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1. INTRODUGAO E REVISAO DE LITERATURA

Disfungbes envolvendo o sistema nervoso sdo de grande importancia na
Medicina Veterinaria, pois tratam-se de enfermidades que ocorrem com freqiéncia e
que cujas ferramentas para o auxilio diagnéstico, prognéstico e procedimentos
terapéuticos, apresentam-se muito escassas. Desta forma, a analise dos constituintes
do fluido cefalorraquidiano revela-se como uma das poucas alternativas de acesso
clinico ao sistema nervoso central (SNC) (BAILEY ; VERNAU, 1997). Mesmo assim,
avaliar danos no SNC pode se tornar um desafio, visto que logo ap6s uma injuria
encefalica, exames como tomografias computadorizadas e ressonancias magnéticas
ndo permitem a distingdo entre o edema cerebral e uma les&o estrutural e, ainda, a
informacdo de alguns aspectos do exame de rotina do LCE, ndo é suficiente para
indicar o verdadeiro estado neurolégico de um paciente, em diversas situagdes (GAMA
et al. 2005). Recentemente, a avaliagdo de marcadores bioquimicos no liquido
cefalorraquidiano tem sido utilizada como auxilio na deteccao de danos estruturais do
tecido nervoso, bem como no dimensionamento de sua extensdo. Além disso, tais
marcadores tém se tornado de grande valia no ajuizamento do progndstico dos

pacientes portadores de lesées neuroldgicas de indmeras causas (YUKIO et al. 2001).



1.1 Caracteristicas Gerais do LCE

Segundo Kay et al. (1974), o liquido cefalorraquidiano (LCR) ou LCE € um fluido
claro e limpido, o qual banha os sistemas ventricular e extra-ventricular, cérebro,
medula espinhal e certas partes do sistema nervoso periférico. Sua produgao ocorre,
primariamente, pelo plexo cordide do sistema ventricular, pequenas quantidades sao
produzidas por células ependimais da pia-glia na superficie cerebral e, ainda, por vasos
sanglineos da pia-aracndide, utilizando-se de mecanismo de ultrafiltracdo do plasma,
juntamente com transporte ativo de substancias através da barreira hemato-encefalica
(WRIGHT, 1978; COLES, 1986; MCGUIRK ; MACWILLIAMS, 1992 e BRAUND, 1994;
BAILEY ; VERNAU, 1997).

Os autores Coles (1986), Cook e Denicola (1988) e Bailey ; Vernau (1997)
relatam que o LCE circula do sistema ventricular para o espaco sub-aracndide, pelas
aberturas laterais do quarto ventriculo, e segue em diregcdo as membranas da pia-mater
e aracndides do cérebro e medula espinhal, banhando assim, toda a area do SNC.

O LCR é absorvido, constantemente, pelas vilosidades aracndideas, nos seios
Venosos e veias cerebrais e em pequenas quantidades por veias e vasos linfaticos
localizados préximos as raizes de nervos periféricos, cujo mecanismo é controlado por
valvulas, as quais se abrem quando a pressao intracraniana excede a venosa (em
condi¢des normais) e se fecham quando a pressédo venosa aumenta, prevenindo, desta
maneira, a possibilidade de fluxo retrégrado do sangue venoso em direcao ao espaco
sub-aracnéideo (COOK ; DENICOLA,1988).

De acordo com Mayhew e Beal (1980) as fungdes do LCR incluem a de protecao
das estruturas cerebrais, agindo como um “amortecedor”, que absorve pressdes
externas, além de trazer nutrientes para o SNC e, adicionalmente, remover produtos
residuais inuteis e levar agentes injuriantes ao encontro dos mecanismos de defesa do
organismo.

Segundo Sorjonem (1987) e Bailey ; Vernau (1997) o cérebro se mantém isolado
do resto do corpo, pois muitas moléculas que circulam no sangue nao alcangam o LCR
e vice-versa. Adicionalmente, Sorjonem (1987) relata que a seletividade entre eles

ocorre pela acao da barreira hemato-encefélica (BHE), uma entidade fisico-quimica que



confere estabilidade ao cérebro frente as variacbes drasticas e momentaneas da
circulacdo geral e, ao mesmo tempo, impondo um problema para o tratamento de
certas enfermidades.

Estudos experimentais atestam que a andlise do liquido cefalorraquidiano é vista
pelos clinicos como um acesso ao encéfalo e é capaz de refletir mudancas
fisiopatolégicas da sua funcao, Chrisman (1985), Braund (1994) e Bailey ; Vernau
(1997). Wright (1978) ressalta ser possivel aplicar ao LCR alguns dos inumeros testes
aplicados ao sangue, e a outros fluidos biolégicos, conseguindo-se informagdes

importantes e de grande valor diagndstico.

1.2 Analise do LCE

1.2.1 Aspectos Fisico-Quimicos do LCE

Chrisman (1985) e Coles (1986) relatam que o liquido cefalorraquidiano normal
€ claro e incolor, porém em condigdes patolégicas pode apresentar-se amarelado ou
xantocrémico, indicando presenca de bilirrubina, proveniente de possiveis hemorragias
antigas, ou rosado a avermelhado indicando hemorragias acidentais no momento da
colheita. Ja, quanto ao aspecto, o LCE normal é completamente transparente e Wright
(1978), Coles (1986), Braund (1994) e Bailey ; Vernau (1997) relatam que o LCE turvo
esta relacionado com o aumento da sua celularidade, particularmente quando o
referido aumento ultrapassa a 500 células/uL de LCE. Por outro lado, em infeccbes
agudas das meninges, o LCR pode ficar ligeiramente turvo a purulento e Wright (1978)
e Delahunta (1983) ressaltam que, nestes casos, exames microbiol6gicos sao
indicados. Feitosa et al. (1997a) encontrou turbidez discreta em amostras de LCE de
caes portadores de cinomose e relacionou-a ao aumento de proteina total no referido
LCR.

A densidade liquorica tem valores normais compreendidos entre 1,003 e 1,012
(KAY et al. 1974). Mayhew ; Beal (1980) asseveram que a elevagédo do peso especifico
do LCR pode ocorrer nos casos de pleocitose e aumento dos seus niveis protéicos,

também referidos por Feitosa et al. (1997).



Bailey ; Vernau (1997) relatam que em estudos laboratoriais envolvendo animais
verificaram-se a presenca de mecanismos homeostaticos a favor da manutengcdo de
um pH liquérico relativamente constante e préximo daquele do sangue, mesmo frente a
mudancas de pH sistémico. Neste ultimo caso, a barreira hemato-encefalica tem
grande participacdo na manutencdo do pH liquérico visto que, é relativamente
impermeavel aos ions hidrogénio e bicarbonato. Porém, os mesmos autores relatam
que alteracdes do pH do LCE podem seguir as do sangue, em situacdes agudas e mais

drasticas como acidose e alcalose metabdlicas.

1.2.2 Proteinas no LCE

Segundo Coles (1986) o LCE normal, proveniente da cisterna magna, contém
aproximadamente 12 a 40 mg/dL de proteina, j& Fernandes (1990) encontrou valor
médio de 20 mg/dL e Braund (1994) considera normais quantidades entre 25 a 30
mg/dL. Os referidos autores relatam que o componente protéico do LCR é quase que
totalmente constituido de albumina, sendo que pequenas quantidades de globulinas
podem ser encontradas. No entanto, em situacdes de quebra do estado de higidez do
SNC os niveis protéicos podem estar aumentados, principalmente nos casos de
encefalites, como foi constatado por Tudury et al. (1997) em cdes com cinomose cujos,
valores encontrados alcangaram 400 mg/dL. Além disso, em casos de toxoplasmose,
meningite, abscessos de medula ou encéfalo e, também, em condigbes nao-
inflamatérias caracterizadas por estados convulsivos e uremia, verificam-se aumentos
da proteina liquédrica. Delahunta (1983), Braund (1994) e Bailey ; Vernau (1997) citam
que estes aumentos podem ocorrer por produgao protéica local junto ao SNC, porém
0s aumentos concomitantes nos niveis de albumina do LCE e da relacdo entre a
albumina liquérica e sérica sugerem lesdo da barreira hemato-encefdlica e
extravasamento de albumina, fato observado por Gama (2003) em caes na fase
neuroldgica da cinomose. Em relagdo as dosagens protéicas do LCE, alguns cuidados
devem ser tomados como indica Coles (1986), que alerta para amostras contaminadas
com sangue, cujo nivel protéico fica superestimado pela presenca de proteinas

plasmaticas e, principalmente, que neste caso a determinagéo de globulinas ndo deve



ser realizada, para se evitar um resultado falso positivo. Em tais situacdes, é possivel,
ainda, observar-se a coagulacdo do LCE, fato também verificado nas infec¢des
supurativas. Ja, Hurtt ; Smith (1997) observaram que o nivel protéico de amostras de
LCR, levemente contaminadas com sangue, ndo compromete o diagnostico de doenca
neuroldgica. Além disso, Bailey ; Higgins (1985) e Hurtt ; Smith (1997) verificaram que
0s niveis protéicos das amostras coletadas da regido lombar sdo significativamente
mais altos que daquelas obtidas por pung¢ao da cisterna magna.

