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XV ENAPAVE — ENCONTRO NACIONAL DE PATOLOGIA VETERINARIA
| CBPV — CONGRESSO BRASILEIRO DE PATOLOGIA VETERINARIA
V SIMPOSIO BRASILEIRO DA CL DAVIS FOUNDATION

CENTRO DE CONVENGCOES
GOIANIA, GO

PROGRAMACAO CIENTIFICA

26/09/11 - Segunda-feira

Horario Local Atividade
15:30 as 18:30 Area de exposicio Inscrigcoes e entrega de material*
19:00 as 19:30 Auditério Lago Azul Cerimonia de abertura

Palestra Magistral
19:30 as 20:30 Auditoério Lago Azul A evolucdo da Patologia Veterinaria no Brasil
Claudio Severo Lombardo de Barros - UFSM, Santa Maria, RS

20:30 as 23:00 Area de exposicido Coquetel

*No dia 26/09 (22 feira), as atividades da secretaria executiva do evento encerrar-se-ao
pontualmente as 18h30min, para evitar atrasos na programacao. Nos demais dias, o
funcionamento ocorrera nos seguintes periodos: 8h00min as 10h00min e 14h00min as 16h00min.




Horario

8:30 as 10:00

10:00 as 10:30

10:30 as 12:00

12:00 as 14:00

14:00 as 15:30

15:30 as 16:00

16:00 as 17:30

Local

Sala 1

Sala 2

Sala 3

Sala 1l

Sala 2

Sala 3

Sala 1

Sala 2

Sala 3

Sala 1

Sala 2

Sala 3

27/09/11 - terca-feira
Atividade

Minicurso I - Citopatologia Veterinaria
Aplicagdo do citodiagndstico na Medicina Veterinaria
Noeme Sousa Rocha - FMVZ/UNESP, Botucatu, SP

Minicurso II - Patologia de aves domésticas e selvagens
H.L. Shivaprasad - UC Davis School of Veterinary Medicine, USA
Palestra com traducdo simultdnea

Minicurso III - Introducdo a patologia toxicoldgica experimental e industrial
Associacdo Latino-Americana de Patologia Toxicoldgica
Carla Adriene da Silva Franchi - FM/UNESP/Botucatu, SP

Introdugdo a patologia toxicoldgica industrial e ao desenvolvimento de farmacos
Evelyne Polack - Biogen Idec, USA

Intervalo para café e prosa

Minicurso I - Citopatologia Veterinaria
Aplicacdo do citodiagnostico na Medicina Veterinaria
Noeme Sousa Rocha - FMVZ/UNESP, Botucatu, SP

Minicurso II - Patologia de aves domésticas e selvagens
H.L. Shivaprasad - UC Davis School of Veterinary Medicine, USA
Palestra com tradugdo simultdnea

Minicurso III - Introdugdo a patologia toxicoldgica experimental e industrial
Toxicopatologia experimental: Aspectos éticos da experimentacdo animal e modelos

para detecgdo do potencial cancerigeno de agentes quimicos
Carla Adriene da Silva Franchi - FM/UNESP/Botucatu, SP

Papel do toxicopatologista veterinario na industria farmacéutica
Evelyne Polack - Biogen Idec, USA

8:30 as 12:00 - Area de exposicdo - posteres/stands

Intervalo para almogo

Palestra - Patologia de suinos
Processo diagndstico das enfermidades de suinos
Roberto Mauricio de Carvalho Guedes - EV/UFMG, Belo Horizonte, MG

Palestra - Biologia molecular
Patologia molecular: novas fronteiras para o diagndstico e pesquisa em patologia
Renato de Lima Santos - EV/UFMG, Belo Horizonte, MG

Palestra - Ensino em Patologia Veterinaria
Perspectivas e desafios no ensino de Patologia Veterinaria
Paulo César Maiorka - FMVZ/USP, Sdo Paulo, SP

Intervalo para café e prosa

Palestra - Patologia de suinos
Processo diagndstico das enfermidades de suinos
Roberto Mauricio de Carvalho Guedes - EV/UFMG, Belo Horizonte, MG

Palestra - Biologia molecular
Biologia molecular aplicada ao diagndstico oncoldgico
Renée Laufer Amorim - FMVZ/UNESP, Botucatu, SP

Palestra - Patologia forense
Entomologia cadavérica: quando os insetos ajudam a resolver crimes
Raimundo Alberto Tostes - UFPR, Palotina, PR

14:00 as 17:30 - Area de exposicdo - posteres/stands



Minicurso I - Citopatologia Veterinaria
Dennis De Nicola - Chief Veterinary Educator at IDEXX Laboratories, USA
Palestra com tradugdo simultdnea

Sala 1

8:30 as 10:00 Sala2

Sala 3

Minicurso II - Patologia de aves domésticas e selvagens
H.L. Shivaprasad - UC Davis School of Veterinary Medicine, USA
Palestra com tradugéo simulténea

Minicurso III - Introducdo a patologia toxicologica experimental e industrial
Técnicas de necropsia e alteragdes macroscopicas e microscopicas incidentais em
roedores e coelhos - Mércia Elisa Pereira - Histo-Scientific Research Laboratories, USA

Sala 1l

Sala 2

10:30 as 12:00

Sala 3

Minicurso I - Citopatologia Veterinaria
Dennis De Nicola - Chief Veterinary Educator at IDEXX Laboratories, USA
Palestra com tradugdo simultdnea

Minicurso II - Patologia de aves domésticas e selvagens
H.L. Shivaprasad - UC Davis School of Veterinary Medicine, USA
Palestra com tradugéo simulténea

Minicurso III - Introducdo a patologia toxicologica experimental e industrial
Técnica de necropsia e processamento histolégico do sistema nervoso em estudos
toxicoldgicos (roedores, cdes e primatas) - Ingrid Pardo - Pfizer, USA

Técnicas de necropsia e alteragdes macroscopicas e microscopicas incidentais em
cdes e primatas - Mércia Elisa Pereira - Histo-Scientific Research Laboratories, USA

Palestra - Neuropatologia de pequenos animais

Epidemiologia, sinais clinicos e caracteristicas patoldgicas das principais doencas
neuroldgicas de cdes e gatos

Rafael Almeida Fighera - UFSM, Santa Maria, RS

Sala 1

14:00 as 15:30 Sala 2

Sala 3

Palestra — Patologia de animais silvestres
Doengas e biodiversidade:o que podemos aprender com o mico-ledo preto de buri?
José Luiz Catdo Dias - FMVZ/USP, S&o Paulo, SP

Palestra - Dermatopatologia veterinaria

A importancia da determinagdo do padrdo lesional macroscépico e microscépico no
diagnodstico das dermatopatias

Juliana Werner — Laboratdrio Werner & Werner, Curitiba, PR

Sala 1l

16:00 as 17:30 Sala 2

Sala 3

Palestra — Neuropatologia de grandes animais
Principais doengas neuroldgicas de bovinos, equinos e ovinos no Brasil
Claudio Severo Lombardo de Barros - UFSM, Santa Maria, RS

Palestra — Patologia de animais silvestres
Fisiopatologia da fibropapilomatose em tartarugas marinhas
Eliana Reiko Matushima - FMVZ/USP, S&o Paulo, SP

Palestra - Histoquimica e imunoistoquimica em Patologia Veterinaria
Problemas e solugdes em histoquimica, histoquimica com lectinas, imunoistoquimica

e microscopia de fluorescéncia confocal: um relato de 20 anos de experiéncia
Eduardo Juan Gimeno, Universidad Nacional de La Plata, La Plata, Argentina



Palestra — Enfermidades parasitarias

Interesting parasite cases from the registry of Veterinary Pathology,
8:00 as 10:00  Auditério Lago Azul  Armed Forces Institute of Pathology, Washington, D.C.

Chris H. Gardiner — Department of Veterinary Pathology — AFIP, USA

Palestra com tradugédo simulténea

10:30 as 12:00 Auditério Lago Azul Forum de Laminas

V SIMPOSIO CL DAVIS FOUNDATION

Identification of protozoan and metazoan parasites in histological section
with an extra lecture on fixation of parasites during necropsies

Chris H. Gardiner — Department of Veterinary Pathology - AFIP, USA

V SIMPOSIO CL DAVIS FOUNDATION

Identification of protozoan and metazoan parasites in histological section
with an extra lecture on fixation of parasites during necropsies

Chris H. Gardiner — Department of Veterinary Pathology - AFIP, USA

14:00 as 15:30 Auditério Lago Azul

16:00 as 18:00 Auditério Lago Azul

Minicurso I - Citopatologia Veterinaria
Sala 1 Dennis De Nicola - Chief Veterinary Educator at IDEXX Laboratories, USA
Palestra com tradugéo simulténea

Minicurso II - Patologia de aves domésticas e selvagens
Sala 2 H.L. Shivaprasad - UC Davis School of Veterinary Medicine, USA
Palestra com tradugdo simultanea

8:30 as 10:00
Minicurso III - Introducgdo a patologia toxicologica experimental e industrial
Enfermidades e lesGes espontdneas do sistema nervoso de roedores (ratos e

Sala 3 camundongos) que podem afetar estudos toxicoldgicos - Ingrid Pardo - Pfizer, USA

Enfermidades e lesGes espontdneas do sistema nervoso de cdes e primatas que
podem afetar estudos toxicoldgicos - Ingrid Pardo - Pfizer, USA

10:30 as 12:00 ENTREGA DO PREMIO JEFFERSON ANDRADE DOS SANTOS E ENCERRAMENTO
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Adriano Tony Ramos UFT
Alessandra Aparecida Medeiros UFU

Ana Paula Iglesias Santin UFG

Antonio Carlos Alessi UNESP - Jaboticabal
David Driemeier UFRGS

Elan Cardozo Paes de Almeida UFF

Eliana Reiko Matushima FMVZ — USP
Fabiana Lessa Silva UESC
Fabiano José Ferreira de Santana UFG Jatai
Geovanni Dantas Cassali UFMG
Giovana Wingeter Di Santis UEL

Helder Esteves Thomé UNIFEOB
José Luiz Catao Dias FMVZ — USP
Lilian Rose Marques de Sa FMVZ — USP
Liliana Borges de Menezes UFG
Louisiane de Carvalho Nunes UFES

