, ja que animais em crise adissoniana podem ir a ébito dentro de
algumas horas. O objetivo desta revisdo € alertar os clinicos sobre a ocorréncia desta doenga e
a dificuldade do diagnéstico, em razdo da semelhanga dos sinais clinicos com os de outras
enfermidades.

Palavras-chave: adrenal, estimulacdo por ACTH, cortisol, aldosterona.

HYPOADRENOCORTICISM IN DOGS: REVIEW
ABSTRACT

Hypoadrenocorticism, or Addison’s disease, is an uncommon endocrinopathy of hard
diagnosis in dogs, since the clinical signs mimic common diseases of small animal’s clinic. It
can be classified in primary, secondary or tertiary. It affects young or middle-aged animals,
and the most predisposed breeds to have this disease include: Poodle, Springer spaniel,
Rottweiler, Basset hound and West highland terrier. Clinical signs are variable, and the
patient may have from simple gastroenteritis to signs of recumbency and coma, due to the
lack of glucocorticoids and mineralocorticoids. The diagnosis is made based on clinical signs
and confirmed by the correct choice of hormonal tests. The clinician must not lose time to
diagnose and treat the disease, since animals in crisis can die in hours. The objective of this
review is to alert clinicians about the occurrence of this disease and the difficulty of diagnosis,
because of the similarity of clinical signs with those of other diseases.

Keywords: adrenal, ACTH stimulation test, cortisol, aldosterone.
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HIPOADRENOCORTICISMO EN PERROS: REVISION
RESUMEN

Hipoadrenocorticismo, o sindrome de Addison, es un trastorno endocrino poco comun de
dificil diagnostico en los perros, ya que los sintomas clinicos imitan las enfermedades
comunes de la clinica de pequeiios animales. Puede ser clasificado en primario, secundario o
terciario. Afecta animales jovenes o de mediana edad, y las razas mas propensas a la aparicion
de la enfermedad son: Poodle, Springer spaniel, Rottweiler, Basset hound y West highland
terrier. Los signos clinicos son variables, y el paciente puede tener una gastroenteritis simples
hasta signos de postracion y coma, debido a la falta de glucocorticoides y
mineralocorticoides. El diagndstico se realiza con base en los signos clinicos y es confirmado
por la eleccioén correcta de las pruebas hormonales. El clinico no debe perder tiempo para
diagnosticar y tratar la enfermedad, ya que los animales en crisis se pueden se morir en pocas
horas. El objetivo de este trabajo es alertar a los clinicos sobre la incidencia de esta
enfermedad y la dificultad del diagndstico, debido a la similitud de los signos clinicos con los
de otras enfermedades.

Palabras-clave: suprarrenal, teste de estimulacion con ACTH, cortisol, aldosterona.
INTRODUCAO

O hipoadrenocorticismo canino (sindrome de Addison) € resultante da secrecdo
hormonal adrenocortical (glicocorticdide e mineralocorticéide) insuficiente para manter as
necessidades fisiologicas basicas do organismo (1,2). Estima-se que a incidéncia da doenca
varie de 0,36% a 0,5% da populagdo canina, sendo que os sinais clinicos somente aparecerdao
quando mais de 85% das adrenais estiverem comprometidas (3).

As glandulas adrenais sdo 6rgdos enddcrinos bilateralmente simétricos localizados
proximos aos rins (4), que se situam na por¢do dorsal do abdome, préximo a jungdo
toracolombar. Sd@o retroperitoniais e, em geral, de localizacdo craniomedial ao rim
correspondente (5). A adrenal (supra-renal) direita tem forma triangular e estd situada na
borda medial do rim, cranialmente em relagdo ao hilo. O dpice da glandula estd voltado em
direcdo caudal, estando ainda relacionada dorsolateralmente com a veia cava posterior (6).

Normalmente, as glandulas adrenais ndo fazem contato com os rins. Elas t€ém coloragdo
creme e sdo ricas em lipidios. Em caes adultos medem de 2 a 3 cm de comprimento, 1 cm de
largura e 0,5 cm de espessura (6). Nao existe diferenca significativa entre cies de diferentes
tamanhos, mas sdo relativamente maiores em individuos jovens em relacdo aos individuos
adultos e em fémeas prenhes e lactantes, do que naquelas reprodutivamente inativas (5,7).

Cada glandula é dividida em duas dreas separadas, a medula e a cortex, com producgdo
de diferentes tipos de hormodnios (4). A cértex adrenal € composta por trés zonas: glomerular,
fasciculada e reticulada. A zona glomerular, a mais externa, € responsavel pela sintese e
secrecdo de mineralocorticéides, como a aldosterona, sendo incapaz de sintetizar cortisol e
hormoénios sexuais devido a deficiéncia da enzima 17-alfa-hidroxilase. Tanto a zona
fasciculada quanto a zona reticulada sdo responsaveis pela producdo de cortisol e hormonios
sexuais (8). O cortex desenvolve-se a partir do epitélio celomico mesodérmico e produz os
hormonios esterdides cortisol, corticosterona, aldosterona e esterdides sexuais (4).

A aldosterona é o mineralocorticéide mais importante do organismo, enquanto o
cortisol representa o glicocorticdide de maior importancia. A aldosterona possui um papel
vital no balango hidroeletrolitico, pois a sua a¢do aumenta a excre¢io renal de potdssio (K*) e
do fon hidrogénio (H"), enquanto estimula a reabsor¢io tubular de sédio (Na*) e cloreto (CI").
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Os rins sdo seu principal sitio de acdo, mas a mucosa intestinal, e as glandulas sudoriparas e
salivares também sofrem a atuacdo deste hormonio (3).

A acdo do cortisol afeta quase todos os tecidos do organismo; ele ajuda a manter o
balan¢o hidroeletrolitico, a pressdo sanguinea, além de aumentar a sensibilidade vascular a
acdo das catecolaminas. O cortisol também suprime a resposta imune, estimula a eritrocitose e
possui efeitos catabdlicos sobre tecidos conjuntivos, musculares e dsseos (9). Além de todas
estas fungdes citadas, esta substancia estimula a neoglicogénese, aumenta o glicogénio
hepdtico e a glicemia, e facilita a lipdlise, sendo considerado um hormonio diabetogénico por
estes motivos (4).

INTRODUCAO E FISIOPATOLOGIA

O hipoadrenocorticismo ¢ um distirbio relativamente incomum em cées, que pode ser
classificado em primédrio (mais comum), secunddrio e tercidrio. O comprometimento da
funcdo adrenal desenvolve-se como resultado de falha do eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenal.
Em caes, o hipoadrenocorticismo € resultado geralmente de substancial destruicao do tecido
adrenocortical (hipoadrenocorticismo primario), o que leva a deficiéncia tanto de
glicocorticéides quanto de mineralocorticéides na maioria dos casos. Calcula-se que 90% da
glandula deva estar comprometida até que se desenvolvam sinais clinicos da doenga (10-12).
Nestes casos, os niveis de ACTH (hormoénio adrenocorticotréfico) plasmaticos estardo
aumentados, resultado da perda de “feedback” negativo sobre a hip6fise em razdo da falta de
cortisol (13).

A destruicdo imunomediada do cortex adrenal aparentemente € a principal causa da
forma priméria da enfermidade. A avaliacdo histopatoldgica do cortex adrenal de diversos
cdes com a doenga revelou infiltrados linfociticos plasmociticos (14). Nos seres humanos, a
destruicao adrenocortical imunomediada tem sido associada com duas condicdes hereditdrias,
resultando na sindrome da poliendocrinopatia imunomediada, enquanto em caes, uma
predisposicdo genética para o hipoadrenocorticismo foi demonstrada em Poodles Standard e
Collies (12). Ja as causas raras de destruicdo cortical primdria incluem infiltracdo fuingica
(Histoplasma, Blastomyces, Coccidioides, Cryptococcus), neoplasia, amiloidose, trauma ou
coagulopatia (3,15).

A superdosagem e/ou reacdes idiossincrdsicas em cdes com hiperadrenocorticismo
tratados com mitotano e at¢é mesmo com trilostano também resultam em
hipoadrenocorticismo temporario ou permanente (12). O mitotano causa necrose citotoxica
seletiva do cértex adrenal, ocasionando necrose progressiva e atrofia das zonas reticulada e
fasciculada, poupando a zona glomerular. Porém, cerca de 5% dos caes sofrem necrose e
perda de todas as trés camadas do coértex adrenal, resultando em um quadro de
hipoadrenocorticismo iatrogénico permanente (16). O mecanismo de agdo do trilostano
(inibi¢do reversivel da conversdo de esterdides) ndo deveria causar destruicdo da glandula,
embora tenham sido relatados casos de animais que apresentaram quadro de
hipoadrenocorticismo e necrose adrenocortical apds tratamento com esta droga (17). Uma
variedade de outras drogas pode inibir a producdo de esterdides adrenocorticais, como
etomidato, drogas imidazdlicas, metirapona, aminoglutetimida e mifepristona. No entanto,
como seus efeitos sdo, em geral, relativamente de curta agdo, raramente resultam em
hipoadrenocorticismo clinicamente significativo (12).

Aproximadamente 10% dos casos de hipoadrenocorticismo primdrio apresentam
evidéncia apenas de deficiéncia glicocorticéide (Addison atipico); isto ocorre pela destruicao
da camada secretora de cortisol sem comprometimento inicial da zona glomerular, produtora
de aldosterona. Estes pacientes podem desenvolver distdrbios eletroliticos semanas ou meses
apo6s o diagndstico inicial da forma atipica (3,10).
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O hipoadrenocorticismo secunddrio, resultado de produgdo inadequada de ACTH pela
hipodfise, pode ser causado por terapia esteroidal cronica, ou menos comumente por tumores,
trauma ou defeitos congénitos da glandula pituitdria (18). Dependendo da dose, preparacdo e
duracdo do tratamento, a supressdo do eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal pode persistir durante
semanas ou meses apos a cessao da terapia exdgena. Neste caso, ocorre uma deficiéncia de
secrecdo glicocorticoide, pois a secrecdo de aldosterona € controlada principalmente pelas
concentracdes plasmadticas de renina e potdssio, e ndo pelo ACTH. Por conseguinte, estes
pacientes ndo apresentardao os sinais cldssicos de hiponatremia e hipercalemia (12).

O hipoadrenocorticismo tercidrio, causado por disfun¢do da secrecio de CRH
(hormonio liberador de corticotrofina) pelo hipotilamo, é raramente relatada em humanos.
Em caes, a falta de CRH resultaria em diminui¢do dos niveis de ACTH, o que seria
manifestado como hipoadrenocorticismo secundério (3).

SINAIS CLINICOS E ACHADOS LABORATORIAIS

A sindrome de Addison é uma doenca de baixa incidéncia (cerca de 1 caso para 3000
cdes), dos quais 70% dos animais acometidos sdao fémeas. Afeta preferencialmente animais
jovens (em média de 4 a 5 anos), sendo que algumas racas sdo mais predispostas, como:
Poodle Standard, Great dane, cdo d’dgua portugués, Bearded Collie, Rottweiller e West
highland terrier (19,20).

Os proprietarios geralmente reclamam de sinais inespecificos, de cariter cronico e
progressivo, como letargia, depressao, perda de peso, hiporexia, episddios de émese e diarréia
intermitentes, fraqueza e desidratacdo, que a principio respondem razoavelmente a terapia de
suporte e fluidoterapia. A inespecificidade dos sinais leva o clinico ao erro, j4 que a suspeita
recaird sobre outras doencas mais comuns, como gastroenterites ou insuficiéncia renal (3,21).
Estes sinais tipicamente pioram progressivamente ou em momentos de estresse até chegar ao
ponto da ocorréncia da crise adissoniana, na qual os pacientes apresentam sinais de choque
moderados ou severos, evidenciados por fraqueza extrema ou coma, hematémese,
hematoquesia, hipotermia, tremores, hipovolemia, tempo de preenchimento capilar
prolongado, caracteristicas de pulso fraco e bradicardia intensa (10,18).

No hipoadrenocorticismo, a deficiéncia de glicocorticéides contribui para o surgimento
de alguns dos sinais clinicos, como a letargia, fraqueza e inadequada fun¢do gastrointestinal.
A deficiéncia mineralocorticoide resulta em perda de sédio, desidratacdo, prejuizo da fungao
neuromuscular e distirbios de condugdo cardiaca. Por este motivo, animais que sofrem da
forma atipica ou do tipo secundério da sindrome de Addison apresentam sinais mais brandos
da doencga. Alguns pacientes apresentam megaesdfago e regurgitacdo como queixas primarias,
ou outros sinais neurolégicos, como dores musculares (10).

A diminuicao das concentragdes de aldosterona leva a taxas de excre¢do diminuidas de
potassio (K*) e perda excessiva de sédio (Na") e dgua, o que acarreta em politiria e polidipsia
compensatdria. O decréscimo da perfusdao renal em decorréncia da hipovolemia resulta em
azotemia pré-renal e consequente insufici€éncia renal, caso ndo seja realizada reposicao
hidroeletrolitica adequada (19).

As manifestagdes cardiovasculares decorrentes do hipoadrenocorticismo sdo
relacionadas a hipercalemia e hipovolemia, esta em razdo da perda excessiva de sédio e,
consequentemente de dgua. A hipotensdo ocorre por diminuicdo da sensibilidade de
receptores vasculares para adrenalina, em razdo da diminui¢do de cortisol. Geralmente,
pacientes em crise adissoniana apresentam bradicardia apesar do quadro de choque
hipovolémico (19).

As anormalidades eletroliticas cldssicas, como a hipercalemia (95% dos casos),
hiponatremia (86%), hipocloremia (40%) e relagao sodio: potdssio menor que 23 sdo fatores
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altamente sugestivos para o diagnéstico de hipoadrenocorticismo primario (3,18). Alguns
estudos concluiram que o hipoadrenocorticismo foi a causa de maior ocorréncia em casos
onde havia hiponatremia e hipercalemia (12). A hipocloremia ocorre concomitantemente a
hiponatremia, por perdas renais e gastrointestinais (3). A hipercalcemia € outra anormalidade
eletrolitica presente em alguns casos de hipoadrenocorticismo (cerca de 30%), em razao da
hemoconcentracdo decorrente da desidratacdo (18).

A acidose metabdlica é resultado da diminuicdo da secre¢do de fons H* (hidrogénio)
pelos tibulos renais distais, aumento da geracdo de 4dcidos secunddria a redugdo da perfusao
tecidual e retengdo renal de diversos 4cidos organicos (18).

Além da azotemia citada anteriormente, outras anormalidades bioquimicas presentes em
animais acometidos sao hipoproteinemia e hipoglicemia. A primeira é consequéncia de perda
protéica pela hemorragia gastrointestinal, mas na maioria das vezes € mascarada pela
desidratacdo do paciente. Ja a hipoglicemia ocorre pela queda dos niveis de cortisol e
consequente diminuicao da glicogendlise e gliconeogénese, e pode ser a tnica anormalidade
em pacientes com a forma atipica da enfermidade ou com hipoadrenocorticismo secundario
(18,22).

Os achados hematolégicos incluem a presenca de anemia normocitica normocromica
arregenerativa (que pode ser mascarada pela desidratagdo), linfocitose (em até 10% dos casos)
e eosinofilia (20% dos pacientes) (21,23). O clinico deve suspeitar de hipoadrenocorticismo
se a contagem de células brancas ndo revelar um leucograma de estresse, esperado em casos
de estresse e doengas cronicas (21).

Muitos caes acometidos pela doenga apresentam prejuizo na capacidade de concentrar a
urina devido a perda urindria cronica de sédio, a deple¢do do contetido de s6dio da medula
renal, a perda do gradiente de concentracdo medular normal e a reabsor¢cdo prejudicada de
agua pelos tubos coletores renais. Em consequéncia, alguns pacientes com azotemia pré-renal
tém densidades urindrias na variacdo isostenudrica (1.007 a 1.015). Este quadro pode ser
facilmente confundido com insuficiéncia renal cronica. Felizmente, o tratamento inicial para
estes dois distirbios € similar; portanto, testes hormonais sdo necessdrios para diferenciar
estas duas condigdes (18,24).

O eletrocardiograma pode ser extremamente util no diagndstico do
hipoadrenocorticismo se houver bradicardia. Achados eletrocardiograficos classicos
associados a hipercalemia, responsavel por alteracdes da excitabilidade da membrana celular
e depressao do sistema de conducao, incluem: prolongamento de complexos QRS, diminui¢cdo
da amplitude da onda R, aumento da amplitude da onda T, prolongamento ou auséncia de
onda P e parada sinoatrial. Assistole ou fibrilagao ventricular podem ser observadas em casos
de hipercalemia severa (3,18,21). Caes com deficiéncia somente de glicocorticéides nao
demonstram geralmente nenhuma alteragdo eletrocardiogréfica (3).

Exames radiograficos e ultrassonograficos podem ser utilizados, embora apenas possam
revelar sinais inespecificos de diversas doencas. Microcardia e diminui¢dao do calibre da
artéria pulmonar e veia cava caudal decorrentes da hipovolemia podem ser observados, além
da presenca de megaesdfago. A ultrassonografia abdominal pode demonstrar diminui¢do do
tamanho das glandulas adrenais, especialmente da sua largura (3,18,21,22).

DIAGNOSTICO

O diagnéstico do hipoadrenocorticismo € baseado nos sinais clinicos, achados do exame
fisico, desequilibrio eletrolitico cldssico (em casos da forma primdria da doenca) e
confirmacao pelo teste de estimulacdo com ACTH. A concentragdo basal sérica de cortisol e a
relacdo cortisol: creatinina da urina ndo sdo métodos diagndsticos confidveis, pois a
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administracdo de drogas e a presenca de doencas concomitantes podem levar a resultados
falso-positivos, além de ndo avaliarem a reserva adrenal de cortisol (18,25).

O teste de estimulacio com ACTH consiste na administracdo intravenosa ou
intramuscular de ACTH sintético” na dose de 5 pg/kg, e coleta de sangue antes e apés uma
hora da administracdo da droga para mensuracdo dos niveis de cortisol (19). Niveis pOs-
estimulagcdo de 2 pg/dL de cortisol confirmam o diagndstico, enquanto concentragdes de 2,1
pg/dL até 5 ug/dL sdo inconclusivos. Resultados superiores a 5 pg/dL descartam qualquer
possibilidade de insuficiéncia adrenal (25). E importante lembrar que glicocorticéides como a
hidrocortisona, prednisona e prednisolona interferem no teste; entdao, deve-se esperar para o
inicio da terapia apds a realizacdo do teste, ou utilizar a dexametasona para suprir as
necessidades de glicocorticdides em pacientes em estado critico, ja que a inibi¢do da producao
de cortisol endégeno ocorrerd de 4 a 6 horas apds a administracdo desta droga (11). Deve-se
também salientar que a administracdo intramuscular do ACTH sintético em animais
severamente desidratados pode resultar em uma absor¢do mais lenta, causando interferéncia
na interpretacdo dos exames; portanto, sugere-se o uso da via intravenosa para a realizacao do
teste (26).

O clinico pode guardar o montante ndo utilizado do ACTH sintético, em razao do seu
alto custo e da quantidade infima utilizada para o exame. Amostras reconstituidas podem ser
refrigeradas sem perda da efic4cia por até 21 dias. Por ndo possuir substancias conservantes,
deve-se tomar extremo cuidado para prevenir a contaminacdo bacteriana durante a
reconstituicdo. A amostra também pode ser estocada em um freezer (-20 °C) em seringas
plasticas por até 6 meses sem perder a eficicia; porém, freezers frost-free ndo devem ser
utilizados, pois os ciclos de descongelamento podem causar desnaturacdo de proteinas
(26,27).

O teste de estimulacdo com ACTH nao distingue os tipos primdrio e secunddrio de
hipoadrenocorticismo, ja que apenas os niveis de cortisol sérico sdo mensurados neste exame.
Concentragdes eletroliticas anormais (especialmente de potdssio e sdédio) implicam na
existéncia de hipoadrenocorticismo primério, ja que estes tipos de distirbio sdo causados pela
deficiéncia de mineralocorticdides. Concentragdes de sodio e potdssio normais nao
diferenciam hipoadrenocorticismo primdrio na fase inicial de hipoadrenocorticismo
secundario (18,25,27).

Para diferenciar as varias formas da sindrome de Addison, deve-se recorrer a
mensuragdo da concentracao plasmatica de ACTH endégeno. Animais acometidos pela forma
primdria apresentardo elevada concentracdo de ACTH (>100 pg/mL), enquanto pacientes que
sofrem do tipo secunddrio t€m valores abaixo do normal ou indetectdveis (<20 pg/mL). As
amostras necessitam de cuidado especial, pois 0 ACTH pode ser facilmente modificado pela
protedlise e/ou hemdlise apds a coleta. Além disso, as concentracdes de ACTH endbgeno sdao
rapida e drasticamente suprimidas por qualquer glicocorticéide exdgeno. Consequentemente,
a determinacdo de ACTH plasmético endogeno sé devera ser realizada em amostras colhidas
antes da suplementacdo com glicocorticéides (12).

Testes para a aferi¢cdo dos niveis de aldosterona plasmaticos (seja basal ou estimulado
por ACTH) ndo sdo muito disponiveis comercialmente nem fidedignos, ja que muitos animais
sauddveis tém concentracdes baixas de aldosterona plasmdtica; por isso, este exame nao é
largamente utilizado no diagnéstico do hipoadrenocorticismo (15).

TRATAMENTO E PROGNOSTICO
O tratamento da crise adissoniana, estado repentino e emergencial causado pela

insuficiéncia adrenocortical, € direcionado para o controle da hipotensdo, hipovolemia,
desequilibrios eletroliticos e acidose metabdlica, melhora da integridade vascular e

Romao FG, Antunes MIPP. Hipoadrenocorticismo em cdes: Revisdo. Vet. e Zootec. 2012 marco; 19(1): 044-
054.



ISSN 0102-5716 Veterinaria e Zootecnia 50

fornecimento de uma fonte imediata de glicocorticéides (24). Como a morte resultante do
hipoadrenocorticismo € frequentemente atribuida ao colapso e choque vascular, a corre¢do da
hipovolemia constitui a primeira e mais importante a¢ao terapéutica (24,28).

A fluidoterapia agressiva restaura a volemia e melhora a perfusdo renal, o que diminui
os niveis de potdssio sérico por diluicio e aumento da excrecdo renal (18). A taxa de
reposicdo de choque (60-90 mlL/kg/h) deve ser utilizada (26). Na auséncia de doencas
cardiovasculares ou insuficiéncia renal aguda antrica, recomenda-se administrar um ter¢co ou
quarto da reposi¢dao de choque calculada (20-30 mL/kg/IV) em bolus, em um periodo de
aproximadamente 10 minutos. Enquanto isso, os parametros vitais do animal devem ser
avaliados (frequéncia cardiaca, pressdo sanguinea, débito urindrio, concentracdo de lactato
sanguineo). Se a condi¢cdo do animal ndo melhora, bolus de 20-30 mL/kg de fluido devem ser
aplicados até estabilidade da hemodindmica (28). A taxa de infusdo do fluido deve ser
ajustada de acordo com a resposta clinica do animal (26).

A solugdo fisiolégica salina (NaCl 0,9%) é o fluido de escolha para a reposicdo
volémica em pacientes com hipoadrenocorticismo porque nao contém potdssio e tem alta
concentracdo de soédio quando comparada a outras solucdes (28). Porém, o clinico deve estar
atento a rapida corre¢do da hiponatremia, pois esta alteracdo brusca de osmolaridade pode
resultar em doenca neuroldgica estrutural e mielindlise caracterizada por uma variedade de
sintomas neurolégicos variavelmente reversiveis; por isso, recomenda-se reduzir a taxa de
infusdo para 5 mL/kg/h apds duas horas do inicio da fluidoterapia, para evitar este tipo de
problema (12). Se ndo houver disponibilidade de NaCl 0,9%, outros cristaléides, como o
Ringer com Lactato, podem ser utilizados. A quantidade de potdssio neste fluido € minima e,
portanto, nao piora o quadro de hipercalemia (26).

A decisdo para a realizacdo de tratamento emergencial para a hipercalemia deve ser
tomada com base nas alteracdes contidas no eletrocardiograma do paciente; se o tracado
mostrar mudangas, como fibrilacio ou assistolia ventricular, bradicardia severa e parada
sinoatrial, o tratamento deve ser instituido. Para isso, administra-se insulina regular por via
intravenosa, na dose de 0,2 Ul/kg, além de solugcdo de dextrose a 25% (2 g/unidade de
insulina aplicada) para evitar a ocorréncia de hipoglicemia. A insulina atua facilitando a
entrada de potdssio para o meio intracelular, diminuindo assim a hipercalemia (18,22). Outra
medida interessante € a aplicacdo de gluconato de célcio a 10%, na dose de 0,5 a 1 mL/kg ou
de 2 a 10 mL/cdo, ja que esta droga antagoniza temporariamente os efeitos da hipercalemia
sobre o potencial de membrana das células cardiacas. Esta dose deve ser administrada em um
periodo de 10 a 15 minutos, com monitoracdo do eletrocardiograma. A infusdo deve ser
descontinuada se houverem sinais de piora da bradicardia, elevacdo do segmento S-T ou
diminui¢do do intervalo Q-T. A infusdo pode ser reiniciada assim que estas anormalidades
desaparecerem. Os efeitos protetores do gluconato de cdlcio sobre o miocdrdio tém inicio
rapidamente, mas duram por apenas 30 minutos, no maximo; porém, sua administracdo pode
ser importante, pois a administracdo de fluido e insulina neste periodo pode diminuir os niveis
de potdssio sérico (26).

A hipoglicemia deve ser tratada com um bolus inicial de 0,5 a 1 mL/kg de solucao 50%
de dextrose por via endovenosa se sinais clinicos de hipoglicemia estiverem presentes; caso
contrrio, solugdes de 2,5 a 5% podem ser utilizadas. E importante ressaltar que a
administracdo da solu¢do a 50% preferencialmente deve ser feita por um cateter central na
veia jugular, para evitar a ocorréncia de flebite da veia cefélica ou safena (26).

A maioria dos cies em crise adissoniana tem acidose metabdlica discreta a moderada,
que geralmente € resolvida pela fluidoterapia. Se a acidose metabdlica severa persistir apos o
inicio da administracdo de fluidos intravenosos (pH < 7.1 ou [HCOs] < 12 mEqg/L), o
bicarbonato de sédio pode ser administrado (26). O déficit de bicarbonato é calculado pela
seguinte féormula:
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Déficit (mEg/L) = Peso corpéreo (kg) x 0,5 x Déficit de base (mEg/L). Um quarto da
dose de bicarbonato calculada deve ser administrado nos fluidos intravenosos durante as 6 a 8
horas iniciais do tratamento (24). O objetivo da terapia com bicarbonato € aumentar o pH
sanguineo para 7,2, e ndo corrigir totalmente a acidose metabdlica (26).