Apesar da gama de parametros que podem ser analisados no LCR, no intuito de
se angariar 0 maior numero de informagcdes possiveis com relacdo ao estado
neuroldgico atual do paciente, alguns aspectos apreciados no exame liquorico de rotina
nem sempre colocam em evidéncia suas anormalidades neurolégicas. Tal fato
acontece no caso de algumas enfermidades de evolucdo muito aguda, como viroses,
as quais podem elicitar alteragées mais sutis e de dificil deteccdo. Gama et al. (2005),
estudando cdes com cinomose, verificaram que a coloragdo, o aspecto, a taxa de
glicose e, em parte, a celularidade, avaliados ao exame liquérico de rotina, mostraram-
se semelhantes ou bem préximos aqueles dos animais higidos.

Desta forma, a avaliacdo de algumas caracteristicas liquéricas mais sensiveis,
que possam revelar anormalidades precoces e com maior precisdo, se faz necessaria a
fim de se investigar alteracées no sistema nervoso central. Para tal propésito, alguns
marcadores bioquimicos, analisados no LCR, podem ser bastante uteis tais como as
atividades liquéricas de algumas enzimas, geralmente liberadas no LCR, na vigéncia de
lesbes estruturais neurolégicas (KRAMER ; HOFFMANN, 1997; INGEBRIGTSEN ;
ROMNER, 2002).

1.3 Analise Enzimatica do LCE
O estudo de algumas enzimas, cujas atividades estao presentes nos fluidos
organicos, em decorréncia de processos patoldgicos, tem servido para indicar a

presenca de doenga ou, em alguns casos, para adicionar elementos indicadores do



curso clinico-patolégico da doenga. Avaliagbes séricas das atividades de enzimas tais
como creatina quinase (CK), lactato desidrogenase (LDH) e aspartato aminotransferase
(AST) tém demonstrado seu valor diagnostico em infartos do miocardio, distrofias
musculares e polimiosites (CARDINET, 1997). Elevacoes liquéricas das supracitadas
enzimas tém sido observadas em inumeras desordens neuroldgicas, tais como infartos,
traumas ou ainda infec¢gdes do SNC, de acordo com Osuna et al. (1992), Yukio et al.
(2001) e Gama (2003). Segundo Mayhew ; Beal (1980), as referidas enzimas sao
moléculas de natureza protéica, relativamente grandes, que nao transpassam
livremente a barreira hemato-encefalica e, deste modo, atividades elevadas de tais
enzimas no LCE, podem indicar lesbes e até necrose do tecido nervoso central e,
especialmente, se tais elevacdes das atividades enzimaticas cataliticas nao ocorrem

simultaneamente no soro sanguineo.

1.3.1 Lactato Desidrogenase

A enzima lactato desidrogenase cataliza a oxidagdo de piruvato em lactato, a
qual é dividida em cinco isoenzimas, denominadas LDH 1 a 5 (KRAMER ; HOFFMAN,
1997). As diferentes isoenzimas da LDH estao localizadas no citoplasma das células de
varios orgaos e, desta forma, as isoenzimas 1 a 3 localizam-se no musculo cardiaco,
rins, hemacias e tecido nervoso, enquanto que as isoenzimas 4 e 5 localizam-se
predominantemente na musculatura esquelética e figado (INGEBRIGTSEN ; ROMNER,
2002).

Injurias em varios 6érgaos promovem a liberacdo de LDH para o espaco
extracelular e sangue circulante, tornando a sua mensuracao sérica inespecifica para a
deteccédo de lesGes teciduais, mesmo no que diz respeito as injurias na musculatura
cardiaca e esquelética. A especificidade seria possivel pela mensuracado da atividade
de cada isoenzima, porém este procedimento é dispendioso e pouco realizado em
medicina veterinéria (LASSEN, 2004).

Em amostras liqudricas, a atividade aumentada da LDH tem origem nervosa e
nos casos de doencas infecciosas € quase sempre liberada, apresentando

mensuragdes elevadas de suas atividades cataliticas em casos humanos de meningites



bacterianas, segundo Lutsar et al. (1994); Nussinovitch (1996) e, também em céaes
acometidos pela cinomose, segundo Wright (1980); Feitosa et al. (1997b); Abate et al.
(1998) ; Gama (2003).

Ja no que diz respeito ao prognostico, Gama (2003) faz referéncia a
correspondéncia entre elevagdes da atividade de LDH liquérica e o indice de ébito em
caes com cinomose, fato também observado por Osuna et al. (1992) e Lutsar et al.

(1994), em humanos com danos cerebrais.

1.3.2 Aspartato Aminotransferase

A enzima aspartato aminotransferase cataliza a transaminagao do L-aspartato e
2-oxoglutarato em oxaloacetato e glutamato. A presenca de AST, no citossol de células
de varios tecidos organicos, torna esta enzima pouco especifica, porém muito sensivel
a danos teciduais (KRAMER; HOFFMANN, 1997). As maiores concentracbes desta
enzima estdo localizadas nos hepatécitos, da mesma forma que na musculatura
esquelética e cardiaca. Consequientemente, suas elevagdes séricas podem ocorrer
frente a injurias nestes diferentes tecidos (LASSEN, 2004).

A enzima AST é tida como indicadora de necrose ativa no SNC, quando mensurada
no LCE, por autores como Chrisman (1985); Bailey ; Vernau (1997), em cées, e por
Osuna et al. (1992); Lutsar et al. (1994), em humanos. Sendo assim, Wright (1980) e
Abate et al. (1998) constataram elevagdes liquéricas da atividade de AST em diversas
desordens neuroldgicas dos caes tais como doencas de disco intervertebral,
neoplasias, mielopatias degenerativas e toxoplasmose, enquanto que Feitosa et al.
(1997b); Gama (2003), especificamente relacionaram tais elevagdes a ocorréncia da
cinomose.

Segundo Lutsar et al. (1994); Bailey; Vernau (1997) aumentos consideraveis da
atividade enzimatica de AST no LCE podem indicar progndstico pobre, fato também
observado por Gama (2003), em animais acometidos pela cinomose.

1.3.4 Creatina Quinase



A creatina quinase € a enzima responsavel pela catalisacao da reagéo reversivel
fosfocreatina + ADP <« creatina + ATP. Ela esta presente em maiores concentracdes
na musculatura esquelética e cardiaca. Porém quantidades consideraveis desta enzima
sao encontradas no SNC. Acredita-se que a CK seja o principal agente envolvido no
suprimento de adenosina trifosfato para manter o potencial de membrana dos
neurdnios (CARDINET, 1997). E de acordo com Kramer; Hoffmann (1997), o cérebro
tem a maior especificidade de CK do organismo.

Como relatado por Hornemann et al. (2000), a CK é um dimero, composto da
combinagdo de duas subunidades denominadas B e M, deste modo, a creatina quinase
total esta dividida em trés isoenzimas BB, MB e MM. A isoenzima CK MB esta presente
na musculatura cardiaca, a CK-MM na esquelética e a CK BB encontra-se
principalmente no tecido nervoso (KRAMER ; HOFFMANN, 1997).

A avaliacdo da atividade total da enzima creatina quinase no LCE tem sido
relatada como indicadora de desordens neuroldgicas por diversos autores, dentre os
quais, Wolintz et al. (1969); Wright (1980); Chrisman (1985); Cook e Denicola (1988);
Bailey; Vernau (1997). Mayhew e Beal (1980) indicam que atividades elevadas de tal
enzima no LCE podem indicar lesbes e até necrose do tecido nervoso central.
Experimentos realizados em felinos por Maas (1977a,b) demonstram que a atividade
da CK liqudrica reflete lesdes estruturais do cérebro, principalmente em injurias agudas
e, ainda, que a magnitude destes aumentos € proporcional a extensao tais lesdes
neuroldgicas.

Abate et al. (1998) observaram elevagdes de CK liquérica frente a cinomose
canina e outros autores tais como Indrieri et al. (1980); Bailey ; Vernau (1997); Gama
(2003) revelam ainda que, aumentos da atividade desta enzima também podem estar
relacionados com prognosticos desfavoraveis em diversas enfermidades neurolégicas
como também na supracitada virose, fato este ndo confirmado por Feitosa et al.
(1997b), frente a mesma moléstia. Além disso, trabalhos realizados por Lutsar et al.
(1994), em humanos com meningite séptica ou asséptica indicam que a avaliacdo da

isoenzima CK-BB, no LCE, pode redundar em resultados bem mais promissores e fiéis



as lesbes neuroldgicas, como também no prognédstico dos quadros neuropatolégicos,

comparativamente a avaliagdo da atividade da CK total, no LCE.