Luiz Augusto Batista Brito UFG

Marcela Marcondes Pinto Rodrigues
Maria Cecilia Rui Luvizotto

UNESP - Botucatu
UNESP - Aracatuba

Marina Pacheco Miguel UFG

Milene Alvarenga Rachid UFMG
Moema Pacheco Chediak Matos UFG

Pedro Pinczowski UNIPINHAL
Raimundo Alberto Tostes UFPR

Regiani Nascimento Gagno Porto UFG

Renato de Lima Santos UFMG

Renée Laufer Amorim UNESP - Botucatu
Roberto Mauricio Carvalho Guedes UFMG

Sara Maria de Carvalho e Suzano UNICASTELO
Tatiane Alves da Paixao UFMG
Veridiana Maria Brianezi Dignani de Moura UFG
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Paratuberculose em bovinos no Rio Grande do Sul

Juliana S. Brum, Tessie B. Martins, Ricardo B. Lucena, Paula Roberta Giaretta, Bianca

Tessele, Claudio S. L. Barros

Universidade Federal de Santa Maria, Laboratério de Patologia Veterindria, Avenida Roraima, 1000, prédio
97B, Campus Universitario, Bairro Camobi, Santa Maria, RS, CEP 97105-900, telefone: (55) 3220-8168, e-mail:

julianasbrum @ yahoo.com.br

Identificacdo do animal: bovino, fémea, Holandés, 3 anos

Historico: a doenga ocorreu em uma fazenda que possui cerca de 600 bovinos de leite,
holandés, 280 desses sdo vacas em lactagdo, 140 delas importadas do Uruguai. Os sinais
clinicos incluiam queda abrupta da producdo de leite, diarreia cronica e intermitente e
emagrecimento ao longo de semanas. Foram relatadas quatro mortes de bovinos com esses
sinais clinicos, um dos quais foi submetido a eutandsia e necropsiado. Duas vacas
permanecem na propriedade com os sinais clinicos. O proprietdrio adota o manejo que €
aspergir o estrume das vacas no campo onde pastam todos os bovinos (incluindo os terneiros)
da propriedade. No passado, casos de tuberculose foram diagnosticados em bovinos da

propriedade.

Descricao macroscopica: alteragdes na necropsia incluiam péssimo estado corporal, edema
do mesentério, principalmente do mesoc6lon. A serosa intestinal era levemente opaca e
edematosa. A parede do intestino, principalmente do ileo estava espessada. A mucosa dessas
areas era corrugada, espessa, moderadamente hiperémica e com dobras transversais que nao
podiam ser desfeitas manualmente. A vélvula ileocecal estava aumentada de volume e rugosa.
A superficie de corte dos linfonodos mostrava a cortical espessada, brancacenta e nodular. Os
linfonodos hepéticos e mesentéricos estavam aumentados. Ao corte fluia pequena quantidade
de liquido levemente brancacento podiam ser observadas dreas brancas e salientes. Os vasos

linfaticos da serosa intestinal estavam proeminentes e tortuosos.

Descricao histopatolégica: nas secoes de ileo e célon examinadas hd acentuado infiltrado

inflamatério composto predominantemente por macréfagos, células epitelioides e células



%VMW% XV Encontro Nacional de Patologia Veterindria e I Congresso Brasileiro

de Patologia Veterindria. Anais... Goidnia: Patologia
PP W Veterindria/EVZ/UFG, 2011.
gigantes, € uma menor quantidade de plasmdcitos e linfocitos (Figura 1). Esse infiltrado é
observado em maior quantidade na lamina prépria e na submucosa. Nas camadas musculares
o infiltrado € preferencialmente perivascular e composto por linfécitos, macréfagos e
plasmdcitos. As placas de Peyer estdo hiperplasicas e, por vezes, fundem-se formando um
extenso manto celular. Em algumas delas hd necrose central. Nas seccdes de jejuno e ileo
submetidas a coloracao de Ziehl-Neelsen foram observados bacilos dlcool-dcido resistentes no
interior de macréfagos e células gigantes (Figura 2). Nos fragmentos de jejuno e ceco
examinados h4 infiltrado inflamatério semelhante ao descrito anteriormente, porém com

menor intensidade. Linfonodo hepatico — observam-se aglomerados de células inflamatdrias,

predominando macréfagos, células epitelioides e células gigantes tipo Langhans (Figura 3).
Esses aglomerados sdo observados nos seios marginais, perinodulares e na zona paracortical.
A grande maioria dos centros germinativos estd substituida por infiltrado semelhante ao
descrito anteriormente. Ha dilatacdo dos corddes medulares. Na cdpsula hé focos de infiltrado
inflamatério linfo-histiocitico. Em cortes submetidos a coloracdo de Ziehl-Neelsen foram
observados bacilos dlcool-4cido resistentes no interior de macréfagos e de células gigantes
(Figura 4). No figado (n2o submetido) observam-se dreas multifocais aleatdrias de necrose de
hepatdcitos, associadas a discreto infiltrado inflamatério composto por macréfagos, linfocitos
e plasmocitos. Nestas dreas também ha focos de hemorragia. No citoplasma de alguns

hepatécitos da regido cetrolobular hd pequenos e numerosos vactolos (degeneragao

microvacuolar).

Diagnéstico morfolégico:

1) Intestino delgado (ileo), enterite granulomatosa, difusa acentuada com células gigantes
contendo numerosos bacilos dlcool-dcido resistentes intra-histiocitarios, bovino, fémea,
Holandés, 3 anos.

2) Linfonodo (hepatico), linfadenite granulomatosa, difusa acentuada com células gigantes
associadas a numerosos bacilos alcool-acido resistentes intra-histiocitarios, bovino, fémea,

Holandés, 3 anos.

Comentarios: o diagnéstico de paratuberculose foi baseado nos sinais clinicos, achados de
necropsia, histopatologia e visualizacdo de bactérias dlcool-4dcido na coloragdo especial de
Ziehl-Neelsen.

A paratuberculose ou doenca de Johne tem distribuicilo mundial e afeta,
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principalmente, bovinos, mas tem sido descrita em bubalinos, ovinos, caprinos, ruminantes
selvagens, equinos, suinos, lebres, raposas e roedores. Em todas as espécies acometidas, os
animais podem ser portadores subclinicos da doencga, sendo esta a principal forma de
introducdo da doenca em um rebanho. Embora considerada uma doenca esporddica no Brasil,
tem sido relatada em vérios estados, geralmente em bovinos importados ou em sua progénie.
Também ha relatos em ovinos, caprinos e bubalinos. O primeiro relato no Brasil se deu 1915,
porém, a primeira publicacdo cientifica ocorreu somente em 1956, no Rio de Janeiro, em um
touro importado.

A transmissdo ocorre pelo consumo de pastagens e outros alimentos contaminados
com fezes de animais infectados ou pela via intrauterina. O periodo de incubagdo &,
geralmente, de dois anos ou mais. Alguns animais desenvolvem a enfermidade; outros
conseguem eliminar o agente; e outros ainda, ndo adoecem, mas permanecem cOmMoO
portadores assintomaticos. Estima-se que em um rebanho onde a porcentagem de doenca
clinica € em torno de 5%, tem-se uma porcentagem de 50% de animais infectados.

Foi demonstrado que map pode ser encontrada no leite, mesmo pasteurizado, de casos
subclinicos de paratuberculose. Isso tem implicancia em saide publica, pois hd indicagoes
entre map e a doenga de Crohn em humanos. O modo mais comum de transmissdo da
paratuberculose é pelo leite da vaca para o terneiro recém-nascido. E sugerido que neste surto
a transmissao da doencga possa ter sido facilitada pela pratica de aspergir as fezes das vacas da
propriedade na pastagem.

Na doenca de Johne observa-se diarreia cronica e intermitente, acompanhada de
emagrecimento progressivo. Os bovinos acometidos estdo em péssimo estado corporal devido
a ma absor¢do de nutrientes, consequéncia da enterite granulomatosa. Os sinais clinicos
observados na paratuberculose ndo sdo especificos. Vdrias doencas que afetam o intestino e
provocam diarreia cronica produzem sinais semelhantes. Desta maneira podemos considerar
como diagndstico diferencias, entre outras, parasitoses intestinais, salmonelose e defici€ncia
de cobre. O quadro da doenga em buifalos ndo difere do observado em bovinos. Em ovinos e
caprinos raramente se observa diarreia.

As lesdes observadas macroscopicamente sdo caracteristicas da paratuberculose. A
enterite proliferativa observada € caracterizada por mucosa intestinal espessada e irregular,
com dobras bem evidentes. As lesdes ocorrem principalmente nas porc¢des terminais do
intestino delgado, vélvula ileocecal, ceco e porcdo inicial do célon. As dobras observadas no

intestino ndo desaparecem quando este € esticado. Isto € importante para se diferenciar da
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persisténcia do peristaltismo que ocorre logo apds a morte, onde as dobras sdo facilmente
desfeitas. As lesdes podem estar presentes também nos linfonodos mesentéricos e no figado.
Histologicamente estas lesdes caracterizam-se por uma reagdo granulomatosa. Ha acentuada
infiltracdo por macréfagos, células epitelioides, células gigantes, linfécitos e plasmocitos. As
lesdes sdao observadas na mucosa e ldmina prépria do intestino, nos linfonodos e no figado.
Porém nem sempre todas as lesdes estao presentes em um mesmo animal ou podem ser pouco
evidentes a necropsia.

O diagndstico baseia-se dos sinais clinicos e ndo oferece dificuldades. Isolamento de
map das fezes ou material de necropsia pode ser realizado. As bactérias alcool-dcido
resistentes podem ser visualizadas mediante a colora¢do de Ziehl-Neelsen em esfregacos de
fezes, rapados das porcdes finais do intestino e em cortes histolégicos. Nos casos subclinicos,
além do isolamento da bactéria das fezes e do leite, provas sorolégicas PCR ou testes
alérgicos podem ser realizados. Estes tltimos sdo realizados devido a ocorréncia de reacgoes
cruzadas com a tuberculose bovina.

Apés o diagndstico deste caso, foram realizados testes alérgicos cervicais
comparativos (TCC) em 164 vacas em lactacdo da propriedade, utilizando tuberculina bovina
(TB) e aviaria (TA), produzidas conforme preconizado. Treze vacas mostraram reagdo para
TA aumentada. Esse teste, embora nao especifico para Mycobacterium avium subesp.
Paratuberculosis, pode ser usado como um indicador de infeccdo por alguma subespécie de
Mycobacterium avium ou micobactérias atipicas. Os resultados deste relato apoiam a
impressdo de que a doenga esteja disseminada em nosso estado. Isso pode ter interferéncia
nos testes alérgicos usados para o controle da tuberculose, pois pelas normas do programa
alguns bovinos com reacdo para TB sao considerados negativos para tuberculose, caso
apresentem uma reacao proporcional a TA no teste cervical comparativo, embora essa ultima
possa indicar casos de paratuberculose.