O tratamento com bicarbonato de s6dio ajuda a corrigir a acidose metabdlica e também
diminui a concentracdo sérica de potdssio. O movimento intracelular dos fons K' apds a
administracao de bicarbonato, em associac¢do aos efeitos diluentes da fluidoterapia salina e a
melhora da perfusdo renal, sdo bastante eficazes na diminuicdo da hipercalemia e na
normalizagdo das alteracdes eletrocardiogréficas (24).

A suplementacdo com glicocorticoide € de extrema importancia durante a crise
adissoniana. O seu uso melhora a integridade vascular e do sistema gastrointestinal, a
manutengdo da pressdo sanguinea e a volemia. A administracdo dos glicocorticoides € feita
inicialmente por via parenteral, com repeticdo das doses a cada 2 a 6 horas apds a aplicacao
inicial. O teste de estimulacdo com ACTH deve ser feito antes da administracdo destes
medicamentos, para que os resultados ndo sofram nenhum tipo de interferéncia. Caso isto nao
seja possivel, o clinico deve administrar o fosfato sodico de dexametasona b 0,5 a 4
mg/kg/IV), pois este medicamento demora mais para alterar os niveis de cortisol endégeno
quando comparado a outros corticoides (26).

Outras op¢des de glicocorticdides incluem o succinato sédico de metilprednisolona ©, na
dose de 15 a 20 mg/kg/IV, administrada em um periodo de 2 a 4 minutos, ou o succinato
sodico de hidrocortisona (5 mg/kg/IV inicialmente administrados em um periodo de 5
minutos, seguido de 1 mg/kg/IV a cada 6 horas) (26). A hidrocortisona possui atividades
mineralocorticéide e glicocorticéide equivalentes, podendo assim ser utilizada de maneira
eficaz nos doentes a curto prazo (12).

Assim que o paciente estiver devidamente estabilizado, a terapia de reposi¢ao hormonal
com mineralocorticéides e glicocorticoides € iniciada e deve ser mantida por toda a vida, nos
casos de hipoadrenocorticismo primério (11). J4 os cdes com a forma atipica da doenca
necessitardo inicialmente de suplementacdao com glicocorticéides e muito provavelmente de
reposicao mineralocorticdide dentro de meses ou anos apds o diagndstico inicial. Animais
com hipoadrenocorticismo secunddrio necessitardo apenas da suplementacio com
glicocorticéides (prednisona  na dose de 0,22 mg/kg/BID é a melhor op¢io) (26).

A melhor opcdo para a terapia de reposi¢cdo mineralocorticdide a longo prazo recai
sobre a administragdo do acetato de fludrocortisona ©, na dose de 0,02 mg/kg a cada 12 a 24
horas, com um aumento didrio de 0,05 mg a 0,1 mg até que as concentracdes dos eletrolitos
séricos estejam estabilizadas. Esta droga possui atividades mineralocorticéide e
glicocorticéide. Outra op¢do ¢ o uso do pivalato de desoxicorticosterona ' (DOCP), na dose de
2 mg/kg a cada 21 dias, por via intramuscular ou subcutinea (nunca intravenosa); porém, se o
clinico optar por esta terapia, deve ser feita a suplementacdo com prednisona na dose de 0,22
mg/kg, a cada 12 horas, j4 que o DOCP ndo possui nenhuma atividade glicocorticéide; além
disso, este medicamento nido € encontrado no Brasil. Por estes motivos, o acetato de
fludrocortisona surge como melhor opcao na terapia de manuten¢do a longo prazo, embora o
clinico deva langar mao do uso da prednisona em situagdes de estresse, como viagens,
estadias em hotéis e cirurgias (28).

Em alguns pacientes, a necessidade de aumento da dose do acetato de fludrocortisona
para melhor controle da concentracdo séria de eletrdlitos leva a sinais de hipercortisolismo
(politria, polidipsia, polifagia, alopecia); nestes casos somente, a troca pelo DOCP deve ser
feita (26).

A raz@o mais comum para a persisténcia dos sinais clinicos, a despeito do tratamento
apropriado, € a suplementacdo inadequada de glicocorticéides. Quando sauddveis e mantidos
em um ambiente livre de estresse, os cdes com insuficiéncia adrenal requerem comumente
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pequenas quantidades de prednisona, ou mesmo nenhuma. Entretanto, quando estressados ou
doentes, esses mesmos animais podem necessitar de grandes quantidades do corticéide (0,5 a
1 mg/kg/BID). A falha em fornecer quantidades adequadas de prednisona pode levar a
persisténcia e piora de sinais como letargia, inapeténcia e €émese (24).

Os pacientes em crise adissoniana t€ém prognéstico favordvel se receberem terapia
emergencial adequada, seguida de suplementacdo cronica adequada de glicocorticéides e
mineralocorticéides e acompanhamento rotineiro do quadro clinico do animal pelo médico
veterindrio (22). Além disso, uma vez que esses caes ndo apresentam reserva adrenocortical,
qualquer doenca ou evento estressante deve ser acompanhado pelo aumento da quantidade de
glicocorticéides. Caes com a forma atipica da doenga devem ser cuidadosamente observados
para evitar posterior surgimento de deficiéncia de mineralocorticéides (12).

CONSIDERACOES FINAIS

Apesar de ser uma doenca de relativa baixa ocorréncia, a sindrome de Addison deve ser
sempre considerada como um dos diagndsticos diferenciais de distirbios gastrointestinais
inespecificos, como €émese, hiporexia e diarréia, por exemplo, pois a rapida interven¢do do
clinico permite uma melhor conducido da terapia e, conseqiientemente, do progndstico do
animal. E importante lembrar que quanto antes houver a acdo do médico veterinrio, menores
as chances da ocorréncia da crise adissoniana, quadro grave que pode levar o animal a ébito
dentro de algumas horas.
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HELMINTOSES ZOONOTICAS TRANSMITIDAS PELO CONSUMO
INADEQUADO DE PEIXES

Daniel Fontana Ferreira Cardia'
Katia Denise Saraiva Bresciani’

RESUMO

Dentre as principais zoonoses parasitarias de origem alimentar, as helmintoses transmitidas
pelo consumo de pescado destacam-se devido ao aumento de sua incidéncia em varias regides
do mundo nos ultimos anos. No passado estas parasitoses restringiam-se a nagoes
subdesenvolvidas ou com habitos alimentares peculiares, entretanto, diversos fatores como o
processo de globalizacdo da produgdo de alimentos, o aumento das viagens internacionais e
do consumo de peixes pelos seus beneficios nutricionais, causaram a expansao destas doengas
a dreas onde nunca antes haviam sido registradas, tornando-se um grave problema de saide
publica em alguns paises. Nesta revisdo sao abordadas as principais helmintoses transmitidas
pela ingestdo de peixe cru ou mal cozido, com o intuito de alertar a popula¢do, comunidade
cientifica e autoridades sanitdrias sobre os seus riscos a saide humana, bem como estimular a
realizagdo de novas pesquisas que contribuam para um maior conhecimento epidemioldgico
da situacao destas parasitoses no pais e na elaboragdo de estratégias de prevencgdo e controle.

Palavras-chave: helmintos, parasitoses, zoonoses, peixes, homem.

ZOONOTIC HELMINTHIASIS TRANSMITTED BY THE INADEQUATE
CONSUMPTION OF FISHES

ABSTRACT

Among the major food-borne parasitic zoonoses, the helminthiasis transmitted by
consumption of fish have been highlighted because they involve a large number of individuals
in many regions of the world in recent years. In the past, these parasitosis were restricted to
underdeveloped nations or with peculiar eating habits; however the process of globalization of
food production, the increased international travel and consumption of fish for their
nutritional benefits caused the expansion into new areas, which had never before been
recorded, making it a serious public health problem in some countries. This review discuss the
main helminths transmitted by eating raw or undercooked fish, in order to alert the public, the
scientific community and health authorities about their risks to human health, as well as
stimulate the realization of new researches that contributes to a greater knowledge of the
epidemiological situation in the country of these parasites and the development of strategies
for prevention and control of them.

Key words: helminths, parasites, zoonoses, fish, man.
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HELMINTIASIS ZOONOTICAS TRANSMITIDAS POR CONSUMO INADECUADO
DE PESCADO

RESUMEN

Las helmintiasis por consumo de pescado se destacan entre las principales zoonosis
parasitarias transmitidas por alimentos, debido al aumento en su incidencia en varias regiones
del mundo durante los ultimos afios. En el pasado, la presencia de estas parasitosis se limitaba
a paises subdesarrollados o con hébitos de alimentacién peculiares. Sin embargo, el proceso
de globalizacion en la producciéon de alimentos, el aumento de viajes internacionales y el
consumo de pescado por sus beneficios nutricionales han provocado la diseminacion de estas
enfermedades hacia regiones sin registro de casuistica previo, convirtiéndose en un grave
problema de salud publica en algunos paises. En esta revision se discuten las principales
helmintiasis transmitidas por consumo de pescado crudo o mal cocido, con la finalidad de
alertar a la poblacion, a la comunidad cientifica y a las autoridades de salud sobre los riesgos
para la salud humana, asi como estimular la realizacién de nuevas investigaciones que puedan
contribuir con un mejor conocimiento de la situacién epidemioldgica relacionada con estas
parasitosis en el pais asi como con el desarrollo de estrategias de prevencion y control de las
mismas.

Palabras-clave: helmintos, parasitosis, zoonosis, pescado, hombre.
INTRODUCAO

Os seres humanos sdo acometidos por numerosas zoonoses parasitdrias de origem
alimentar, sendo a grande maioria causadas por helmintos (1). Dentre estas parasitoses,
destacam-se algumas helmintoses causadas por nematédeos, cestddeos e trematddeos,
transmitidas pelo consumo de peixes crus ou mal cozidos, que apesar de serem pouco
conhecidas pela populacdo, sdo responsdveis pela infeccdo de um grande nimero de
individuos todos os anos em diversas regides (2). Dados mundiais revelam que mais de 18
milhdes de pessoas podem albergar alguns destes parasitas e que anualmente 0,5 bilhdo esta
em situacdo de risco para aquisi¢do destas infeccoes (3).

No passado, estas helmintoses limitavam-se apenas a dreas restritas do planeta,
caracterizadas por baixo desenvolvimento econdmico ou com habitos alimentares especificos.
Entretanto, nas ultimas décadas, estas enfermidades expandiram-se por diversas regides em
virtude da globaliza¢do que permitiu um maior fluxo de alimentos e pessoas entre diferentes
paises e causou a incorporagdo da culindria tradicional de algumas culturas no cotidiano de
outras (2). Somado a isso, nos dltimos anos, ocorreu um aumento consideravel no consumo
mundial de pescado, em decorréncia da crescente conscientizacdo de seus beneficios
nutricionais a saide humana, principalmente por pessoas que buscam uma alimentacdo mais
saudavel (4).

O habito de ingerir peixe cru, na forma de “sushis” e “sashimis” foi introduzido pelos
primeiros imigrantes japoneses no inicio do século XX, com grande aceitacdo na culindria
brasileira. Pratos de culindria exdtica como o “ceviche” peruano, “marinado” espanhol,
“green herring” holandés, “gravlax” escandinavo, “lomi-lomi” havaiano e “gefilte fish”
judaico, estdo se tornando cada vez mais comuns no cotidiano gastrondmico dos brasileiros,
constituindo-se em risco a populacao, por também utilizarem em seu preparo, pescado cru ou
levemente cozido (5).

Neste contexto, insere-se a importancia do conhecimento destas parasitoses por médicos
veterindrios envolvidos com a produgao, inspecdo e comercializacao de pescado, os quais tém
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a responsabilidade de assegurar aos consumidores, produtos de qualidade, inécuos a saide
humana. Portanto, nesta revisdo sdo abordadas as principais helmintoses zoondticas
transmitidas pelo consumo inadequado de peixes dulcicolas e marinhos, com o intuito de
alertar a comunidade cientifica e autoridades sanitdrias para este importante problema de
saude publica e também incentivar a realizagdo de novas pesquisas relacionadas a
epidemiologia, prevencgdo e controle destas parasitoses.

ANISAQUIASE

Anisaquiase € o termo utilizado para designar a infec¢do parasitdria humana causada
pelos estdgios larvais de alguns géneros de nematédeos da Familia Anisakidae,
principalmente Anisakis spp. € Pseudoterranova spp., sendo as espécies Anisakis simplex e
Pseudoterranova decipiens as mais comumente encontradas nos casos de infeccdo em
humanos (1). Anisaquideos adultos normalmente parasitam o estdbmago e intestino delgado de
mamiferos marinhos como golfinhos, baleias, focas, ledes marinhos e morsas (6).

O ciclo evolutivo destes nematddeos inicia-se com a postura de quantidade de ovos
pelas fémeas que sdo eliminados para o ambiente, juntamente com fezes dos hospedeiros
definitivos. Uma vez no meio aqudtico, ocorre no interior dos ovos, o desenvolvimento dos
embrides até a formacdo de larvas de segundo estagio (L2), que eclodem e locomovem na
dgua até serem ingeridas por vdrias espécies de crustdceos que atuam como hospedeiros
intermedidrios destes parasitas, uma vez que nestes ocorre o desenvolvimento das L2 em
larvas de terceiro estdagio (L3) (1).

Quando os crusticeos sao ingeridos por uma infinidade de espécies de peixes,
principalmente marinhos e moluscos cefalépodes, ocorre a liberagdo das larvas L3, que
penetram e invadem os tecidos destes hospedeiros, encistando-se a espera do hospedeiro
definitivo (6). Ao ingerir os hospedeiros intermedidrios ou paraténicos, ocorre o fechamento
do ciclo evolutivo destes helmintos com o desenvolvimento dos estidgios adultos e
sexualmente maduros no trato gastrointestinal dos hospedeiros definitivos (2). A infeccao
humana ocorre pela ingestao de peixes, lulas e crustdceos crus ou mal cozidos contendo larvas
L3 em seus tecidos (6).

Esta helmintose é considerada uma zoonose grave, apesar de ser pouco conhecida pela
populacdo, com aumento de sua prevaléncia nas ultimas décadas em diferentes paises do
mundo como Alemanha, Holanda, Espanha e Franca (7). Entretanto cerca de 90% dos casos
de anisaquiase em humanos concentram-se no Japao, onde mais de 2.000 pessoas infectam-se
anualmente com esta parasitose (2). Em 2009, na Europa, a incidéncia de casos de anisaquiase
foi de 3,8/100.000 (8). Na América, casos de anisaquiase foram diagnosticados em
individuos dos EUA, Canad4 e Chile, porém no Brasil, ainda ndo h4 notificacdo de casos, mas
sim o relato da presenca de L3 destes nematédeos em peixes marinhos da costa fluminense
(9,10), além de bacalhau importado comercializado no estado de Sdao Paulo (4).

Apesar dos seres humanos serem hospedeiros acidentais no ciclo evolutivo destes
helmintos, por raramente desenvolverem-se em individuos adultos, os sintomas da
anisaquiase dependem da localizacdo e das lesdes histopatologicas causadas pelas larvas (2).
Quando limitadas a luz do trato gastrointestinal, podem causar infec¢des assintomaticas que
sO serdo percebidas quando os parasitas forem expulsos pelas fezes ou vOmitos, porém,
quando hd penetracdo tecidual pelas larvas, na mucosa gastrointestinal, o hospedeiro
comumente apresenta dor abdominal, diarréia e vOmitos (1). Exames histopatolégicos
geralmente revelam a presenca das larvas envoltas por granulomas eosinofilicos na mucosa
gastrointestinal, com aspecto semelhante a tumores (2), que sdo extremamente dolorosos nos
casos severos, necessitando na maioria das vezes remogao cirurgica (11).
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A similaridade dos sintomas da anisaquiase com outras doengas gastrointestinais como
apendicite, ulcera, peritonite, neoplasias e doenga de Crohn (2) dificultam seu diagnéstico,
que deve ser sempre apoiado em uma cuidadosa avaliacdo clinica do paciente associada ao
seu historico. Em alguns casos, € também possivel se observar reacdes de hipersensibilidade
mediadas por IgE aos antigenos do parasita, ocasionando quadros que variam de simples
urticdria a reagOes de anafilaxia (11).

GNATOSTOMIASE

A Gnatostomiase € uma zoonose parasitdria causada por larvas de terceiro estdgio do
género de nematdédeo Gnathostoma spp., endémico de regides onde as pessoas t€ém o habito
de consumir peixes de dgua doce crus ou mal cozidos (12). Anteriormente estes parasitas se
restringiam ao sudeste asidtico, principalmente no Japao e Tailandia, porém, nos dltimos anos,
tem se tornado um problema crescente na Europa e na América Latina (13). No Brasil ha
apenas um relato da doenga notificado em 2008 pela ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria), em um individuo com histéria de viagem ao Peru (14). Casos
autéctones da doenca em humanos ainda ndo foram identificados, porém este género de
nematddeo ja foi registrado em felideos silvestres e marsupiais brasileiros (15).

Os principais hospedeiros definitivos deste parasita sdo carnivoros e suinos, tanto
domésticos como selvagens, onde se observa a presenca dos machos e fémeas adultas
inseridos na parede gastrica, formando tumoracdes, que apds a copula, liberam seus ovos no
trato gastrointestinal, os quais sdo eliminados pelas fezes (14). Estes ovos liberam para o
ambiente aquatico larvas de primeiro estigio (L.1), as quais penetram em pequenos crustaceos,
principalmente do género Cyclops spp. tornando-se larvas L2, que sdo posteriormente
ingeridas por peixes, além de crusticeos, anfibios, répteis, aves e roedores, liberando estas
larvas que sofrerdo nova muda para L3 e encistamento na musculatura destes novos
hospedeiros intermedidrios (1). Os hospedeiros definitivos infectam-se ao ingerir o segundo
hospedeiro intermedidrio destes helmintos, que inicialmente penetram na mucosa intestinal,
migrando para o peritoneo, figado, outros 6rgaos, retornando posteriormente para a mucosa
estomacal reiniciando seu ciclo bioldgico (12).

Os seres humanos sao hospedeiros acidentais, uma vez que os parasitas nao conseguem
atingir sua maturidade sexual (13), portanto a sua patogenia é decorrente dos processos
inflamatérios provocados pela migragao das L3 pelo organismo apds penetrarem na mucosa
gdstrica e cairem na circulacdo sanguinea em tr€s a quatro semanas (16), uma vez que estas
sao capazes de se moverem 1cm/hora (12).

Dependendo do local de migracdo das larvas e dos sintomas subsequentes, a doenca
manifesta-se sobre duas formas nos seres humanos: cutanea e visceral (13). A forma cutanea
frequentemente caracteriza-se por edema migratério, trajeto serpiginoso e forte prurido (14),
ja a forma visceral caracteriza-se por febre, mal-estar, ndusea, vOomitos, anorexia, diarréia e
dor epigastrica em decorréncia da migracao das larvas da parede do estobmago para o figado e
por outros 6rgaos (12). Embora de manifestacdo rara, a gnatostomiase também pode acometer
o sistema nervoso central, levando a quadros de meningite eosinofilica e paraplegia (13).

O surgimento da gnatostomiase em dreas anteriormente nao endémicas, demanda de
conhecimento mais amplo para a identificacdo da doenga, o que a torna de dificil diagnéstico,
portanto, deve-se atentar para sua ocorréncia em individuos com alteragdes cutaneas ou com
sintomas gastrointestinais inespecificos, pelo histérico de viagens internacionais € consumo
de peixe cru ou mal cozido (13).
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CAPILARIOSE

Capilariose € ocasionada pelo nematdédeo Capillaria philippinensis, transmitida aos
seres humanos pela ingestdo de peixes dulcicolas (1). Mais de 2000 casos de infec¢des em
pessoas por estes parasitas ocorreram nas Filipinas e Tailandia, paises endé&micos.
Ocorréncias esporddicas também foram observadas até o momento no Japao, Coréia, Taiwan,
China, Indonésia, India, Ird, Emirados Arabes, Egito, Itdlia, Espanha e Reino Unido (17).

Os estdgios adultos destes parasitas vivem intimamente aderidos a mucosa intestinal do
jejuno (1), onde apds a copula, produzem dois tipos de ovos com caracteristicas distintas, que
sd0 necessdrias para a perpetuacdo de seu ciclo evolutivo (6). O primeiro tipo de ovo, com
casca grossa, que lhe confere protecao € eliminado para o exterior, juntamente com as fezes
do individuo acometido, contaminando rios e lagos. No ambiente aquético, estes ovos sdo
ingeridos por peixes de dgua doce, liberando larvas que permanecem encistadas em seus
tecidos, até que sejam ingeridos crus ou mal cozidos por seres humanos, onde concluirdo sua
biologia, tornando-se nematddeos adultos no intestino delgado (6).

O segundo tipo de ovo apresenta apenas membrana vitelinica, com um embrido em seu
interior, pois produzem larvas com a capacidade de desenvolverem na luz intestinal e serem
auto-infectantes aos proprios hospedeiros definitivos, dando origem a novas geracdes de
parasitas adultos na mucosa do intestino delgado (6). Embora nido se conhecam mais
hospedeiros definitivos, além do homem, acredita-se que aves piscivoras possam também
apresentar formas adultas destes parasitas (1).

A sintomatologia destas infeccdes € caracterizada por quadros de diarréia intermitente,
que levam os individuos acometidos a apresentar forte dor abdominal, borborigmos
intestinais, edemas, fraqueza, caquexia e que se ndo tratados a tempo podem vir ao ébito. Na
maioria dos casos os pacientes morrem em decorréncia da grande perda de eletrélitos, que
podem resultar em falhas no funcionamento cardiaco e/ou septicemias (18).

DIFILOBOTRIASE

Difilobotriase é a denominacdo utilizada para designar a parasitose intestinal causada
por cestédeos do género Diphyllobothrium spp., o qual possui mais de 50 espécies, sendo 13
destas capazes de afetar também o homem (2). No Japao, o cestédeo Diplogonoporus grandis,
também ¢é responsdvel por causar infec¢des semelhantes em seres humanos (19).

A difilobotriase € considerada a mais importante zoonose transmitida pelo consumo de
pescado, destacando-se também por ser a cestodiose humana com maior nimero de casos em
todo o mundo, superando até mesmo o complexo teniase-cisticercose (2), com ampla
distribui¢io por paises da Europa, Asia, América do Norte e do Sul, que consomem
frequentemente peixes dulcicolas ou anddromas crus ou mal cozidos (20). Estimativas
recentes indicam que 20 milhdes de pessoas possam estar parasitadas por este cestédeo (21).

No Brasil, durante os anos de 2004 e 2005, o primeiro surto de difilobotriase, causada
pela espécie Diphyllobothrium latum, foi registrado no estado de Sao Paulo em 55 individuos
que haviam consumido salmio chileno cru em restaurantes japoneses € que em sua maioria
nunca havia saido do pais. Nesta ocasido, apds investigacdes epidemioldgicas, o Centro de
Vigilancia Epidemioldgica de Sao Paulo registrou os primeiros casos autdctones desta
parasitose no Brasil (22).

O ciclo biolégico destes parasitas € complexo, pois envolve trés hospedeiros, dois
intermedidrios € um definitivo (23). Inicia-se com a elimina¢do de grande numero de ovos
pelas fezes do hospedeiro definitivo, os quais liberam para o meio aquatico um embrido
movel, denominado coracidio, que apds ser ingerido por crusticeos copépodas, presentes no
plancton, desenvolve-se em procercéide (24). Quando estes crustdceos sdo ingeridos

Cardia DFF, Bresciani KDS. Helmintoses zoonéticas transmitidas pelo consumo de peixes de forma
inadequada. Vet. e Zootec. 2012 margo; 19(1): 055-065.



ISSN 0102-5716 Veterinaria e Zootecnia 60

z

principalmente por salmonideos (25), o procercéide € liberado, encistando-se como
plerocercéide nos tecidos destes novos hospedeiros intermediérios, permanecendo assim, até
que estes peixes sejam ingeridos crus ou mal cozidos pelos hospedeiros definitivos desta
parasitose (24). O estdgio adulto do género Diphyllobothrium spp. vive no intestino delgado
de diversos mamiferos e aves piscivoras, onde pode atingir até 15 metros de comprimento, o
que faz com que este cestédeo seja um dos maiores parasitas encontrados no ser humano (2).

As infec¢des humanas por estes parasitas podem variar desde casos assintomdticos a
manifestacdes clinicas como distensdo abdominal, dor epigdstrica, flatuléncia, astenia,
nduseas, vomitos, perda de peso, eosinofilia e diarréia (25). Uma importante conseqiiéncia
desta helmintose € o desenvolvimento de anemia microcitica e megaloblastica, decorrente da
grande absorcdo de vitamina B12 pelo parasita, além de obstru¢do da luz intestinal em
infec¢des macigas e prolongadas (26).

OPISTORQUIASE

A opistorquiase € designacdo dada as infeccdes humanas causadas por vdrias espécies
de trematédeos hepaticos da Familia Opisthorchiidae transmitidas pelo consumo de pescado
dulcicola (27). Dentre estas espécies destacam-se: Clonorchis sinensis e Opisthorchis
viverrini, endémicos da Asia, Opisthorchis felineus da Europa Oriental e Metorchis
conjunctus da América do Norte (2). Estimativas mundiais indicam que 35 milhdes de
pessoas possam albergar alguns destes trematodeos, sendo 15 milhdes apenas na China (28).

O estagio adulto destes trematddeos pode habitar os ductos biliares de diferentes grupos
de mamiferos, inclusive o homem (1). Todas as espécies destes helmintos compartilham
ciclos biolégicos muito semelhantes entre si, 0 qual se inicia com a liberagdo de ovos nas vias
biliares, que chegam até o intestino para serem eliminados para o meio aquatico, juntamente
com as fezes do hospedeiro definitivo (2). Uma vez no ambiente, estes ovos sdo ingeridos por
caramujos, onde eclodem, liberando miracidios que penetram nos tecidos destes moluscos
passando por sucessivos processos de replicacdo, até formacdo das cercdrias, que serdao
liberadas para o meio aquédtico infectando diversas espécies de peixes de dgua doce, com
destaque para a familia Cyprinidae, além de algumas espécies de camardes dulcicolas. A
infeccdo humana ou de outros mamiferos ocorre quando os peixes contendo metacercérias
destes trematédeos sdo ingeridos crus ou mal cozidos (29).

As vérias espécies de opistorquideos sdo altamente patogé€nicas e em infecgdes cronicas
podem provocar no organismo de seu hospedeiro severas patologias, tais como: pancreatite,
colangite piogénica, calculos biliares, cirrose hepatica e colangiocarcinoma (2).