1.3.5 Creatina Quinase BB

Estudos precedentes sugerem que a distribuicao das isoenzimas da CK no LCE
€ similar a sua distribuicdo no tecido nervoso, sendo representadas principalmente por
CK-BB e pequenas quantidades de CK-MM e CK-MB (KJELDSBERG; KNIGHT, 1992).
Porém, estudos de Chandler et al. (1984) e Vasquez et al. (1995) mostraram que a CK-
BB é a isoenzima da CK mais largamente distribuida no cérebro, localizada em
neurdnios e astrocitos e representa de 80 a 95% da atividade total de CK do tecido
nervoso sendo que, o restante € representado por CK mitocondrial. Os mesmos
autores explicam que o componente de CK-MM, possivelmente encontrado, se deve a
contaminagao da amostra liquérica com sangue, de outra parte, que a CK-MB, provém
da recombinac¢do da CK-MM com a CK-BB liberada no LCE pelo dano encefalico.

Yukio et al. (2001) indicam que a correlagao da CK-BB no LCR, com a de outras
enzimas, independe das concentracdes séricas e ainda das quantidades protéicas do
LCR. Trabalhos anteriores como os de Sherwin et al. (1969); Mass (1977a)
confirmaram este fato e, deste modo, fazem referéncia a baixa permeabilidade da
barreira hemato-encefalica para estas substancias. Bakay; Ward (1983) comprovaram
a liberagdo de CK-BB decorrente de destruicdo de tecidos cerebrais. Desta forma,
Ingebrigtsen; Romner (2002) descrevem que a avaliacdo sérica da atividade da
isoenzima CK-BB nao apresenta sensibilidade ou especificidade adequada para ser
utilizada como indicador de dano neurolégico. E Kramer; Hoffmann, (1997) reafirmam
tal fato indicando que as elevagbes das atividades séricas de CK, em desordens
neuroldgicas, ndo resultam do escape desta enzima do sistema nervoso para a
circulagdo sanguinea, mas sim é o resultado de isquemia muscular, convulsbes e
imobilidade prolongada, que acompanham moléstias nervosas.

Kjedeldsberg; Knight (1992) relatam que, frente a situacdes cerebrais andxicas
ou hipoxicas, em céaes, a CK-BB comeca a ser liberada com 6 horas e tem seu pico de

liberacdo em 48 horas apds o inicio da injuria. Inumeros trabalhos tém sido conduzidos
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com o intuito de se verificar a validade da atividade da isoenzima CK-BB no LCR nas
diversas injurias neurolégicas em humanos. Deste modo, Hans et al. (1983); Vazquez
et al. (1995); Hans et al. (1989); Osuna et al. (1992); Kérkela et al. (1993); Tirschwell et
al. (1997); Yukio et al. (2001) estudaram a CK-BB no LCE de pessoas que sofreram
parada cardiaca a fim de avaliar os danos no sistema nervoso central, apds a sua
hipdxia, e, ainda, nos casos de traumas cerebrais severos, e mostraram que a atividade
da CK-BB liquérica possibilita ajuizar o prognéstico do quadro neuropatoldgico, e condiz
com a escala de coma utilizada para avalia-los, quanto a possibilidade de recuperacao
do paciente. Kjedeldsberg; Knight (1992) indicam que em pacientes cujos valores de
CK-BB liquérica se encontram acima de 50U/L, geralmente, tais pacientes vém a 6bito
logo apds lesdes cerebrais ocasionadas por paradas cardio-respiratérias. Bédvarsson
et al. (1990) ressaltam que a investigacdo desta isoenzima, nos primeiros dias apds o
inicio da lesdo neurolégica, é imprescindivel para o sucesso da interpretacdo dos
resultados. Adicionalmente, Nussinovitch et al. (1996) indicam o estudo da CK-BB
liquérica como eficiente reflexo de lesdes em situagdes de meningite e, ainda, reportam
a eficiéncia de tal estudo para a distincdo entre a meningite asséptica e séptica, cujos
resultados mostraram elevacdes significativas das atividades da enzima, relacionados
com a meningite séptica. Estudos realizados por Guiu et al. (1986) mostraram
resultados importantes no que diz respeito a elevagbes de CK-BB liquérica em casos
de tumores intracranianos, ndo sé em tumores primarios, mas também em metastases
cerebrais e indicam que, nestes casos, a liberagdo enzimatica ocorre por dois

mecanismos, a destruicdo tecidual e compresséo de tecidos adjacentes.

1.4 Cinomose

Chrisman (1985) explica que a cinomose € causada por um paramixovirus
responsavel por infectar varios tipos de tecidos, incluindo os do trato respiratorio,
gastrintestinal, tegumentar e sistema nervoso, causando pneumonia, gastroenterite,
hiperqueratose e meningoencefalite ndo supurativa. De acordo com Braund (1994) nédo
ha predilecdo para sexo, idade ou raga, € em cées jovens e nao vacinados, 0

acometimento neurolégico é precedido de outros distirbios como os respiratérios e 0s
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gastrointestinais, e 0s sinais neurolégicos podem aparecer durante o acometimento
sistémico ou apos a cura da manifestagao inicial.

No que se refere ao sistema nervoso, vdrias manifestagdes podem ser
encontradas e, sendo assim, € preciso fazer um diagnéstico diferencial, ja que muitas
outras doencgas acometem o sistema nervoso central.

Fenner (1995) indica que, quanto as vias de transmissdo, a infeccdo ocorre
principalmente através da inoculacdo por aerossois, cujos virus replicam-se nas
tonsilas e linfonodos dos brénquios, e em seguida infectam linfocitos, que séao
responsaveis pela sua disseminacdo. No caso de uma resposta imune inapropriada, a
moléstia clinica se desenvolve, invariavelmente, e, nestes casos os linfocitos infectados
penetram no SNC, cruzando a BHE. Logo apds haver penetrado no sistema nervoso
central, o virus deixa os linfécitos e penetra na glia da substancia branca, replicando-se
por mecanismo nao identificado, podendo causar lesdes de desmielinizagdo
importantes. Segundo Jones et al. (2000) estas lesdes desmielinizantes podem ser
detectadas por meio de andlise microscépica e variam em intensidade e abrangéncia,
numa relagao direta com a gravidade e duracdo da moléstia clinica. E, ainda, relatam a
possibilidade do achado de inclusdes intracitoplasmaticas no sistema nervoso e em
outros 6rgaos, como um achado do diagnéstico, mas que néo exclui a possibilidade da
cinomose, quando tal achado se faz ausente.

Estudos sobre enzimologia e isoenzimologia liquéricas em cées, a fim de se
detectar lesdes neurolégicas, sao raros, havendo assim, a necessidade de se explorar
a validade da utilizacao de tais testes enzimaticos liquéricos, ndo sé para a constatacao
de lesdes estruturais no SNC, mas também a sua relagdo com o prognostico do quadro
clinico. Dentro deste contexto, planejou-se o0 ensaio em tela tendo como escopo
principal a avaliagdo das atividades das enzimas LDH, AST, CK e CK-BB em amostras
liquéricas de caes acometidos por cinomose correlacionando-as com achados

histopatolégicos de varios segmentos do sistema nervoso central.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Para o desenvolvimento do protocolo experimental os animais foram reunidos
em trés grupos distintos, sendo o grupo G1 constituido por animais controle e os
grupos G2 e G3 constituidos por animais com cinomose, como descritos a seguir.

Grupo G1 — 10 cées, adultos, sem raga definida, machos ou fémeas, foram
obtidos junto a rotina do Servico Ambulatorial de Clinica Cirurgica de Pequenos
Animais do Hospital Veterinario "Governador Laudo Natel" - Faculdade de Ciéncias
Agréarias e Veterinarias — UNESP — Campus de Jaboticabal, os quais foram triados
dentre animais que vinham a 6bito por motivos nao-infecciosos que nao houvesse
comprometimento do tecido nervoso central. O estado de higidez do material biolégico
requerido foi avaliado pelo exame do liquido cerebrospinal e posterior analise
histopatologica das estruturas cerebrais (grupo controle).