O controle da doenca ¢ dificil. Isso ocorre devido ao longo periodo de incubacgdo e
pela dificuldade em identificar todos os animais infectados. Testes periddicos devem ser
realizados no rebanho por um periodo minimo de trés anos. Como ndo existem vacinas e

tratamentos eficazes, acredita-se que pode se tornar um sério problema sanitdrio no pais.

Referéncias consultadas:

DRIEMEIER, D. et al., Aspectos clinicos e patoldgicos da paratuberculose em bovinos no Rio
Grande do Sul. Pesquisa Veterinaria Brasileira, 19:109-115, 1999.
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2007.

MOTA, R. A. et al, Ocorréncia de paratuberculose em bufalos (Bubalus bubalis) em
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Figura 1 — Intestino delgado (jejuno), bovino. Observa-se acentuado infiltrado inflamatério
composto predominantemente por macréfagos, células epitelioides e células gigantes, e uma
menor quantidade de plasmécitos e linfécitos. (HE, 100x)

1 "‘-_I

e

[ - ® ._'“ & ’
£ Faprle. - :
IARRIA it AR “

e A gt T i i = e § =5 L
-"I!'.:'-‘h"l.. Fla ‘i“':' .'I.."‘ﬂ." _.J"- - LCFY .‘}‘1‘:‘;.‘- A i.‘!"i ¥ Y 11 W
Figura 2 — Intestino delgado (jejuno), bovino. Nas secc¢des de jejuno submetidas a coloragdo de
Ziehl-Neelsen foram observados bacilos dlcool-acido resistentes no interior de macréfagos e

células gigantes, corados fortemente em rosa. (Ziehl-Neelsen, 20x)
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Figura 3 — Linfonodo hepdtico, bovino. No seio marginal observam-se aglomerados de células
inflamatérias, predominando macréfagos, células epitelioides e células gigantes tipo Langhans.

(HE, 10x)
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Figura 3 — Linfonodo hepdtico, bovino. Em cortes submetidos a coloracdo de Ziehl-Neelsen foram
observados bacilos alcool-acido resistentes no interior de macréfagos e de células gigantes,

corados fortemente em rosa. (Ziehl-Neelsen, 20x)
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Intoxicac¢ao cronica por cobre em um carneiro

Tessie B. Martins, Juliana S. Brum, Ricardo B. Lucena, Claudio S. L. Barros

Universidade Federal de Santa Maria. Laboratério de Patologia Veterinaria
Avenida Roraima, 1000, prédio 97B, Campus Universitario, Bairro Camobi, Santa Maria — RS, CEP
97105-900 Telefone: (55)3220-8168. E-mail: tessiemartins @via-rs.net

Identificacdo do animal: Ovino (Ovis aries), macho ndo-castrado, Texel, 1 ano

Historico: O carneiro estava sendo preparado para exposicdo e recebia alimentacdo a base de
alfafa e racdo comercial. Nao havia controle sobre a composi¢do da racdo, dosagem de metais
e minerais. O proprietdrio relatou apatia, anorexia e anuria desde 12/06 e encaminhou o
animal ao hospital veterindrio da UFSM em 15/06, quando foram observados sinais clinicos
de apatia, anorexia, anuria, taquicardia, taquipneia, auséncia de movimentos ruminais,
sialorreia e ictericia. O carneiro permanecia em estagdo, com a cabeca apoiada na mureta da

baia e, quando movimentado, demonstrava incoordenacgdo leve.

Exames complementares: O hemograma demonstrou anemia hemolitica grave com indicios
de regeneragdo, diminuicdo marcada do nimero de eritrécitos e hemoglobinemia (Tabela 1).
O painel bioquimico revelou dano hepdtico acentuado, com elevacdo da atividade sérica das
enzimas AST (indicativo de necrose hepdtica) e GGT (indicativo de colestase). Os valores
excepcionalmente altos de ureia e creatinina configuraram quadro de azotemia, que sugeriu
insuficiéncia renal grave, com comprometimento de, no minimo, 75% do parénquima renal
(Tabela 2).

Apo6s a necropsia foi realizada dosagem de cobre em amostras de figado e rim, a qual
resultou nas concentracdes de 1055 ppm (figado, matéria seca) e 54,4 ppm (rim, matéria
seca). A dosagem foi realizada por espectrofotometria de absor¢ao atdomica.

Com base na histdria clinica e nos resultados de laboratério descritos acima, um
diagndstico clinico de intoxica¢do cronica por cobre foi estabelecido. Devido ao estado
clinico grave e ao progndstico desfavordvel para esta condicdo, o carneiro foi submetido a

eutandsia com tiopental e solu¢do superconcentrada de cloreto de sédio.
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Descricao macroscopica: O cadaver estava em 6tima condi¢do corporal. Todas as mucosas

externamente visiveis (oral, ocular e peniana) estavam acentuadamente amarelas (ictericia),
bem como o tecido subcutineo e as fascias musculares. O figado apresentava-se difusamente
alaranjado e fridvel, com acentuac¢do do padrdo lobular ao corte. Quando fixado em formol, o
tecido adquiriu coloragdo verde intensa. Os rins estavam marcadamente marrom-escuros e
demonstram aspecto metalizado e fino pontilhado enegrecido. Ao corte, ambas as camadas
cortical e medular estavam comprometidas. A bexiga continha 600 ml de liquido marrom
escuro, semelhante a vinho do Porto. O baco estava levemente aumentado de volume, com

superficie de corte carnosa e exangue.

Descricao histopatoldgica: Rim: As lesdes estdo basicamente restritas aos tubulos, com
comprometimento adicional leve dos glomérulos. As células epiteliais dos tibulos proximais
tém o citoplasma ricamente vacuolizado e repleto de pigmento granular marrom-dourado
(Figura 1); parte dele cora pelo azul da Prassia (hemossiderina) (Figura 2). Ocasionalmente,
as células estdo individualizadas e redondas e destacadas da membrana basal e células
vizinhas. O citoplasma destas células é compacto e fortemente eosinofilico e o nicleo, quando
visivel, pequeno e hipercromético (degeneracdo e necrose pontuais). Alguns tibulos t€ém, em
contrapartida, grupos de células com nucleos vesiculosos, acentuadamente grandes e
polimérficos (indicios de regeneracdo). Na luz dos tibulos ha pequena quantidade de material
eosinofilico amorfo (proteina) e células epiteliais descamadas (Figura 3). Os tdbulos distais
estdo difusamente conspicuos e exibem dilatacdo marcada (Figura 4), com degeneracdo e
necrose epitelial multifocal mais acentuada que os primeiros. A luz comumente contém
células esfoliadas, detritos celulares e neutréfilos. Além disso, hd grande quantidade de
material amorfo alaranjado (hemoglobina) na forma de granulos grosseiros que, quando
aglutinados formam cilindros densos, de aspecto refrangivel (Figuras 5 e 6). Os cilindros de
hemoglobina sdo bastante numerosos, € se concentram principalmente na camada medular
interna do rim, onde sdo vistos também na luz de tibulos coletores. Adicionalmente, ha focos
esparsos de mineralizacao tubular. Alguns glomérulos tém o espago de Bowman parcialmente

ocupado por material proteindceo. Figado (nd3o submetido): hd marcadas degeneracido e

necrose dos hepatdcitos centro-lobulares, com rarefacdo do parénquima nesses locais. Boa
parte dos hepatdcitos tem o citoplasma substituido por vactiolos multiplos, de tamanhos
diversos, que circundam o nucleo (degeneracdo hidropica). Alguns hepatdcitos estdo
destacados dos demais, pequenos, com citoplasma intensamente eosinofilico e ntcleo

encarquilhado e hipercromatico ou fragmentado (apoptose). Por todo o parénquima, mas
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principalmente no centro dos l6bulos, ha grande quantidade de material amorfo amarelo e

denso no citoplasma de hepatdcitos e células de Kupffer. Esse pigmento também € visto no
citoplasma dos hepatdcitos degenerados previamente descritos. Parte desse pigmento cora
pelo azul da Prussia e parte, pelo dcido periddico de Schiff (PAS), o que sugere tratar-se de
hemossiderina e uma mistura de ceroide-lipofuscina, respectivamente. Nos canaliculos
biliares ha pequenos cilindros de material amarelado denso (pigmento biliar).
Adicionalmente, hd focos aleatérios de necrose hepdtica associados a pigmento biliar e

pequenas hemorragias. Baco (ndo submetido): hd grande quantidade de macréfagos com

citoplasma repleto de hemossiderina. Encéfalo (ndo submetido): ha vacuolizacdo massiva da
substancia branca, sob a forma de vactiolos periaxonais grandes, e raros esferoides axonais.
As alteracdes foram mais apreciadas nas sec¢des do bulbo, ponte, tdlamo e mesencéfalo e
cerebelo. A rarefacdo do parénquima neural fica evidente também a avaliagdo macroscépica

das se¢des histoldgicas coradas por hematoxilina-eosina.

Diagnéstico morfolégico:

1) Rim, necrose tubular difusa, moderada, associada a material eosinofilico intraluminal e
pigmento intracitoplasmatico no epitélio tubular, ovino, macho, Texel, 1 ano

2) Figado, degeneracdo e necrose hepatocelular centrolobular, difusa, acentuada, com
colestase, associada a pigmento intracitoplasmdtico em hepatdcitos, ovino, macho, Texel, 1
ano

3) Encéfalo, substancia branca, degeneracdo esponjosa multifocal acentuada, ovino, macho,

Texel, 1 ano

Diagnéstico etiologico: Hepatopatia e nefropatia toxicas. Encefalopatia metabdlica

Comentarios: A intoxicag¢do por cobre é uma doenca toxica, que ja foi descrita em todas as
espécies domésticas ao redor do mundo e que ocorre nas formas aguda e cronica, geralmente
sob forma de surtos.

A intoxicacdo aguda é rara e ocorre quando ha ingestdo de grandes quantidades de
cobre de uma unica vez, o que desencadeia transtornos gastrintestinais devido a propriedade
caustica do mineral. A intoxicacdo cronica € mais relatada que a forma aguda e, portanto,
mais importante como causa de morte em ovinos. A apresentacdo crOnica da intoxicagdao
pode ser (a) primdria, causada pelo consumo de alimentos contendo niveis elevados de cobre;

(b) fitégena, associada ao consumo de pastagens que contém niveis normais de cobre e teores
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reduzidos de molibdénio; e (c) hepatégena, em que o actimulo de cobre ocorre em

consequéncia de lesdes hepdticas causadas por plantas que contém alcaloides pirrolizidinicos.

A intoxicagdo crOnica é muito comum e acomete especialmente ovinos, que sdo
considerados os animais mais susceptiveis aos efeitos toxicos do mineral. Este fato € atribuido
a uma maior sensibilidade a captagdo e menor efici€ncia na excre¢do de cobre e, portanto,
maior suscetibilidade a intoxicacdo do que outras espécies.