O Brasil ainda nao possui registros de casos autdctones de opistorquiase, nem mesmo
condig¢des ideais para o desenvolvimento do ciclo biolégico desta parasitose, em decorréncia
da ndo existéncia de seus hospedeiros intermedidrios naturais, no entanto, a ingestao de peixes
crus ou mal cozidos, oriundos de regides endémicas, constitui-se situacdo de risco a
populacdo, tornando o diagndstico e tratamento adequado destas trematodioses um desafio
para servicos de satde do pais, como que foi constatado em 1989 por Leite et al. (30) em
imigrantes asiaticos infectados com C. sinensis.

HETEROFIASE

Heterofiase é termo utilizado para agrupar todas as trematodioses causadas por vdrias
espécies de helmintos da familia Heterophyidae, parasitas intestinais de mamiferos e aves,
com cerca de 35 espécies zoondticas, dentre as quais destacam-se Heterophyes heterophyes e
Metagonimus yokogawai (2). Estimativas da prevaléncia destes parasitas sdo imprecisas, pois
seus ovos sdo praticamente indistinguiveis entre si, grande parte dos casos humanos ja
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registrados ocorreu no sudeste Asidtico, Oriente Médio, Balcas, Turquia, Espanha (2).
Entretanto, apesar de imprecisos os numeros mundiais de individuos infectados podem chegar
a 18 milhdes (31).

O ciclo bioldgico destes trematédeos envolve a presenca de um hospedeiro
intermedidrio, representado por espécies de caramujos aquaticos, o qual pode ingerir ovos,
que liberam miracidios para seus tecidos, que posteriormente desenvolve-se em cercdrias. As
cercarias abandonam os caramujos, penetram nos tecidos de seu segundo hospedeiro
intermedidrio, representado por peixes de dgua doce, onde encistam-se como metacercarias. A
infeccdo humana ocorre pela ingestdo de metacercdrias presentes na musculatura destes
peixes, quando consumidos cru ou mal cozidos (1).

Quanto a patogenia destes parasitas, esta parece ainda ndo estar totalmente
compreendida, entretanto, observa-se que algumas espécies podem causar doenca fatal em
seres humanos, pelo comprometimento de 6rgdos vitais, como coracdo, cérebro e coluna
vertebral, decorrente da invasdo do sistema circulatério por ovos. J4 os estdgios adultos
localizam-se na mucosa do intestino delgado, onde causam atrofia de vilosidades, hiperplasia
de criptas, com graus varidveis de reacdo inflamatéria (2). Os principais sintomas
apresentados pelos individuos parasitados vao desde dor epigdstrica, diarréia e anorexia em
infeccdes leves a cdlicas abdominais, mé absorcdo de nutrientes e perda de peso significativa
(2).

No Brasil até o momento, s6 foram registradas ocorréncias de heterofiase humana
causada pela espécie Ascocotyle (Phagicola) longa nos municipios paulistas de Registro e
Cananéia, onde foram confirmados 10 casos positivos entre 102 pacientes suspeitos que
haviam ingerido tainha crua (32,33). Oliveira et al. (34) observaram prevaléncia de 100% de
metacercarias deste parasita em tainhas adultas provenientes destas regides. A similaridade
dos ovos entre os trematddeos zoondticos existentes (2), a auséncia de sintomatologia
caracteristica e o desconhecimento dos médicos, prejudicam o correto diagndstico desta
parasitose, tornando sua prevaléncia subestimada no Brasil (34).

ECHINOSTOMIASE

Esta helmintose zoondtica é causada por diversas espécies de trematddeos pertencentes
a Familia Echinostomatidae, os quais habitam o intestino delgado de varias espécies de aves e
mamiferos (1). Apesar de a Familia Echinostomatidae possuir mais de 200 espécies, apenas
11 destas apresentam potencial de parasitar seres humanos pela ingestao de carne crua ou mal
cozida de peixes, com destaque para as espécies Echinostoma hortense e E. japonicus (35).

A maioria dos relatos de infecgdes por estes parasitas em humanos concentram-se na
Asia e Oeste do Pacifico e possivelmente Africa. Nos EUA registram-se casos esporddicos
desta enfermidade (35). O Brasil possui apenas uma unica espécie desta familia, com
potencial zoonético, denominada E. echinatum, que parasita normalmente aves, porém sua
transmissao ndo estd vinculada a ingestao de peixes crus ou mal cozidos, mas sim a moluscos
(1).

O ciclo evolutivo destes parasitas varia de acordo com a espécie, entretanto, no geral
necessitam de dois hospedeiros intermedidrios. Semelhantemente aos trematodeos das
familias Opisthorchiidae e Heterophyidae, suas cercdrias se desenvolvem e abandonam
caramujos aqudticos, encistando-se em metacercarias nos tecidos de outros moluscos, anfibios
ou peixes de dgua doce. Os humanos e outros animais infectam-se ao ingerir os tecidos destes
hospedeiros intermedidrios crus ou mal cozidos, os quais podem conter grande nimero de
metacercarias (1).
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Geralmente a apresentacdo clinica desta enfermidade € leve, representada por quadros
de diarréia, dor abdominal e fadiga, entretanto podem ocorrer graves ulceragdes e
hemorragias na mucosa duodenal (36).

PREVENCAO E CONTROLE

A principal medida profildtica para qualquer uma das helmintoses zoondticas
apresentadas nesta revisdo, baseia-se em evitar a ingestdo de peixes de procedéncia duvidosa,
preparados crus, mal cozidos, levemente salgados ou defumados artesanalmente. O consumo
de pescado nestas condi¢des deve ser realizado apenas no caso de produtos certificados por
6rgaos oficiais de inspec¢do e submetidos a um prévio congelamento a —35 °C por 15 horas ou
—20 °C por 7 dias, entretanto o congelamento promove a inativacio apenas de nematédeos e
cestddeos (37). Ja em situacdes em que o pescado € consumido cozido, a temperatura de
cocgio utilizada é de 70 °C por um periodo minimo de 1 minuto, este procedimento garante
total inativacdo dos estdgios larvais de trematddeos, cestédeos e nematédeos (1), que pode
também ocorrer por métodos industriais de irradiacdo, tornando os produtos carneos de peixe
inécuos ao consumo humano (22).

E recomendédvel que estas medidas sejam adotadas no preparo de qualquer tipo de
peixe, pois mesmo que algumas espécies ndo facam parte da cadeia epidemioldgica natural
destes helmintos, podem funcionar como hospedeiros paraténicos, ao predarem peixes
menores que estejam infectados por estdgios larvais, constituindo-se também em fontes de
infec¢do a animais e seres humanos (1).

No caso especifico de regides endémicas para anisaquideos, a evisceracdo do pescado
deve ocorrer imediatamente apds sua captura, pois as larvas infectantes migram das visceras
para musculatura dos peixes, quando mantidas apenas sob refrigeracdo até a comercializagdo,
0 que aumenta seu potencial de infectividade aos seres humanos (38). Em casos de esta
pratica ser adotada, as visceras destes peixes devem ser incineradas, pois se lancadas ao meio
aquético, servem como fonte de infec¢do para outros peixes que as possam ingerir (38).

Dejetos humanos devem receber tratamento sanitario adequado, antes de serem
lancados em mares, rios e lagoas, uma vez que constituem a principal via de eliminagao de
ovos da maioria destes helmintos para o ambiente aquético, contribuindo para perpetuacdo de
seus ciclos bioldgicos, entretanto, esta recomendacdo € valida apenas para os parasitas que
tém o homem como seu principal hospedeiro definitivo (39).

E fundamental para o controle das helmintoses transmitidas pelo consumo de peixes, a
inclusdo destas nos programas oficiais de saide desenvolvidos em todo o Brasil. Estes
programas devem conter acdes de educac@o higiénico-sanitdrias, que alertem a populagdo, a
importancia do correto preparo do pescado destinado ao consumo na preven¢do destas
zoonoses e alertem as pessoas em viagens internacionais para os riscos da ingestao de pratos
com peixe cru em paises onde muitas destas parasitoses sa0 comuns.

Os profissionais de saide devem estar capacitados com conhecimentos técnico-
cientificos para o correto diagndstico e conduta terap€utica adequada aos individuos
acometidos por estas zoonoses. Salienta-se também que todos os casos diagnosticados devem
sempre ser notificados aos Centros de Vigilancia Epidemioldgica de cada estado, no intuito
que estes possam tomar todas as medidas cabiveis, que impecam a instalacdo de algumas
destas parasitoses no pais e a ocorréncia de novos casos ja existentes.

CONSIDERACOES FINAIS

No Brasil, nos casos humanos identificados, fica clara a participagdo de peixes
importados de regides endémicas consumidos inadequadamente, porém hd uma escassez de
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pesquisas que investiguem a participagdo dos peixes da fauna brasileira, dulcicolas ou
marinhos, como potenciais transmissores destes parasitas, além da necessidade de mais
estudos epidemioldgicos que mostrem a real situacdo da prevaléncia e distribui¢do destas
doencas no pais.

O estudo das helmintoses zoondticas transmitidas por peixes ainda € uma drea de
conhecimento dentro da parasitologia veterindria que precisa ser mais explorada pela
comunidade cientifica, merecendo também ser alvo de maiores investimentos pelas agéncias
nacionais de fomento a pesquisa.
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RESUMO

Com o passar dos anos, a Medicina Veterindria obteve grandes avangos tecnoldgicos,
possibilitando, dessa forma, o auxilio no diagndstico de muitas doencas que resultou no
aumento da expectativa de vida dos animais. Em consequéncia a essa nova situagdo, houve
um aumento do nimero de atendimento clinico de animais idosos. Assim, enfermidades
consideradas incomuns no passado, comecaram a ser melhor identificadas, como € o caso de
acidentes cerebrovasculares. Ultimamente, a tomografia computadorizada e a ressonancia
magnética, t€m sido utilizadas como instrumentos de auxilio no diagnéstico de diversas
afeccdes, possibilitando a identificacdo e avaliacdo de lesdes do tecido nervoso central.
Fornecem informacdes a respeito do tamanho, forma e localizacdo da lesdo, além de
identificar a magnitude da compressao tecidual e seus efeitos secundarios. Esta revisdo tem
como objetivo apresentar os principais aspectos dos infartos hemorragicos observados nos
exames de tomografia computadorizada e ressonancia magnética de caes.

Palavras chave: tomografia computadorizada, ressonancia magnética, infarto hemorrégico,
caes.

COMPUTED TOMOGRAPHY AND MAGNETIC RESONANCE IMAGING
ASPECTS OF HEMORRHAGIC STROKES IN DOGS

ABSTRACT

Over the years, veterinary medicine has made great technological advances, allowing, thus,
aid in the diagnosis of many diseases that resulted in increased animals life expectancy. As a
result of this new situation, there was an increase of older animals clinical care. Thus,
illnesses considered unusual in the past, began to be better identified, as is the case of strokes.
Recently, computed tomography and magnetic resonance imaging, have been used as aid
tools in the diagnosis of many diseases, enabling the identification and evaluation of the
central nervous tissue lesions. Information is provided regarding the size, shape and location
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of the lesion, and the magnitude of tissue compression and its side effects. This review aims
to present the main aspects of hemorrhagic strokes in computed tomography and magnetic
resonance imaging in dogs.

Keywords: computed tomography, magnetic resonance, hemorrhagic stroke, dogs.

CARACTERISTICAS DE LOS INFARTOS HEMORRAGICOS EN PERROS
EVALUADOS CON TOMOGRAFIA COMPUTARIZADA Y RESONANCIA
MAGNETICA

RESUMEN

A través de los afios, la medicina veterinaria ha realizado grandes avances tecnoldgicos,
permitiendo con ello el diagndstico de muchas enfermedades y asi, el aumento en la
esperanza de vida de los animales. Con lo anterior, se ha registrado un incremento en la
demanda de atencién clinica para los animales geriatras. Asi, enfermedades consideradas
poco comunes en el pasado, como los accidentes cerebrovasculares, empezaron a ser mejor
identificadas. Recientemente, la tomografia computarizada y la resonancia magnética, han
sido utilizadas como herramientas auxiliares en el diagndstico de muchas enfermedades, lo
que permite la identificacion y evaluacién de lesiones en el tejido nervioso central. Estas
técnicas, proporcionan informacién sobre tamafio, forma y localizaciéon de la lesion, y
permiten identificar la magnitud de la compresion de los tejidos asi como los efectos
secundarios de dicha compresion. Esta revision tiene como objetivo presentar las principales
caracteristicas de los infartos hemorrdgicos en perros evaluados mediante las técnicas de
tomografia computarizada y resonancia magnética.

Palabras clave: tomografia computarizada, resonancia magnética, infarto hemorrigico,
perros.

INTRODUCAO

A Medicina Veterindria obteve grandes avancos tecnoldgicos nos ultimos anos,
possibilitando, dessa forma, o diagndstico de muitas doencas que resultou no aumento da
expectativa de vida dos animais. Em consequéncia a essa nova situacdo, houve um aumento
do ndmero de atendimento clinico de animais idosos. Assim, enfermidades consideradas
incomuns no passado, comecam a ser melhor identificadas, como é o caso de acidentes
cerebrovasculares (AVC), que sdo desordens agudas cerebrais resultantes de uma isquemia ou
de uma hemorragia espontanea intracerebral. Considerados por muito tempo como incomuns,
esses eventos comecgaram a ser reconhecidos com o avango da neuroimagem (1). A incidéncia
das desordens cerebrovasculares em caes ndao € conhecida, no entanto, acredita-se que estas
ocorram em uma frequéncia inferior a do homem (2, 3).

Esta revisdo tem como objetivo apresentar os principais aspectos dos infartos
hemorragicos observados nos exames de tomografia computadorizada e ressondncia
magnética de caes.

REVISAO DE LITERATURA

A hemorragia intracraniana € um distirbio causado pelo extravasamento de sangue para
o interior do parénquima encefalico, ou suas adjacéncias e pode resultar em rapida disfuncao
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cerebral, geralmente por alteragdo no volume cerebral, denominado efeito de massa. Pode ser
classificada como epidural, subdural, subaracnéide, intraparenquimal (primdria ou
secunddria) ou intraventricular. Em cdes, o local mais comum de ocorréncia de hemorragia é
intraparenquimal. Quando o sangramento € suficientemente severo para formar um volume
adicional excessivo dentro do sistema nervoso central, os resultados podem ser fatais (4).

O hematoma, formado em virtude da hemorragia intracraniana, causa uma alteracdo da
relacao volume/pressao, podendo levar a um aumento da pressao intracraniana (5).

A presenca do hematoma leva a edema e a danos neuronais do parénquima cerebral
adjacente. Imediatamente ap6s o evento hemorrdgico, hd um actimulo de fluido na regido
adjacente ao hematoma, resultante da liberacdo e do acimulo de proteinas osmoticamente
ativas do soro sanguineo, presentes no codgulo (4). Além disso, o referido edema pode ser
resultante do extravasamento de plasma de capilares sanguineos presentes dentro da lesdo, ou
na drea adjacente em direcdo ao espaco extracelular cerebral, ou pode ser decorrente de
necrose isquémica compressiva do tecido nervoso adjacente (6).

Acreditava-se que a isquemia ocorria como resultado da compressao mecanica do tecido
cerebral adjacente pelo hematoma. Entretanto, estudos recentes em animais € humanos ndo o
confirmaram. Acredita-se que o sangue e os produtos do plasma mediam a maioria dos
processos secunddrios que sdo iniciados apds a hemorragia intracerebral. A morte neuronal na
regido ao redor do hematoma € predominantemente necrética, com evidéncias recentes
sugerindo a presenga de apoptose, ou seja, morte celular programada (4).

As causas de hemorragias intracerebrais incluem hipertensao, que pode ser secunddria a
doenca renal e hiperadrenocorticismo (4); mal formacdo vascular; doenga do coldgeno
vascular; coagulopatias e terapias anticoagulantes; angiopatia amiléide; vasculite; migracao
parasitaria; neoplasia e origem idiopatica (6, 7). A hemorragia também pode ocorrer como
sequela de infarto (6).

O infarto hemorrédgico é caracterizado clinicamente por uma disfun¢do neurolédgica
focal e assimétrica, apresentando um inicio agudo ou subagudo. Neste tipo de infarto pode
haver progressdao dos sinais neuroldgicos, por um breve periodo de 24 a 72 horas pelo
agravamento da hemorragia (4).

Os sinais clinicos podem se resolver em um periodo de dias a semanas dependendo da
severidade e da localizacdo da lesdo (6, 8).

Os sintomas neurolégicos decorrentes do infarto hemorrdgico dependem da localizagcdao
do dano vascular (telencéfalo, talamo, mesencéfalo, tronco encefilico e cerebelo).
Geralmente, os sinais clinicos mais apresentados nos animais sdo déficits neurolégicos focais,
ataxia, paresia ou paralisia, convulsdes, andar em circulos, alteracdes comportamentais,
depressdo, perda de consciéncia e/ou morte (6, 8). Sinais sistémicos podem ocorrer
dependendo da presenca de uma doencga de base (6).

O exame do liquido cerebroespinhal pode sugerir a presenca de uma hemorragia recente
por meio da presenca de xantocromia (4), verificada quando o liquor apresenta-se com uma
coloragdo amarelada decorrente da transformacdo da hemoglobina em pigmentos
hematogénicos. O liquido cerebroespinhal pode revelar um aumento da proteina e pleocitose
neutrofilica ou mononuclear (4, 6). Além disso, na maioria dos casos, o liquido cerebroespinal
pode apresentar uma pressao elevada, observada no momento de sua coleta (6).

As modalidades de imagem utilizadas para avaliacao de infartos hemorragicos incluem
cintilografia, angiografia, tomografia computadorizada e ressonancia magnética (6). A
cintilografia cerebral estitica ndo permite a diferenciacdo entre os tipos de infarto e outras
desordens que levam a um distirbio da barreira hematoencefélica (6).

A angiografia € o procedimento de escolha na determinacdo da etiologia de lesdes
hemorrdgicas em humanos, entretanto, esta ¢ raramente utilizada na Medicina Veterindria;
diferentemente da tomografia computadorizada e da ressonancia magnética que sao
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modalidades de imagem de grande importancia no diagnéstico de acidentes cerebrovasculares
com utilizacdo crescente no Brasil (6).

A tomografia computadorizada e a ressonancia magnética sao métodos de imagem nao
invasivos € sem sobreposicdes, que permitem a detec¢do e avaliacdo de diversas lesdes do
sistema nervoso central. Estes fornecem informacoes a respeito da localiza¢do e da extensdo
da lesdo, além de demonstrar a magnitude dos efeitos secundarios como, o edema e o efeito
de massa. A ressondncia magnética apresenta uma qualidade superior na avaliacdo cerebral,
entretanto, este exame apresenta custo elevado (9).

A tomografia computadorizada apresenta uma especificidade de aproximadamente
100% de identificacdo de hemorragia intracraniana (1) e € a técnica de imagem inicial para
exclusdo de hemorragia em humanos (10).

O hematoma apresenta diferentes aspectos tomograficos de acordo com a sua fase de
evolucdo. Na fase aguda (menos de 1 semana de evolugdo), a hemorragia intracerebral &
facilmente reconhecida devido a grande habilidade do sangue em atenuar a radiagdo. Isto
ocorre devido a globina, a fragdo prot€ica da hemoglobina que faz com que a imagem
tomografica da hemorragia seja hiperdensa (mais atenuante) em relacdo ao tecido cerebral
normal (2, 6). Além disso, a fibrina € outro fator que colabora com o aumento da densidade
tomografica (2). Esta caracteristica tende a apresentar um aumento da sua atenuacao nas
primeiras 72 horas (4).

A érea hemorrégica, na fase aguda, se apresenta como uma imagem hiperdensa e bem
definida (2, 6), apresentando correlagdo linear entre a atenuacdo tomografica e o hematdcrito
(11).

A densidade da 4drea hemorrdgica nesta fase pode apresentar uma variacgao entre 55 a 95
HU (6) e entre 60 a 80 HU (2). A unidade Hounsfield (HU) representa o valor da densidade
do voxel de cada tecido baseada na mensuragdo do coeficiente de atenuacdo relativo a dgua
(8).

O edema ¢ visibilizado tomograficamente como uma 4rea hipodensa (menos atenuante
em relacdo ao tecido cerebral normal) nas adjacéncias da lesdio (2, 6) e seu valor
correspondente a unidade Hounsfield pode variar entre 10 a 20 (9).

ApOs a primeira semana de duracdo (fase subaguda), hd uma diminui¢do da densidade
tomografica do hematoma, apresentando um valor de unidade Hounsfield variando entre 40 a
60 (6).

Durante as semanas apds o evento agudo, a atenuacdo do hematoma diminui em uma
média de 0,7 a 1,5 HU por dia, devido a reacdo quimica que leva a quebra das moléculas de
globina (2). Com o tempo, geralmente um més apds o evento hemorragico, a hemorragia se
torna isodensa ao tecido cerebral normal e potencialmente imperceptivel (2, 4, 6).

Com relacdo a ressonancia magnética, o aspecto da imagem da hemorragia
intracraniana € dependente de varios fatores intrinsecos (tempo de evolucdo, origem, tamanho
e localizacdo da hemorragia) e extrinsecos (sequéncia de pulso e campo de for¢a). Dentro das
primeiras 24 horas, assim como qualquer fluido com alta fracdo de proteina, a hemorragia
intracraniana € relativamente isointensa na sequéncia T1-weighted e hiperintensa nas imagens
T2-weighted, devido a presenca de oxihemoglobina intracelular. Apds as primeiras 24 horas,
o acumulo de deoxihemoglobina dentro dos eritrocitos leva o hematoma a apresentar um
aspecto isointenso a hipointenso em T1-weighted e hipointenso em T2-weighted. Por volta do
quarto dia do evento hemorrdgico, a deoxihemoglobina é oxidada em metahemoglobina no
eritrécito integro, demonstrando hiperintensidade em T1 e hipointensidade em T2, devido aos
efeitos paramagnéticos da metahemoglobina. A partir do sétimo dia ocorre a lise do eritrocito
e a saida da metahemoglobina para o espaco extracelular, representado pela hiperintensidade
em Tl e T2-weighted. Na sequéncia de TIl-weighted a hemorragia apresenta uma
hiperintensidade em formato de “anel”. No hematoma com mais de 14 dias de duracdo h4d um
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infiltrado de macréfagos no tecido cerebral adjacente. Estes s@o responsaveis pela fagocitose
de ferro da metahemoglobina extracelular. A deposicdo de ferro, assim como de
hemossiderina e ferritina na periferia do infarto, encurta a relaxacio de T2-weighted. O centro
do hematoma eventualmente colapsa ou € preenchido por liquido cerebroespinhal, que é
hipointenso em T1-weighted e hiperintenso em T2-weighted (figura 1) (8).

A sequéncia “gradient-echo” (GRE) é a sequéncia de ressonincia magnética mais
acurada na determinacdo da hemorragia. Comparado com outras sequéncias, o GRE
demonstra hipointensidade facilmente reconhecivel independentemente do tempo de
evolucdo, da origem e da localizacdo da hemorragia, ou do campo de forca. Entretanto, a
hipointensidade na sequéncia GRE nao € especifica para hemorragia e pode ser observada em
calcificagdes, ar, ferro, corpos estranhos e melanina. Contudo, calcificagdes, ar e muitos
corpos estranhos sdo também hipointensos em outras sequéncias (5).

Tanto na tomografia computadorizada quanto na ressondncia magnética, a
intensificacdo de contraste pode ocorrer quando hd um dano suficiente na barreira
hematoencefalica, permitindo o extravasamento de meio de contraste. A captacdo de contraste
pode ocorrer em menos de 24 horas da hemorragia, entretanto, esta ndo se torna maxima até o
sétimo dia (8). A intensificacdo de contraste ndo é verificada na fase aguda da hemorragia
devido a diminuicdo da perfusdo sanguinea (4, 6, 12). Essa caracteristica pode ser evidenciada
a partir do sexto dia e se estender até a sexta semana (4, 6). Por volta de uma semana apds o
evento hemorrdgico, o efeito em ‘“anel”, visibilizado como uma margem intensificada na
periferia da lesao, pode ser observado em decorréncia da neovascularizagdo na periferia do
hematoma (2,6) e de distirbios na barreira hematoencefalica na cdpsula vascularizada (2).

Figura 1. Imagens transversais de ressonincia magnética de uma hemorragia cerebral em um
cdo. H4 uma grande massa no lobo frontal direito. A massa se apresenta isointensa na
sequéncia T1-weighted (A) e discretamente hiperintensa em T2-weighted (B), uma hora apds
a injuria. A intensidade do sinal aumenta gradualmente na periferia da massa nas imagens de
T1-weighted (C: dia 3, E: dia 5, G: dia 14). As imagens de T2-weighted (D: dia 3, F: dia 5)
demonstram uma 4rea hipointensa no centro da massa; no dia 14 (H), a massa € hiperintensa
na regido central e hipointensa na por¢do periférica. O edema (setas pequenas) apresenta um
crescimento por volta do dia 2 e diminui¢do no dia 14 nas imagens de T2. Os giros e os sulcos
cerebrais (setas) sdo indistintos do dia 2 a 6, mas visivel novamente por volta do dia 14.
Fonte: Tamura et al. (13).
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Na fase cronica, a intensificagdo de contraste apresenta um padrdo variavel (2, 13).

O efeito de massa secundario ao hematoma, verificado como um deslocamento da falx
cerebral e/ou assimetria ventricular, pode persistir por até 17 dias apés pequenos hematomas e
até mais tarde em grandes hemorragias (3). De acordo com outros autores, o efeito de massa
em hematomas permanece por até 28 dias (11).

Avaliando-se o desvio da falx cerebral em pacientes humanos com hemorragia
intracerebral, foi observado que todos os casos de progressao inicial estavam associados ao
aumento do hematoma, e os casos com progressdo tardia do efeito de “massa” foram
relacionados com o desenvolvimento de edema. Esta dltima progressao estd mais propensa a
ocorrer em casos de hematomas iniciais de grandes dimensoes (14).

O efeito de massa persiste por um periodo de tempo maior em casos de hemorragia
cerebral em comparacio com o infarto isquémico (3). O edema pode aumentar em dimensoes
até 4 a 5 dias em casos de hemorragias intracranianas (6). Geralmente, o edema persiste por 5
dias, entretanto, em algumas instincias, este pode perdurar por 2 semanas (2).

No exame de ressonancia magnética sequencial de um cd3o com hematoma
intracraniano, o edema foi considerado moderado na fase hiperaguda da hemorragia
(aproximadamente 1 hora), se tornando severo ha aproximadamente 24 horas apds o evento
hemorragico (fase aguda) e permanecendo desta forma até o décimo quarto dia (fase cronica)
(13).