Grupos G2 e G3 — 20 cées jovens ou adultos, machos ou fémeas, sem raca
definida, portadores do virus da cinomose com sinais neuroldgicos, foram obtidos junto
a rotina do Servigo Ambulatorial da Clinica Médica de Pequenos Animais do Hospital
Veterinario da FCAV-UNESP - Campus de Jaboticabal, apresentando pelo menos um
dentre os sintomas neuroldgicos, incluindo convulsdes, paresia, ataxia, mioclonia,
hipermetria, deméncia ou andar em circulos ou nistagmo. Somente foram utilizados
neste grupo os animais aos quais foi indicada a eutanasia, pelo péssimo estado clinico
do animal, com o consentimento do proprietario do mesmo. O grupo G2 foi integrado
por animais que apresentavam elevacdes discretas nas atividades das enzimas LDH,
AST, CK —T e CK-BB e o G3 por caes que apresentaram elevagbes acentuadas nas
atividades das enzimas supracitadas.

Os animais pertencentes ao grupo com cinomose foram selecionados com base
no exame fisico aliado a andlises laboratoriais complementares, inclusive positividade
na sorologia, para determinacdo de anticorpos contra o virus da cinomose, feita através
da utilizagdo de conjunto de reagentes apropriados (ImmunoComb'). Além disso, o

estado neurolégico de tais animais foi comprovado por intermédio da anadlise
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histopatolégica, com consequente verificacdo de lesdes e/ou corpusculos de incluséo

compativeis com a cinomose.

2.2 Colheita do LCE

O LCR foi obtido por puncéo da cisterna magna, com o auxilio de agulhas (25x8)
sendo, a seguir, transferido para frascos de vidro para avaliagao apés 30 minutos da
colheita. Para tanto, os animais foram previamente tranquilizados com
Levomepromazina (Neozinez) na dose de 1,0mg/kg e posteriormente propofol
(Propofols) na dose de 5,0mg/kg, respeitando-se a dose necessaria até a perda dos
reflexos. Apos a colheita do LCE, seguia-se a eutanasia do animal com cloreto de

potassio a 10%, por via endovenosa.

2.3 Avaliacao Fisico-Quimica do LCE

O aspecto e a cor do LCE foram avaliados comparando-se o tubo contendo a
amostra com outro tubo de agua destilada, ambos contra uma superficie de cor branca
com letras impressas. A densidade foi obtida por refratometria (Refratbmetro —
ATAGO?) e os valores de pH foram determinados mediante uso de tiras indicadoras
MERCK®.

" Biogal ImmunoComb® - Orgenics do Brasil — Sdo Paulo - Brasil

? Neozine® - Rhodia Farma — Sdo Paulo - Brasil

’ 2§@gqf¢\®aﬁa@§’@ ProtéicRdoido€Ermacéuticos Ltda — Sdo Paulo - Brasil.

* Atago Co LTD = Tokyo - Japio

SAhiGdetesminacago.dosnvaloressge proteinas totais foi conduzida com auxilio de

conjunto de reagentes Sensi Prot (Labtest®), pelo método do vermelho de pirogalol,

sendo as leituras realizadas em aparelho analisador bioquimico (LABQUESTG).

2.3.2 Avaliacao Enzimatica da CK, LDH e AST Totais e CK-BB do LCE

As determinacbes das atividades de creatina quinase, lactato desidrogenase e
aspartato aminotransferase foram realizadas com auxilio de conjunto de reagentes
(Labtest), por método cinético, sendo as leituras realizadas em aparelho analisador
bioguimico (LABQUEST).
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As determinagbes das atividades liquéricas de creatina quinase BB foram
realizadas com auxilio de conjunto de reagentes CK-MB (Labtest), o qual possui
anticorpos anti-CK-M e estima a concentragdo de CK-MB sérica, pela avaliacdo do
mondmero CK-B, sendo entdo viavel para a andlise de CK-BB liquérica. Utilizou-se o
método cinético, sendo as leituras realizadas em aparelho analisador bioquimico
(LABQUEST).

Estes procedimentos analitico-laboratoriais foram realizados nas dependéncias
do Laboratério de Patologia Clinica do Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel”
(FCAVJ-UNESP).

2.4 Avaliacao Histopatologica do Sistema Nervoso Central

Ap0ds a eutanasia dos animais, seguiu-se o rebatimento da caixa craniana e corte
longitudinal da coluna vertebral para a retirada do SNC, o qual foi acondicionado e
fixado em solugdo de formaldeido tamponado com fosfato a 4%, pH 7,2 (Formol
tamponado com fosfatos a 10%), numa relacao fixador/érgao 20:1, por 24 horas.

Apds a fixacdo, fragmentos das varias regides do SNC (cortex cerebral,
hipocampo, regiao periventricular e medulas cervical, toracica e lombar) foram fixados e
processados conforme rotina convencional de processamento histolégico do
Laboratério de Histotecnologia do Departamento de Patologia Veterinaria da FCAV-
UNESP, com desidratacdo em diluicdes com concentragdes crescentes de alcoois e
diafanizacao em xilol, para inclusdo em blocos de parafina histolégica.

Os cortes de tecidos foram-obtidospor-microtomia numa espessura de 3 um e
foram d;sToagfsetsé_sSgﬁamlagr%eir?ézgnggic\?isd%gaSﬁggé{aﬂ?ﬁl’;ﬁéﬁéﬁl& as laminas foram mantidas
em estufa a 60°C por 1 hora e submetidas a desparafinizacdo em xilol e reidratagdo em
diluicbes decrescentes de alcoois.

Os cortes de tecido foram corados pela hematoxilina e eosina (HE),

desidratados, montados em laminula e observados em microscopio de luz.

2.5 Analise Estatistica
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Os resultados obtidos para as diferentes caracteristicas liquéricas estudadas
foram analisados estatisticamente de acordo com o método ANOVA de analise de
variancia, sendo as médias consideradas estatisticamente significativas comparadas
pelo teste de comparacao multipla Student-Newman-Keuls a 5% de probabilidade
(PIMENTEL GOMES, 1987).

3. RESULTADOS

Os valores médios obtidos para os diferentes parametros do LCE, tais como
coloracao, aspecto, densidade, pH, proteinas totais, lactato desidrogenase, aspartato
aminotransferase, creatina quinase total e creatina quinase BB de todas as parcelas
experimentais, estdo apresentados nas tabelas de numeros 01 a 07 e nas figuras de 01
a 08.

3.1 Avaliacao Liqudrica
3.1.1 Coloracao e Aspecto
Todas as amostras coletadas, referentes aos animais dos grupos experimentais

G1, G2 e G3 apresentaram-se incolores e limpidas.

3.1.2 Densidade
Os valores médios obtidos para a densidade estdo apresentados na tabela e
correspondente figura 01.
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Os resultados obtidos n&o apresentaram diferencgas significativas (p> 0,05) entre

os diferentes grupos experimentais (G1, G2, G3).

3.1.3 pH

Os valores médios obtidos para o pH estdo apresentados na tabela e
correspondente figura 02.

Os valores médios obtidos para o pH comportaram-se de forma semelhante,
entre os grupos de animais (G1, G2 e G3), ndo apresentando diferencas significativas

entre eles.

3.1.4 Proteinas Totais

Os valores médios obtidos para as proteinas totais estdo apresentados na tabela
e correspondente figura 03.

Notaram-se diferencgas significativas (p< 0,05) entre os animais dos trés grupos
estudados (G1, G2 e G3), sendo que os valores encontrados para 0s animais do grupo

G2 foram mais altos do que aqueles do grupo G1 e menores que os do grupo G3.

3.1.5 Lactato Desidrogenase

Os valores médios obtidos para a atividade liquérica da LDH estao apresentados
na tabela e correspondente figura 04

Em relacdo as atividades liquoricas da lactato desidrogenase, foram observadas
semelhangas (p> 0 05) entre os animais dos grupos G1 e G2, cujos valores revelaram-
se estatisticamente inferiores (p< 0,05) aqueles apresentados por animais do grupo G3.

3.1.6 Aspartato Aminotransferase

Os valores médios obtidos para a atividade liquorica da AST estdo apresentados
na tabela e correspondente figura 05

Em relacdo as atividades da enzima liquérica aspartato aminotransferase foi

observada semelhanca ( p> 0,05) entre os animais dos grupos G1 e G2 e diferenca
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estatisticamente significativa (p< 0,05) entre estes e os cdes do grupo G3, cuja

atividade mostrou-se mais elevada.

3.1.7 Creatina Quinase Total

Os valores médios obtidos para a atividade liquérica da CK total estado
apresentados na tabela e correspondente figura 06

Foi verificada diferenca significativa (p< 0,05) entre os animais do grupo G3,
cujas atividades de creatina quinase total mostraram-se elevadas, porém nao houve

diferenca estatisticamente significativa (p> 0,05) entre os animais dos grupos G1 e G2.

3.1.8 Creatina Quinase BB

Os valores meédios obtidos para a atividade liquérica da CK - BB estao
apresentados na tabela e correspondente figura 07.

As atividades enzimaticas de creatina quinase BB revelaram-se
significativamente aumentados (p< 0,05) para os animais do grupo G3, comparados
aqueles encontrados para os animais dos grupos experimentais G1 e G2, que por sua

vez se mantiveram semelhantes (p> 0,05) entre si.