H4 ainda diferencas de suscetibilidade a intoxicacdo entre as diferentes racas de
ovinos; as racas de carne s@o mais sensiveis que as racas de la, uma caracteristica
provavelmente relacionada a capacidade genética desses animais em absorver o cobre. A raca
North Ronaldsay € a mais sensivel a intoxicag¢do, seguida pela Texel. A de menor
suscetibilidade é a ragca Merino, que possui maiores necessidades de cobre e tem maior
resisténcia para sobreviver a crise hemolitica. No Uruguai, ndo tem sido observada variagdao
de suscetibilidade entre as ragas criadas naquele pais. No Rio Grande do Sul, a doenca tem
sido descrita em Corriedale, Romney Marsh, Ideal, Ile de France, Texel e Suffolk. No
Nordeste do Brasil, ocorre em diversas ragas, como Santa Inés, Morada Nova e Dorper, mas
ndo se sabe se essas s30 mais suscetiveis que as ragas criadas no Sul e Sudeste.

No Rio Grande do Sul, surtos de intoxicacdo cronica por cobre em ovinos sao
frequentes e geralmente associados a ingestdo excessiva desse elemento através da
suplementagdo alimentar a base de concentrados e/ou a intoxicacdo por Senecio brasiliensis.
Num estudo recentemente realizado no RS sobre causas de mortes em 361 ovinos conclui-se
que 5,8% das mortes foram atribuidas a intoxicag¢do por cobre, o que correspondeu a 14% das
intoxicagdes. No nordeste do Brasil, os surtos sdo associados a intoxica¢do por Crotalaria
retusa.

A intoxicag@o cronica por cobre € caracterizada por duas fases, uma subclinica,
durante a qual o cobre se acumula no figado durante semanas ou meses, e outra fase aguda,
em que o cobre liberado na corrente sanguinea causa crise hemolitica e morte num periodo
que varia de 6 horas a 6 dias.

Depois de absorvido sob a forma de sais, 70-90% do cobre € internalizado pelos
hepatdcitos, onde € armazenado nos lisossomos, redistribuido para a bile, através da qual é
excretado, ou utilizado na formacdo de ceruloplasmina. A excre¢do ocorre numa taxa menor
que 1% do montante ingerido, no caso dos ruminantes, e o restante do mineral fica acuamulado
no figado até que os hepatdcitos fiquem saturados, sem causar sinais clinicos. Quando os
hepatdcitos morrem (espontaneamente ou em resposta a estresse ambiental ou mudangas na

dieta), ocorre liberagdo de grandes quantidades de cobre cuiprico na corrente sanguinea. O
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excesso de cobre na circulacdo causa desnaturacdo da hemoglobina e dano oxidativo direto a

membrana celular dos eritrocitos com consequente hemolise intravascular. A destrui¢dao dos
eritrocitos de maneira abrupta (crise hemolitica) causa necrose de hepatdcitos que libera ainda
mais cobre na circulag@o, gerando um ciclo vicioso de crises hemoliticas e necrose hepdtica.
A crise hemolitica € a responsavel pelas lesdes de necrose hepatica e nefrose hemoglobintrica
que levam o animal a morte quase que invariavelmente.

A fase hemolitica da intoxicacdo pelo cobre geralmente € desencadeada por
estimulos nocivos que incluem transporte, mudangas hierarquicas, administracdo de fairmacos
oxidativos, inani¢cdo ou troca de ambiente, mas o mecanismo que relaciona eventos
estressantes a liberacao de cobre pelos hepatdcitos € desconhecido.

Os sinais clinicos observados na fase aguda da intoxicacdo incluem depressao,
anorexia, fraqueza, taquipneia, ptialismo, hemoglobindria, ictericia € morte aguda. Achados
de necropsia incluem ictericia, rins tumefeitos de cor metdlica, urina com cor de vinho do
Porto e bago aumentado, com parénquima castanho ou preto e figado alaranjado e fridvel.
Histologicamente, vé-se, no rim, necrose tubular aguda associada a hemoglobina (nefrose
hemoglobintrica) e, no figado, necrose hepatica centro-lobular, acimulo de pigmento biliar e
macréfagos repletos de pigmento castanho ao redor dos espagos-porta. A histoquimica
utilizando o PAS e a rodanina revela que esse pigmento ¢ uma mistura de lipofuscina-ceroide
e cobre, respectivamente.

Sabe-se que a hemoglobina por si s6 nao € nefrotoxica. No caso da intoxicagdo por
cobre, os animais afetados geralmente tém isquemia renal secundéria a choque hipovolémico
ou anemia grave e a hemoglobintria pode ter um efeito deletério adicional sobre o epitélio
tubular j& comprometido pela necrose isquémica. No entanto, grandes concentracdes deste
elemento no soro sanguineo e no filtrado glomerular podem exacerbar a necrose tubular que
ocorre como resultado de isquemia.

H4 poucos relatos sobre acometimento do sistema nervoso central (SNC) na
intoxicacao por cobre. A degeneracdo esponjosa, ou status spongiosus, é descrita no encéfalo
de ovinos que morrem durante ou apds a crise hemolitica. O achado mais frequente é a
vacuolizagdo da substancia branca, que decorre de edema no citoplasma dos oligodendrécitos.
Adicionalmente, alguns animais apresentam satelitose, degenera¢do neuronal, neuronofagia e
presenca de astrocitos Alzheimer tipo II no encéfalo e na medula e espinhal. Encefalomalacia
foi descrita em uma ocasido. Recentemente foi demonstrada correlacdo fortemente positiva
entre os altos niveis de cobre no figado e no encéfalo de ovinos intoxicados por cobre e que

desenvolveram sinais clinicos e lesdes neuroldgicas. Através de histoquimica ficou
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demonstrado acimulo de cobre no citoplasma de astrécitos tumefeitos. No ovino deste relato,

os sinais neuroldgicos e degeneracdo esponjosa foram atribuidos a lesdo hepatica
(encefalopatia hepatica). Normalmente, substincias toxicas sdo eliminadas quando de sua
passagem pelo figado, o que ndo ocorre quando hd lesdo hepdtica difusa grave com
insuficiéncia hepdtica. A amodnia é considerada a principal substancia envolvida na
patogénese da encefalopatia hepatica, onde a elevada quantidade de amodnia no sangue leva ao
acimulo dessa substincia no encéfalo e prejudica o metabolismo cerebral, levando ao
aparecimento de sinais clinicos. Embora a amonia sérica ndo tenha sido dosada neste animal,
o nivel de ureia estava nove vezes acima do limite fisiolégico mdximo, o que poderia ter
causado hiperamonemia.

O quadro clinico, alteragdes macroscopicas e histoldgicas juntamente com os dados
epidemioldgicos sugerem o diagndstico presuntivo. O diagnéstico pode ser confirmado
através da determinacao dos niveis do mineral no alimento (sendo a concentracdo limite de 16
mmol de cobre/kg) ou nos tecidos do animal (plasma e soro sanguineos, figado e rim). A
concentracdo normal de cobre no plasma varia de 13 a 20 pmol/L (0,8 a 1,2ug/mL). Os
valores aceitdveis para o soro variam de 0,6 e 1,5 umol/L (0,6 a 1,5 ppm). Concentracdes
plasmaéticas entre 2,4 e 20 ug/mL (2,4 a 20 ppm) sdo diagndsticas de toxicose aguda. A
concentracdo normal de cobre no figado € de 173 + 130 ppm (média + SD) e 129 + 59 ppm
(matéria seca) para adultos e cordeiros, respectivamente. As concentragdes para matéria
umida sdo de 429 + 249 ppm. No caso do rim, concentragdes de 15 e 50 ppm para matéria
seca e umida, respectivamente, sdo observadas durante a crise hemolitica.

As concentragdes de cobre no figado e no rim, quando consideradas em conjunto, sao
o indicador mais confidvel para o diagndstico de intoxica¢do por cobre em animais mortos.
Em animais vivos o diagndstico pode ser realizado pelo estudo da patologia clinica ou pela
determinac¢do de cobre em bidpsias hepaticas.

Os diagnésticos diferenciais para hemoglobintria em ovinos incluem leptospirose
(Leptospira interrogans serovares pomona, icterohemorrhagica e hardjo), babesiose (Babesia
ovis € B. motasi), hemoglobindria bacilar (carater experimental) e intoxicacao por plantas dos
géneros Brassica (B. napus, nabo; B. oleracea sps., couve e repolho), Allium (ex. cebola) e
Quercus (carvalho). Hemoglobintria também € descrita como parte da doenga do cordeiro
amarelo, entidade que tem sido relatada em diversos paises que ndo o Brasil e que ¢ atribuida
ao agente Clostridium perfingens tipo A.

A diferenciacdo entre as doencas listadas pode ser facilmente realizada através do

histérico clinico do animal, combinac¢do das lesdes macroscopicas e macroscopicas do rim
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com os demais 6rgdos, demonstracdo dos agentes infecciosos nos casos pertinentes, tanto

através de achados histolégicos quando de técnicas microbiolégicas e moleculares e

determinac¢do dos niveis de cobre a partir de tecidos do animal, como descrito previamente.

Tabela 1 — Hemograma (valores de referéncia entre parénteses*)

Hemograma
Eritrécitos (x10°mm®) 3,58  (9-15) HCM (pg) 1536  8-12
Hemoglobina (g/dL) 5,50  (9-15) CHCM (%) 30,90 (31-34)
Hematécrito (%) 17,80 (27-45) ,

RDW (Indice de anisocitose) 32,60 (11-14)
VCM (fl) 49,70  (28-40)

*SMITH, B. P. Large animal internal medicine. 4.ed. St. Louis: Mosby Elsevier, 2009

Tabela 2 — Painel bioquimico

Parametro Unidade Resultado Valores de referéncia*
Aspartato aminotransferase (AST) U/L 3.300 60-280
v-glutamiltransferase (GGT) U/L 600 40-94
Creatinina mg/dL 17 1,2-1,9

Ureia mg/dL 500 8-20

Proteina sérica g/dL. 10 6,0-7,9

*SMITH, B. P. Large animal internal medicine. 4.ed. St. Louis: Mosby Elsevier, 2009
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Figura 1: Rim, carneiro. O citoplasma das células dos
tibulos proximais estd repleto de pigmento marrom-
dourado. Por vezes, o pigmento forma granulos densos
(seta). (HE, obj. 40).

Figura 3: Rim, carneiro. Ha tibulos repletos de detritos
celulares ou material proteindceo (tibulo ao alto). As
células epiteliais exibem marcada vacuolizagio
citoplasmatica (tibulo a esquerda) e apoptose
ocasional (seta). (HE, obj. 40).