CONSIDERACOES FINAIS

A tomografia computadorizada e a ressonancia magnética sao métodos de imagem que
permitem a deteccdo e a avaliagdo de diversas lesdes do sistema nervoso central. Estes
exames nado invasivos fornecem informagdes a respeito da localizag¢do, extensao e magnitude
dos efeitos secunddrios das alteragdes tais como, o edema e o efeito de massa. Dessa forma,
as imagens obtidas na tomografia computadorizada e na ressonancia magnética auxiliam no
diagndstico de infartos hemorrdgicos, de grande importincia para o progndstico e tratamento
de animais.
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RESUMO

A dermatofitose ¢ a micose cutinea de maior ocorréncia na clinica de pequenos animais e,
que pelo seu cardter zoondtico, é considerada uma importante doenca em sadde publica. O
presente trabalho teve como objetivo descrever um surto de dermatofitose neonatal canina
causada por Microsporum gypseum. Sete filhotes com 20 dias de idade foram encaminhados
para exame clinico onde cinco apresentavam dreas de alopecia, eritema e descamacao no
membro posterior e/ou cauda. A dermatofitose foi confirmada pelo isolamento de M.
gypseum, sendo indicada terapia antifiingica tdpica para todos os animais. Dois animais
tiveram cura clinica espontanea das lesdes e os outros foram tratados com cetoconazol ou
miconazol por 30 dias, sendo obtida a negatividade da cultura fingica ao final do tratamento.

Palavras-chave: Dermatofitose, filhotes, antiftiingico.

CANINE NEONATAL DERMATOPHYTOSIS BY Microsporum gypseum
ABSTRACT

Dermatophytosis is a cutaneous mycosis of great occurrence in the small animal clinics and,
that due to zoonotic character is considered an important disease in public health. This paper
has the objective to report a outbreak of canine neonatal dermatophytosis caused by
Microsporum gypseum. Seven puppies with 20 days old-age were submitted to clinical
examination, where five showed regions of alopecia, erythema and scaling in the hindlimb
and/or tail. Dermatophytosis was confirmed by isolation of M. gypseum and topical antifungal
therapy was prescribed to all animals. Two animals had spontaneous clinical cure of the
lesions and the others were treated for 30 days with ketoconazole or miconazole. Fungal
cultures were negative after the end of the treatment.

Keywords: Dermatophytosis, puppies, antifungal.
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DERMATOFITOSIS NEONATAL CANINA POR Microsporum gypseum
RESUMEN

La dermatofitosis es la micosis cutdnea de mayor ocurrencia en la clinica de pequefos
animales y, que por su caracter zoondtico es considerada una importante enfermedad de salud
publica. El presente trabajo tuvo como objetivo describir un surto de dermatofitosis neonatal
canina causada por Microsporum gypseum. Siete perros con 20 dias de edad fueron sometidos
al examen clinico, donde cinco presentaron areas de alopecia, eritema y descamacion en el
miembro posterior y/o cauda. La dermatofitosis fue confirmada a través del aislamiento de M.
gypseum, siendo indicada terapia antiftingica topica para todos los animales. Dos de los
animales presentaron cura clinica espontdnea de las lesiones, los otros fueron tratados por 30
dias con cetoconazol o miconazol, obteniendo resultado negativo en el cultivo al final del
tratamiento.

Palabras-clave: Dermatofitosis, perros, antifingico.
INTRODUCAO

A dermatofitose é a dermatopatia fingica de maior ocorréncia na clinica de pequenos
animais, sendo causada por um grupo de fungos queratinofilicos. Estes fungos
taxonomicamente relacionados pertencem aos géneros Microsporum, Trichophyton e
Epidermophyton, sendo as espécies Microsporum canis, M. gypseum e Trichophyton
mentagrophytes as mais comumente relacionadas a doenca em animais de companhia (1).

A micose pode ser adquirida de diferentes formas, uma vez que os dermatdfitos t€ém
como habitat o solo, os animais € os humanos. Dessa forma, estes fungos podem ser
classificados em geofilicos, zoofilicos e antropofilicos, respectivamente. A transmissao ocorre
pelo contato direto ou indireto com artroconidios fingicos, os quais podem permanecer
vidveis no ambiente por até 18 meses. Os dermatoéfitos ao penetrarem na pele, pélos e unhas
causam danos mecanicos que resultam em descamacgdo da superficie epitelial e quebra do
pélo. Por outro lado, seus metabdlitos se difundem pelas células da epiderme causando reagdao
inflamatoéria resultando no desenvolvimento de lesdes alopécicas, eritematosas, circulares e
secas, localizadas ou disseminadas no tegumento cutineo (2,3). Este artigo tem como objetivo
descrever um surto de dermatofitose em caes neonatos causado por Microsporum gypseum.

RELATO DO CASO

Foram atendidos sete filhotes da espécie canina, cinco machos e duas fémeas, sem raca
definida e com 20 dias de idade apresentando lesdes cutdneas eritematosas, alopécicas e
pruriginosas, € aumento de volume da regido acometida, ha aproximadamente dez dias
(Figura 1). Dos sete filhotes, cinco apresentavam sinais clinicos sendo dois com lesdes
localizadas no membro posterior esquerdo e cauda, dois na cauda e um com lesdes apenas no
membro posterior esquerdo. Segundo o proprietdrio, a ninhada permanecia em um local com
palha e terra no municipio de Pelotas (Rio Grande do Sul), junto a cadela, a qual nao
apresentava nenhuma lesdo cutanea. Ao exame clinico observou-se temperatura, freqii€ncia
respiratoria e cardiaca dentro dos parametros fisiolégicos e mucosas roseas. Observou-se
infestacdo por pulgas e prurido generalizado.
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Figura 1. Presenca de aumento de volume, alopecia e eritema em membro posterior direito de
filhote acometido por dermatofitose.

Os animais foram submetidos a um exame parasitolégico por raspado cutdneo com
auxilio de 1amina de bisturi para a verificacdo da presenca de dcaros causadores de sarna. O
material foi encaminhado ao laboratério para exame direto em microscopio Optico. Foi
prescrito tratamento tépico para o combate as pulgas com fipronil spray em todos os animais
e banhos didrios do local lesionado com sabdo a base de monossulfiram até a liberacdo do
resultado laboratorial. Prescreveu-se também anti-helmintico a base de pamoato de pirantel,
pamoato de oxantel e praziquantel na dose de 1mlL/kg para todos os filhotes. O exame para
detec¢do de sarna resultou negativo, sendo colhidas novas amostras pela técnica do carpete
estéril com antissepsia prévia da lesdao com dlcool 70°. Estas amostras foram encaminhadas
para exame micolégico como diagndstico diferencial, sendo cultivadas em dgar Sabouraud
dextrose acrescido de cloranfenicol e cicloheximida, incubadas a 30°C por até dez dias. Apds
o periodo de incubagdo observou-se o crescimento de coldnias brancas, inicialmente
cotonosas tornando-se pulverulentas e acastanhadas, com reverso pigmentado (Figura 2).
Microscopicamente, as colonias eram caracterizadas pela presenca de grande quantidade de
macroconidios hialinos, elipséides, equinulados contendo de quatro a seis septos (Figura 3).
As caracteristicas macro e micromorfoldgicas das colonias foram compativeis com
Microsporum gypseum e resultaram no diagndstico de certeza de dermatofitose.

Com a confirmacdo da doenca, recomendou-se limpeza e desinfec¢do do local onde os
cdes estavam abrigados com hipoclorito de sdédio 4% e prescreveu-se terapia antifingica
tépica, sendo que os dois filhotes que apresentavam lesdes apenas na cauda tiveram regressao
espontanea antes do inicio do tratamento. Do restante dos filhotes, dois foram tratados com
miconazol 2% e um com cetoconazol, betametasona e neomicina, sendo recomendada a
aplicagdo didria do produto trés vezes ao dia por um periodo minimo de 30 dias. Apds sete
dias de tratamento, os animais apresentaram melhora significativa das lesdes, com diminuicao
do prurido, eritema e descamacdo. Apds dez dias, o filhote tratado com cetoconazol
apresentou piora das lesdes, sendo colhida nova amostra para exame micoldgico a qual
resultou em positiva para M. gypseum. Dessa forma, o tratamento foi alterado para miconazol
2% topico, sendo prescrito por mais 20 dias. Ao final do tratamento (30 dias), verificou-se o
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crescimento de pélos nos locais lesionados em todos os animais, sendo realizado exame
micoldgico para confirmagdo da negatividade de isolamento ftngico.

Figura 2. Aspecto macromorfolégico do verso (a) e reverso (b) do isolado de Microsporum
gypseum obtido do caso clinico.

Figura 3. Aspecto micromorfoldgico do isolado de Microsporum gypseum contendo inimeros
macroconideos hialinos, elipséides e equinulados.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

A dermatofitose é uma micose frequente em cdes, sendo a infec¢do relacionada
predominantemente a Microsporum canis. Estudos demonstram que esta espécie €
responsdvel pela maioria (70%) dos casos de dermatofitose em cdes, enquanto que M.
gypseum € encontrado em 2 a 8% dos casos (4-8). A infeccio € caracterizada por ser auto-
limitante em animais imunocompetentes, sendo muitas vezes observada a cura clinica sem a
utilizacdo de farmacos antifiingicos (9). No entanto, fatores intrinsecos e extrinsecos podem
alterar a microbiota cutinea e predispor ao desenvolvimento da infec¢do dermatofitica,
principalmente em animais jovens € idosos ou naqueles com imunossupressdo causada por
doengas virais ou pelo uso prolongado de corticoesterdides, quimioterdpicos entre outros (1).
No presente caso, os filhotes recém-nascidos ficaram expostos ao fungo provavelmente
devido ao ambiente onde estavam abrigados, sendo a infec¢do propiciada também pela
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ocorréncia concomitante de pulicose e verminose. A caracteristica clinica das lesdes foi
compativel com a literatura, no entanto, o alto grau de prurido difere dos demais autores,
podendo este ser decorrente da infec¢do por pulgas ou de infeccdo bacteriana secundaria (3).
Além disso, segundo Copetti et al. (10), os sinais clinicos da dermatofitose sdo altamente
variados e dependentes da interacdo fungo-hospedeiro e do grau de inflamacao. Dessa forma,
estes autores relataram a presenga de dcaros, principalmente Demodex canis, em 5% das
amostras com suspeita de dermatofitose indicando que diagndsticos clinicos de dermatofitose
podem ser confundidos com infec¢des de etiologia parasitdria.

Na dermatofitose humana o tratamento de escolha € a base de antifiingicos tépicos
pertencentes aos grupos dos azdis ou alilaminas (11). Em veterindria, a escolha de uma terapia
antifiingica tépica ou sist€émica é dependente da localizacdo e gravidade das lesdes (1). Os
farmacos utilizados rotineiramente para o tratamento das dermatofitoses em animais sdo
compostos a base de cetoconazol, griseofulvina e terbinafina (12).

Balda et al. (12) observaram que animais tratados com antifungico oral podem
apresentar positividade no exame micoldgico por 15 a 60 dias ap6s o inicio do tratamento.
Neste trabalho a positividade foi observada no animal que apresentou piora das lesdes dez
dias ap6s o inicio do tratamento topico, sendo alterado o principio ativo da terapia
antiftingica.

O presente relato alerta para a importancia da realizacdo de diagndstico diferencial a fim
de confirmar a etiologia da lesdo clinica, uma vez que a utilizacdo de farmacos
antimicrobianos e antiparasitarios em filhotes deve ser cautelosa.
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RESUMO

Um cdo sem raca definida, macho, quatro anos de idade apresentou massa avermelhada e
fridvel na oOrbita direita. A lesdo foi submetida ao exame citopatolégico por imprint e notou-se
uma populacio homogénea de células mononucleares com numerosos vacuolos
citoplasmaticos, tipicos de TVT. Diante do resultado, realizou-se a exenteragdo do olho
direito. Macroscopicamente, apds corte longitudinal do globo ocular afetado, visualizaram-se
duas massas brancas, macias, regulares, que mediam 1,0 cm e 0,8 cm de didmetro, localizadas
na esclera e na cérnea. As massas invadiam a camara anterior do olho direito. O diagndstico
de TVT também foi confirmado no exame histopatolégico. Nao foi possivel definir a via de
acesso exata (metdstase ou implantacdo) das células neoplasicas ao globo ocular. Entretanto,
nestes casos, a implantacdo € a via mais freqiiente, levando-se acreditar em sua ocorréncia.

Palavras-chave: TVT, olho, doencas de caes

INTRAOCULAR TRANSMISSIBLE VENEREAL TUMOR IN A DOG - CASE
REPORT

ABSTRACT

A 4-year-old mixed-breed dog, male, presented a reddish and friable mass in the right orbit.
The lesion was subjected to examination by imprint cytology and it was observed a
homogeneous population of mononuclear cells with numerous cytoplasmic vacuoles, typical
of TVT. After the result, was held exenteration of the right eye. Macroscopically, after
longitudinal section the affected eye was displayed two white masses, soft, regular, with 1.0
cm and 0.8 cm in diameter, located in the sclera and cornea. The mass invaded the anterior
chamber of the right eye. The diagnosis of TVT was also confirmed on histopathology. It was
not possible to define the exact access road (metastasis or implantation) to the neoplasm in the
orbit. However, in these cases, the implantation is more frequent, leading them to believe in
its occurrence.

Keywords: TVT, eye, diseases of dogs
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TUMOR VENEREO TRANSMISSIBLE INTRAOCULAR EN PERRO - REPORTE
DE CASO

RESUMEN

Un perro de raza mixta, masculina, cuatro afios, presentd en la cuenca del ojo derecho y una
masa friable de color rojizo. La lesion fue sometida al examen de citologia de impresion, y se
observé una poblaciéon homogénea de células mononucleares con numerosas vacuolas
citoplasmaticas, tipico de TVT. Sobre el resultado, se realizé exenteracion del ojo derecho.
Macroscopicamente, después del corte en el ojo afectado, se observd dos masas de color
blanco, suave, regular, que mide 1,0 cm y 0,8 cm de didmetro, situado en la esclerdtica y
cornea. La masa invadi6 la camara anterior del ojo derecho. El diagnéstico de TVT se pudo
confirmar en el estudio histopatolégico. No se pudo establecer la ruta exacta de acceso (o
metéstasis o implantacion) de las células cancerosas en el globo ocular. Sin embargo, en estos
casos, el despliegue es el problema mas frecuente que lleva a creer como més probable.

Palabras-clave: TVT, ojos, enfermedades de perros

INTRODUCAO

O tumor venéreo transmissivel (TVT), também ja& chamado linfoma venéreo,
plasmacitoma venéreo, histiocitoma infeccioso, condiloma canino, sarcoma transmissivel e
tumor de Sticker, ¢ uma neoplasia de ocorréncia comum, transmitida entre cdes pela
implanta¢do celular por meio do coito, por lambeduras ou por interacdo entre o animal
infectado e o susceptivel, ou ainda por transplantes experimentais (1-3). Localiza-se
geralmente na genitdlia externa de ambos os sexos. Entretanto, a implantacdo em dreas
extragenitais, especialmente em mucosas lesionadas e a ocorréncia de metdstases foram
descritas em linfonodos, no bago, na pele, no dnus e espago perianal, na mucosa oral, na
mucosa nasal, no globo ocular dentre outros locais (4-7). As metdstases em locais
extracutaneos sao incomuns, correspondendo a cerca de 1% dos casos de TVT (3). Casos de
TVT envolvendo o globo ocular foram relatados, podendo ocorrer por metastase ou por
implantacdo (8-10).

Macroscopicamente, o TVT possui morfologia vegetativa, com vdrias massas de
aspecto irregular e fridvel, podendo apresentar coloracdo que vai desde o vermelho escuro ao
rosa acinzentado. Pode ainda apresentar lesdes ulceradas e hemorragias incessantes (3).
Microscopicamente, observam-se células tumorais grandes, poliédricas, redondas ou ovais e
de dimensdes uniformes. O nucleo é grande e o citoplasma ndo é bem definido e se cora
palidamente (1). No exame citopatoldgico por aspiracdo, o TVT pode ser classificado como
de aspecto plasmocitéide, quando no minimo 70% das células neopldsicas apresentam-se
ovOides, com menor relacdo nudcleo: citoplasma e nucleo excéntrico; TVT de aspecto
linfocitéide, quando no minimo 70% das células tumorais assemelham-se a linf6citos
(arredondadas), células arredondadas, com maior relacdo nucleo : citoplasma e nucleo
redondo e central; ou de aspecto linfoplasmocitéide ou misto, quando ambos os tipos
celulares estdo presentes (11).

O presente trabalho objetiva descrever um caso incomum de TVT intra-ocular em um
cdo e discutir a patogenia do comprometimento neoplésico ocular.
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RELATO DO CASO

Foi atendido, no Servi¢o de Oftalmologia do Ambulatério Veterindrio da UFG, Campus
Jatai, um cdo SRD, macho, de quatro anos de idade, com histérico de aumento progressivo de
volume na Orbita direita com curso de seis meses. O proprietdrio relatou que havia
sangramento constante na massa ocular e secrecido sanguinolenta no prepticio. O cdo tinha
acesso a rua. No exame clinico, foi observado aumento de volume orbital direito, friavel,
sanguinolento, de 2,5 cm de didmetro e com formato de couve-flor (Figura 1). Foi realizado
no olho esquerdo o teste lacrimal de Schirmer, testes de resposta a ameaca, de reflexo
fotopupilar direto, de reflexo palpebral e corneal, oftalmoscopia direta e teste da coloragdo
com fluoresceina, ndo sendo evidenciadas alteracdes dignas de nota. Ao exame do pénis e
prepucio, foi evidenciado massa de aspecto semelhante a descrita na 6rbita direita, com 6 cm
de diametro, em torno da base do pénis. Foi procedido exame fisico completo e coletadas
amostras para realiza¢do de hemograma, urindlise e bioquimica (ALT, AST, GGT, fosfatase
alcalina, ureia e creatinina), ndo sendo encontradas alteracdes significativas.

Figura 1. Cao, TVT intra-ocular. Observa-se massa avermelhada e fridvel na orbita ocular
direita.

Adicionalmente, foram realizados imprints das massas ocular e genital para
citopatologia. As laminas foram coradas com panético ripido e notou-se populacdo
homogénea de células mononucleares com discreta a moderada anisocitose, onde os nicleos
eram redondos, hipercrométicos e excéntricos, de aspecto predominantemente plasmocitéide
(Figura 2), podendo-se firmar o diagnéstico de TVT de acordo com Amaral et al. (11) e
Meuten (12). Havia numerosos vacuolos citoplasméaticos em muitas células e mitoses tipicas
ocasionais, conforme o descrito também por Meuten (12). O exame citopatoldgico por imprint
corado pelo pandtico rapido foi de facil execucdo, resultando em um diagndstico imediato,
assim como o reportado por Santos et al. (13) e Amaral et al. (11). Tal diagnéstico propiciou o
inicio da terapia antineopldsica com o sulfato de vincristina, logo no primeiro dia de
atendimento ao paciente.
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Figura 2. Cdo, TVT intra-ocular. Exame citopatolégico por imprint revela células
mononucleares com discreta a moderada anisocitose, nucleos redondos, excéntricos e
hipercromdticos com vacutolos brancos citoplasmaticos, caracterizando uma morfologia
predominantemente plasmocitdide. Panético rapido, obj. 40X.

Diante dos resultados, optou-se por exenteracdo do olho direito. O material proveniente
da exenteracdo foi fixado em formol a 10% para histopatologia. Macroscopicamente, apds
corte longitudinal do globo ocular afetado, visualizaram-se dois nddulos brancos, macios,
regulares, que mediam 0,8 cm e 1,0 cm de didmetro, localizados na esclera e na cdrnea
(Figura 3). Os nddulos invadiam a camara anterior. As amostras foram processadas
rotineiramente para inclusio em parafina e coradas pelas hematoxilina-eosina (HE). A
microscopia, pode-se identificar na superficie ocular, invadindo a crnea e a cdmara anterior,
duas 4reas bem delimitadas onde havia proliferagdo, em manto, de células redondas contendo
finas septacOes trabeculares conjuntivas. As células eram levemente pleomorficas e
apresentavam citoplasma eosinofilico, nicleo redondo e hipercromdtico, com nucléolos
unicos ou multiplos e evidentes (Figura 4). O limite entre as células neoplésicas era distinto.
Uma a duas mitoses foram observadas por campo de maior aumento. Havia necrose
focalmente extensa da cdérnea, que incluiu o epitélio, estroma, membrana de Descemet e
endotélio. Foram também evidenciadas dreas multifocais de calcificagdo da lente. Na firis,
notou-se infiltrado inflamatdrio focalmente extenso acentuado de linfécitos e plasmdcitos.

Os achados histopatolégicos estdo condizentes com aqueles descritos por Meuten (12),
Santos et al. (13) e Tinucci-Costa (3) para o diagndstico de TVT.

Foram procedidas sete sessdes de quimioterapia com sulfato de vincristina na dose de
0,05 mg/kg de peso corpdreo a intervalos de sete dias, sendo que, uma aplicacdo foi feita
antes e seis foram realizadas apds a exenteracdo do globo ocular. Houve total remissdo do
TVT genital. De acordo com Gaspar et al. (14), pode ser encontrada uma resisténcia a
quimioterapia com sulfato de vincristina no TVT, principalmente nos tumores plasmocitéides,
onde foi verificada uma maior expressao de glicoproteina-p. Entretanto, neste caso, a resposta
a quimioterapia foi eficaz.
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Figura 3. Cdo, TVT intra-ocular. Corte sagital do globo ocular afetado evidenciando dois
nédulos brancos bem delimitados na cérnea e esclera.

P 2™ B

Figura 4. Cdo, TVT intra-ocular. Nota-se populacdo homogénea de células mononucleares,
levemente pleomorficas, com citoplasma levemente eosinofilico, nicleo redondo e
hipercromatico e nucléolos tnicos ou multiplos e evidentes. HE, obj. 40X.
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Sobre o TVT de localizacao intra-ocular, hé trés relatos do neoplasma acometendo essa
regido em caes (8-10). Em apenas um trabalho, foi comprovado que o acometimento ocular
do TVT foi por metéstase (9). Nos outros dois casos, de forma semelhante aos achados deste
relato, observou-se a presenca de massas tumorais de apresentacdo ocular externa e o
rompimento da cdrnea, ndo sendo possivel definir a via de acesso do neoplasma ao globo
ocular (implantagcdo ou metéstase) (8,10).

No presente caso, é mais provavel que a neoplasia tenha se iniciado por implante na
superficie ocular, pois as massas apresentavam crescimento externo ocular e grande
comprometimento da esclera e cérnea, o que levou a sua ruptura, sem apresentacio de células
neopldsicas na iris, corpo ciliar ou cordide, que compdem a malha vascular ocular. Caso o
TVT intra-ocular fosse oriundo de metdstase, poder-se-ia corroborar, como mais provavel, o
acometimento das estruturas intra-oculares que compdem a malha vascular com tecido
linféide (iris e/ou corpo ciliar) (15). Entretanto, ainda existem outras estruturas oftdlmicas
com tecido linféide e extensa malha vascular e que sdo de localizacdo externa, como as
conjuntivas oculares e a terceira palpebra. Assim, mesmo que o inicio do crescimento
neoplédsico do TVT por implantacdo seja atribuido a estruturas da superficie ocular, ndo se
pode descartar a possibilidade de metastase em estruturas oculares externas.

Durante a avaliagdo macroscopica ou microscOpica, ndo foi possivel identificar a
estrutura da terceira pdalpebra, o que poderia indicar total destruicdo pelo crescimento
neopldsico. Metéstases de neoplasias mamdrias e de hemangiossarcoma ji foram relatadas
acometendo a terceira palpebra e as palpebras, assim como de TVT (5, 16). A cérnea também
¢ alvo de metastases tumorais. O epitélio corneal possui constante reposi¢do celular por
migragdo celular a partir na membrana basal e por deslizamento de células epiteliais a partir
do limbo, que estd em contato com a conjuntiva escleral, em direcao ao centro da cérnea (16).
Tal processo de reparacdo poderia levar consigo células neopldsicas, ndo s6 provenientes de
metéstases, como também provenientes de implantes de TVT conjuntivais.

Apesar de o tratamento cirdrgico ndo ser a modalidade terapéutica mais indicada em
casos de TVT, optou-se pela exenteracdo ocular por dois motivos. Em primeiro lugar, devido
ao sangramento constante da neoplasia ocular, que ndo cessou decorridos sete dias da
primeira aplicagdo do sulfato de vincristina e, em segundo, em fun¢do da remissdo neoplasica
nao excluir uma posterior enucleagdo, devido a intensa destruicao da estrutura ocular.
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RESUMO

A peritonite infecciosa felina (PIF) tem como agente etiol6gico o coronavirus felino, que
acomete os felinos domésticos e selvagens. A maior incidéncia da PIF ocorre onde ha alta
incidéncia populacional felina. Animais com menos de um ano de idade parecem ser os mais
susceptiveis. A PIF é caracterizada pelas formas efusiva, ndo efusiva ou ambas. A citologia
renal € indicada quando hd suspeita clinica e evidéncias laboratoriais da enfermidade. O
objetivo deste relato € descrever as alteragdes citoldgicas observadas em um caso de PIF nédo

efusiva nos rins.

Palavras-chave: puncao aspirativa, rins, felino.

CYTOLOGY AND FINE NEEDLE ASPIRATION IN THE KIDNEY OF A CAT
WITH FELINE INFECTIOUS PERITONITIS

ABSTRACT

The feline coronavirus is the etiologic agent of Feline Infectious Peritonitis (FIP), which
affects domestic and wild cats. The highest incidence of FIP occurs where there is high feline
population incidence. Animals less than one year of age appear to be more susceptible. The
FIP is characterized by effusive forms, not effusive or both. Renal cytology is indicated when
there is clinical suspicion and laboratory evidence of disease. The objective of this report is to

describe the cytological changes observed in one case of not effusive FIP in the kidney.

Key words: aspiration punction, kidneys, feline.
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CITOLOGIA POR ASPIRACION CON AGUJA FINA EN EL RINON DE UN GATO
CON PERITONITIS INFECCIOSA FELINA

RESUMEN

El coronavirus felino es el agente etiologico de, la peritonitis infecciosa felina (PIF) que
afecta a los gatos domésticos y salvajes. La mayor incidencia de PIF se produce cuando existe
alta densidad poblacional felina. Los animales con menos de un afio de edad parecen ser mds
susceptibles. La PIF tiene dos principales formas de presentacién clinica: la forma efusiva y la
no efusiva; aunque pueden presentarse ambas en el mismo individuo. La citologia renal esta
indicada cuando existe sospecha clinica y evidencias de laboratorio de la enfermedad. El
objetivo de este informe es describir los cambios citoldgicos observados en el riiién de un
gato PIF positivo no efusivo.

Palabras-claves: puncion aspiracion, rifiones, felino.
INTRODUCAO

A peritonite infecciosa felina (PIF) é causada pelo coronavirus felino. Casos em felinos
domésticos e selvagens tém sido relatados desde 1960 em todo o mundo (1-3). A maior
incidéncia de PIF ocorre em propriedades domésticas ou em estabelecimentos criatérios (4).
Animais com menos de um ano de idade parecem ser mais susceptiveis (5).