3.1.9 Creatina Quinase Total X Creatina Quinase BB
Os valores obtidos para a atividade liquérica da enzima creatina quinase total
foram bem proximos aqueles encontrados para sua isoenzima creatina quinase BB,

como pode ser observado na figura 08.
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TABELA 01 - Valores médios e respectivos desvios-padrdo obtidos para densidade liquérica de caes
normais (controle G1) e com cinomose, com atividade enzimatica discreta (G2) e com atividade
enzimatica acentuada (G3), atendidos junto a rotina do servico ambulatorial do Hospital Veterinario
"Governador Laudo Natel" - Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — UNESP — Campus de
Jaboticabal, Jaboticabal (SP), 2006.

Densidade
Grupos n Média Desvio Padrao
G1 10 1,0055A 0,0008
G2 10 1,0059A 0,0019
G3 10 1,0062A 0,0012

Médias de uma mesma coluna seguidas por letras mailsculas iguais nao diferem entre si (p>0,05) e estabelecem a
comparagao entre os diferentes grupos experimentais.

G1 — Grupo controle.

G2 — Grupo de animais com cinomose e atividade enzimatica liquérica discreta.

G3 — Grupo de animais com cinomose e atividade enzimatica liquérica acentuada.

Densidade
1,007 -
1,006 1 1
.
1,005 1 - :
1,004 1
1,003 1
1,002 1
1,001 1
.
G1 G2 G3

FIGURA 01 - Variagao dos valores médios obtidos para densidade liquérica em cées normais (controle G1)
e com cinomose, com atividade enzimética discreta (G2) e com atividade enzimatica acentuada (G3),
atendidos junto a rotina do servico ambulatorial do Hospital Veterinario "Governador Laudo Natel" -
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — UNESP — Campus de Jaboticabal. Jaboticabal (SP), 2006.

TABELA 02 - Valores médios e respectivos desvios-padréo obtidos para pH liquérico de cdes normais
(controle G1) e com cinomose, com atividade enzimatica discreta (G2) e com atividade enzimatica
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acentuada (G3), atendidos junto a rotina do servico ambulatorial do Hospital Veterinario "Governador
Laudo Natel" - Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — UNESP — Campus de Jaboticabal,
Jaboticabal (SP), 2006.

pH
Grupos n Média Desvio Padréo
G1 10 8,00A 0
G2 10 8,05A 0,16
G3 10 8,05A 0,16

Médias de uma mesma coluna seguidas por letras mailsculas iguais nao diferem entre si (p>0,05) e estabelecem a
comparagao entre os diferentes grupos experimentais.

G1 — Grupo controle.

G2 — Grupo de animais com cinomose e atividade enzimatica liquérica discreta.

G3 — Grupo de animais com cinomose e atividade enzimatica liquérica acentuada.

pH

G1 G2 G3

FIGURA 02 - Variagcao dos valores médios obtidos para pH liquérico em caes normais (controle G1) e
com cinomose, com atividade enzimatica discreta (G2) e com atividade enzimatica acentuada (G3),
atendidos junto a rotina do servico ambulatorial do Hospital Veterinario "Governador Laudo Natel" -
Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterindrias — UNESP — Campus de Jaboticabal. Jaboticabal (SP),
2006.
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TABELA 03 - Valores médios e respectivos desvios-padrao obtidos para proteinas totais liquéricas de
caes normais (controle G1) e com cinomose, com atividade enzimatica discreta (G2) e com atividade
enzimatica acentuada (G3), atendidos junto a rotina do servico ambulatorial do Hospital Veterinario
"Governador Laudo Natel" - Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — UNESP — Campus de
Jaboticabal, Jaboticabal (SP), 2006.

Proteinas Totais (mg/dL)

Grupos n Média Desvio Padrao
G1 10 29,1A 7,0
G2 10 61,2B 28,0
G3 10 86,2C 31,2

Médias de uma mesma coluna seguidas por letras mailsculas iguais nao diferem entre si (p>0,05) e estabelecem a
comparagao entre os diferentes grupos experimentais.

G1 — Grupo controle.

G2 — Grupo de animais com cinomose e atividade enzimatica liquérica discreta.

G3 — Grupo de animais com cinomose e atividade enzimatica liquérica acentuada.

Proteinas Totais
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FIGURA 03 - Variacdo dos valores médios obtidos para proteinas totais liquéricas em caes normais
(controle G1) e com cinomose, com atividade enzimatica discreta (G2) e com atividade enzimatica
acentuada (G3), atendidos junto a rotina do servico ambulatorial do Hospital Veterinario "Governador
Laudo Natel" - Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — UNESP — Campus de Jaboticabal,
Jaboticabal (SP). 2006.
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TABELA 04 - Valores médios e respectivos desvios-padrao obtidos para lactato desidrogenase liquérica
de caes normais (controle G1) e com cinomose, com atividade enzimatica discreta (G2) e com atividade
enzimatica acentuada (G3), atendidos junto a rotina do servico ambulatorial do Hospital Veterinario
"Governador Laudo Natel" - Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — UNESP — Campus de
Jaboticabal, Jaboticabal (SP), 2006

Lactato Desidrogenase (U/L)

Grupos n Média Desvio Padrao
G1 10 0A 0
G2 10 6,4A 12,8
G3 10 187,4B 89,1

Médias de uma mesma coluna seguidas por letras mailsculas iguais nao diferem entre si (p>0,05) e estabelecem a
comparagao entre os diferentes grupos experimentais.

G1 — Grupo controle.

G2 — Grupo de animais com cinomose e atividade enzimatica liquérica discreta.

G3 — Grupo de animais com cinomose e atividade enzimatica liquérica acentuada.

Lactato Desidrogenase
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FIGURA 04 - Variacdo dos valores médios obtidos para lactato desidrogenase liquérica em caes normais
(controle G1) e com cinomose, com atividade enzimatica discreta (G2) e com atividade enzimatica
acentuada (G3), atendidos junto a rotina do servico ambulatorial do Hospital Veterinario "Governador
Laudo Natel" - Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — UNESP — Campus de Jaboticabal.
Jaboticabal (SP), 2006.
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TABELA 05 - Valores médios e respectivos desvios-padrao obtidos para aspartato aminotransferase
liquérica de caes normais (controle G1) e com cinomose, com atividade enzimatica discreta (G2) e com
atividade enzimatica acentuada (G3), atendidos junto a rotina do servico ambulatorial do Hospital
Veterinario "Governador Laudo Natel" - Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — UNESP —
Campus de Jaboticabal, Jaboticabal (SP), 2006.

Aspartato Aminotransferase (U/L)

Grupos n Média Desvio Padrao
G1 10 19,2A 11,3
G2 10 39,8A 24,6
G3 10 130,8B 71,8

Médias de uma mesma coluna seguidas por letras mailsculas iguais nao diferem entre si (p>0,05) e estabelecem a
comparagao entre os diferentes grupos experimentais.

G1 — Grupo controle.

G2 — Grupo de animais com cinomose e atividade enzimatica liqudrica discreta.

G3 — Grupo de animais com cinomose e atividade enzimatica liquérica acentuada.
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FIGURA 05 - Variacdo dos valores médios obtidos para aspartato aminotransferase liquérica em caes
normais (controle G1) e com cinomose, com atividade enzimatica discreta (G2) e com atividade
enzimatica acentuada (G3), atendidos junto a rotina do servico ambulatorial do Hospital Veterinario
"Governador Laudo Natel" - Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias — UNESP — Campus de
Jaboticabal. Jaboticabal (SP), 2006
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TABELA 06 - Valores médios e respectivos desvios-padrdo obtidos para creatina quinase total liquérica
de caes normais (controle G1) e com cinomose, com atividade enzimatica discreta (G2) e com atividade
enzimatica acentuada (G3), atendidos junto a rotina do servico ambulatorial do Hospital Veterinario
"Governador Laudo Natel" - Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — UNESP — Campus de
Jaboticabal, Jaboticabal (SP), 2006.

Creatina Quinase Total (U/L)

Grupos n Média Desvio Padrao
G1 10 25,6A 3.4
G2 10 57,3A 12,0
G3 10 160,5B 128,8

Médias de uma mesma coluna seguidas por letras mailsculas iguais nao diferem entre si (p>0,05) e estabelecem a
comparagao entre os diferentes grupos experimentais.

G1 — Grupo controle.

G2 — Grupo de animais com cinomose e atividade enzimatica liquérica discreta.

G3 — Grupo de animais com cinomose e atividade enzimatica liquérica acentuada.