Figura 5: Rim, carneiro. Os tibulos t€ém a luz

preenchida  por material amorfo alaranjado
(hemoglobina), visto eventualmente como granulos
grosseiros. (HE, obj. 40).
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Figura 2: Rim, carneiro. Parte do pigmento marrom-
dourado no citoplasma das células tubulares consiste
de hemossiderina. (Azul da Prissia, obj. 40).

Figura 4: Rim, carneiro. H4 dilatacdo tubular difusa
acentuada, especialmente dos tubulos proximais. (HE,
obj, 10).

Figura 6: Rim, carneiro. Alguns tdbulos contém
cilindros alaranjados, densos e de aspecto refrangivel
(hemoglobina). (HE, obj. 40).
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Intoxicac¢ao cronica por cobre em um carneiro

Tessie B. Martins, Juliana S. Brum, Ricardo B. Lucena, Claudio S. L. Barros

Universidade Federal de Santa Maria. Laboratério de Patologia Veterinaria
Avenida Roraima, 1000, prédio 97B, Campus Universitario, Bairro Camobi, Santa Maria — RS, CEP
97105-900 Telefone: (55)3220-8168. E-mail: tessiemartins @via-rs.net

Identificacdo do animal: Ovino (Ovis aries), macho ndo-castrado, Texel, 1 ano

Historico: O carneiro estava sendo preparado para exposicdo e recebia alimentacdo a base de
alfafa e racdo comercial. Nao havia controle sobre a composi¢do da racdo, dosagem de metais
e minerais. O proprietdrio relatou apatia, anorexia e anuria desde 12/06 e encaminhou o
animal ao hospital veterindrio da UFSM em 15/06, quando foram observados sinais clinicos
de apatia, anorexia, anuria, taquicardia, taquipneia, auséncia de movimentos ruminais,
sialorreia e ictericia. O carneiro permanecia em estagdo, com a cabeca apoiada na mureta da

baia e, quando movimentado, demonstrava incoordenacgdo leve.

Exames complementares: O hemograma demonstrou anemia hemolitica grave com indicios
de regeneragdo, diminuicdo marcada do nimero de eritrécitos e hemoglobinemia (Tabela 1).
O painel bioquimico revelou dano hepdtico acentuado, com elevacdo da atividade sérica das
enzimas AST (indicativo de necrose hepdtica) e GGT (indicativo de colestase). Os valores
excepcionalmente altos de ureia e creatinina configuraram quadro de azotemia, que sugeriu
insuficiéncia renal grave, com comprometimento de, no minimo, 75% do parénquima renal
(Tabela 2).

Apo6s a necropsia foi realizada dosagem de cobre em amostras de figado e rim, a qual
resultou nas concentracdes de 1055 ppm (figado, matéria seca) e 54,4 ppm (rim, matéria
seca). A dosagem foi realizada por espectrofotometria de absor¢ao atdomica.

Com base na histdria clinica e nos resultados de laboratério descritos acima, um
diagndstico clinico de intoxica¢do cronica por cobre foi estabelecido. Devido ao estado
clinico grave e ao progndstico desfavordvel para esta condicdo, o carneiro foi submetido a

eutandsia com tiopental e solu¢do superconcentrada de cloreto de sédio.
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Descricao macroscopica: O cadaver estava em 6tima condi¢do corporal. Todas as mucosas

externamente visiveis (oral, ocular e peniana) estavam acentuadamente amarelas (ictericia),
bem como o tecido subcutineo e as fascias musculares. O figado apresentava-se difusamente
alaranjado e fridvel, com acentuac¢do do padrdo lobular ao corte. Quando fixado em formol, o
tecido adquiriu coloragdo verde intensa. Os rins estavam marcadamente marrom-escuros e
demonstram aspecto metalizado e fino pontilhado enegrecido. Ao corte, ambas as camadas
cortical e medular estavam comprometidas. A bexiga continha 600 ml de liquido marrom
escuro, semelhante a vinho do Porto. O baco estava levemente aumentado de volume, com

superficie de corte carnosa e exangue.

Descricao histopatoldgica: Rim: As lesdes estdo basicamente restritas aos tubulos, com
comprometimento adicional leve dos glomérulos. As células epiteliais dos tibulos proximais
tém o citoplasma ricamente vacuolizado e repleto de pigmento granular marrom-dourado
(Figura 1); parte dele cora pelo azul da Prassia (hemossiderina) (Figura 2). Ocasionalmente,
as células estdo individualizadas e redondas e destacadas da membrana basal e células
vizinhas. O citoplasma destas células é compacto e fortemente eosinofilico e o nicleo, quando
visivel, pequeno e hipercromético (degeneracdo e necrose pontuais). Alguns tibulos t€ém, em
contrapartida, grupos de células com nucleos vesiculosos, acentuadamente grandes e
polimérficos (indicios de regeneracdo). Na luz dos tibulos ha pequena quantidade de material
eosinofilico amorfo (proteina) e células epiteliais descamadas (Figura 3). Os tdbulos distais
estdo difusamente conspicuos e exibem dilatacdo marcada (Figura 4), com degeneracdo e
necrose epitelial multifocal mais acentuada que os primeiros. A luz comumente contém
células esfoliadas, detritos celulares e neutréfilos. Além disso, hd grande quantidade de
material amorfo alaranjado (hemoglobina) na forma de granulos grosseiros que, quando
aglutinados formam cilindros densos, de aspecto refrangivel (Figuras 5 e 6). Os cilindros de
hemoglobina sdo bastante numerosos, € se concentram principalmente na camada medular
interna do rim, onde sdo vistos também na luz de tibulos coletores. Adicionalmente, ha focos
esparsos de mineralizacao tubular. Alguns glomérulos tém o espago de Bowman parcialmente

ocupado por material proteindceo. Figado (nd3o submetido): hd marcadas degeneracido e

necrose dos hepatdcitos centro-lobulares, com rarefacdo do parénquima nesses locais. Boa
parte dos hepatdcitos tem o citoplasma substituido por vactiolos multiplos, de tamanhos
diversos, que circundam o nucleo (degeneracdo hidropica). Alguns hepatdcitos estdo
destacados dos demais, pequenos, com citoplasma intensamente eosinofilico e ntcleo

encarquilhado e hipercromatico ou fragmentado (apoptose). Por todo o parénquima, mas
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principalmente no centro dos l6bulos, ha grande quantidade de material amorfo amarelo e

denso no citoplasma de hepatdcitos e células de Kupffer. Esse pigmento também € visto no
citoplasma dos hepatdcitos degenerados previamente descritos. Parte desse pigmento cora
pelo azul da Prussia e parte, pelo dcido periddico de Schiff (PAS), o que sugere tratar-se de
hemossiderina e uma mistura de ceroide-lipofuscina, respectivamente. Nos canaliculos
biliares ha pequenos cilindros de material amarelado denso (pigmento biliar).
Adicionalmente, hd focos aleatérios de necrose hepdtica associados a pigmento biliar e

pequenas hemorragias. Baco (ndo submetido): hd grande quantidade de macréfagos com

citoplasma repleto de hemossiderina. Encéfalo (ndo submetido): ha vacuolizacdo massiva da
substancia branca, sob a forma de vactiolos periaxonais grandes, e raros esferoides axonais.
As alteracdes foram mais apreciadas nas sec¢des do bulbo, ponte, tdlamo e mesencéfalo e
cerebelo. A rarefacdo do parénquima neural fica evidente também a avaliagdo macroscépica

das se¢des histoldgicas coradas por hematoxilina-eosina.

Diagnéstico morfolégico:

1) Rim, necrose tubular difusa, moderada, associada a material eosinofilico intraluminal e
pigmento intracitoplasmatico no epitélio tubular, ovino, macho, Texel, 1 ano

2) Figado, degeneracdo e necrose hepatocelular centrolobular, difusa, acentuada, com
colestase, associada a pigmento intracitoplasmdtico em hepatdcitos, ovino, macho, Texel, 1
ano

3) Encéfalo, substancia branca, degeneracdo esponjosa multifocal acentuada, ovino, macho,

Texel, 1 ano

Diagnéstico etiologico: Hepatopatia e nefropatia toxicas. Encefalopatia metabdlica

Comentarios: A intoxicag¢do por cobre é uma doenca toxica, que ja foi descrita em todas as
espécies domésticas ao redor do mundo e que ocorre nas formas aguda e cronica, geralmente
sob forma de surtos.

A intoxicacdo aguda é rara e ocorre quando ha ingestdo de grandes quantidades de
cobre de uma unica vez, o que desencadeia transtornos gastrintestinais devido a propriedade
caustica do mineral. A intoxicacdo cronica € mais relatada que a forma aguda e, portanto,
mais importante como causa de morte em ovinos. A apresentacdo crOnica da intoxicagdao
pode ser (a) primdria, causada pelo consumo de alimentos contendo niveis elevados de cobre;

(b) fitégena, associada ao consumo de pastagens que contém niveis normais de cobre e teores
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reduzidos de molibdénio; e (c) hepatégena, em que o actimulo de cobre ocorre em

consequéncia de lesdes hepdticas causadas por plantas que contém alcaloides pirrolizidinicos.

A intoxicagdo crOnica é muito comum e acomete especialmente ovinos, que sdo
considerados os animais mais susceptiveis aos efeitos toxicos do mineral. Este fato € atribuido
a uma maior sensibilidade a captagdo e menor efici€ncia na excre¢do de cobre e, portanto,
maior suscetibilidade a intoxicacdo do que outras espécies.

H4 ainda diferencas de suscetibilidade a intoxicacdo entre as diferentes racas de
ovinos; as racas de carne s@o mais sensiveis que as racas de la, uma caracteristica
provavelmente relacionada a capacidade genética desses animais em absorver o cobre. A raca
North Ronaldsay € a mais sensivel a intoxicag¢do, seguida pela Texel. A de menor
suscetibilidade é a ragca Merino, que possui maiores necessidades de cobre e tem maior
resisténcia para sobreviver a crise hemolitica. No Uruguai, ndo tem sido observada variagdao
de suscetibilidade entre as ragas criadas naquele pais. No Rio Grande do Sul, a doenca tem
sido descrita em Corriedale, Romney Marsh, Ideal, Ile de France, Texel e Suffolk. No
Nordeste do Brasil, ocorre em diversas ragas, como Santa Inés, Morada Nova e Dorper, mas
ndo se sabe se essas s30 mais suscetiveis que as ragas criadas no Sul e Sudeste.