A doenga € caracterizada pelas formas efusiva, ndo efusiva ou ambas. A forma efusiva
da doenca ocorre em gatos com resposta imune celular deficiente que clinicamente
apresentam perda de fluido rico em proteina para a cavidade pleural, abdominal, espaco
pericardico e subcapsular dos rins. J4 a forma nao efusiva se desenvolve em gatos que
possuem resposta imunecelular parcial, que desenvolvem lesdes piogranulomatosas ou
granulomatosas em diversos tecidos, particularmente nos olhos, encéfalo, rins, epiplon e
figado (4, 6).

A citologia renal € indicada quando ha suspeita clinica e evidéncias laboratoriais da
enfermidade. Em pequenos animais, a citologia renal € utilizada para diferenciacdo de
linfoma, carcinoma, PIF, abscessos, cistos ou infeccdes fungicas (7). O objetivo desse
trabalho é descrever o padrdo citolégico em um felino portador de PIF ndo efusiva com
alteracdes no parénquima renal. Ressaltando assim, a importancia da avaliacdo citolégica no
diferencial entre neoplasias e processos inflamatorios.

RELATO DE CASO

Um felino Himalaia, macho, de 10 meses de idade foi encaminhado ao Hospital
Veterindrio da Universidade Federal de Santa Maria (HVU-UFSM) por apresentar apatia,
anorexia e emagrecimento. Na anamnese o proprietdrio relatou que ha dois dias o animal
parou de comer e beber 4gua. No exame fisico observou-se estado nutricional regular, mucosa
rosa palida e desidratacdo de 4%. Na palpacgao renal, observou-se aumento de volume no rim
esquerdo. O ultrassom abdominal revelou massa tumoral comprometendo o rim esquerdo.
Também foram realizados hemograma e perfil bioquimico.

No eritrograma foi observada anemia normocitica normocrdmica, hiperproteinemia € no
leucograma discreta leucopenia por linfopenia. O painel bioquimico nao revelou alteracdes na
funcdo hepdtica e renal. Sete dias apds a avaliacdo clinico-laboratorial, o animal retornou para
realizacdo de nefrectomia parcial sendo realizada, na ocasido nova avaliacdo hematoldgica,
cujos parametros foram mantidos.
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Durante o procedimento cirdrgico foi realizada citologia aspirativa por agulha fina
(CAAF) no rim esquerdo onde se observou processo inflamatério caracterizado por
neutréfilos integros, em meio a células epiteliais reativas e fundo proteico (Figura 1A).
Durante o transoperatdrio, foi observado que o rim direito também apresentava morfologia
semelhante a observada no rim esquerdo (Figura 1B), ndo sendo o mesmo removido. Ao final
do procedimento o animal apresentou dificuldade respiratria intensa e foi submetido a
eutandsia.

Na andlise histopatoldgica o rim esquerdo apresentava nefrite intersticial linfoplasmo-
histiocitdria focalmente extensa cronica associada a perivasculite acentuada, extensa perda do
parénquima renal com substituicdo por abundante quantidade de fibrina (Figura 2). No
encéfalo foi observada meningoencefalite e ependimite linfoplasmocitdria cronica difusa
moderada. As lesdes observadas foram compativeis com a forma ndo efusiva da peritonite

infecciosa felina.

Figura 1. Felino, Himalaia, 10 meses de idade. A) Infiltrado inflamatério, células epiteliais
reativas (seta vermelha) e fundo proteico presente na citologia renal. B) Aspecto
macroscopico do rim esquerdo apresentando massa sdlida amarela, com limites pouco
distintos.

A@f (.3 |
Figura 2. Felino, Himalaia, 10 meses, rim. Observam-se areas focalmente extensas de perda

do parénquima renal com substituicio por abundante quantidade de fibrina e infiltrado
inflamatério constituido de células mononucleares e macréfagos. (H&E 10x).
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DISCUSSAO E CONCLUSAO

A faixa etdria dos animais acometidos pela PIF varia de 2 meses a 3 anos, que incluem
o caso ora descrito (5, 8). Animais de todas as racas podem ser afetados (3). Entretanto, a
maior incidéncia em ragas puras deve-se provavelmente a origem desses animais de gatis com
alta densidade populacional (5). Ndo existe medida terapéutica efetiva para PIF (4).

As alteracdes laboratoriais observadas neste caso foram anemia normocitica
normocrdmica provavelmente devido a doenga inflamatéria causada pela PIF (9), associado a
leucopenia por linfopenia, embora, frequente no leucograma de felinos portadores da doenca
seja observada leucocitose neutrofilica e linfopenia (4). Hiperproteinemia ocorreu em todo
curso clinico provavelmente em consequéncia da produgdo inicial de proteinas de fase aguda
com aumento da fragdo da alfa-globulina, seguido de um aumento da fracdo gama-globulina,
refletindo a producgdo de anticorpos contra o virus (10, 11). A ictericia plasmatica, observada é
descrita, ocasionalmente em gatos acometidos por essa enfermidade (4, 8).

O exame ultrassonografico pode ser usado para confirmar a presenca de liquido
abdominal em gatos com um volume minimo de liquido, assim como para avaliar o pancreas,
figado, linfonodos e rins (4). Neste caso o exame ultrassonografico demonstrou a presenca de
massa comprometendo o parénquima renal.

As dificuldades encontradas para se elaborar um diagndstico definitivo devem-se aos
sinais clinicos inespecificos, auséncia de anormalidades patognomoOnicas, hematolédgicas,
bioquimicas, aliada a baixa sensibilidade e especificidade dos testes usados na rotina (12).
Neste caso, o diagndstico morfolégico foi possivel por meio da identificagcdo de lesdes
histopatoldgicas caracteristicas de lesdo piogranulomatosa renal.

A PIF € raramente diagnosticada por meio de citologia renal. Os achados observados
em casos de PIF sdo caracterizados por inflamacdo piogranulomatosa, fundo proteico e
neutréfilos ndo degenerados (7). Corroborando com os achados observados nesse caso, onde
também foi possivel observar células epiteliais reativas. Demonstrando com isso, a
importancia da avaliacdo citologica como auxilio no diferencial de diferentes patologias.

Assim, conclui-se que a citologia renal € util na diferenciagdo entre PIF e outras
patologias renais como infecc¢des fungicas, linfoma, carcinoma, abscessos e cistos.
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RESUMO

Displasia coxofemoral é o desenvolvimento anormal da articulagdo coxofemoral caracterizada
por diferentes graus de sub-luxacdo e doenca articular degenerativa associada. Apesar dos
inimeros tratamentos descritos, nenhum € considerado ideal. A denervacdo acetabular refere-
se a um procedimento cirdrgico utilizado no tratamento de cides displasicos e apresentando
osteoartrose associada. No presente estudo foram avaliados 15 cdes e obteve-se resposta
favordvel em 93,4% dos casos, com reduc@o da dor e melhora na locomocao e qualidade de
vida. Conclui-se portanto, tratar-se de uma técnica eficiente no tratamento da displasia
coxofemoral sintomdtica em caes.

Palavras-chave: cdo; denervacao acetabular; displasia coxofemoral

CLINICAL EVALUATION OF ACETABULAR DENERVATION IN DOGS WITH
HIP DYSPLASIA ATTENDED AT VETERINARY HOSPITAL OF FMVZ -
BOTUCATU - SP

ABSTRACT

Hip dysplasia is an abnormal development of the hip joint characterized by sub or complete
luxation of the femoral head in young patients and degenerative joint disease in mature dogs.
Despite of several treatments reported there is no one considered ideal. Acetabular
denervation is a surgical procedure for treating dogs with hip dysplasia and degenerative joint
disease. Pain reduction and improvement of range of motion and quality of life was observed
in 93,4% of the dogs. Acetabular denervation could be effective in the treatment of
symptomatic hip dysplasia.

Key words: dogs; acetabular denervation; hip dysplasia
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EVALUACION CLINICA DE LA DENERVACION ACETABULAR EN PERROS
CON DISPLASIA COXIFEMORAL ATENDIDOS EN EL HOSPITAL
VETERINARIO DE LA FMVZ - BOTUCATU - SP.

RESUMEN

Displasia Coxifemoral es el desarrollo anormal de la articulacién coxifemoral caracterizada
por diferentes grados de subluxacién y enfermedad articular degenerativa. Aunque existan
varios tratamientos ya descritos, no se considera ideal a ningin de ellos. Se describe la
denervacion acetabular como un procedimiento quirdrgico terapéutico utilizado en el
tratamiento de perros con displasia coxifemoral y de la osteoartrosis. En este estudio,
obtuvimos un resultado favorable en 93,4% de los animales, con reduccién del dolor y mejora
en la locomocién y calidad de vida, siendo, por lo tanto, una técnica eficiente en el
tratamiento de la displasia coxifemoral sintomatico.

Palabras-clave: perros; denervacion; displasia coxifemoral
INTRODUCAO

A displasia coxofemoral é uma das alteracdes articulares mais importantes em caes; ha
mais relatos cientificos sobre essa enfermidade do que qualquer outra ortopédica em pequenos
animais. Atualmente, observa-se uma preocupacao crescente dos clinicos e das associacdes de
criadores sobre esta afeccdo, tanto pelos prejuizos que ela acarreta quanto pela potencial
redugio na qualidade de vida dos animais (1). E uma doenca biomecanica representada pela
disparidade entre a massa muscular priméria e o radpido crescimento 6sseo (2). Sob o aspecto
esquelético, os animais com displasia coxofemoral apresentam ma formagdo articular, sendo
mais prevalente nas racas de médio a grande porte. Nao ha predilecdo sexual e, de uma forma
geral, ocorre bilateralmente (3).

O diagnéstico clinico da displasia coxofemoral baseia-se no histérico do animal e
sintomas clinicos (4), enquanto o definitivo € obtido pela realizacio do exame radiografico.
No entanto, a severidade das alteracdes radiogrificas pode diferir da intensidade de
apresentacdo dos sinais clinicos, ndo podendo, portanto, o tratamento clinico ser instituido
somente baseado na imagem radiografica (5).

O principal objetivo das terapias é minimizar a dor, prevenir a progressao da doenga
articular degenerativa e manter ou restaurar a fun¢do normal da articulacdo (6). Uma grande
variedade de opgdes terapéuticas clinicas ou cirdrgicas é descrita, entretanto, nenhuma ¢
considerada ideal (7), pois quaisquer delas ndo sdo capazes de transformar uma articulacao
displdsica em uma fisiologicamente normal. A denervacdo acetabular, por sua vez, tem como
principal objetivo eliminar os sintomas (dor) apresentados pelos cdes clinicamente
acometidos, melhorando a locomocao e, consequentemente, a qualidade de vida.

Denervacdo, em termos genéricos, ¢ um procedimento cirdrgico que consiste na
resseccao ou remog¢ao dos nervos ou ramos nervosos, seja de um o6rgdo, articulagdo ou de
qualquer outra parte do organismo. A denervacdo seletiva de uma articulagdo foi proposta
primeiramente na medicina humana (8), com a inten¢do de aliviar a dor dos pacientes e
preservar a funcdo do quadril (9).

A regido craniolateral da cédpsula articular canina € o local que recebe maior tensio e,
portanto, possuidor do maior nimero de receptores da dor (10, 11), o que também foi
observado em felinos (12). Portanto, a por¢ao caudolateral e ventral contribuem muito pouco
para sensacdo de dor em casos de displasia coxofemoral (10,11). Schmaedecke (13)
quantificou as fibras nervosas do peridsteo acetabular da articulagdo coxofemoral canina, e
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verificou a presenga de fibras nervosas em toda a extensdo do peridsteo acetabular, mesmo
que em maior concentragdo na porcao craniolateral. A capsula articular canina € inervada na
sua por¢ao craniolateral por ramos do nervo gliteo cranial, na por¢ao caudolateral por ramos
do nervo cidtico, na por¢do craniomedial por ramos do nervo femoral (14, 10, 11), e na por¢do
caudomedial por ramos do nervo obturador (14, 11).

Animais submetidos a técnica de artroplastia da borda acetabular dorsal, apresentaram
melhora da dor, logo nos primeiros 5 a 10 dias do pds-operatério (15). Sendo assim, os
autores desenvolveram uma técnica de denervacdo capsular para alivio da dor em caes
displésicos. Kinzel e Kiipper (16) relataram a técnica de denervacdo da cdpsula articular
coxofemoral, que consiste na neurectomia seletiva de fibras sensitivas da regido peri-capsular,
pela curetagem do peridsteo que se encontra no osso coxal, margeando craniodorsalmente o
acetdbulo, seccionando os ramos do nervo gldteo cranial e parte dos ramos do nervo ciatico
(16). Com isto, induz-se analgesia permanente, reativando a atividade dinamica da
articulacdo.

Tal técnica € baseada em outras ja utilizadas na medicina humana, ha muitos anos, para
tratamento de doencas articulares cronicas das maos (17), para o tratamento da dor na
cavidade abdominal causada por tumores (denervacdo do plexo celiaco) (18) e, para
tratamento da dor menstrual ou por endometriose por meio da neurectomia hipogastrica (19,
20).

Em estudo realizado por Kinzel et al. (10), foram avaliados 117 cées tratados pela
técnica de denervagdo acetabular e foi observada melhora clinica em 90,6% dos casos, sendo
que destes, 56% tiveram uma melhora significativa em cerca de trés dias apds o procedimento
cirtirgico. Kinzel et al. (11) publicaram resultados de 10 anos de experiéncia com a técnica de
denervacdo acetabular aplicada a 269 cdes com idade entre 4,5 meses e 16 anos e peso
variando entre 10 a 62 kg, obtendo 92% de sucesso na melhora da claudicacdo e remissdo da
dor, a despeito do grau de displasia ou de artrose da articulacdo coxofemoral. Neste mesmo
estudo, 82% dos casos operados foram classificados como bons e 10% como satisfatério.
Dois meses ap6ds o procedimento, 73,5% dos proprietdrios relataram que os animais sentiam-
se mais confortdveis ¢ movimentavam mais os membros. Braun et al. (21) relataram 93% de
satisfacdo por parte dos proprietirios de 49 animais submetidos ao procedimento de
denervacdo capsular, sendo que os animais mais jovens tiveram melhores resultados em
relac@o aos mais velhos. Selmi et al. (22) realizaram, a denervagdo capsular percutanea em 92
cdes e avaliaram dor, grau de claudicacdo e perimetro muscular da coxa. Os autores
introduziram, em campo fechado, um pino de Steinman com ponta trifacetada de 4,5mm de
diametro, perpendicularmente a pele e a superficie do corpo do ilio e realizaram movimentos
repetidos de raspagem do peridsteo em sentido semicircular, nos sentidos cranial, craniodorsal
e dorsal da borda acetabular.

Além do alivio da dor com consequente retorno da fun¢do articular e, abolindo o uso de
analgésicos, a denervacdo favorece o condicionamento fisico da musculatura periarticular,
fortalecendo, indiretamente, a articulacdo incongruente (15, 10, 23). Foi observado que no
segundo dia apds a intervenc¢do cirdrgica, os animais apresentavam diminuicao significativa
da dor e que apds sete dias, os proprietdrios relatavam que seus caes apresentavam melhora na
qualidade de vida (24). Os mesmos autores realizaram um estudo com 97 caes, e obtiveram
95% de sucesso na remissdo da dor e claudicagdo com a denervacdo acetabular cranial e
dorsal apés 360 dias de avaliacdo. Essa mesma técnica pode ser realizada bilateralmente (25),
sendo preservados os mesmos resultados descritos na intervenc¢ao unilateral.

Na medicina veterindria ainda hd poucos relatos sobre a técnica de denervagdo
acetabular, porém estudos iniciais mostram que esta é eficaz no tratamento de doengas
cronicas da articulagdo coxofemoral (10, 24). E uma técnica simples, uma vez que ndo exige
materiais especificos e sofisticados. Além disso, o tempo cirdrgico € relativamente curto, o
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que torna a denervacdo uma técnica segura para todos os tipos de pacientes. O procedimento
também pode ser associado a tratamentos cirtrgicos convencionais da displasia coxofemoral,
o que pode tornar a recuperacao do paciente ainda mais eficaz (16, 10).

O presente trabalho teve como objetivo aplicar a técnica de denervagdo acetabular
utilizada no tratamento da displasia coxofemoral em caes, bem como avaliar clinicamente os
resultados pds-operatdrios e, consequentemente, a eficicia da técnica.

MATERIAIS E METODOS

A denervacdo acetabular seletiva foi realizada em 15 animais da espécie canina, de
diferentes ragas e sexos, pesando entre 4 ¢ 60 kg, e com idade entre 1 a 11 anos, todos
portadores de displasia coxofemoral sintomdtica e radiografica. Apds selecdo criteriosa dos
animais e anestesia geral inalatéria, os animais foram posicionados em dectbito lateral e
preparados para o procedimento asséptico. Todos os animais foram submetidos ao
procedimento de denervacdo acetabular seletiva bilateralmente. Foi realizado acesso cirtirgico
craniolateral a articulacdo coxofemoral com uma incisdo cutinea iniciando na altura do
trocanter maior do fémur, em direc@o ao corpo do ilio; o tecido subcutaneo foi divulsionado, e
a fascia glutea incisada; os musculos gliteo médio e profundo foram rebatidos dorsalmente
expondo a regidao cranial da borda acetabular. Com auxilio de uma cureta removeu-se o
peridsteo na margem acetabular cranial e dorsal do acetdbulo até que fosse exposta a cortical
Ossea, retirando toda a inervacdo possivel (23). Em seguida, os tecidos moles adjacentes
foram suturados rotineiramente. Todos os animais receberam o0 mesmo protocolo
medicamentoso no periodo pds-operatdrio, constituido de antiinflamatoério, antimicrobiano e
analgésico (Meloxicam — 0,1mg/kg a cada 24 horas por 5 dias, Cefalexina — 30mg/kg, a cada
8 horas durante 7 dias, e Dipirona — 25mg/kg, por 4 dias, respectivamente), ainda foi
recomendado ao proprietdrio o uso do colar protetor do tipo elisabetano durante 10 dias.

Os parametros avaliados foram divididos em dois blocos. O primeiro bloco foi
constituido por avaliacdo clinica, realizada sempre pelo mesmo examinador nos seguintes
momentos do periodo pds-operatério: 7 dias (Momento — M1); 30 dias (M2); e 60 dias (M3).
O segundo bloco envolveu a avaliagdo realizada pelo proprietdrio do cdo submetido ao
procedimento cirdrgico, nos mesmos momentos de avaliagdo citados acima, e resumiu-se a
determina¢do da melhora ou ndo da qualidade de locomocao do animal, recebendo escores de
1 a 4; sendo que o escore 1 correspondente a auséncia de locomog¢ao (ndo caminha) e 4 andar
normal (Quadro 1). Foram avaliados adicionalmente outros hdbitos dos animais tais como
brincar, correr, capacidade de se posicionar para mic¢do e defecacdo, apetite, e cansago facil;
sendo estes também classificados de 1 a 4, totalizando 12 a 48 pontos. Estas duas avaliagdes
foram feitas baseando-se em um questiondrio (24).

Quadro 1: Escores utilizados para a classificagdo da fun¢do locomotora do membro pélvico.

DESCRICAO DA LOCOMOCAO ESCORE
Nao caminha 1
Claudicagao evidente, elevacdo do membro ao correr, apoio )
infrequente do membro, quando em estagdo
Claudica¢ao moderada na locomog¢ao; apoio quando em estacao 3
Andar normal, auséncia de claudicacao 4
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Para a avaliacdo clinica foram verificados, nos periodos pré e pds-operatorios, a
presenca de claudicacdo e atrofia muscular; a sensibilidade dolorosa a palpacdo e
movimentacdo da articulacdo coxofemoral (extensdo, flexdo e abducdo) foi classificada em
quatro graus segundo escore (26); receberam escore 1 0s animais que apresentaram
vocalizacdo com remog¢do intensa do membro na palpag¢do, enquanto aqueles que ndo

apresentaram dor a palpacdo receberam escore 4. A avaliacdo clinica foi realizada pelo
mesmo avaliador e na presenga do proprietario.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com as respostas do questiondrio aplicado aos proprietarios, no periodo pré-
operatorio, os animais apresentaram escore variando entre 26 e 40 pontos, sugerindo
qualidade de locomog¢do razodvel, habitos cotidianos como brincar, subir escadas, se
posicionar para mic¢do e defecagdo; resultados semelhantes foram encontrados por Ferrigno
et al. (24), que consideraram estes achados como qualidade de vida insatisfatéria e
observaram que somente 9,27% dos animais apresentavam boa qualidade de vida (escore
superior a 46). No presente estudo, apds 7 dias do pds-operatério, o escore dos animais ja
apresentava valores entre 44 e 48 pontos, pontuagdo considerada boa a 6tima.

Segundo a avaliacdo pré-operatoria inicial dos proprietdrios, nenhum animal apresentou
qualidade de locomogdo razodvel, os escores apontados variaram entre 1 (ndo caminha) e 2
(claudicacgao freqiiente), sendo que 60% (9) dos animais apresentavam claudicacdo frequente
e evidente no pré-operatorio, € 20% (3) dos animais ndo caminhavam. Apds 7 dias, 0os animais
que ndo caminhavam passaram a andar, embora apresentassem certo grau de claudicacdo
(escore 3). Aos 30 dias, apenas 6,67% dos animais ainda apresentavam claudicacdo, segundo
a avaliacdo do proprietario. E aos 60 dias, 100% dos animais apresentavam locomocao
normal. Com relagd@o a dor, de acordo com a avaliacao dos proprietarios, 40% (6) dos animais
apresentavam dor sempre, enquanto 60% (9) apresentavam dor frequentemente. Apds 7 dias
do procedimento, observou-se melhora significativa, sendo que em apenas 6,67% (1) dos
animais, o proprietario relatou episédios dolorosos. Apds 30 e 60 dias, nenhum dos animais
apresentou tais episédios. No estudo de Ferrigno et al. (23), a denervagdo proporcionou
melhora da dor na primeira semana de pds-operatério em 91,4% dos pacientes, tornando-se
mais evidente apdés o 15° dia pds-operatorio. Enquanto Rocha (25) relatou resultados
satisfatorios apds denervagdo bilateral por abordagem dorsal em 10 caes, apds 10 dias do
procedimento.

Ainda, segundo a avaliacdo dos proprietarios, 13,34% (2) dos animais apresentaram
alteracdes de comportamento tornando-se muito agressivos, € 13,34% demonstravam tal
alteracdo de comportamento de forma esporadica. Apds a denervacgdo, estes achados cessaram
em todos os animais. Quanto aos hdbitos de passear, brincar e correr, 20% (3) dos animais
ndo tinha mais tais costumes, enquanto 53,4% (8) raramente os mantinham, 6,67% (1) dos
animais mantiveram frequentemente esses costumes, € o restante dos animais, 20% (3),
mantinham hébitos normais. Apds 7 dias do procedimento, 80% (12) dos animais passaram a
ter hdbitos normais (passear, correr) frequentemente, e todos (15), aos 30 e 60 dias,
apresentaram costumes normais.

Na avaliacdo clinica veterindria, observou-se que, apds 60 dias, nenhum dos animais
demonstrou sensibilidade dolorosa a palpacdo e nem a movimenta¢do da articulagdo. Quanto
a atrofia muscular, notou-se que, apds 30 dias, somente 13,34% dos cdes apresentavam atrofia
significativa, sendo que aos 60 dias a atrofia tornou-se menos significativa. Somente o estudo
de Rocha (25) menciona dados sobre volume da massa muscular e, embora o autor tenha
descrito aumento da mesma apds o procedimento cirirgico, ndo levou em consideracdo ja que
60% dos animais em seu estudo eram jovens com menos de um ano de idade e,
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consequentemente, a melhora observada pode ter sido resultante do préprio ganho de massa
muscular inerente ao crescimento de cada paciente. Selmi et al. (22) observaram em seu
estudo que valores médios de perimetria da coxa apresentaram discreta diminuicao aos 7 e aos
15 dias de pds operatério em relagdo ao pré-operatério, mas observaram, aos 30 dias um
aumento significativo nestes valores de forma progressiva, concluindo, assim, que o ganho de
massa muscular foi decorrente da diminuicio do grau de dor e, conseqiientemente, da
claudicacdo e do aumento do grau de amplitude de movimento articular. No pré-operatério, a
crepitacdo da articulacdo coxofemoral foi evidente ao exame fisico em 100% (15) dos
animais, resultado semelhante encontrado no trabalho de Ferrigno et al. (24). Ap6s 7 dias,
observou-se que 53,4% (8) ainda apresentavam este sinal; este padrdo manteve-se até o
periodo final de avaliacdo, o que representa que a conformacao articular ndo € alterada com a
realizacdo da denervacdo acetabular, que por sua vez somente remove a sensibilidade
dolorosa articular associada a displasia coxofemoral.

Kinzel et al. (16) relataram bons resultados com a denervacdo e, em um estudo
realizado pelos mesmos autores em 2002, observou-se 92% de sucesso no que diz respeito a
melhora na claudica¢do e dor dos animais. Em outro estudo, obteve-se 95% de sucesso na
remissao da dor e claudicagdo com a denervagdo acetabular cranial e dorsal ap6s 360 dias de
avaliacdo (24), sendo observados 42 pacientes neste periodo. No presente estudo, obteve-se
93,4% de resposta favoravel pois, segundo todas as avaliacdes realizadas nos 15 caes, 14
apresentaram qualidade de locomogdo e remissao da dor no periodo em que os animais foram
avaliados. Nao foram observadas quaisquer complicagdes no periodo pds-operatério.

CONCLUSAO

Conclui-se que a denervacdo acetabular seletiva € uma alternativa terapéutica eficaz
no controle da dor ocasionada pela displasia coxofemoral canina, melhorando a qualidade de
vida dos animais, além de ser um procedimento cirdrgico relativamente simples e rapido, que
apresenta pouca ou nenhuma complicagdo trans e pds-operatoria.

ASPECTOS ETICOS

Os procedimentos utilizados foram aprovados pela Camara de FEtica em
Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia — UNESP —
Campus de Botucatu.
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RESUMO

Este estudo objetivou avaliar a variagdo de conhecimento sobre leishmaniose visceral (LV) de
escolares de 6° e 7° anos de escolas publicas de Birigui-SP apés realizacdo de um programa
educativo. Um questiondrio foi aplicado antes (Etapa I) e apds (Etapa II) a realizacdo do
projeto educativo que se constituiu de aula expositiva, palestra realizada por profissional de
saude, concurso de histéria em quadrinhos e de cruzadinha sobre o tema. Um total de 711
escolares foi entrevistado na Etapa I e 693 na Etapa II. Adotou-se critério de conhecimento de
LV como “Bom”, “Regular” e “Ruim” quando, de 10 questdes analisadas pela Teoria de
Resposta ao Item, os escolares tiveram 10 a 8, 7 a 4, e 3 a 0 acertos. Verificou-se que houve
aumento estatisticamente significante do nivel de conhecimento, com o nimero de escolares
com conceito Bom variando de 35,7% (Etapa I) para 59,7% (Etapa II). As atividades
educativas realizadas geraram ganhos de conhecimento entre os escolares, o que permite
concluir que programas educativos de forma continuada podem trazer bons resultados para a
saude publica.