Creatina Quinase Total
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FIGURA 06 - Variagao dos valores médios obtidos para creatina quinase total liquérica em caes normais
(controle G1) e com cinomose, com atividade enzimatica discreta (G2) e com atividade enzimatica
acentuada (G3), atendidos junto a rotina do servico ambulatorial do Hospital Veterinario "Governador
Laudo Natel" - Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — UNESP — Campus de Jaboticabal.
Jaboticabal (SP), 2006.
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TABELA 07 - Valores médios e respectivos desvios-padrdo obtidos para creatina quinase BB liquérica de
caes normais (controle G1) e com cinomose, com atividade enzimatica discreta (G2) e com atividade
enzimatica acentuada (G3), atendidos junto a rotina do servico ambulatorial do Hospital Veterinario
"Governador Laudo Natel" - Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — UNESP — Campus de
Jaboticabal, Jaboticabal (SP), 2006.

Creatina Quinase BB (U/L)

Grupos n Média Desvio Padrao
G1 10 24 1A 4,6
G2 10 55,0A 15,0
G3 10 157,0B 127,2

Médias de uma mesma coluna seguidas por letras mailsculas iguais nao diferem entre si (p>0,05) e estabelecem a
comparagao entre os diferentes grupos experimentais.

G1 — Grupo controle.

G2 — Grupo de animais com cinomose e atividade enzimatica liquérica discreta.

G3 — Grupo de animais com cinomose e atividade enzimatica liquérica acentuada.
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FIGURA 07 - Variagao dos valores médios obtidos para creatina quinase BB liquérica em caes normais
(controle G1) e com cinomose, com atividade enzimatica discreta (G2) e com atividade enzimatica
acentuada (G3), atendidos junto a rotina do servico ambulatorial do Hospital Veterinario "Governador
Laudo Natel" - Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — UNESP — Campus de Jaboticabal.
Jaboticabal (SP), 2006.
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FIGURA 08 - Variagcao dos valores médios obtidos para creatina quinase total e BB liquéricas em caes
normais (controle G1) e com cinomose, com atividade enzimatica discreta (G2) e com atividade
enzimatica acentuada (G3), atendidos junto a rotina do servico ambulatorial do Hospital Veterinario
"Governador Laudo Natel" - Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — UNESP — Campus de
Jaboticabal, Jaboticabal (SP), 2006.
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3.2 Avaliacao Histopatologica do Sistema Nervoso Central

Para a avaliacdo histopatolégica foram consideradas, principalmente, as
presencas dos corpusculos de inclusdao da cinomose e lesbes desmielinizantes nos
diferentes fragmentos obtidos (cértex, cerebelo, regido periventricular, hipocampo,
medula cervical, toracica e lombar), as quais foram classificadas quanto a abrangéncia,
sendo focais, multifocais e difusas e quanto a intensidade, sendo leves, moderadas e
severas para os trés grupos estudados.

A presenca dos corpusculos de inclusdo da cinomose ocorreu nos dois grupos
estudados, sendo que sete animais do G2 e sete animais do G3 apresentaram estes
corpusculos, em pelo menos um fragmento, sendo que estes foram observados em
fragmentos de cerebelo de trés animais do G2 e cinco do G3, na regido periventricular
de trés animais do G2 e um do G3 e ainda em um animal do G2 e um animal do G3 no
hipocampo (Figura 14).

Os animais do grupo controle (G1) ndo apresentaram lesdes nos diferentes
fragmentos do sistema nervoso central, indicando a sua integridade tecidual.

Os resultados obtidos para os animais com cinomose pertencentes aos grupos
dois (atividade enzimatica liquorica discreta) e trés (atividade enzimatica liquérica
acentuada), estdo apresentados nas tabelas 8 a 11 e figuras 9 a 12.

Foi possivel observar que os animais do G2 apresentaram um maior numero de
lesbes desmielinizantes focais, enquanto que os animais do G3 apresentaram um
maior numero de lesées multifocais e difusas.

Quanto & localizacdo das lesdes, observou-se em G2 um numero menor de
fragmentos lesados, sendo o cortex, cerebelo e a regidao periventricular, os mais
acometidos, ja os animais do grupo G3 apresentaram, além das regides acima citadas,
o hipocampo dentre os mais lesados (Figuras 15.16 e 17).

Ja com relagao a intensidade das lesdées desmielinizantes, observou-se que o0s
animais dos dois grupos apresentaram lesGes moderadas a severas, na sua maioria,
ressaltando-se ainda que nos caes do G3 as lesbes desmielinizantes foram mais

severas e que as lesdes leves foram raras.
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Ainda foi possivel observar respostas inflamatorias importantes caracterizadas
pelos infiltrados inflamatdrios linfocitarios, manguitos perivasculares, 0s quais

ocorreram com maior freqtiéncia nos animais do G2 (Figuras 18 e 19).

TABELA 08 - Valores de scores e absolutos obtidos para lesdes desmielinizantes focais, multifocais e
difusas nos diferentes fragmentos do sistema nervoso central nos 10 caes com cinomose e atividade
enzimatica discreta (G2) atendidos junto a rotina do servico ambulatorial do Hospital Veterinario
"Governador Laudo Natel" - Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — UNESP — Campus de
Jaboticabal. Jaboticabal (SP), 2006.

Fragmento do SNC Lesdes Lesdes Lesdes Total
focais (1) multifocais (2) difusas (3)
Coértex 5 0 3 8
(n=5) (n=0) (n=1) (n=6)
Cerebelo 4 12 0 16
(n=4) (n=6) (n=0) (n=10)
Regiao 5 8 0 13
periventricular (n=5) (n=4) (n=0) (n=9)
Hipocampo 1 0 3 4
(n=1) (n=0) (n=1) (n=2)
Medula cervical 0 0 3 3
(n=0) (n=0) (n=1) (n=1)
Medula toracica 0 0 3 3
(n=0) (n=0) (n=1) (n=1)
Medula lombar 1 0 3 4
(n=1) (n=0) (n=1) (n=2)

Total 16 20 15 51
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FIGURA 09 - Variacao dos valores absolutos obtidos para as les6es desmielinizantes focais, multifocais e
difusas nos diferentes fragmentos do sistema nervoso central dos caes com cinomose e atividade
enzimatica discreta (G2), atendidos junto a rotina do servico ambulatorial do Hospital Veterinario
"Governador Laudo Natel" - Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — UNESP — Campus de
Jaboticabal. Jaboticabal (SP), 2006.
TABELA 09 - Valores de scores e absolutos obtidos para lesdes desmielinizantes focais, multifocais e
difusas nos diferentes fragmentos do sistema nervoso central nos 10 cdes com cinomose e atividade
enzimatica acentuada (G3) atendidos junto a rotina do servico ambulatorial do Hospital Veterinario
"Governador Laudo Natel" - Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — UNESP — Campus de
Jaboticabal. Jaboticabal (SP), 2006.

Fragmento do SNC Lesbes Lesbes Lesbes Total
focais (1) multifocais (2) difusas (3)
Cortex 1 4 9 14
(n=1) (n=2) (n=3) (n=6)
Cerebelo 1 8 15 24
(n=1) (n=4) (n=5) (n=10)
Regiao 1 12 9 22
periventricular (n=1) (n=6) (n=3) (n=10)
Hipocampo 3 4 6 13
(n=3) (n=2) (n=2) (n=7)
Medula cervical 2 2 0 4
(n=2) (n=1) (n=0) (n=3)
Medula toracica 1 2 0 3
(n=1) (n=1) (n=0) (n=2)
Medula lombar 2 2 0 4
(n=2) (n=1) (n=0) (n=3)
Total 11 34 39 84
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FIGURA 10 - Variagdo dos valores obtidos para as lesées desmielinizantes focais, multifocais e difusas
nos diferentes fragmentos do sistema nervoso central dos cées com cinomose e atividade enzimatica
acentuada (G3), atendidos junto a rotina do servico ambulatorial do Hospital Veterinario "Governador
Laudo Natel" - Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterindrias — UNESP — Ca&mpus de Jaboticabal.
Jaboticabal (SP), 2006.

TABELA 10 - Valores de scores e absolutos obtidos para les6es desmielinizantes leves, moderadas e
severas nos diferentes fragmentos do sistema nervoso central nos 10 cdes com cinomose e atividade
enzimatica discreta (G2) atendidos junto a rotina do servico ambulatorial do Hospital Veterinario
"Governador Laudo Natel" - Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — UNESP — Campus de
Jaboticabal. Jaboticabal (SP), 2006.