No Rio Grande do Sul, surtos de intoxicacdo cronica por cobre em ovinos sao
frequentes e geralmente associados a ingestdo excessiva desse elemento através da
suplementagdo alimentar a base de concentrados e/ou a intoxicacdo por Senecio brasiliensis.
Num estudo recentemente realizado no RS sobre causas de mortes em 361 ovinos conclui-se
que 5,8% das mortes foram atribuidas a intoxicag¢do por cobre, o que correspondeu a 14% das
intoxicagdes. No nordeste do Brasil, os surtos sdo associados a intoxica¢do por Crotalaria
retusa.

A intoxicag@o cronica por cobre € caracterizada por duas fases, uma subclinica,
durante a qual o cobre se acumula no figado durante semanas ou meses, e outra fase aguda,
em que o cobre liberado na corrente sanguinea causa crise hemolitica e morte num periodo
que varia de 6 horas a 6 dias.

Depois de absorvido sob a forma de sais, 70-90% do cobre € internalizado pelos
hepatdcitos, onde € armazenado nos lisossomos, redistribuido para a bile, através da qual é
excretado, ou utilizado na formacdo de ceruloplasmina. A excre¢do ocorre numa taxa menor
que 1% do montante ingerido, no caso dos ruminantes, e o restante do mineral fica acuamulado
no figado até que os hepatdcitos fiquem saturados, sem causar sinais clinicos. Quando os
hepatdcitos morrem (espontaneamente ou em resposta a estresse ambiental ou mudangas na

dieta), ocorre liberagdo de grandes quantidades de cobre cuiprico na corrente sanguinea. O
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excesso de cobre na circulacdo causa desnaturacdo da hemoglobina e dano oxidativo direto a

membrana celular dos eritrocitos com consequente hemolise intravascular. A destrui¢dao dos
eritrocitos de maneira abrupta (crise hemolitica) causa necrose de hepatdcitos que libera ainda
mais cobre na circulag@o, gerando um ciclo vicioso de crises hemoliticas e necrose hepdtica.
A crise hemolitica € a responsavel pelas lesdes de necrose hepatica e nefrose hemoglobintrica
que levam o animal a morte quase que invariavelmente.

A fase hemolitica da intoxicacdo pelo cobre geralmente € desencadeada por
estimulos nocivos que incluem transporte, mudangas hierarquicas, administracdo de fairmacos
oxidativos, inani¢cdo ou troca de ambiente, mas o mecanismo que relaciona eventos
estressantes a liberacao de cobre pelos hepatdcitos € desconhecido.

Os sinais clinicos observados na fase aguda da intoxicacdo incluem depressao,
anorexia, fraqueza, taquipneia, ptialismo, hemoglobindria, ictericia € morte aguda. Achados
de necropsia incluem ictericia, rins tumefeitos de cor metdlica, urina com cor de vinho do
Porto e bago aumentado, com parénquima castanho ou preto e figado alaranjado e fridvel.
Histologicamente, vé-se, no rim, necrose tubular aguda associada a hemoglobina (nefrose
hemoglobintrica) e, no figado, necrose hepatica centro-lobular, acimulo de pigmento biliar e
macréfagos repletos de pigmento castanho ao redor dos espagos-porta. A histoquimica
utilizando o PAS e a rodanina revela que esse pigmento ¢ uma mistura de lipofuscina-ceroide
e cobre, respectivamente.

Sabe-se que a hemoglobina por si s6 nao € nefrotoxica. No caso da intoxicagdo por
cobre, os animais afetados geralmente tém isquemia renal secundéria a choque hipovolémico
ou anemia grave e a hemoglobintria pode ter um efeito deletério adicional sobre o epitélio
tubular j& comprometido pela necrose isquémica. No entanto, grandes concentracdes deste
elemento no soro sanguineo e no filtrado glomerular podem exacerbar a necrose tubular que
ocorre como resultado de isquemia.

H4 poucos relatos sobre acometimento do sistema nervoso central (SNC) na
intoxicacao por cobre. A degeneracdo esponjosa, ou status spongiosus, é descrita no encéfalo
de ovinos que morrem durante ou apds a crise hemolitica. O achado mais frequente é a
vacuolizagdo da substancia branca, que decorre de edema no citoplasma dos oligodendrécitos.
Adicionalmente, alguns animais apresentam satelitose, degenera¢do neuronal, neuronofagia e
presenca de astrocitos Alzheimer tipo II no encéfalo e na medula e espinhal. Encefalomalacia
foi descrita em uma ocasido. Recentemente foi demonstrada correlacdo fortemente positiva
entre os altos niveis de cobre no figado e no encéfalo de ovinos intoxicados por cobre e que

desenvolveram sinais clinicos e lesdes neuroldgicas. Através de histoquimica ficou



%VMW¢ XV Encontro Nacional de Patologia Veterindria e I Congresso Brasileiro

de Patologia Veterindria. Anais... Goiania: Patologia
PN s Veterindria/EVZ/UFG, 2011.
demonstrado acimulo de cobre no citoplasma de astrécitos tumefeitos. No ovino deste relato,

os sinais neuroldgicos e degeneracdo esponjosa foram atribuidos a lesdo hepatica
(encefalopatia hepatica). Normalmente, substincias toxicas sdo eliminadas quando de sua
passagem pelo figado, o que ndo ocorre quando hd lesdo hepdtica difusa grave com
insuficiéncia hepdtica. A amodnia é considerada a principal substancia envolvida na
patogénese da encefalopatia hepatica, onde a elevada quantidade de amodnia no sangue leva ao
acimulo dessa substincia no encéfalo e prejudica o metabolismo cerebral, levando ao
aparecimento de sinais clinicos. Embora a amonia sérica ndo tenha sido dosada neste animal,
o nivel de ureia estava nove vezes acima do limite fisiolégico mdximo, o que poderia ter
causado hiperamonemia.

O quadro clinico, alteragdes macroscopicas e histoldgicas juntamente com os dados
epidemioldgicos sugerem o diagndstico presuntivo. O diagnéstico pode ser confirmado
através da determinacao dos niveis do mineral no alimento (sendo a concentracdo limite de 16
mmol de cobre/kg) ou nos tecidos do animal (plasma e soro sanguineos, figado e rim). A
concentracdo normal de cobre no plasma varia de 13 a 20 pmol/L (0,8 a 1,2ug/mL). Os
valores aceitdveis para o soro variam de 0,6 e 1,5 umol/L (0,6 a 1,5 ppm). Concentracdes
plasmaéticas entre 2,4 e 20 ug/mL (2,4 a 20 ppm) sdo diagndsticas de toxicose aguda. A
concentracdo normal de cobre no figado € de 173 + 130 ppm (média + SD) e 129 + 59 ppm
(matéria seca) para adultos e cordeiros, respectivamente. As concentragdes para matéria
umida sdo de 429 + 249 ppm. No caso do rim, concentragdes de 15 e 50 ppm para matéria
seca e umida, respectivamente, sdo observadas durante a crise hemolitica.

As concentragdes de cobre no figado e no rim, quando consideradas em conjunto, sao
o indicador mais confidvel para o diagndstico de intoxica¢do por cobre em animais mortos.
Em animais vivos o diagndstico pode ser realizado pelo estudo da patologia clinica ou pela
determinac¢do de cobre em bidpsias hepaticas.

Os diagnésticos diferenciais para hemoglobintria em ovinos incluem leptospirose
(Leptospira interrogans serovares pomona, icterohemorrhagica e hardjo), babesiose (Babesia
ovis € B. motasi), hemoglobindria bacilar (carater experimental) e intoxicacao por plantas dos
géneros Brassica (B. napus, nabo; B. oleracea sps., couve e repolho), Allium (ex. cebola) e
Quercus (carvalho). Hemoglobintria também € descrita como parte da doenga do cordeiro
amarelo, entidade que tem sido relatada em diversos paises que ndo o Brasil e que ¢ atribuida
ao agente Clostridium perfingens tipo A.

A diferenciacdo entre as doencas listadas pode ser facilmente realizada através do

histérico clinico do animal, combinac¢do das lesdes macroscopicas e macroscopicas do rim
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com os demais 6rgdos, demonstracdo dos agentes infecciosos nos casos pertinentes, tanto

através de achados histolégicos quando de técnicas microbiolégicas e moleculares e

determinac¢do dos niveis de cobre a partir de tecidos do animal, como descrito previamente.

Tabela 1 — Hemograma (valores de referéncia entre parénteses*)

Hemograma
Eritrécitos (x10°mm®) 3,58  (9-15) HCM (pg) 1536  8-12
Hemoglobina (g/dL) 5,50  (9-15) CHCM (%) 30,90 (31-34)
Hematécrito (%) 17,80 (27-45) ,

RDW (Indice de anisocitose) 32,60 (11-14)
VCM (fl) 49,70  (28-40)

*SMITH, B. P. Large animal internal medicine. 4.ed. St. Louis: Mosby Elsevier, 2009

Tabela 2 — Painel bioquimico

Parametro Unidade Resultado Valores de referéncia*
Aspartato aminotransferase (AST) U/L 3.300 60-280
v-glutamiltransferase (GGT) U/L 600 40-94
Creatinina mg/dL 17 1,2-1,9

Ureia mg/dL 500 8-20

Proteina sérica g/dL. 10 6,0-7,9

*SMITH, B. P. Large animal internal medicine. 4.ed. St. Louis: Mosby Elsevier, 2009
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Figura 1: Rim, carneiro. O citoplasma das células dos
tibulos proximais estd repleto de pigmento marrom-
dourado. Por vezes, o pigmento forma granulos densos
(seta). (HE, obj. 40).

Figura 3: Rim, carneiro. Ha tibulos repletos de detritos
celulares ou material proteindceo (tibulo ao alto). As
células epiteliais exibem marcada vacuolizagio
citoplasmatica (tibulo a esquerda) e apoptose
ocasional (seta). (HE, obj. 40).

Figura 5: Rim, carneiro. Os tibulos t€ém a luz

preenchida  por material amorfo alaranjado
(hemoglobina), visto eventualmente como granulos
grosseiros. (HE, obj. 40).
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Figura 2: Rim, carneiro. Parte do pigmento marrom-
dourado no citoplasma das células tubulares consiste
de hemossiderina. (Azul da Prissia, obj. 40).

Figura 4: Rim, carneiro. H4 dilatacdo tubular difusa
acentuada, especialmente dos tubulos proximais. (HE,
obj, 10).