Palavras-chave: educacao, Leishmania, saide publica.

HEALTH EDUCATIONAL ACTIVITIES ON VISCERAL LEISHMANIASIS FOR
SCHOLARS

ABSTRACT

This study aimed at evaluating the knowledge on visceral leishmaniasis gained after the
application of an educative project for the 6™ and 7™ grade students from three public schools
of Birigui, SP, Brazil. A questionnaire before (Phase I) and after (Phase II) activities that
comprehended one conference by a health agent, a comic contest and one crossword about
VL was used to measure scholar’s knowledge. We interviewed 711 students in Phase I and
693 in Phase 1I. A criterion of VL knowledge was adopted as “Good”, “Medium” and “Bad”
when, out of 10 questions analyzed by Item Response Theory, 10 to 8, 7 to 4, and 3 to 0 were
right, respectively. We observed a statistically significant increase in the students’ knowledge
level after the educational project, since the number of students with “Good” concept changed
from 35.7% (Phase I) to 59.7% (Phase II). The educational activities carried out led to gains
in knowledge among students suggesting that continuing education can bring good results to
public health.

Key words: education, Leishmania, public health.
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ACTIVIDADES DE EDUCACION EN SALUD SOBRE LEISHMANIASIS VISCERAL
PARA ESCOLARES

RESUMEN

Este estudio tuvo como propdsito evaluar la variaciéon de conocimiento acerca de la
leishmaniasis visceral (LV) de escolares de 6 y 7 afios de escuelas publicas de Birigui-SP
después de la finalizacién de un programa educativo. Se aplicé un cuestionario antes (Etapa I)
y después (Etapa II), y la ejecucion del proyecto educativo consistié en conferencia dictada
por un profesional de la salud, hacer crucigramas y concurso de cémicas sobre el tema. Un
total de 711 estudiantes fueron entrevistados en la Etapa I y 693 en la Etapa II. Hemos
adoptado un criterio de conocimiento de LV como "Bueno", "Regular”" y "Malo", cuando 10
cuestiones examinadas por la Teoria de Respuesta al [tem, los estudiantes fueron 10 a 8, 7 a 4,
y 3 a 0 aciertos. Hubo un aumento estadisticamente significativo en el nivel de conocimiento,
con el nimero de estudiantes con un buen concepto, del 35,7% (Etapa 1) a 59,7% (Etapa II).
Las actividades educativas llevadas a cabo condujeron a un mayor conocimiento entre los
estudiantes, lo que nos permite concluir que los programas de educaciéon continua pueden
producir buenos resultados para la salud publica.

Palabras-chave: educacion, Leishmania, la salud publica.
INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) € uma doenga cronica grave causada por protozodrios do
género Leishmania, transmitida pela picada de fémeas de flebotomineos, representada no
Brasil pela Lutzomyia longipalpis e que tem o cao como principal reservatério doméstico (1).
De acordo com estimativas, cerca de 500.000 casos novos de L'V surgem por ano e acredita-se
que 12 milhdes de pessoas vivam em dreas de risco para LV (2), sendo que 90% dos casos
ocorrem na India, Bangladesh, Nepal, Suddo e Brasil, principalmente em populag¢des mais
pobres (3).

A LV pode ser fatal para o homem, principalmente quando associada ao quadro de ma
nutri¢do e infecgdes concomitantes. No Brasil a LV apresenta-se com alta incidéncia e ampla
distribuicao, acometendo pessoas de todas as idades, embora 80% dos casos registrados
ocorram em criangas menores de 10 anos. A LV estd em processo de expansao e urbanizacao
com alto indice de caes positivos e de casos humanos (1).

No Estado de Sdo Paulo a LV foi introduzida a partir de 1999, na regidao de Aracatuba
(4) e no Municipio de Birigui, SP, de 1999 até abril de 2011, 126 casos humanos com 12
obitos foram registrados (5).

O Ministério da Saude do Brasil recomenda, como medidas de controle da leishmaniose
visceral, o diagndstico e tratamento precoces dos casos humanos, reducdo da populacdo de
flebotomineos por meio do uso de inseticidas, identificacdo e eliminacdo do reservatdrio
canino e atividades de educagdo em saude (6).

A educacdo em satde é fundamental no controle da LV, pois uma populac¢io informada
sobre a gravidade da enfermidade pode contribuir para a prevencao e controle da mesma (7).
Tal processo de conscientizagc@o pode ser iniciado nas escolas, com a vantagem dos estudantes
levarem as informacgdes para suas residéncias (8).

A metodologia empregada é fundamental quando do desenvolvimento de programas
educativos, auxiliando o processo de ensino-aprendizagem. Podem ser abordados, por
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exemplo, a avaliagdo prévia do publico-alvo, questiondrios de avaliacio em dois momentos,
bem como a utilizacdo de mais de um recurso pedagégico (9).

Objetivou-se assim desenvolver um projeto educativo sobre leishmaniose visceral e
observar a variagdo do conhecimento de escolares de 6° e 7° anos do Ensino Fundamental de
trés escolas estaduais do municipio de Birigui-SP, apds a realizagcdo de atividades de educacgado
em saude.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada no periodo de agosto a novembro de 2008, no Municipio de
Birigui, localizado no Noroeste do Estado de Sao Paulo, 21°17'19" S e 50°2024" W, com uma
area de 530,651 km? e populagdo humana estimada de 109.451 habitantes (10). O publico
alvo foi escolares de 6° e 7° anos do Ensino Fundamental, de trés escolas estaduais do
Municipio de Birigui, SP, escolhidas intencionalmente por localizarem-se em bairros com
maior nimero de casos de leishmaniose visceral canina. A pesquisa nao foi realizada por
amostragem j4a que todos estes escolares foram convidados a participar da pesquisa, apos
consentimento esclarecido de seus responsaveis.

A primeira Etapa (I) da pesquisa ocorreu na fase do diagnostico educativo para avaliar o
conhecimento dos escolares. A segunda (Etapa II) ocorreu apds a realizacdo do projeto
educativo, como forma de avaliagdo. O projeto educativo constituiu-se de uma aula expositiva
ministrada pela pesquisadora, docente de Ciéncias, uma palestra ministrada por agente de
satide do Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) da Prefeitura Municipal de Birigui, concurso
de histéria em quadrinhos e confeccao de cruzadinhas sobre a leishmaniose visceral, além da
fixagdo de cartazes informativos.

Em ambas as etapas utilizou-se um questionério preenchido por adesdo voluntiria dos
escolares. Uma primeira visita foi realizada para apresentacdo da pesquisa e aplicacdo do
questiondrio composto de 23 perguntas fechadas, das quais 06 (seis) se referiam a
identificacdo, ao nimero de cdes e gatos que possuiam e ao estado vacinal destes; 07 (sete)
perguntas abordavam o conhecimento sobre a situacao atual da LV, bem como a utilizacdo de
tratamento e a opinido do aluno a respeito da eutandsia canina; 10 questdes investigavam o
conhecimento sobre a transmissdo da LV (vetor, hospedeiro susceptivel) e medidas de
prevengdo em relagdo ao ambiente e ao cdo.

Os itens do questiondrio foram analisados pela Teoria de Resposta ao Item (TRI) por
meio do modelo logistico unidimensional de trés pardmetros (11). A anédlise dos dados foi
realizada pelo software BILOG-MG for Windows®.

Um més apds a finalizacdo da primeira etapa, uma aula expositiva sobre o tema foi
ministrada nas escolas, com auxilio de cartaz, folheto informativo e panfleto doado pela
Secretaria Municipal de Saide de Birigui - SP, que continham informagdes sobre o inseto
vetor, as lesOes cutdneas no homem e em cdes, bem como 0s mecanismos de transmissao € as
formas de controle. O cartaz utilizado na aula foi afixado no pétio de cada uma das escolas até
a finalizag@o do projeto educativo. Apds um més, os escolares assistiram a uma palestra sobre
a LV, realizada por um agente de saide do CCZ, da Prefeitura Municipal de Birigui. Um més
apos este evento os escolares participaram de um concurso que premiou as melhores historias
em quadrinhos que estivessem associadas a cruzadinha realizada com todas as respostas
corretas. Passados trinta dias o questiondrio foi novamente aplicado aos escolares, para
avaliacdo do conhecimento adquirido.

O Teste Qui-quadrado foi utilizado para verificar associacio entre as varidveis, sendo
considerada significativa quando p<0,05. As andlises foram efetuadas com auxilio do
programa Statistical Analysis System (12).
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Adotou-se um critério de conhecimento de leishmaniose visceral como “Bom”,
“Regular” e “Ruim” quando, das 10 questdes mantidas pela TRI e relacionadas a transmissao
e prevengdo para LV, os escolares tiveram 10 a 8, 7 a 4, e 3 a 0 acertos, respectivamente.

RESULTADOS

A presente pesquisa contou com a participacdo de 711 escolares na Etapa I e 693
escolares na Etapa II, dos quais 50,2% (357/711) eram do sexo masculino e 49,6% (353/711)
do sexo feminino, com idade média de 12 anos. Dezoito escolares nao participaram da Etapa
IT por estarem ausentes na data da aplicacio do questiondrio. Dos entrevistados, 50,6%
cursava o 6° ano e 49,4% o 7° ano do Ensino Fundamental, ndo havendo diferenca
estatisticamente significativa da Etapa I para a Etapa II, para as varidveis estudadas.

Em referéncia a presenga de caes no domicilio, o resultado do questiondrio demonstrou
que 59,6% dos estudantes afirmaram ter um ou mais caes e 19,4%, um ou mais gatos. Quando
questionados a respeito da vacinacdo dos cdes e gatos, 57,7% dos entrevistados afirmaram
que os animais haviam sido vacinados, refletindo algum cuidado com os animais, embora nao
tenha sido especificado o tipo de vacinagao.

Quanto a percepgao sobre a situacdo atual da doenca, 95,9% dos escolares afirmaram ja
terem ouvido falar sobre leishmaniose e 34,0% dos entrevistados ja tinham tido um cao
eliminado por estar positivo para a referida doengca. Quando questionados quanto ao nimero
de casos de LV em humanos, 29,6%, 16,5% e 22,7% acreditavam estar aumentando,
diminuindo ou estdvel, respectivamente, € 31,2% nd@o souberam opinar. Em relacdo ao
ndmero de casos de LV em caes, 40,0% dos entrevistados afirmaram estar aumentando,
12,2% diminuindo, 22,7% estavel e 25,1% ndo souberam responder.

Os entrevistados foram questionados a respeito da doenca nos seus mais variados
aspectos, incluindo a transmissdo da LV. Observou-se diferenca significativa (p<0,0001) para
as respostas as trés perguntas referidas, apds a aplicag¢do do projeto educativo (Tabela 1).

Tabela 1. Numero (n) e percentual (%) de respostas corretas de escolares sobre leishmaniose
visceral segundo a transmissdo da doenga, antes (Etapa I) e apds (Etapa II) a aplicacdo do
projeto educativo, em 711 e 693 escolares, respectivamente. Birigui, SP, 2010.

Etapal Etapall p
n % n %

Questoes abordadas

Hospedeiros susceptiveis (cdo, gato e homem ou cao e homem) 544 76,5 617 89,0 <0,0001
E transmitida pela picada de um mosquito 491 69,1 575 83,0 <0,0001

O mosquito transmissor € o mosquito palha 530 74,5 619 89,3 <0,0001

Com relacdo a prevencdo da doenga, também se observou diferenca estatisticamente
significativa (p<0,005) apds a aplicacdo do projeto educativo (Tabela 2). Entretanto, entre os
entrevistados, 74,4% (529/711) levariam ao veterindrio o cdo suspeito de estar com LV na
Etapa I, diminuindo para 65,1% (451/693) na Etapa II (p=0,0002).

Os escolares também foram questionados quanto as medidas aplicadas aos caes
sorologicamente positivos para LV. Na Etapa I, 65,5% (463/711) dos escolares responderam
que os caes sdo sacrificados, 25,2% (178/711) afirmaram que sdo tratados e 9,3% (70/711)
ndo souberam opinar. Na Etapa II verificou-se que as respostas para estas questdes foram
85,5% (588/693), 9,4% (65/693) e 5,1% (40/693) dos escolares (p<0,0001), respectivamente.
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Tabela 2. Numero (n) e percentual (%) de respostas corretas de escolares sobre leishmaniose
visceral segundo a prevencdo da doenca, antes (Etapa I) e apés (Etapa II) a aplicacdo do
projeto educativo, em 711 e 693 escolares, respectivamente. Birigui, SP, 2010.

Etapal Etapall P

n % n %

Questoes abordadas

Medidas de prevencao em relacao ao ambiente
Deve-se evitar a criagdo dos mosquitos 440 61,9 553 79,8 <0,0001
Conhece as principais medidas para evitar a criacdo dos mosquitos 401 56,4 568 82,0 <0,0001

Medidas de prevencio em relacao ao reservatorio
Conhece os principais sintomas do cdo com leishmaniose 574 80,7 623 89,9 <0,0001
Levaria ao veterindrio o cdo suspeito de estar com leishmaniose 529 74,4 451 65,1 0,0002

Sobre o tratamento da doenca, 6,7% (47/711) responderam que existem apenas para o
cdo, 34,8% (246/711) para o cdo e o homem, 21,9% (155/711) apenas para o homem, 15,4%
(109/711) dos escolares responderam que ndo existe tratamento e 21,2% (154/711) nao
souberam opinar, antes do projeto educativo. J4 na Etapa II, 57,2% (394/693) responderam
que o tratamento deve ser feito somente para o homem, revelando diferenca estatisticamente
significativa (p<0,0001) para esta resposta.

Verificou-se um aumento dos escolares que responderam que a eliminacao de criadouro
do mosquito e o sacrificio dos cdes sdo importantes para diminuir os casos de LV, assim
como o nimero de escolares que afirmaram concordar com o sacrificio dos caes como medida
de controle para esta enfermidade, apds o desenvolvimento do projeto educativo. No entanto,
quanto a importancia do sacrificio dos cdes para se evitar a transmissao de doengas para o
homem, ndo houve diferencga estatisticamente significativa entre as Etapas (Tabela 3).

Tabela 3. Numero (n) e percentual (%) de respostas corretas de escolares sobre leishmaniose
visceral segundo as medidas de controle, antes (Etapa I) e ap6s (Etapa II) a aplicacdo do
projeto educativo, em 711 e 693 escolares, respectivamente. Birigui, SP, 2010.

Etapal Etapall p

n % n %

Questoes abordadas

Atitudes para diminuir os casos de leishmaniose

Eliminar o criadouro do mosquito 325 45,77 465 67,1 <0,0001
Sacrificar os cées 272 38,3 318 45,9 0,0045
Quanto ao sacrificio dos caes

Concorda como medida de controle 230 32,3 384 55,4 <0,0001

E importante para evitar a transmissio de doengas para o homem 462 65,0 458 66,1 0,7028

De modo geral, os resultados obtidos pela andlise das 10 questdes mantidas ap6s a TRI
revelaram que houve aumento estatisticamente significante do nivel de conhecimento dos
escolares sobre LV apds o projeto educativo (p<0,0001), com aumento de 35,7% (254/711) de
escolares com conceito Bom na Etapa I para 59,7% (414/693) na Etapa II. Observou-se ainda
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diminui¢do do conceito Regular de 54,3% (386/711) na Etapa I para 35,4% (245/693) na
Etapa II, enquanto que para o conceito Ruim, a diminuicao foi de 10,0% (71/711) na Etapa I
para 4,9% (34/693) na Etapa II (Gréfico 1).

%
60

50+
40-

30 O Etapa |

B Etapa II
20+
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Gréfico 1. Porcentagem de escolares quanto ao nivel de conhecimento sobre leishmaniose
visceral antes (Etapa 1) e apds (Etapa II) o desenvolvimento de projeto educativo.
Conhecimento Bom (8 a 10 acertos), Regular (4 a 7 acertos) e Ruim (0 a 3 acertos).

DISCUSSAO

A presenca de cies no domicilio referida por 59,6% dos escolares confirmou o contato
deste reservatorio de LV com os residentes. Constatou-se ainda que, por residirem em drea
endémica para a LV, a doenca ndo era desconhecida pelos estudantes, visto que 95,9% destes
ja tinham ouvido falar da doenca, 34,0% dos entrevistados ja tinham tido um cao sacrificado
por diagnoéstico positivo para leishmaniose e que apenas 31,2% e 25,1% dos escolares ndo
souberam opinar quando questionados sobre a situacdo da ocorréncia de casos de
leishmaniose humana ou canina, respectivamente. Gama et al. (13) observaram resultados
semelhantes em estudo realizado em individuos de drea endémica do Maranhdo acometidos
pela doenca. Entretanto, Borges et al. (7) constataram que somente 26,8% ja tinham ouvido
falar em LV antes de serem infectados, reforcando a importancia da disseminagdo da
informagdo para o controle desta zoonose.

A aplicacio da TRI constituiu-se em um instrumento valioso para andlise do
questiondrio utilizado uma vez que, ao excluir sete questdes inadequadas para avaliar as
habilidades dos escolares sobre o tema, permitiu melhorar a andlise da aquisicdo do
conhecimento sobre LV pelos estudantes. Tal procedimento vem sendo amplamente aplicado
nos processos quantitativos na area de avaliagdao educacional por outros autores (11).

A avaliag@o do conhecimento sobre LV dos escolares das trés escolas do municipio de
Birigui, SP demonstrou que além de ja terem conhecimento das principais medidas
preventivas, houve aumento estatisticamente significativo apds a realizacdo do projeto
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educativo. No Maranhdo, Gama et al. (13) observaram que a populacio estudada detinha certo
conhecimento sobre transmissdo, vetores, reservatorios e aspectos clinicos da doenga, porém
possuia pouco conhecimento sobre atitudes preventivas para LV, diferindo do presente
estudo. Da mesma forma, ao avaliar o nivel de conhecimento e algumas atitudes preventivas
em relacdo a LV em Belo Horizonte, MG, Borges et al. (7) verificaram que a populacdo
possuia apenas informagdes superficiais e adotava atitudes inespecificas.

Ao avaliar um modelo de disseminacao da informacao sobre a LV envolvendo escolares
e seus familiares em Caeté, MG, por meio de uma aula expositiva, panfleto e aplicacdo de um
questiondrio em dois momentos, Magalhdes et al. (8) verificaram a aquisicao de conhecimento
dos familiares sobre esta enfermidade, demonstrando que os escolares podem disseminar as
informacdes recebidas em atividades de educagdo e colaborar para a prevencdo da LV.
Entretanto, os familiares devem ser envolvidos para obtencdo de melhores resultados, que ndo
foi possivel de ser realizado no presente estudo.

A realizacdo do projeto educativo revelou mudanca no perfil das respostas dos
escolares, aumentando o percentual de conceito classificado como Bom e diminuindo o
percentual de conceito Ruim, ao final da segunda etapa (p<0,0001). Chiaravalloti Neto et al.
(14) ao avaliarem os resultados de um projeto educativo em duas fases, no Municipio de Sao
Jos¢ do Rio Preto, SP, verificaram que as atividades educativas geraram ganhos de
conhecimento da populagdo, assim como Uchda et al. (15), ao avaliarem a aquisicdo de
conhecimento por parte dos escolares do Ensino Fundamental no municipio de Marica, MG,
por meio de palestras, cartazes e cartilhas. Santos et al. (9), ao avaliarem o perfil das respostas
de escolares da cidade de S@o Paulo submetidos a um programa educativo sobre larva
migrans visceral, em duas etapas, também observaram mudanga nas respostas dos
entrevistados a semelhanga dos resultados observados na presente pesquisa.

E importante ressaltar o fato de que, apesar do conhecimento dos entrevistados sobre a
doenca nos mais variados aspectos, esta doenca € endémica no municipio sugerindo que,
mesmo estando informados sobre as agdes preventivas para LV, ha necessidade de mudangas
de atitudes por parte da populagdo, conforme apontado por Chiaravalloti Neto et al. (14) em
um estudo realizado sobre dengue, quando verificaram que a existéncia de conhecimento nao
resultou em mudancas de préticas por parte da populacao.

CONCLUSOES

Atividades de educacdo em saude realizadas por meio de diferentes recursos
pedagodgicos geraram ganho de conhecimento sobre a LV por parte dos escolares. Entretanto,
apesar do nivel de conhecimento dos escolares ser considerado bom ao final da pesquisa,
sugere-se desenvolver programas educativos nas escolas de forma continuada, como forma de
favorecer mudancas de préticas em relagdo ao controle da LV e trazer resultados importantes
em termos de saude publica.
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RESUMO

As diferentes fases do ciclo estral, assim como processos infecciosos e inflamatdrios,
interferem na concentracdo de insulina nas cadelas. A baixa acdo da insulina predispde as
cadelas a desenvolver Diabete mellitus. A piometra € uma das condi¢des patoldgicas mais
comum do trato reprodutivo das fémeas e a Diabete mellitus uma das doengas enddcrinas
mais comuns na clinica de pequenos animais. O objetivo deste estudo foi verificar o impacto
do ciclo estral e da piometra sobre os indices de sensibilidade a insulina. As cadelas foram
divididas em 5 grupos (pré-estro, estro, diestro, piometra aberta e piometra fechada) e
realizou-se a dosagem sérica de insulina e comparagdo entre as médias. Os resultados
mostraram diferencas significativas entre as fases de proestro e diestro quando comparadas as
cadelas com piometra. O desenvolvimento da Diabete mellitus parece ser multifatorial e
fazem-se necessarios novos estudos para esclarecer essa intera¢cdo imuno-enddcrina.
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SERUM INSULIN CONCENTRATION DURING PHASES OF THE ESTROUS
CYCLE AND IN PYOMETRA BITCHES

ABSTRACT

The different phases of the estrous cycle, as well as infectious and inflammatory processes,
interfere with insulin concentration in dogs. The low action of insulin predisposes dogs to
develop diabetes mellitus. The pyometra is one of the most common pathological conditions
of the female reproductive tract and diabetes mellitus of the most common endocrine diseases
in small animal clinic. The objective of this study was to determine the impact of the estrous
cycle and pyometra in the rates of insulin sensitivity. The bitches were divided into five
groups (pro-estrus, estrus, diestrus, piometra open and pyometra closed) and held on serum
insulin and comparing the means. The results demonstrated significant differences between
the proestrus and diestrus stages when compared to bitches with pyometra. The development
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of diabetes mellitus appears to be multifactorial and it is necessary to do further studies to
clarify this immune-endocrine interaction
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CONCENTRACION SERICA DE INSULINA DURANTE LAS FASES DEL CICLO
ESTRAL Y EN PERRAS CON PIOMETRA

RESUMEN

Las diferentes fases del ciclo estral, asi como procesos infecciosos e inflamatorios, pueden
interferir en la concentration de insulina en las perras. La baja accién de la insulina
predispone a las perras para desarrollar Diabete mellitus. La piometra es una de las patologias
mas frecuentes del tracto reproductivo de las hembras y la Diabete mellitus de las
enfermedades endocrinas mds frecuentes en la clinica de pequefios animales. El objetivo de
este estudio fue determinar el impacto del ciclo estral y piometra en las tasas de sensibilidad a
la insulina. Las perras se dividieron en cinco grupos (proestro, estro, diestro, piometra abierta
y piometra cerrada) y se analizé la concentracién sérica de insulina y comparacion de los
promedios. Los resultados han demostrado diferencias significativas entre las etapas de
proestro y diestro en comparacion con las perras con piometra. El desarrollo de Diabete
mellitus parece ser multifactorial y son necesarios mas estudios para aclarar esta interaccion
inmune enddcrino.

Palabras clave: endocrinologia, diabete mellitus, ciclo estral, piometra, perro
INTRODUCAO

A ocorréncia do estro e diestro em fé€meas caninas estd associada a presenga de
resisténcia a concentragdo de insulina. Além disso, estados sépticos e inflamatdrios, como
observado frente a piometra, também interferem na resisténcia a agdo insulinica (1).
Recentemente, estudos demonstraram que a ocorréncia do estro, diestro e da piometra em
cdes pode prejudicar a atividade tirosina quinase de membrana no tecido muscular, além de
reduzir a afinidade da ligacdo entre a insulina e o seu receptor neste tecido (2).

A piometra é uma enfermidade da cadela adulta caracterizada pela inflamagdo do ttero
com acumulo de exsudato, que ocorre na fase litea do ciclo estral, de quatro semanas a quatro
meses apos o estro. No diestro ocorre uma hipertrofia/hiperplasia do endométrio, estimulado
pela progesterona e, subsequentemente uma invasdo bacteriana. Trata-se de uma das
condic¢des patoldgicas mais comumente encontrada no trato genital das fémeas caninas (3,4).

A Diabete mellitus canina é uma das doencas enddcrinas mais comuns na clinica de
pequenos animais e nas ultimas décadas observou-se aumento na prevaléncia hospitalar de
casos deste transtorno. Esta doencga afeta entre 0,0005% e 1,5% da populacdo canina e o
numero dos casos tem aumentado progressivamente (5,6).

Cerca de 70% das fémeas portadoras de Diabetes mellitus desenvolvem a doenca
durante a fase de diestro (7). A resisténcia a insulina durante o diestro pode estar associada as
elevadas concentragdes de progesterona e do hormoénio de crescimento, estes sdo importantes
fatores envolvidos na maior predisposi¢ao ao desenvolvimento da doenca (8). No entanto o
desenvolvimento da Diabete mellitus durante a fase de diestro parece ser multifatorial (9-11).

A imunoendocrinologia evidenciou uma série de correlacdes entre o processo
inflamatério e os efeitos da insulina (12-14). A interleucina-1 (IL-1) reduz a liberacdo e a
fusdo de granulos secretores de insulina em células B pancredticas, com decréscimos
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preferencial da primeira fase de exocitose, caracteristica da fase pré-diabetica no Diabetes
mellitus tipo 1 (15). No sistema nervoso central a IL-1 reduz o ponto de ajuste da glicose,
favorecendo a captagdo de glicose pelas células imunes durante a resposta inflamatéria (13).

A sinalizacdo da insulina € um processo muito complexo que envolve miltiplos
caminhos e cascatas de eventos de fosforilagdao (16). O primeiro passo para a sinalizagao de
insulina apds a ligacdo do hormonio para a subunidade alfa do receptor de insulina € a
inducdo de uma complexa cascata de fosforilacdo em tirosina na subunidade beta. Quando
fosforilada nestes locais especificos, a subunidade beta inicia uma serie de fosforilacdes em
substratos intracelulares. A fosforilagdo de um substrato sintético como o Poly oligopeptideos
(Glu 4:Tyr 1) fornece uma boa maneira de avaliar a atividade do receptor de insulina em
mamiferos (2).