Fragmento do SNC Lesoes Lesbes Lesbes Total
leves (1) moderadas (2) severas (3)
Cortex 2 0 6 8
(n=2) (n=2) (n=2) (n=6)
Cerebelo 1 8 15 24
(n=1) (n=4) (n=5) (n=10)
Regiao 1 8 12 21
periventricular (n=1) (n=4) (n=4) (n=9)
Hipocampo 0 4 0 4
(n=0) (n=2) (n=0) (n=2)
Medula cervical 0 2 0 2
(n=0) (n=1) (n=0) (n=1)
Medula toracica 0 2 0 2
(n=0) (n=1) (n=0) (n=1)
Medula lombar 1 2 0 3
(n=1) (n=1) (n=0) (n=2)

Total 5 26 33 64
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FIGURA 11 - Variagao dos valores absolutos obtidos para as les6es desmielinizantes leves, moderadas e
severas nos diferentes fragmentos do sistema nervoso central dos cdes com cinomose e atividade
enzimatica discreta (G2), atendidos junto a rotina do servico ambulatorial do Hospital Veterinario
"Governador Laudo Natel" - Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — UNESP — Campus de
Jaboticabal. Jaboticabal (SP), 2006.
TABELA 11 — Valores de scores e absolutos obtidos para lesées desmielinizantes leves, moderadas e
severas nos diferentes fragmentos do sistema nervoso central nos 10 caes com cinomose e atividade
enzimatica acentuada (G3) atendidos junto a rotina do servico ambulatorial do Hospital Veterinario
"Governador Laudo Natel" - Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — UNESP — Campus de
Jaboticabal. Jaboticabal (SP), 2006.

Fragmento do SNC Lesbes Lesdes Lesdes Total
leves (1) moderadas (2) severas (3)
Coértex 1 6 6 13
(n=1) (n=3) (n=2) (n=6)
Cerebelo 1 6 18 25
(n=1) (n=3) (n=6) (n=10)
Regiao 0 8 18 26
periventricular (n=0) (n=4) (n=6) (n=10)
Hipocampo 2 6 6 14
(n=2) (n=3) (n=2) (n=7)
Medula cervical 1 0 6 7
(n=1) (n=0) (n=2) (n=3)
Medula toracica 0 2 3 5
(n=0) (n=1) (n=1) (n=2)
Medula lombar 0 0 9 9
(n=0) (n=0) (n=3) (n=3)
Total 5 28 66 99
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FIGURA 12 - Variacdo dos valores obtidos para as lesdes desmielinizantes leves, moderadas e severas
nos diferentes fragmentos do sistema nervoso central dos cées com cinomose e atividade enzimatica
acentuada (G3), atendidos junto a rotina do servico ambulatorial do Hospital Veterinario "Governador
Laudo Natel" - Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias — UNESP — Campus de Jaboticabal.
Jaboticabal (SP), 2006.

Figura 14: Fotomicrografia da substéncia branca do cerebelo
demonstrando a presenca de corpusculo de inclusdo intranuclear em
célula nervosa. HE, objetiva de 100 x.



Figura 15: Fotomicrografia da substincia branca do cértex cerebral apresentando
vacuolizag@o do neurdpilo (desmielinizac¢do). HE, objetiva de 10 x.

Figura 16: Fotomicrografia de cerebelo apresentando vacuolizagdo da
substancia branca (desmielinizagdo) e degeneracdo de neurdnios de
Purkinje. HE, objetiva de 10x.
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Figura 17: Fotomicrografia da regido periventricular (quarto ventriculo)
apresentando desmielinizagdo da substéncia branca. HE, objetiva de
10x.

Figura 18: Fotomicrografia da substdncia branca da medula espinhal
(regido lombar) apresentando infiltrado inflamatério. HE, objetiva de 10x.
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Figura 19: Fotomicrografia da substancia branca do hipotalamo com a
presenca de manguitos perivasculares. HE, objetiva de 40x.

4. DISCUSSAO
No presente experimento, todas as amostras de LCE coletadas, referentes aos
trés grupos de animais estudados, G1 (animais sadios), G2 (grupo de animais com

cinomose e com elevacdes discretas de atividades enzimaticas) e G3 (grupo de
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animais com cinomose e com elevacbes acentuadas das atividades enzimaticas)
apresentaram-se incolores e limpidas, concordando, com os autores, Coles (1986);
Cook ; Denicola (1988); Fernandes (1990), Bailey ; Vernau (1997), os quais referem
que amostras liquéricas de animais normais apresentam-se limpidas e incolores, como
também corroboram os achados de Alleman et al. (1992) ; Feitosa et al. (1997a) que
fazem referéncia a amostras liquéricas de animais com cinomose, igualmente incolores
e limpidas. Apesar de a turbidez liqudrica ser atribuida a elevagao da contagem celular
liquérica por tais autores como, Mayhew ; Beal (1980) ; Oliver ; Lorenz (1997), a
pleocitose observada frente a cinomose néo foi capaz de conferir turbidez em amostras
liqudricas estudadas por Abate et al. (1998) e Gama et al. (2005). Adicionalmente, a
turbidez pode ser explicada por aumento de concentragdes protéicas liqudricas, como
asseverado por Mayhew ; Beal (1980) ; Braund (1994), fato tampouco constatado neste
trabalho, independente do grupo experimental estudado, concordando com dados de
experimentos realizados em caes com cinomose por Feitosa et al. (1997a), Abate et al.
(1998) ; Gama et al. (2005).

Da mesma forma que a coloragédo e o aspecto, segundo Mayhew ; Beal (1980) ;
Chrisman (1985) elevacoes da densidade do liquido cerebrospinal podem ocorrer frente
a pleocitose, ou ainda, pelo aumento de seu componente protéico. Entretanto, nos
animais estudados neste ensaio ndao foram observadas diferencas estatisticamente
significativas, com relagdo a densidade, entre grupos, e mesmo tendo animais do grupo
G2 e G3 evidenciado valores um pouco maiores que aqueles dos grupos G1, nao foram
capazes de ultrapassar os limites considerados fisiolégicos por Kay (1974) e Feitosa et
al. (1997a). Sendo assim, a pleocitose observada em amostras de animais com
cinomose por Feitosa et al. (1997a); Gama et al. (2005) ndo elevaram a densidade,
bem como as elevagbes das concentragcbes protéicas observadas nas amostras
liquéricas dos animais do grupo G2 e G3, deste experimento, também corroborando
achados dos mesmos autores.

Os valores médios obtidos para o pH, nos diferentes grupos estudados, nao
revelaram diferengas estatisticas significativas, corroborando dados de Feitosa et al.

(1997a), cujas médias obtidas para o pH, em caes com cinomose, ndo ultrapassaram
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os limites fisiologicos normais reportados por Mayhew; Beal (1980); Chrisman (1985).
Estes dados concordam com Bailey ; Vernau (1997), os quais indicam que o pH
liquérico se mostra constante e préximo aquele do sangue, na maioria das condi¢des
patoldgicas.

A determinacdo dos niveis protéicos totais liquéricos, nos animais dos grupos
G1, coincidiu com valores considerados normais por Fernandes (1990) ; Oliver ; Lorenz
(1997). Ja nos caes dos grupos G2 e G3, observou-se aumento significativo do
componente protéico do LCE, como citado os casos de viroses neurologicas por varios
autores tais como Sorjonem (1987), Sorjonem et al. (1989); Thomas et al. (1993);
Tudury et al. (1997) ; Feitosa et al. (1997a). Segundo Bailey e Vernau (1997), nas
desordens neuroldgicas, a elevacao dos niveis protéicos liquéricos se deve a producao
local de imunoglobulinas, e ainda, a quebra da barreira hemato-encefalica, fatos estes
comprovados, frente & cinomose, por Abate et al. (1998) e Gama (2003),
respectivamente. Diferentemente dos outros parametros liquéricos estudados neste
ensaio, as proteinas liquéricas mostraram diferenca estatisticamente significativa nos
trés grupos estudados demonstrando que mesmo no G2, cujas elevacbes das
atividades enzimaticas foram discretas e de certa forma, muito préximas aquelas dos
animais controle. A elevacao protéica ja foi significativa e acima dos valores fisiolégicos
para caes, concordando com Coates (2000), o qual indica que as elevagdes protéicas
totais sdo as alteragbes liquéricas mais freqliientemente encontradas frente a
desordens neurolégicas e Sorjonem et al. (1989) que ressalta importancia das
proteinas totais liquéricas para a deteccao de severidade das lesées do SNC. E ainda,
discorda de trabalhos anteriores como o de Wolintz et al. (1969), segundo o qual as
elevagdes das atividades enzimaticas liquoricas sdo mais precoces em demonstrar
anormalidades do sistema nervoso central do que as proteinas totais do LCE.