Figura 6: Rim, carneiro. Alguns tdbulos contém
cilindros alaranjados, densos e de aspecto refrangivel
(hemoglobina). (HE, obj. 40).
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Intoxicacio aguda por samambaia (Pteridium aquilinum) em um bovino
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Tessele, Claudio S. L. Barros

Universidade Federal de Santa Maria, Laboratério de Patologia Veterindria, Avenida Roraima, 1000,
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(55)3220-8168, e-mail: julianasbrum @ yahoo.com.br

Identificacao do animal: bovina (Bos taurus), macho castrado, mesti¢co, 2 anos

Historico: este bovino pertencia a um rebanho de 12 animais com cerca de dois anos de idade
que foram colocados em uma pastagem altamente infestada com samambaia (Pteridium
aquilinum). Cinco bovinos (incluindo o aqui descrito) morreram depois de apresentar sinais
clinicos que incluiam febre, hemorragias através das narinas, petéquias nas mucosas €
hematiria. Os bovinos foram colocados no campo infestado com samambaia na metade do
més de outubro (primavera) e as mortes ocorreram no final de dezembro e inicio de janeiro
(verao). Quando examinado pela primeira vez, o bovino aqui descrito estava deprimido e
tinha o pelo arrepiado. Observaram-se algumas petéquias na mucosa ocular e a urina estava
levemente vermelha. As fezes eram amolecidas e tinham pequenos codgulos sanguineos. A
temperatura retal era de 40.2°C. Nos dias seguintes a temperatura aumentou para 42,2°C e os
sinais clinicos agravaram-se; havia significativa hematdria, hemorragia nasal, depressao e as
fezes estavam amolecidas, negras, com codgulos de sangue e odor pitrido. Este bovino
morreu em seis dias do inicio dos sinais clinicos (os outros animais afetados morreram em até

25 dias). Nas fases terminais da doenca, a temperatura retal diminuiu para 39°C.

Exames complementares: marcada trombocitopenia e neutropenia foram observadas. Na
Tabela 1 podem-se observar os resultados hematolégicos obtidos um dia antes da morte desse

bovino.
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Tabela 1 — Hemograma

Parametro Unidade Resultado Valores de referéncia
Eritrécitos (x10%/mm?) 5,1 (5-10)
Hemoglobina (g/dl) 7.9 (8-15)
Hematécrito (%) 23 (24-46)
VCM (1) 45,1 (40-60)
CHCM (%) 34,3 (30-36)
Leucdcitos totais (/mm®) 5.100 (4.000-12.000)
Neutrofilos (%) 0 (15-45)
(/mm’) 0 (600-4.000)
Linfécitos (%) 100 (45-75)
(/mm’) 5.100 (2.500-7.500)
Monécitos (%) 0 2-7)
(/mm®) 0 (25-840)
Eosinéfilos (%) 0 (0-20)
(/mm®) 0 (0-2.400)
Basofilos (%) 0 (0-2)
(/mm®) 0 (0-200)
Plaquetas (x10*/mm?) 3 (100-800)

Descricao macroscopica: grandes areas de hemorragia foram observadas no tecido
subcutaneo da regido tordcica e abdominal, principalmente nas regides de atrito. Vdrias areas
de hemorragia com aproximadamente 0,5 cm de didmetro eram observadas na superficie
subepicdrdica e focos hemorrdgicos foram observados em ambos os ventriculos. As
superficies natural e de corte dos linfonodos estavam hemorrdgicas. Havia hemorragia
capsular no bago. Petéquias, equimoses e hematomas foram observados no omento,
mesentério € na serosa dos intestinos e estdmagos. Na mucosa do abomaso havia multiplas
pequenas ulceras e no limen, proximo ao piloro, havia um codgulo cilindrico com 17 x 4 cm.
Havia tlceras recobertas com sangue na mucosa intestinal, principalmente ao redor das placas
de Peyer. Parte do sangue estava misturada com o contetido do intestino grosso € um codgulo

cilindrico com 15 x 3 cm foi observado no limen do ceco. A mucosa dos ureteres estava
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acentuadamente edematosa e hemorragica. Na bexiga havia aproximadamente 200 ml de
urina com sangue; a mucosa desse 6rgdo também estava edematosa e hemorragica. Havia

codgulos nas cavidades articulares dos membros pélvicos.

Descricao histopatolégica: em secdes da medula 6ssea do esterno observou-se marcada
aplasia, caracterizada pela acentuada escassez ou auséncia de células nucleadas. Os sinusoides
estavam distendidos devido a falta de pressdo exercida normalmente pelas células
hematopoéticas (Figura 1A). Esta alteracdo fica mais fdcil de ser observada quando
comparada a uma medula 6ssea normal de um bovino de mesma idade (FiguralB). Todas as
hemorragias observadas macroscopicamente foram confirmadas histologicamente (nao

submetidas).

Diagnéstico morfologico: medula dssea (esterno), aplasia acentuada, bovino, macho

castrado, mestico, 2 anos.
Diagnéstico etiolégico: mielopatia téxica

Comentarios: samambaia (Pteridium aquilinum) é a segunda mais importante planta que
causa intoxicag¢ao em bovinos no sul do Brasil, sendo responsdvel por 12% de todas as mortes
em bovinos nessa regido. A ingestdo da samambaia resulta em trés formas clinicas bem
descritas no bovino.

Duas destas formas sdo cronicas e caracterizadas pelo desenvolvimento de
neoplasmas: carcinoma de células escamosas do trato digestivo superior (base da lingua,
esofago e entrada do rimen); e varios tipos de neoplasmas na bexiga. Essa ultima condi¢do é
associada com hemorragia da bexiga e universalmente conhecida como hematiria enzodtica.
A cocarcinogénese da samambaia com o papilomavirus-4 (BPV-4) e BPV-2 é implicado,
respectivamente, na patogénese do carcinoma de células escamosas no trato digestivo superior
e da bexiga.

A terceira condicdo causada pela ingestdo da planta € caracterizada por aplasia da
medula 6ssea e tendéncias hemorrdgicas” Descreve-se aqui um caso dessa condi¢do, que €
geralmente referida como a forma aguda da intoxicacdo por samambaia. E uma doenca de

bovinos, mas também tem sido ocasionalmente descrita em ovelhas.
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Intoxicag@o aguda por samambaia foi originalmente descrita na Inglaterra no final
do século 19 como uma doenca aguda caracterizada por febre alta, hemorragias e altas taxas
de letalidade. Durante este tempo a etiologia era somente suspeitada, mas foi confirmada nos
anos seguintes € nos anos mais tarde por sucessivos experimentos em bovinos sendo
alimentados com grandes quantidades da planta por periodos prolongados. Uma doenca
semelhante foi observada durante o outono de 1917-1920 em bovinos no estado de Nova
Iorque, mas somente mais tarde foi confirmado que a causa era a ingestdo de samambaia.
Desde entdo a doencga tem sido descrita em véarios paises.

Os sinais clinicos associados com a forma aguda da intoxicac@o por samambaia em
bovinos incluem febre alta (até 42,5°C), hemorragias acentuadas em varios tecidos e 6rgaos,
neutropenia e trombocitopenia. Febre alta aparece como o primeiro sinal clinico da doenca.
Alguns autores acreditam que a intensidade da febre que ocorre nessa doenga, ndo acontece
em nenhuma outra doenga de bovino. A febre € seguida por hemorragias ao redor da cavidade
nasal e depressao. Nos estagios avancados da doencga a febre pode baixar.

Intoxicacdo aguda por samambaia em bovinos tem sido subdividida por alguns
autores em dois tipos: 1) entérica, que é a mais comum e caracterizada principalmente por
depressdo, anorexia, febre alta, pulso fraco, codgulos sanguineos nas fezes que também tém
odor putrido, membranas mucosas palidas e hemorragias através das membranas mucosas do
nariz, olhos, vagina e anus; e 2) laringea, na qual os sinais clinicos incluem febre alta,
respiragdo dificil e ruidosa e edema da laringe. Na nossa experiéncia, entretanto, esses sinais
sdo incomumente observados e ambos o0s tipos estdo sobrepostos em um mesmo animal, como
no bovino aqui descrito. Hemorragias nos locais de pun¢ao venosa, de picadas de insetos e no
leite sdo comumente observadas.

Na nossa regido, a intoxicacdo aguda geralmente ocorre nos meses de primavera e
verdo, em campos de morros onde o clima contribui para o crescimento da planta. A
morbidade € ao redor de 12,5%-21,5% e taxas de letalidade sdo altas. A morte ocorre em dois
ou trés dias depois do primeiro sinal clinico. No entanto, casos hiperagudos (entre 4-10
horas), e casos de recuperacao tém sido também reportados.

A primeira lesdo na intoxicacdo aguda por samambaia em bovinos € uma
acentuada supressdo (aplasia) da medula éssea (como observado no bovino aqui descrito),
resultando em trombocitopenia e neutropenia. Nenhuma mudanca foi observada nos

eritrocitos e qualquer deficiéncia na contagem destas células se deve mais as hemorragias do
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que a supressdo da medula, visto que a meia-vida dos eritrécitos no bovino € considerada
maior (157-162 dias) do que as das plaquetas (5-10 dias) e do que dos neutréfilos (12 horas).

Geralmente a morte ocorre pela grande perda de sangue, relacionada com a
trombocitopenia. Isso pode ser observado quando o niimero de plaquetas estd menos que
10.000/mm’ no sangue. Nestes casos ocorre hemorragia fatal nas cavidades corporais. No
caso aqui descrito, a contagem de plaquetas estava em 3.000/mm’ um dia antes da morte.
Bacteremia também € relatada pela quase completa auséncia de neutréfilos no sangue
periférico. Se depois do inicio da bacteremia o bovino sobrevive por vérios dias, infartos
podem ocorrer no figado, pulmao, rins e baco. A morte ocorre por causa de hemorragia
interna ou septicemia.

Os principais achados de necropsia sdo hemorragias de tamanhos variados e em
orgdos diversos. Petéquias e equimoses ocorrem no tecido subcutineo. Sufusdes sdao
observadas nas serosas de vdrios 6rgdos da cavidade abdominal e tordcica. Ha edema e
hemorragia dos linfonodos. Codgulos sanguineos podem ser encontrados na cavidade
abdominal. Ulcera¢des nas mucosas e codgulos no limen dos pré-estdmagos, abomaso,
intestino delgado e intestino grosso sdo observados. Areas pdlidas de necrose sdo vistas no
figado, coragdo, rins e baco. Essas dreas geralmente se referem aos infartos, que,
provavelmente, sdo causadas por toxinas bacterianas e nao por isquemia. O edema da faringe
e laringe € grave.

As hemorragias observadas macroscopicamente também s3o confirmadas
histologicamente. Adicionalmente, focos de necrose de coagulacdo associados a agregados
bacterianos podem ser encontrados do figado, coracdo, rins e baco. O mais notdvel dos
achados histolégicos € a aplasia da medula dssea.