O objetivo deste estudo foi verificar o impacto do ciclo estral e da piometra sobre a
concentracao sérica da insulina.

MATERIAL E METODOS

Neste estudo foram utilizadas 12 cadelas acompanhadas durante o ciclo estral, divididas
em trés grupos, proestro, estro e diestro, de acordo com o resultado da concentracdo sérica de
progesterona e citologia vaginal, todas elas participaram nos trés grupos. Foi realizada uma
coleta de cada cadela no periodo da manha para cada fase do ciclo estral, sendo colhido um
total de 12 amostras para cada fase. A idade das cadelas variou de 2 a 11 anos, com idade
média de 4,5 anos e pesando entre 4 e 32 Kg, com peso médio de 15,4 Kg. Por participarem
de outro experimento, as cadelas foram castradas na fase de diestro. Durante a fase de anestro,
considerada de repouso reprodutivo, ndo ha alteracdes hormonais. Outros dois grupos foram
formados por cadelas com diagndstico de piometra, sendo 24 com presenca de secrecdo
purulenta, mucopurulenta ou sanguinolenta e seis apresentando piometra de cérvix fechada. O
diagnostico de piometra foi realizado pelo histérico clinico, exames fisico e complementares
como hemograma e avalia¢do ultrassonografica, neste caso as amostras eram coletadas antes
do procedimento cirdrgico de ovariohisterectomia, realizado como forma de tratamento. As
cadelas apresentavam idades entre 3 e 17 anos, com média de 8,5 anos e pesando entre 3 e 42
Kg, com média de 18 Kg.

Os animais foram atendidos na &drea de Reproducdo de Pequenos Animais do
Departamento de Reprodugdao Animal e Radiologia Veterinaria da Faculdade de Medicina
Veterindria e Zootecnia da UNESP campus Botucatu

O sangue foi colhido por venopunc¢do da veia jugular em frascos sem anticoagulante
(Vacuplast® esteril - USA) e levado ao laboratério de Reproducdo de Pequenos Animais e
Silvestres onde foi centrifugado (Centrifuga LS-3 — Celm® - 1700x g) por 10 minutos para
obtencdo do soro e os tubos identificados com nome, nimero de registro dos animais e data,
sendo armazenado a temperatura de -18°C até o momento da avaliacdo. As dosagens de
insulina e progesterona foram realizadas utilizando kits comerciais em fase sélida (Coat A —
Count Diagnostics Products Corporation - CDP, Los Angeles, Califérnia, USA), com leitura
por sistema de radioimunoensaio (Packard Cobra II Auto Gamma- GMI Inc. — Minnesota -
USA) seguindo-se as instru¢gdes do fabricante. As dosagens foram realizadas no Laboratério
de Endocrinologia do Departamento de Reproduc¢do Animal e Radiologia Veterinaria, FMVZ,
UNESP, Campus de Botucatu. O coeficiente de variacdo intra-ensaio foi de 1,00 e 0,99
respectivamente.

Para fins de interpretacdo, as andlises estatisticas foram realizadas comparando-se as
diferencas entre os grupos (pro-estro, estro, diestro, piometra aberta e piometra fechada) por
meio de analise de variancia de uma via (ANOVA) posteriormente do teste ndo paramétrico
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Kruskal-Wallis, utilizando o programa GraphPad InStat 3.1 para Windows Vista,
considerando-se significativa uma diferenga entre médias com p<0,05.

RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta as médias e o erro padrdao da concentragcdo de insulina dos grupos
estudados durante o ciclo estral e nas cadelas com piometra. Nao houve diferenca
significativa entre o grupo piometra aberta e fechada. Nas diferentes fases do ciclo estral
também ndo foram observadas diferengas significativas nos valores da insulina basal. No
entanto, as cadelas com piometra apresentaram valores médios inferiores aos observados nas
fases de pré-estro e diestro.

Tabela 1. Valores médios basais de insulina (ng/ml) e erro padrao dos grupos pro-estro, estro,
diestro, piometra aberta (PA) e piometra fechada (PF).

Grupos Médias + Erro Padrao
Pro-estro 4,81 +1,148*
Estro 4,24 + 1,279
Diestro 3,54 +0,626"
PA 1,80 £ 0,400
PF 1,01 £0,181

* representa a diferenca (P<0,01) entre o grupo pré-estro comparado a PA e PF; ° diferenca (p<0,05) entre o
grupo diestro comparado PA e PF.

DISCUSSAO

Cerca de 70% dos casos de Diabete mellitus em cdes ocorreram em fémeas, sendo que
na maioria dos casos observou-se que o inicio da doenca estd associado ao periodo de diestro
(7).

Estudos dos receptores de insulina no tecido muscular esquelético de fémeas caninas
evidenciaram que a ocorréncia das fases do ciclo estral interfere nos mecanismos fisioldgicos
de sinalizacdo da insulina. Menor atividade tirosina quinase, pode estar associada a menor
ativacdo do receptor, no entanto, o tecido muscular responde a esta menor sensibilidade com
aumento na capacidade total de ligacdo a insulina, motivo pelo qual ndo se observaram
alteracOes marcantes na glicemia durante um desafio com glicose em um teste de tolerancia
intravenoso (2).

No presente estudo ndo observou-se diferencas significativas na dosagem de insulina
em cadelas nas diferentes fases do ciclo estral, corroborando com outros trabalhos (1).
Contudo, indmeros trabalhos indicaram a resisténcia a concentragdo de insulina durante o
diestro (7,10,17-20).

Classicamente, a resisténcia a insulina observada durante o diestro foi atribuida aos
efeitos diretos da progesterona sobre a sensibilidade a insulina e liberacdo de hormonio de
crescimento (GH) pela glandula mamaria estimulada pela progesterona. Apesar disso, alguns
autores consideram que o diestro ndo ¢é suficiente para promover diabetes em caes, mas que a
progesterona poderia induzir a diabetes especialmente se hé outros fatores de risco associados
(7,11,21). Em nosso estudo a fase de diestro apresentou uma dosagem sérica menor que os
grupos de piometra, mas nao se diferiu quando comparada as outras fases do ciclo estral.

Durante uma resposta inflamatoéria aguda, ocorreram alteragdes metabdlicas de forma a
permitir maior aporte de nutrientes para o sistema imunoldgico, neste quesito, a presenca de
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um estado de resisténcia a insulina moderada promove menor captagcdo de glicose pelo tecido
muscular e adiposo. Citocinas pré inflamatérias como a IL-1, IL-6, TNF-a sdo responsdveis
pelo aumento nos lipidios, estimulando a gliconeogénese e a produg¢do de hormodnios
diabetogénicos e reduzem a sensibilidade a insulina (12,22).

As cadelas com piometra, neste estudo, apresentaram dosagens de insulina menor do
que as cadelas em pré-estro e diestro e ndo se diferiram significantemente das cadelas em
estro. Esses resultados diferem de alguns estudos em que cadelas com piometra apresentando
insulinemia superior as cadelas em diestro, indicando um estado de resisténcia a insulina. Nao
houve padronizacdo na alimentacdo das cadelas com piometra. Esta patologia é de carater
emergencial e tem como conduta, na maioria das vezes, a intervencao cirurgica. Este fato
pode ter interferéncia na dosagem da insulina nestes grupos (1).

Durante o estro, diestro e na piometra existe baixa capacidade de ligagdo de insulina
demonstrada na resisténcia a insulina no tecido muscular de cadelas. No entanto, as cadelas
em estro e diestro sdo capazes de compensar esta situacdo aumentando a capacidade total de
ligacdo a insulina, ndo sendo observado nos casos de piometra (2). A resisténcia a insulina
promovida pela piometra é acompanhada de maior atividade das células beta pancreaticas,
resultando em maior insulinemia (23). Os grupos piometras em nosso estudo apresentaram
dosagens séricas de insulina menores quando comparados aos outros grupos formados pelas
diferentes fases do ciclo estral.

CONCLUSAO

A importancia de eventos relacionados ao receptor de insulina ou eventos pds-receptor
no desenvolvimento da Diabete mellitus canina ainda sdo pouco conhecidos.

A piometra demonstrou ter as menores concentragdes de insulina em relacao as fases do
ciclo estral. Um novo campo de investigacdo foi aberto sobre os mecanismos moleculares
envolvidos no desenvolvimento do diabetes em cdes e novos experimentos e andlises
permitirdo esclarecer esta interacdo imuno-enddcrina.
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RESUMO

O leite caprino € um produto importante na alimentacdo humana, pois além de elevado teor
nutritivo € indicado para criancas, idosos e pessoas debilitadas, e aceito por individuos que
tém intolerancia ao leite bovino. Foram examinadas 720 amostras de leite de 378 cabras
leiteiras das racas Saanen e Anglo-Nubiana procedentes de dez propriedades rurais
localizadas no estado de Sdo Paulo e Minas Gerais, pelo California Mastitis Test (CMT),
cultivando as amostras a partir da reagdo +. Foram isolados Staphylococcus aureus (34,6%),
Staphylococcus  epidermidis (26%), Staphylococcus caprae (25%), Streptococcus
dysgalactiae (6,7%), Corynebacterium bovis (2,9%), Streptococcus uberis (1,9%),
Escherichia coli (1,9%) e Micrococcus spp (1%). A média de Contagem de Células
Somadticas (CCS) variou entre 119,8 a 899,5 CCS/mL de leite nas propriedades estudadas.
Apesar de ndo ter-se encontrado correlacao significativa entre CMT e CCS/mL de leite, deve-
se considerar o aumento significativo da CCS nas amostras de leite com reacdo +++ ao CMT.
Pode-se considerar que a ocorréncia de mastite subclinica na espécie caprina € elevada e que a
microbiota € ampla e o S. aureus foi o de maior ocorréncia.

Palavras-chave: caprino, leite, microbiologia, citologia

CYTOLOGICAL AND MICROBIOLOGICAL ASPECTS OF MILK ON GOAT'S
SUBCLINICAL MASTITIS

ABSTRACT

Goat's milk is an important product in human alimentation, since it presents an elevated
nutritional content indicated for children, the elderly and the disabled. It is accepted by
persons who are intolerant to bovine milk. 720 samples of goat's milk were collected from
378 dairy goat’s of Saanen and Anglo-Nubian race coming from ten rural properties within
the Brazilian state of Sao Paulo (n=8) and Minas Gerais (n=2), by California Mastitis Test
(CMT), cultivating samples from the reaction +. Were isolated Staphylococcus aureus
(34.6%), Staphylococcus epidermidis (26%), Staphylococcus caprae (25%), Streptococcus
dysgalactiae (6.7%), Corynebacterium bovis (2.9%), Streptococcus uberis (1.9%),
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Escherichia coli (1.9%), and Micrococcus ssp (1%). The average of Somatic Cells Counts
(SCC) range from 119.8 to 899.5 SCC/mL of milk. Despite not having found a significant
correlation between CMT and SCC/mL of milk, the significant SCC increase of milk samples
with reaction +++ to CMT must be considered. Consider that there is occurrence of
subclinical mastitis in goats is high, the microbiota is wide and S. aureus was the most
frequent.

Key-words: goat, milk, microbiology, cytology

ASPECTOS MICROBIOLOGICOS Y CITOL(')G!COS DE LA LECHE EN
MASTITIS CAPRINA SUBCLINICA

RESUMEN

La leche de cabra es un producto importante para la alimentacién humana, y debido a su alto
contenido nutricional es adecuado para nifios, ancianos, personas fisicamente debilitadas e
individuos intolerantes a la leche de bovino. Por medio del California Mastitis Test (CMT),
fueron analizadas 720 muestras de leche de 378 cabras lactantes de las razas Saanen y Anglo-
Nubiana provenientes de diez propiedades rurales del estado de Sao Paulo (n=8) y Minas
Gerais (n=2). El cultivo de las muestras fue realizado a partir de la reaccién + a CMT. Fueron
aislados Staphylococcus aureus (34,6%), Staphylococcus epidermidis (26%), Staphylococcus
caprae (25%), Streptococcus dysgalactiae (6,7%), Corynebacterium bovis (2,9%),
Streptococcus uberis (1,9%), Escherichia coli (1,9%) y Micrococcus spp (1%). El promedio
del conteo de células somaticas (CCS) varié de 119,8 a 899,5 CCS/mL de leche en las
propiedades estudiadas. A pesar de no haber sido encontrada una correlacion significativa
entre la CMT y el CCS/mL, se debe considerar el aumento significativo de CCS en las
muestras de leche con reaccién +++ al CMT. La ocurrencia de mastitis subclinica en la
especie caprina es alta, la microbiota es amplia y S. aureus fue el microorganismo mds
frecuente.

Palabras-clave: cabra, leche, microbiologia, citologia
INTRODUCAO

A qualidade do leite estd diretamente associada a sadde, alimentacdo e manejo dos
animais, bem como a qualidade da mao-de-obra, manejo adequado dos equipamentos e
utensilios utilizados durante a ordenha e transporte até a indudstria. O leite caprino €
importante para a alimentacdo humana e considerado um substituto nos casos de intolerancia
ao leite bovino. Apesar de sua importancia como alimento, pode veicular uma série de micro-
organismos patogénicos para o homem.

Os agentes etioldgicos identificados na mastite caprina, sdo semelhantes aos
encontrados na mastite bovina, como estafilococos coagulase positivos (ECP), estafilococos
coagulase negativos (ECN), Streptococcus spp., Escherichia coli entre outros (1). Na forma
subclinica, sdo isolados com maior freqii€éncia os ECN (2-4). As infecc¢des relacionadas aos S.
aureus sao na maioria das vezes atribuidas a higiene inadequada durante a ordenha, pela
succdo excessiva do cabrito ou pelo contato com pastagens contaminadas, podendo levar a
quadros de mastites gangrenosas, devido as toxinas especificas responsdveis por lesdes graves
na mama, como a a-toxina que produz a necrose dos alvéolos (5).

Langoni et al. (6) encontraram Staphylococcus epidermidis (50%), Streptococcus
agalactiae (13,6%), Staphylococcus aureus (11,4%), Corynebacterium bovis (8,6%) e
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Candida albicans (5%), em amostras de leite de cabras com mastite subclinica, das ragas
Saanen, Parda Alpina e Toggenburg. Trabalhando com 1295 amostras de leite a partir de
metades mamadrias, Mendonga et al. (7) obtiveram 41,2% de animais ndo infectados, 17,7%
infectados com patégenos menores € 41,1% com patégenos maiores. Consideraram que do
total de amostras examinadas, 58,89% tratavam-se provavelmente de casos subclinicos de
mastites.

As células somdticas constituem diferentes elementos celulares presentes no leite,
compreendendo células de defesa do organismo e células epiteliais de descamacgdo. A CCS ¢é
utilizada como um indicador de mastites subclinicas, sendo que altas contagens podem estar
associadas com diminui¢do na producdo e prejuizo na qualidade do leite (8). Entre outros
fatores que podem provocar aumento na CCS, estdo as mastites, sobretudo as bacterianas (9).
A pesquisa de células somaticas no leite € uma ferramenta importante de acompanhamento do
estado sanitdrio do ubere e qualidade do leite, ja que nas mastites a CCS estd aumentada (8).

Os pequenos ruminantes, principalmente os caprinos, podem fisiologicamente
apresentar maior quantidade de células no leite ndo relacionado, necessariamente a0 processo
inflamatério, embora haja correlacdo negativa entre a produgdo de leite e a celularidade do
leite de caprinos. O CMT e a CCS sdo os métodos mais utilizados em caprinos e hd uma
relacdo direta entre eles (10). A precisao do CMT na espécie caprina é discutivel, pela
presenca de células epiteliais que reagem com os leucécitos (11). Devem ser consideradas
como positivas as reagdes com grau maximo de gelificacdo, pois o leite caprino apresenta
CCS fisiologicamente elevada e, apesar de ainda ndo haver limite estabelecido, ndo € rara a
ocorréncia de cabras com contagens superiores a 1.000.000 cel/mL (12), fato que se acentua
no final da lacta¢do, mesmo na ausé€ncia de infeccdes intramamarias (9).

Considerando-se a importancia do conhecimento da microbiota nos casos de mastites
para ado¢do de medidas de controle, o presente trabalho teve como objetivo estudar os
patégenos presentes em amostras de leite caprino, de acordo com os resultados obtidos no
CMT (1+ a 3+), e pela contagem eletronica de células somadticas (mL/leite).

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 378 cabras das racas Saanen e Anglo-Nubiana, de dez propriedades
rurais, localizadas nos estados de Sao Paulo (n=8) e Minas Gerais (n=2). Antes da colheita
das amostras de leite, as metades mamarias foram examinadas, avaliando-se a textura do
parénquima, a presenca ou nao de nddulos, dreas de fibrose e abscessos. Apds o exame fisico,
realizou-se a lavagem com &4gua corrente e antissepsia das metades mamarias com solugao
pré-dipping de tintura de iodo a 0,5%, e secagem com papel toalha descartdvel. Foram
examinados os primeiros jatos de leite em caneca de fundo escuro de 720 tetos, pois 36
apresentavam-se fibrosados ou perdidos.

Foi realizado o teste do CMT como triagem, segundo Schalm e Noorlander (13), em
720 tetos considerando-se positivas as reacdes 1+, objetivando avaliar a relacaio CMT/CCS,
de acordo com o grau de reacdo ao CMT. Apds serem desprezados os tré€s primeiros jatos de
leite e realizada a antissepsia, foram colhidos 5 mL de leite, em tubos estéreis, das amostras
consideradas positivas para realizacdo dos exames microbioldgicos e transportadas ao
laboratdrio em caixas isotérmicas, sob temperatura de refrigeragao.

A pesquisa dos micro-organismos nas amostras positivas foi realizada semeando-se 0,1
mL de leite de cada amostra em meio de dgar sangue com 5% de sangue ovino e em 4gar
MacConkey. As placas foram incubadas a 37°C e o desenvolvimento microbiano foi
observado as 24, 48 e 72 horas. Estudou-se a morfologia das coldnias, anotando-se
caracteristicas de tamanho, forma, producdo ou ndo de pigmento e hemodlise, tendo-se
considerado como cultura positiva quando houve o isolamento de pelo menos trés colonias de
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um mesmo micro-organismo, exceto para S. aureus, que foi considerada como positiva a
partir de uma colonia. Quando houve o isolamento de trés ou mais micro-organismos,
considerou-se como contaminadas (14).

De cada micro-organismo isolado, repicou-se de 1 a 3 colonias para o meio de caldo
cérebro-coracdo (BHI), para caracterizagdo bioquimica de acordo com Quinn et al. (15).
Independente do resultado do CMT, obteve-se amostra de 50 mL de leite de cada metade
mamdria para realizacdo da CCS eletrénica em aparelho SOMACOUNT-300® (Bentley).

Os resultados obtidos foram analisados pelo teste de Kruskall-Wallis e coeficiente de
Spearmann no programa estatistico Statistical Analisys System (SAS) (16), comparando as
frequéncias de isolamento dos diferentes micro-organismos nas dez propriedades e os
resultados obtidos na CCS/mL de leite, bem como das médias e medianas de cada
propriedade avaliada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados referentes ao CMT, de acordo com o grau de reacao nas dez propriedades
estdo apresentados na tabela 1. Foram encontrados 66,8% de amostras negativas e 13,9%,
6,8% e 12,5% com reagdes +, ++ € +++, respectivamente. Analisando-se o resultado
especificamente para as reagdes 3+, verifica-se 12,5% de mastite subclinica, que estd de
acordo com Perrin et al. (17). Na interpretacdao dos resultados do CMT deve-se considerar
como infeccdo intramamdria as reagdes com gelificagdo intensa (11), caracteristica das
reacoes +++. No presente estudo considerou-se como positivas as reacdes a partir do escore
1+, procurando-se correlacionar os resultados do CMT com a CCS de cada amostra de leite,
como mostra a tabela 3.

Tabela 1. Resultados em percentual (%) dos exames do CMT em leite caprino, de acordo com
o grau de positividade nas propriedades dos estados de Sdo Paulo e Minas Gerais, 2011.
California Mastitis Test

Propriedades n° de tetos - + ++ +++

n Y% n % n % n %
1 104 55 52,9 21 20,2 8 7,7 20 19,2

2 10 2 20 3 30 - - 5 50

3 20 6 30 10 50 1 5 3 15

4 180 129 71,7 28 15,6 8 4.4 15 8.3
5 71 59 83,1 7 9,9 2 2,8 3 4,2
6 40 24 60 3 7,5 4 10 9 225

7 42 25 59,5 8 19 1 2.4 8 19

8 56 44 78,6 5 8,9 3 5.4 4 7,1
9 122 98 80,3 9 7.4 3 2,5 12 938
10 75 39 52 6 8 19 253 11 14,7
Total 720 481 66,8 100 13,9 49 6,8 90 12,5
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Os resultados das médias e medianas da CCS/mL de leite das amostras de leite
individuais, em cada propriedade estdo apresentados na tabela 2. Ao avaliar individualmente
cada propriedade observa-se grande variacdo entre elas, mas de acordo com o limite
estabelecido como normalidade nos Estados Unidos que € de 10° CCS/mL de leite (18), os
resultados sdo favordveis. Esta variacdo nos resultados deve estar relacionada com as
caracteristicas dos sistemas de producdo de cada propriedade, com 0 manejo sanitdrio adotado
e com as diferencas entre o nimero minimo de animais em lactaciao de cada propriedade, pois
foram examinadas todas as cabras em lactacdo de cada uma delas, pois o objetivo principal
era avaliar a ocorréncia de mastite em cada propriedade.

Tabela 2. Médias e medianas da CCS/mL de leite nas amostras de leite caprino individual, em
propriedades dos estados de Sao Paulo e Minas Gerais, 2011.
CCS/mL de leite (x 1000 cél/mL)

Propriedades n° de tetos Média Mediana
1 104 364,6 43
2 10 899,5 767
3 20 346,5 12
4 180 131,9 43
5 71 4129 280
6 40 267,1 67,5
7 42 119,8 81
8 56 2435 114
9 122 388,9 207,5
10 75 764,3 700

A andlise da tabela 3, mostra que a medida que aumenta o grau de reacdo do CMT, ha
uma tendéncia ao aumento na CCS/ml de leite, o que é esperado nas mastites subclinicas,
mostrando a importancia de se estabelecer ao CMT positividade a partir da reagdo 3+,
reforcando a necessidade de estudos nao somente com a CCS/mL de leite eletronica, mas
também microscopica para melhor interpretacdo dos resultados quanto a infec¢do, o que
permite ainda avaliar a resposta celular de polimorfonucleares nas amostras de leite.

Quanto a microbiota encontrada, S. aureus foi o patégeno de maior ocorréncia (34,6%),
seguido pelo S. epidermidis (26%), Staphylococcus caprae (25%), Streptococcus dysgalactiae
(6,7%), Corynebacterium bovis (2,9%), Streptococcus uberis (1,9%), Escherichia coli (1,9%)
e Micrococcus spp. (1%). Além da multipla etiologia encontrada, caracteristica das mastites,
ocorreram diferencas quanto ao percentual de patdgenos isolados entre as propriedades,
aspecto relevante na epidemiologia desta afeccdo independentemente das espécies, fato
também reportado por Meirelles et al. (2) para a espécie caprina.

Trabalho realizado no Reino Unido (4) com 159 cabras demonstrou que 53
apresentavam mastite subclinica, sendo que ECN foram os micro-organismos mais frequentes
(47%), seguido pelo Corynebacterium bovis (31%) e Staphylococcus. aureus (13%). O
isolamento de ECN no presente trabalho corrobora com muitos autores que relatam a
participacdo destes micro-organismos nas infec¢des intramamadrias em cabras leiteiras (2,7).
Estudo realizado com 70 cabras no Brasil por Da Silva et al. (3) revelou ECN em 60% das
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amostras, sendo S. warneri encontrado com maior frequéncia, seguido por S. aureus (37%),
valor muito préximo ao encontrado no presente estudo (34,6%).

Tabela 3. Estatistica descritiva dos valores de CCS segundo o grau de reagdo ao CMT, de
amostras de leite caprino, com mastite subclinica em propriedades dos estados de Sdao Paulo e
Minas Gerais, 2011.

Estatistica Valores de CMT
+ ++ +++
N 96 42 86
Minimo 0 2 5

Maximo 3537 1448 6104
Mediana 46" 146 402,5¢
P25 17 88,8 126,8

P75 142,3 283,5 879,5
Média 183,8 273,3 725,3
Média geométrica 56,3 133,2 335,9

Valores de mediana seguidas de letras diferentes indicam diferencas significativas entre os escores de CMT, pelo
teste de Kruskall-Wallis, p<0,0001.

O estudo de Mota et al. (19) avaliou a etiologia e sensibilidade a antimicrobianos in
vitro de bactérias isoladas de leite de cabras com mastites, procedentes da regido
metropolitana do Recife - PE, e revelou como principais patégenos, linhagens de
Staphylococcus spp.

Ainda que alguns autores considerem os ECN menos importantes na etiologia das
mastites caprinas, Sheldrake et al. (20) demonstraram que a CCS de caprinos infectados com
ECN foi mais alta do que a de animais ndo infectados e Dulin et al. (21), também consideram
os ECN como patégenos de importancia nas infec¢des intramamadrias de caprinos.

A relevancia dos ECN como patégenos na glandula mamaria € bastante discutida, mas
tem-se demonstrado em diferentes pesquisas que estes micro-organismos vem assumindo
grande importancia nas mastites, frequentemente como agentes causadores de mastites
subclinicas (3,4,6).

CONCLUSAO

Pode-se concluir que nas propriedades estudadas, a prevaléncia de mastites subclinicas
€ elevada, havendo uma microbiota varidvel, sendo S. aureus o principal patégeno. Nao foi
possivel estabelecer uma correlacdo significativa entre o CMT e a CCS/mL de leite,
entretanto deve-se considerar o aumento significativo da CCS nas amostras de leite positivas
com reacao +++ ao CMT.
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REVISTA “VETERINARIA E ZOOTECNIA”
NORMAS PARA APRESENTACAO DE TRABALHOS
INSTRUCOES AOS AUTORES
ARTIGOS CIENTIFICOS
Devem ser estruturados de acordo com os seguintes itens:
1. P4gina de rosto, com:

 Titulo do trabalho em portugués, em inglés e em espanhol, fonte Times New Roman, tamanho
12, com espagamento simples, em negrito e centralizado, em letra maidscula. Quando necessdrio,
indicar a entidade financiadora da pesquisa, como primeira chamada de rodapé;

» Nomes completos dos autores, em que somente a primeira letra de cada nome deve ser
maiuscula, do lado direito da pdgina. Digitd-los, separados um por linha, com chamadas de rodapé
numeradas e em sobrescrito, que indicarao o cargo e o endereco profissional dos autores, seguidos da
instituicdo onde o trabalho foi desenvolvido ou as quais estdo vinculados;

» Nome, enderego, telefone, fax e correio eletronico, para correspondéncia;

 Em caso de envolvimento de seres humanos ou animais de experimentacdo, encaminhar o
parecer da Comissdo de Etica ou equivalente, assinalando, no trabalho, antes das referéncias, a data de
aprovagao.