Os valores encontrados para as atividades das enzimas lactato desidrogenase,
aspartato aminotransferase e creatina quinase permitiram a subdivisdo dos animais
acometidos pela cinomose em animais com elevagcdo discreta das atividades
enzimaticas liquéricas (G2) e acentuadas (G3), ja que as atividades destas enzimas se

comportaram de maneira similar nos animais estudados, da mesma forma que
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experimentos com humanos realizados por Osuna et al. (1992); Lutsar et al. (1994).
Desta forma, observou-se que apesar dos animais do G2 nao apresentarem diferenga
estatisticamente significativa com relacdo aos animais do G1, seus valores médios se
mostraram acima dos considerados fisiolégicos por Indrieri et al. (1980); Fernandes
(1990) ; Abate et al. (1998). Os animais do grupo G3, por sua vez, apresentaram
diferenca significativa com relacdo aos animais dos grupos G1 e G2 e seus valores
médios ainda se encontraram mais elevados que os encontrados por Wright (1980) ;
Feitosa et al. (1989) e similares aos de Gama (2003). As elevacbes das atividades
enzimaticas de LDH, AST e CK foram atribuidas a danos do SNC em experimentos de
Abate et al. (1998) ; Gama (2003), em caes com cinomose. No entanto, contaminacdes
sanguineas, morte de células do SNC e também quebra da integridade da barreira
hemato-encefalica, tém sido apontadas como explicagdes para tais elevagdes por
Abate et al. (1998) e Meinkoth e Crystal (1999). Desta forma, Lutsar et al. (1994)
indicam a importancia da isoenzimologia na identificacdo da provavel causa da
elevacao destas enzimas e ressalta a eficiéncia da CK-BB em humanos.

A isoenzima creatina quinase BB liquérica mostrou atividades bem préximas
daquelas encontradas para a atividade total da CK, nos trés grupos estudados, sendo
possivel atentar para a origem neurolégica desta enzima, fato também comprovado por
Hans et al. (1983); Nussinovith et al. (1996), o que € possivel que também tenha
ocorrido com a lactato desidrogenase e a aspartato aminotransferase liquéricas, devido
ao comportamento similar entre elas, concordando com achados de Osuna et al.
(1992), em humanos. Além disso, foi possivel observar a ndo interferéncia da atividade
sérica da CK, visto que, frente a desordens neurolégicas, como a cinomose, varios
autores tais como Kramer ; Hoffman (1997) constataram suas elevagdes devido a
alteracdes musculares esqueléticas. Desta forma, acredita-se que as atividades séricas
das mesmas enzimas ndo sao eficientes em indicar lesdes cerebrais, como citado em
varios trabalhos relativos ao homem. (HANS et al., 1983 e LUTSAR et al. 1994). Ainda
€ possivel ressaltar que esta interferéncia ndao ocorre mesmo frente a quebra da

barreira hemato-encefalica, a qual é freqliente na cinomose, segundo verificagdes de
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Sorjonem et al. (1989) e Gama (2003) e cujos valores de proteinas totais sdo préximos
aos encontrados no presente experimento.

Os achados histopatolégicos ndo mostraram a presenga de corpusculos da
cinomose em todos os animais estudados e portadores da doenga, concordando com
Jones et al. (2000) que citam a possibilidade da cinomose ocorrer sem 0 encontro
destes em fragmentos histoldgicos. Os corpusculos ocorreram no mesmo numero de
animais dos grupos G2 e do G3, como reportados nos achados de Feitosa et al. (1997)
que nao observaram maior quantidade destes corpusculos nos animais com maior
severidade das lesGes neuroldgicas.

A presenca de quantidade importante de manguitos perivasculares reflete
intensa resposta inflamatéria e suportam o diagnéstico da enfermidade viral, como a
cinomose, porém a presenc¢a mais marcante nos animais do G2 discorda de afirmacdes
de Appel (1987) e Feitosa et al (1997b), que a presenca desta inflamagdo somente
ocorre em estagios mais avancados de desmielinizagdo. E também discorda dos
mesmos autores que observaram uma correlagdo entre a resposta inflamatéria e a
concentracao protéica, fato ndo ocorrido neste experimento.

As lesdes desmielinizantes foram as alteracdes do sistema nervoso, mais
representativas, as quais acometeram todos os animais com cinomose, sendo
utilizadas entdo como referéncia de lesdo estrutural neurolégica. Tais lesbes se
mostraram de forma focal, multifocal e difusa, variando sua intensidade de leve,
moderada a severa, corroborando Jones et al. (2000) que citam a possibilidade destas
variacoes frente as desmielinizagdes ocasionadas na cinomose. Observou-se que 0S
animais do G2 apresentaram uma quantidade menor de lesdes de abrangéncia focal a
multifocal, com intensidades moderadas e severas, principalmente nos fragmentos
cortex, cerebelo e na regido periventricular. Ja os animais do G3 mostraram namero
maior de lesdes, variando de multifocais a difusas, de intensidade moderada a severa,
nos fragmentos cértex, cerebelo, regido periventricular e hipocampo. Estes achados
sao similares aqueles encontrados por Wright (1980); Chrisman (1985); Vazquez et al.
(1995); Osuna et al. (1992); Nussinovith et al. (1996); Yuko et al. (2001), os quais citam

a propor¢ao das atividades enzimaticas liquéricas de AST, LDH e CK com a extenséo
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dos danos estruturais, porém discordam de Feitosa et al. (1997) que ndo observaram
uma correlacdo destas enzimas com a quantidade de les6es desmielinizantes, em
animais com cinomose.

Os resultados encontrados para a atividade da enzima CK-BB, proporcional as
lesdes desmielinizantes nos grupos de animais com cinomose, também corroboram
varios autores que encontraram a proporcionalidade das atividades desta enzima com
achados histopatoldgicos do SNC em humanos com varios danos neurolégicos. (HANS
et al., 1983; OSUNA et al., 1992; VASQUEZ et al., 1995; YUKIO et al., 2001). J& com
relacdo a cinomose, trabalhos especificos com a localizacdo da CK-BB no sistema
nervoso de caes normais, citam a hipétese de que a elevagdo das atividades ocorra
pela presenca da CK-BB em astrécitos e pelo papel destes no processo da
desmielinizacdo. (WORLEY et al.,1985; MUTINELLI et al., 1988).

Ja com relagdo a utilizagdo das enzimas liquéricas como indicadoras de
prognostico, ressalta-se experimentos realizados em caes por Indrieri et al. (1980);
Braund (1994); Gama (2003), e em humanos Lutsar et al. (1994); Yukio et al. (2001),
nos quais da mesma forma que no presente experimento observaram-se O&bitos
relacionados com elevadas atividades de AST, LDH, CK e CK-BB, como observado nos
animais do G3. No entanto, também nao discorda de Lutsar et al. (1994); Coplin et al.
(1999) que afirmam que as baixas atividades destas enzimas ndo excluem a
possibilidade de progndsticos ruins, visto que, neste experimento, mesmo os animais
do G2, os quais apresentaram 0s menores valores enzimaticos, também foram
eutanasiados pelas péssimas condicdes clinicas dos mesmos. Os autores supracitados
citam que as variagdes nas atividades das enzimas nos individuos, ainda nao estao
completamente entendidas, mas acreditam que estejam relacionadas com a diferente
distribuicdo destas enzimas no sistema nervoso, como reportado por Chandler et al.
(1987), como também a possibilidade de uma leséo focal em um segmento vital com

minima liberagao enzimatica, como mostrou Maas et al. (1977); Vaagenes et al. (1980).
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5. CONCLUSOES
Os resultados obtidos no presente ensaio, analisados e interpretados a luz da fase

neurolégica da cinomose, permitem as seguintes conclusoes.

e Caracteristicas fisico-quimicas do liquor tais como, coloragao, aspecto, densidade e

pH, geralmente apreciadas ao exame laboratorial do LCR, n&do contribuem para indicar
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qualquer alteragao nas atividades das enzimas LDH, AST, CK-T e CK-BB liquoéricas e

lesdes no sistema nervoso central de caes com cinomose.

e A determinacdo das concentracdes protéicas totais no liquor permite uma boa
correlacdo com as atividades das enzimas LDH, AST, CK-T e CK-BB, bem como na
deteccdo de desordens do sistema nervoso central na fase neuroldgica da cinomose
canina.

e A andlise das atividades enzimdticas séricas de CK, LDH e AST, amplamente
utilizadas no diagnéstico de disturbios musculares, bem como a CK-BB, quando
realizada no LCE é capaz de mostrar a presencga de danos do sistema nervoso central,
sendo suas magnitudes proporcionais a abrangéncia e a intensidade das lesdes

neuroldgicas na cinomose.

o As elevagdes acentuadas das atividades de LDH, AST, CK-T e CK-BB liquoéricas
podem denotar um progndstico ruim, porém elevacdes discretas destas enzimas nao

excluem esta possibilidade em caes com cinomose.

« A atividade da enzima CK-BB representa quase a totalidade da CK-total do liquido

cefalorraquidiano nos caes.

e A andlise da isoenzima CK-BB ndo mostrou vantagens na deteccdo de
anormalidades do sistema nervoso central quando comparada com as atividades da

CK-T, nem mesmo das outras enzimas liquéricas LDH e AST frente a cinomose.
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