2. Pagina com resumo, abstract e resumen

o Tanto o resumo, como o abstract e o resumen devem ser seguidos do titulo do trabalho, no
respectivo idioma, e conter no maximo 400 palavras cada um, com informacdes referentes a
introducdo, metodologia, resultados e conclusdes. O texto deve ser justificado e digitado em pardgrafo
unico e espago 1,5, comecando por RESUMO. O abstract, e o resumen, devem ser traducdo fiel do
resumo. Independente da lingua em que o artigo for apresentado, deverd conter o resumo em
portugués, inglés e espanhol.

o Devem conter, no miximo, cinco palavras-chave, key words, e palabras-clave que
identifiquem o conteddo do texto.

3. A estrutura do artigo devera conter:

Introducao: Deve ser clara, objetiva e relacionada ao problema investigado e a literatura pertinente,
bem como aos objetivos da pesquisa. A introducio estabelece os objetivos do trabalho.

Material e Métodos: Deve oferecer informacdes de reprodutibilidade da pesquisa, de forma clara e
concisa, como varidveis, populacdo, amostra, equipamentos e métodos utilizados, inclusive os
estatisticos.

Resultados: Apresentacdo dos resultados obtidos, que devem ser descritos sem interpretagdes e
comparagdes. Podera ser sob a forma de tabelas, em folha a parte, no maximo de cinco, ordenadas
em algarismos ardbicos e encabecadas pelo titulo, de acordo com as normas de apresentacdo tabular da
ABNT/WBR 6023/2000 da Associacao Brasileira de Normas Técnicas, identificadas no texto como
Tabela; sob a forma de figuras, nos casos de grificos, fotografias, desenhos, mapas, etc., ordenadas
em algarismos ardbicos, até no miaximo de seis, e citadas no texto como Figura. Devem ser
identificadas em folha a parte, onde deve constar o titulo do artigo. Fotografias podem ser em preto e
branco ou coloridas, identificadas com o(s) nome(s) do(s) autor(es) no verso. No caso de desenhos
originais, a impressdo deve ser em papel adequado, de qualidade.

Discussao: Deve ser entendida como a interpretagdo dos resultados, confrontando com a literatura
pertinente, apresentada na introdugdo. Se julgar conveniente, os resultados e a discuss@o poderdo ser
apresentados conjuntamente.

Conclusdes: E a sintese final, fundamentada nos resultados e na discussao.

Vet e Zootec. 2012 margo; 19(1).



ISSN 0102-5716 Veterinaria e Zootecnia 126

Referéncias: Devem ser apresentadas de acordo com as normas Vancouver (http://www.icmje.org./).

Deverao ser editorados em Microsoft Word for Windows, para edi¢do de textos, Excel
(qualquer versdo) para graficos, formato JPEG ou GIF (imagem) para fotografias, desenhos e mapas,
formato A4 (21,0 x 29,7 cm), em espaco duplo, mantendo margens de 2,5 cm, nas laterais, no topo e
pé de cada péagina, fonte Times New Roman, tamanho 12 e numeragdo consecutiva das paginas em
algarismos ardbicos, a partir da folha de identificacdo. Deverdo também apresentar numerac¢io nas
linhas, reiniciando a contagem a cada nova pagina. Nao serdo fornecidas separatas. Os artigos
estardo disponiveis no formato PDF no enderego eletronico da revista. Para as demais secOes da
revista sdo vdlidas as normas anteriores. Nao devem exceder a 15 paginas. Abreviaturas ndo usuais
devem ser empregadas apds escritas por extenso na primeira utilizagdo.

ARTIGOS DE REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os artigos de revisdo bibliografica serdo publicados nas linguas portuguesa, inglesa e
espanhola, quando o autor apresentar contribuicdo cientifica, relevante na drea especifica do assunto
abordado, a convite dos editores.

Deverdo conter: Titulo (portugués, inglés e espanhol), resumo com palavras-chave, abstract
com key words e resumen com palabras-claves, introdugdo, desenvolvimento do assunto, conclusdo e
referéncias. Deverdo conter no maximo 20 paginas e 60 referéncias.

RELATOS DE CASO

Nao devem ser estruturados, como os artigos. Devem apresentar o titulo em portugués, em
inglés e espanhol, resumo com palavras-chave, abstract com key words, resumen com palabras-claves
e referéncias. Devem conter no miximo cinco paginas, trés tabelas ou figuras e 15 referéncias.

COMUNICACOES CURTAS

Sdo relatos contendo dados inéditos e relevantes de estudos originais, como, por exemplo,
resultados preliminares de uma pesquisa. Devem ser apresentadas com, no méaximo, cinco paginas,
uma tabela e 10 referéncias. A estrutura deve respeitar as normas para relatos de caso.

REFERENCIAS E CITACOES

As referéncias devem ser numeradas consecutivamente e listadas na ordem em que sdo mencionadas
no texto. As referéncias devem ser identificadas no texto, nas tabelas e legendas com nimeros
arabicos, entre parénteses, seguindo a mesma sequéncia. Os titulos das revistas devem ser abreviados
de acordo com List of Journals Indexed in Index Medicus disponivel em: http://www.nlm.nih.gov.

Exemplos

Citacoes

O material deve ser mantido em compressas embebidas em solucdo fisioldgica para evitar o
ressecamento (5).

Aulisa (1) administrou heparina, por via intramuscular, em cobaias.

Udupa & Prasad (9) utilizaram osteoclasia manual do imero sem imobiliza¢ao

Herbsman et al. (7) realizaram osteoclasia manual no fémur e ndo imobilizaram.

O rato apresenta niveis mais elevados de heparina que o homem (35,42,51).

O mesmo autor obteve resultados semelhantes, mesmo com metodologias diferentes (22-26).

Referéncias
Indique até seis autores seguidos de et al.

1 Artigo de revista
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Andrade SF, Sakate M. Intoxicacdo por amitraz: revisdo. Vet Not. 2004;10:1-15.

Modolo JR, Stachissini AVM, Gennari SM, Dubey JP, Langoni H, Padovani CV, etal.
Freqiiéncia de anticorpos anti-Neospora caninum em soros de caprinos do estado de Sdo
Paulo e sua relacdo com o manejo dos animais. Pesq Vet Bras. 2008;28:597-9.

2 Organizacio como autor

Association of Official Analytical Chemists. Official methods of analysis. 12nd ed. Washington;
1975.

Universidade Federal de Vicosa. SAEG: sistema de andlises estatisticas e genéticas: manual do
usudrio: versao 7.1. Vigosa; 1997.

3 Livro

Modolo JR, Stachissini AVM, Castro RS, Ravazzolo AP. Planejamento de satiide para o controle da
artrite-encefalite caprina. S@o Paulo: Cultura Académica; 2003.

4 Capitulo de livro

Corréa MC, Corréa CNM. Estafilococias em geral. In: Corréa MC, Corréa CNM. Enfermidades
infecciosas dos mamiferos domésticos. 2% ed. Rio de Janeiro: MEDSI, 1992. p.91-103.

Mendes AA, Saldanha ESPB. A cadeia produtiva da carne de aves no Brasil. In: Mendes AA, Naas
IA, Macari M. Producdo de frangos de corte. Campinas: FACTA, 2004. p.1-22

5 Artigos apresentados em congressos, reunioes, seminarios etc

Malhado CHM, Piccinin A, Gimenez JN, Ramos AA, Gongalves HC. Modelos polinomiais para
descrever a curva de postura de codornas. In: Anais do 3° Congresso Nordestino de Produg¢do Animal,
2004, Campina Grande. Campina Grande: Universidade Federal da Paraiba; 2004. p.1-3

6 Teses, dissertacoes e outros trabalhos académicos

Mortari AC. Avaliacdo da técnica de transposi¢do do musculo semitendinoso para reparo do
diafragma pélvico: estudo experimental em cdes [dissertacdo]. Botucatu: Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista; 2004.

7 Publicacgoes disponiveis na Internet

Vasconcelos JLM. Endometrite subclinica em vacas leiteiras. Campinas; 2004 [cited 2004 Jan 16].
Available from: <http://www.milkpoint.com.br>.
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JOURNAL OF VETERINARY MEDICINE AND ANIMAL SCIENCE

RULES FOR PRESENTATION OF PAPERS

The Journal of Veterinary Medicine and Animal Science, from School of Veterinary
Medicine and Animal Science - UNESP, Botucatu, publishes original scientific and review papers,
case reports and short communications related to Veterinary Medicine and Animal Science with
semestral periodicity. The journal is open to national and/or foreign contributions (in English or
Spanish) under the author’s full responsibility.

Publication is conditioned to preliminary evaluation by the president of the editorial board,
that analyses the merit and formal aspects of the work, according to the category of submitted paper
and established editorial rules. If adequate, the article is subjected to review by two experts in the
field. Opinion of reviewers are kept undisclosed. There are no possibility of identification of authors
and reviewers. The articles not accepted will be returned to the authors.

Manuscripts must be submitted at the journal website http://www.fmvz.unesp.br/rvz.

Prof. Helio Langoni

Revista “Veterinaria e Zootecnia”

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — UNESP - Botucatu
18618-000 — Dist. Rubiao Junior — SP — Brasil

INSTRUCTIONS TO AUTHORS
SCIENTIFIC PAPERS

Must be prepared according to the following items:
1. Title page:

« Title of the manuscript in Portuguese, English and Spanish, using Times New Roman font 12,
simple spacing, bold and centered, with the words in upper case. When necessary, indicate the
financial support as first footnote;

 Full authors names, where only the first letter of each name must be in upper case at the right
side of the page. The authors” names must be typed separated by line, with numbered superscript
footnotes, which will indicate the position and author’s professional address, followed by the name of
the institution where the work was done or to where it is linked;

» Name, address, telephone number, fax and e-mail address for correspondence;

o In case of involvement of human or experimental animals include the Ethics Committee
approval or equivalent, and type before the bibliographic references with date of approval.

2. Absract in Portuguese, English, and Spanish

o The “resumo”, abstract and “resumen” must be followed by the title in the respective
language and should not exceed 400 words each, with information regarding introduction, methods,
results and conclusions. Text must be justified and in a single paragraph, 1.5 line spacing, beginning
with the “RESUMO”. Independent of the paper language, the abstract must be submitted in English,
Portuguese and Spanish.

o Must include a maximum of five “palavras-chave”, key words, and palabras-claves that
identify the text content.

3. The structure of the paper must include:
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Introduction: Clearly state the objective of the study with brief overview of the investigated problem
and literature review.
Material and Methods: Provide a concise description of the experimental methods, variables,
population in study, equipment, as well as the statistics, in sufficient detail to allow other researches to
reproduce the results.
Results: The results should be described without interpretation and comparisons. The results may
include tables, which should come in a separate sheet (maximum of 5 tables) and numbered
consecutively in Arabic numerals, with the title on the top, according to the rules of table presentation
by ABNT/WBR 6023/2000 from Associacao Brasileira de Normas Técnicas, and identified in the text
as Table; figures, in case of graphs, photographs, drawings, maps, etc, numbered consecutively in
Arabic numerals (maximum of six), cited in the text as Figure. Photographs may be black and white
or color, identified with the author’s name in the back. Original drawings must be printed in high
quality paper.
Discussion: Should be the interpretation of the results, relative to other relevant studies, presented in
the introduction. If convenient, the results and discussion may be presented together.
Conclusions: The final synthesis, based on the results and discussion.
References: Should be presented according to Vancouver rules (http//:www.icmje.org/), and arranged
in alphabetical order, by author’s last name (examples in the end of the instructions).

Manuscripts should be edited in Microsoft Word for Windows, for text, Excel (any version)
for graphs, JPEG or GIF format (images) for photographs, drawings and maps, A4 format paper (21,0
x 29,7 cm), double spaced, leaving at least 2,5 cm margins, (lateral, top and botton of page), Times
New Roman font, size 12 and numbered in Arabic numerals, beginning in the identification page. The
authors will have to present numeration in the lines, restarting the counting to each new page.
Tlustrations and legends must be presented on separate sheets.

Reprints will not be offered. The articles will be available in PDF format at the journal
website. The same rules apply for all the other sections of the journal. The manuscripts should not
exceed 15 pages. Unusual abbreviations should be used only after first time citation.

REVIEW ARTICLES

The review articles will be published in Portuguese, English or Spanish, if it provides
scientific contribution that is relevant in the area, when invited by the editors. The review articles must
include: Title (Portuguese, English and Spanish), resumo with palavras-chave, abstract with key words
and resumen with palabras-claves, introduction, subject overview, conclusion e references. Must
contain a maximum of 20 pages and 60 references.

CASE REPORTS

Should not be prepared with the same structure as the articles. The case reports must present
the title in Portuguese, English and Spanish, resumo with palavras-chave, abstract with key words and
resumen with palabras-claves and references. Must contain a maximum of five pages, three tables or
figures and 15 references.

SHORT COMMUNICATIONS

These are reports with new and relevant data of original studies, as preliminary results of a
research. Must be presented with a maximum of five pages, one table and ten references. The structure
should follow the same rules for case reports.

REFERENCES AND CITATIONS

References should be numbered consecutively in order inwitch they are first mentioned in the text,
tables, and legends by Arabic numbers in parentheses in same sequence. The titles of journals should
be abbreviated according to the style List of Journals Indexed in Index Medicus available from:
http://www.nlm.nih.gov.
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Examples:

Citations

O material deve ser mantido em compressas embebidas em solucdo fisioldgica para evitar o
ressecamento (5).

Aulisa (1) administrou heparina, por via intramuscular, em cobaias.

Udupa & Prasad (9) utilizaram osteoclasia manual do umero sem imobilizagao

Herbsman et al. (7) realizaram osteoclasia manual no fémur e ndo imobilizaram.

O rato apresenta niveis mais elevados de heparina que o homem (35,42,51).

O mesmo autor obteve resultados semelhantes, mesmo com metodologias diferentes (22-26).

References
List the first seix authors followed by et al.

1 Journal article

Andrade SF, Sakate M. Intoxicacdo por amitraz: revisdo. Vet Not. 2004;10:1-15.

Modolo JR, Stachissini AVM, Gennari SM, Dubey JP, Langoni H, Padovani CV, et al.
Freqiiéncia de anticorpos anti-Neospora caninum em soros de caprinos do estado de Sdo
Paulo e sua relacdo com o manejo dos animais. Pesq Vet Bras. 2008;28:597-9.

2 Organization as author

Association of Official Analytical Chemists. Official methods of analysis. 12nd ed. Washington;
1975.

Universidade Federal de Vicosa. SAEG: sistema de analises estatisticas e genéticas: manual do
usudrio: versdo 7.1. Vigosa; 1997.

3 Book

Modolo JR, Stachissini AVM, Castro RS, Ravazzolo AP. Planejamento de satide para o controle da
artrite-encefalite caprina. S@o Paulo: Cultura Académica; 2003.

4 Chapter in a book

Corréa MC, Corréa CNM. Estafilococias em geral. In: Corréa MC, Corréa CNM. Enfermidades
infecciosas dos mamiferos domésticos. 2% ed. Rio de Janeiro: MEDSI, 1992. p.91-103.

Mendes AA, Saldanha ESPB. A cadeia produtiva da carne de aves no Brasil. In: Mendes AA, Naas
IA, Macari M. Producdo de frangos de corte. Campinas: FACTA, 2004. p.1-22

5 Conference paper
Malhado CHM, Piccinin A, Gimenez JN, Ramos AA, Gongalves HC. Modelos polinomiais para

descrever a curva de postura de codornas. In: Anais do 3° Congresso Nordestino de Produg¢do Animal,
2004, Campina Grande. Campina Grande: Universidade Federal da Paraiba; 2004. p.1-3
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6 Dissetation

Mortari AC. Avaliacdo da técnica de transposi¢do do musculo semitendinoso para reparo do
diafragma pélvico: estudo experimental em caes [dissertacdo]. Botucatu: Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista; 2004.

7 Eletronic material on Internet

Vasconcelos JLM. Endometrite subclinica em vacas leiteiras. Campinas; 2004 [cited 2004 Jan 16].
Available from: <http://www.milkpoint.com.br>.

REVISTA “VETERINARIA Y ZOOTECNIA”

NORMAS PARA PRESENTACION DE TRABAJOS

La Revista Veterinaria y Zootecnia, de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia —
UNESP, Campus de Botucatu, publica articulos cientificos originales, articulos de revisién de
bibliografia, estudios de caso y comunicaciones cortas, relacionadas con las dreas de Medicina
Veterinaria y de Zootecnia, con periodicidad semestral, en las lenguas Portugués, Espaifiol o Inglés,
siendo los conceptos y opiniones emitidas, de exclusiva responsabilidad de los autores.

La publicacion depende de la evaluacion preliminar del Presidente del Consejo Editorial, que
analiza la relevancia, y los aspectos formales, de acuerdo con la categoria del articulo sometido y las
normas editoriales establecidas. Si es aprobado, se adopta el mérito de la evaluacion por pares, se
envia para dos Revisores, de acuerdo con el drea. Los conceptos ademds de la imparcialidad, serdn
mantenidos bajo estricta reserva, sin que exista la posibilidad de identificacién entre autores y
evaluadores. Los articulos no publicados serdn devueltos.

Los trabajos deben ser enviados pela pdgina WEB de la revista
http://www.fmvz.unesp.br/rvz

Prof. Helio Langoni

Revista “Veterinaria y Zootecnia”

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — UNESP - Botucatu
18618-000 — Dist. Rubido Junior — SP — Brasil

INSTRUCCIONES A LOS AUTORES

ARTICULOS CIENTIFICOS
Deben ser estructurados de acuerdo con los siguientes puntos:
1. Pégina principal, con:

« Titulo del trabajo en portugués, inglés y en espaiiol, tipo de letra Times New Roman, niimero
12, con espacio entre lineas sencillo, en negrilla y centrado, en letra maytscula. Cuando sea
necesario, indicar la entidad que financia la investigacién, como primer pié de pagina;

« Nombres completos de los autores, en los cuales solamente la primera letra de cada nombre
debe ser mayuscula, en lado derecho de la pagina. Digitarlos separados un por linea, con notas de pié
de pagina numeradas y en sobrescrito, que indicaran el cargo y la direccién profesional de los
autores, seguidos de la institucién donde el trabajo fue realizado o en las cuales estdn vinculados;

« Nombre, direcciodn, teléfono, fax y correo electrénico para correspondencia.

» En el caso de involucrar seres humanos o animales de experimentacion, enviar el concepto de
la Comisién de Etica o equivalente, destacando en el trabajo antes de las referencias y fecha de
aprobacion, asi como el envio de la copia del concepto.

Vet e Zootec. 2012 margo; 19(1).



ISSN 0102-5716 Veterinaria e Zootecnia 132

2. Pégina con resumen en Portugués, Inglés y Espaiiol.

o Tanto el “resumo”, como el “abstract”, asi como el resumen, deben estar seguidos del titulo
del trabajo, en el idioma respectivo y contener, como maximo 400 palabras cada uno, con
informaciones referentes a la introduccién, metodologia, resultados y conclusiones. El texto debe
estar ajustado (justificado) y digitado en un solo pdrrafo y a espacio de 1,5 iniciando por el
“RESUMO”. EIl “Abstract”, y el Resumen, deben ser fiel traduccién del “Resumo”. Independiente da
la lengua que el articulo fue presentado deberd contener el resumen en portugués, inglés y espaiiol.

» Deben contener como méiximo, cinco “palavras-chave” “key words”, y palabras clave que
identifiquen el contenido del texto.

3. Laestructura del articulo debera contener:

Introduccién: debe ser clara, objetiva y relacionada al problema investigado, y a la literatura
pertinente, asi como con los objetivos de la investigacién. La introduccidn establece los objetivos del
trabajo.

Materiales y Métodos: debe ofrecer informaciones de reproductibilidad de la investigacion, de forma
clara y concisa, como variables, poblacion, muestra, equipos, o métodos utilizados, inclusive los
estadisticos.

Resultados: Presentacion de los resultados obtenidos, que deben ser descritos, sin interpretaciones y
comparaciones. Podrd ser bajo la forma de tablas, en hojas separadas, con miximo de cinco,
ordenadas en algarismos ardbicos, y encabezadas por el titulo, de acuerdo con las normas de
presentacion tabular de las normas ABNT/WBR 6023/2000 de la Asociacién Brasilefia de Normas
Técnicas, ABNT, identificadas en el texto como Tabla; bajo la forma de figuras en los casos de
gréficos, fotografias, dibujos, mapas, etc., ordenadas en algarimos ardbicos hasta un maximo de seis, y
citadas en el texto como Figura. Fotografias pueden ser en blanco y negro o a colores; identificadas
con el nombre del autor o autores al lado opuesto. En el caso de dibujos originales, la impresion debe
ser en papel adecuado, de calidad.

Discusion: Debe ser entendida como la interpretacion de los resultados, confrontando la literatura
pertinente, descrita en la introduccién. De ser conveniente los resultados y discusion podrin ser
presentados conjuntamente.

Conclusiones: Es la sintesis final, fundamentada en los resultados y en la discusion.

Referencias: Deben ser presentadas de acuerdo con las normas de Vancouver
(http//:www.icmje.org/), y el arreglo organizacién debe ser en orden alfabético por apellido del autor
(modelos anexos al final).

Deberan ser editados en Microsoft Word for Windows, para edicion de textos, Excel
(cualquier versién) para graficos, formato JPEG o GIF (imagen) para fotografias, formato A4 (21,0 x
29,7 cm), a doble espacio, manteniendo margenes de 2,5 cm, en las laterales, parte superior e inferior
de cada pagina, fuente Times New Roman, nimero 12 y numeracion consecutiva de las paginas en
nimeros ardbicos, a partir de la hoja de identificacién. Deverdn presentar también la numeracién en
las lineas, recomenzando la cuenta a cada pdgina nueva. Ilustraciones y leyendas deben ser
presentadas en hojas separadas.

No se ofrecerdn separatas. Los articulos estardn disponibles en el formato PDF en la pagina
WEB de la revista. Para las demds secciones de la revista son vdlidas las normas anteriores. No
deben exceder las 15 paginas. Abreviaturas no usuales, deben ser empleadas después de haber sido
escritas por extenso en la primera utilizacién.

ARTICULOS DE REVISION BIBLIOGRAFICA

Los articulos de la revisién bibliografica serdn publicados en los idiomas portugués, inglés y
espanol, cuando el autor presente contribucidn cientifica, importante en el drea especifica del asunto
abordado, y por invitacién de los editores.
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Deberan contener: Titulo (portugués, inglés y espaiiol), resumo con palavras-chave, abstract
con key words e resumen con palabras-claves, introduccién, desarrollo del tema, conclusion y
referencias. Deberan contener como maximo 20 paginas y 60 referencias (citas bibliograficas).

ESTUDIOS DE CASO

No deben ser subdivididos, como para los articulos. Deben presentar el titulo en portugués, en
inglés y espafiol, resumo con palavras-chave, abstract con key words e resumen con palabras-claves y
referencias. Deben contener como maximo cinco paginas, tres tablas o figuras y 15 referencias
bibliogréficas.

COMUNICACIONES CORTAS

Son relatos con datos inéditos y relevantes de estudios originales, como por ejemplo resultados
preliminares de una investigacién. Deben ser presentados como médximo en cinco piginas, una tabla y
10 referencias bibliograficas. La estructuracién debe respetar las normas para estudios de caso.

REFERENCIAS E CITACIONS

Numerar las referencias consecutivamente segtn el orden en que se mencionen por primera vez en el
texto. En éste, en los cuadros y leyendas, las referencias se identificardn mediante nimeros ardbigos
entre paréntesis. Abreviar los titulos de las revistas segin List of Journals Indexed in Index Medicus
disponible en: http://www.nlm.nih.gov.

Ejemplos

Citations

O material deve ser mantido em compressas embebidas em solucdo fisiolégica para evitar o
ressecamento (5).

Aulisa(1) administrou heparina, por via intramuscular, em cobaias.

Udupa & Prasad (9) utilizaram osteoclasia manual do umero sem imobilizagao

Herbsman et al. (7) realizaram osteoclasia manual no fémur e ndo imobilizaram.

O rato apresenta niveis mais elevados de heparina que o homem (35,42,51).

O mesmo autor obteve resultados semelhantes, mesmo com metodologias diferentes (22-26).
Referencias

Mencionan los seis primeros autores seguidos de la abreviatura et al.

1 Articulo de periédico

Andrade SF, Sakate M. Intoxicacdo por amitraz: revisdo. Vet Not. 2004;10:1-15.

Modolo JR, Stachissini AVM, Gennari SM, Dubey JP, Langoni H, Padovani CV, et al.
Freqiiéncia de anticorpos anti-Neospora caninum em soros de caprinos do estado de Sdo
Paulo e sua relacdo com o manejo dos animais. Pesq Vet Bras. 2008;28:597-9.

2 Organizacién como autor

Association of Official Analytical Chemists. Official methods of analysis. 12nd ed. Washington; 1975.

Universidade Federal de Vicosa. SAEG: sistema de andlises estatisticas e genéticas: manual do
usudrio: versao 7.1. Vigosa; 1997.

3 Libro
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Modolo JR, Stachissini AVM, Castro RS, Ravazzolo AP. Planejamento de satide para o controle da
artrite-encefalite caprina. S@o Paulo: Cultura Académica; 2003.

4 Capitulo en libro

Corréa MC, Corréa CNM. Estafilococias em geral. In: Corréa MC, Corréa CNM. Enfermidades
infecciosas dos mamiferos domésticos. 2% ed. Rio de Janeiro: MEDSI, 1992. p.91-103.

Mendes AA, Saldanha ESPB. A cadeia produtiva da carne de aves no Brasil. In: Mendes AA, Naas
IA, Macari M. Producdo de frangos de corte. Campinas: FACTA, 2004. p.1-22

5 Ponencias o conferencias en simposio, congreso, reuniones, etc .

Malhado CHM, Piccinin A, Gimenez JN, Ramos AA, Gongalves HC. Modelos polinomiais para
descrever a curva de postura de codornas. In: Anais do 3° Congresso Nordestino de Produg¢do Animal;
2004, Campina Grande. Campina Grande: Universidade Federal da Paraiba; 2004. p.1-3

6 Tesis

Mortari AC. Avaliacdo da técnica de transposi¢do do musculo semitendinoso para reparo do
diafragma pélvico: estudo experimental em cdes [dissertacdo]. Botucatu: Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista; 2004.

7 Medios electronicos en Internet

Vasconcelos JLM. Endometrite subclinica em vacas leiteiras. Campinas; 2004 [cited 2004 Jan 16].
Available from: <http://www.milkpoint.com.br>.
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