O ptaquilosideo € a toxina do Pteridium aquilinum responsédvel pela supressdao
medular na doenca aguda. Esta toxina tem propriedades cumulativas e decorrido o tempo do
inicio da ingestdao da planta e os desenvolvimento dos sinais clinicos dependem apenas da
quantidade de planta ingerida. Geralmente a ingestdo didria chega ao redor de 10g/kg de peso
vivo durante 2-11 semanas.

Na lista de diagndsticos diferenciais para intoxicagdo aguda por samambaia em
bovinos deve-se incluir anaplasmose, pneumonia por Mannheimia (diferencial para a forma
laringea), septicemia por pasteurellose, leptospirose, intoxicacdo por trevo-amarelo e

hemoglobinuria bacilar. Uma doenca similar causada por aplasia da medula 6ssea é descrita
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em bovinos na Austrdlia e € causada pela ingestdo de outra planta toxica, (Cheilanthes

sieberi).
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Figura 1 — Medula 6ssea, bovino. Pode-se observar a acentuada escassez de células nucleadas (A) quando
comparada a medula do bovino controle (B). (HE, 10x)
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Identificacao do animal: bovina (Bos taurus), macho castrado, mesti¢co, 2 anos

Historico: este bovino pertencia a um rebanho de 12 animais com cerca de dois anos de idade
que foram colocados em uma pastagem altamente infestada com samambaia (Pteridium
aquilinum). Cinco bovinos (incluindo o aqui descrito) morreram depois de apresentar sinais
clinicos que incluiam febre, hemorragias através das narinas, petéquias nas mucosas €
hematiria. Os bovinos foram colocados no campo infestado com samambaia na metade do
més de outubro (primavera) e as mortes ocorreram no final de dezembro e inicio de janeiro
(verao). Quando examinado pela primeira vez, o bovino aqui descrito estava deprimido e
tinha o pelo arrepiado. Observaram-se algumas petéquias na mucosa ocular e a urina estava
levemente vermelha. As fezes eram amolecidas e tinham pequenos codgulos sanguineos. A
temperatura retal era de 40.2°C. Nos dias seguintes a temperatura aumentou para 42,2°C e os
sinais clinicos agravaram-se; havia significativa hematdria, hemorragia nasal, depressao e as
fezes estavam amolecidas, negras, com codgulos de sangue e odor pitrido. Este bovino
morreu em seis dias do inicio dos sinais clinicos (os outros animais afetados morreram em até

25 dias). Nas fases terminais da doenca, a temperatura retal diminuiu para 39°C.

Exames complementares: marcada trombocitopenia e neutropenia foram observadas. Na
Tabela 1 podem-se observar os resultados hematolégicos obtidos um dia antes da morte desse

bovino.
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Tabela 1 — Hemograma

Parametro Unidade Resultado Valores de referéncia
Eritrécitos (x10%/mm?) 5,1 (5-10)
Hemoglobina (g/dl) 7.9 (8-15)
Hematécrito (%) 23 (24-46)
VCM (1) 45,1 (40-60)
CHCM (%) 34,3 (30-36)
Leucdcitos totais (/mm®) 5.100 (4.000-12.000)
Neutrofilos (%) 0 (15-45)
(/mm’) 0 (600-4.000)
Linfécitos (%) 100 (45-75)
(/mm’) 5.100 (2.500-7.500)
Monécitos (%) 0 2-7)
(/mm®) 0 (25-840)
Eosinéfilos (%) 0 (0-20)
(/mm®) 0 (0-2.400)
Basofilos (%) 0 (0-2)
(/mm®) 0 (0-200)
Plaquetas (x10*/mm?) 3 (100-800)

Descricao macroscopica: grandes areas de hemorragia foram observadas no tecido
subcutaneo da regido tordcica e abdominal, principalmente nas regides de atrito. Vdrias areas
de hemorragia com aproximadamente 0,5 cm de didmetro eram observadas na superficie
subepicdrdica e focos hemorrdgicos foram observados em ambos os ventriculos. As
superficies natural e de corte dos linfonodos estavam hemorrdgicas. Havia hemorragia
capsular no bago. Petéquias, equimoses e hematomas foram observados no omento,
mesentério € na serosa dos intestinos e estdmagos. Na mucosa do abomaso havia multiplas
pequenas ulceras e no limen, proximo ao piloro, havia um codgulo cilindrico com 17 x 4 cm.
Havia tlceras recobertas com sangue na mucosa intestinal, principalmente ao redor das placas
de Peyer. Parte do sangue estava misturada com o contetido do intestino grosso € um codgulo

cilindrico com 15 x 3 cm foi observado no limen do ceco. A mucosa dos ureteres estava
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acentuadamente edematosa e hemorragica. Na bexiga havia aproximadamente 200 ml de
urina com sangue; a mucosa desse 6rgdo também estava edematosa e hemorragica. Havia

codgulos nas cavidades articulares dos membros pélvicos.

Descricao histopatolégica: em secdes da medula 6ssea do esterno observou-se marcada
aplasia, caracterizada pela acentuada escassez ou auséncia de células nucleadas. Os sinusoides
estavam distendidos devido a falta de pressdo exercida normalmente pelas células
hematopoéticas (Figura 1A). Esta alteracdo fica mais fdcil de ser observada quando
comparada a uma medula 6ssea normal de um bovino de mesma idade (FiguralB). Todas as
hemorragias observadas macroscopicamente foram confirmadas histologicamente (nao

submetidas).

Diagnéstico morfologico: medula dssea (esterno), aplasia acentuada, bovino, macho

castrado, mestico, 2 anos.
Diagnéstico etiolégico: mielopatia téxica

Comentarios: samambaia (Pteridium aquilinum) é a segunda mais importante planta que
causa intoxicag¢ao em bovinos no sul do Brasil, sendo responsdvel por 12% de todas as mortes
em bovinos nessa regido. A ingestdo da samambaia resulta em trés formas clinicas bem
descritas no bovino.

Duas destas formas sdo cronicas e caracterizadas pelo desenvolvimento de
neoplasmas: carcinoma de células escamosas do trato digestivo superior (base da lingua,
esofago e entrada do rimen); e varios tipos de neoplasmas na bexiga. Essa ultima condi¢do é
associada com hemorragia da bexiga e universalmente conhecida como hematiria enzodtica.
A cocarcinogénese da samambaia com o papilomavirus-4 (BPV-4) e BPV-2 é implicado,
respectivamente, na patogénese do carcinoma de células escamosas no trato digestivo superior
e da bexiga.

A terceira condicdo causada pela ingestdo da planta € caracterizada por aplasia da
medula 6ssea e tendéncias hemorrdgicas” Descreve-se aqui um caso dessa condi¢do, que €
geralmente referida como a forma aguda da intoxicacdo por samambaia. E uma doenca de

bovinos, mas também tem sido ocasionalmente descrita em ovelhas.



%VMW¢ XV Encontro Nacional de Patologia Veterindria e I Congresso Brasileiro

de Patologia Veterindria. Anais... Goiania: Patologia
Veterinaria/EVZ/UFG, 2011.

O Dusaios don Hialigagiio
Intoxicag@o aguda por samambaia foi originalmente descrita na Inglaterra no final
do século 19 como uma doenca aguda caracterizada por febre alta, hemorragias e altas taxas
de letalidade. Durante este tempo a etiologia era somente suspeitada, mas foi confirmada nos
anos seguintes € nos anos mais tarde por sucessivos experimentos em bovinos sendo
alimentados com grandes quantidades da planta por periodos prolongados. Uma doenca
semelhante foi observada durante o outono de 1917-1920 em bovinos no estado de Nova
Iorque, mas somente mais tarde foi confirmado que a causa era a ingestdo de samambaia.
Desde entdo a doencga tem sido descrita em véarios paises.

Os sinais clinicos associados com a forma aguda da intoxicac@o por samambaia em
bovinos incluem febre alta (até 42,5°C), hemorragias acentuadas em varios tecidos e 6rgaos,
neutropenia e trombocitopenia. Febre alta aparece como o primeiro sinal clinico da doenca.
Alguns autores acreditam que a intensidade da febre que ocorre nessa doenga, ndo acontece
em nenhuma outra doenga de bovino. A febre € seguida por hemorragias ao redor da cavidade
nasal e depressao. Nos estagios avancados da doencga a febre pode baixar.

Intoxicacdo aguda por samambaia em bovinos tem sido subdividida por alguns
autores em dois tipos: 1) entérica, que é a mais comum e caracterizada principalmente por
depressdo, anorexia, febre alta, pulso fraco, codgulos sanguineos nas fezes que também tém
odor putrido, membranas mucosas palidas e hemorragias através das membranas mucosas do
nariz, olhos, vagina e anus; e 2) laringea, na qual os sinais clinicos incluem febre alta,
respiragdo dificil e ruidosa e edema da laringe. Na nossa experiéncia, entretanto, esses sinais
sdo incomumente observados e ambos o0s tipos estdo sobrepostos em um mesmo animal, como
no bovino aqui descrito. Hemorragias nos locais de pun¢ao venosa, de picadas de insetos e no
leite sdo comumente observadas.

Na nossa regido, a intoxicacdo aguda geralmente ocorre nos meses de primavera e
verdo, em campos de morros onde o clima contribui para o crescimento da planta. A
morbidade € ao redor de 12,5%-21,5% e taxas de letalidade sdo altas. A morte ocorre em dois
ou trés dias depois do primeiro sinal clinico. No entanto, casos hiperagudos (entre 4-10
horas), e casos de recuperacao tém sido também reportados.

A primeira lesdo na intoxicacdo aguda por samambaia em bovinos € uma
acentuada supressdo (aplasia) da medula éssea (como observado no bovino aqui descrito),
resultando em trombocitopenia e neutropenia. Nenhuma mudanca foi observada nos

eritrocitos e qualquer deficiéncia na contagem destas células se deve mais as hemorragias do
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que a supressdo da medula, visto que a meia-vida dos eritrécitos no bovino € considerada
maior (157-162 dias) do que as das plaquetas (5-10 dias) e do que dos neutréfilos (12 horas).

Geralmente a morte ocorre pela grande perda de sangue, relacionada com a
trombocitopenia. Isso pode ser observado quando o niimero de plaquetas estd menos que
10.000/mm’ no sangue. Nestes casos ocorre hemorragia fatal nas cavidades corporais. No
caso aqui descrito, a contagem de plaquetas estava em 3.000/mm’ um dia antes da morte.
Bacteremia também € relatada pela quase completa auséncia de neutréfilos no sangue
periférico. Se depois do inicio da bacteremia o bovino sobrevive por vérios dias, infartos
podem ocorrer no figado, pulmao, rins e baco. A morte ocorre por causa de hemorragia
interna ou septicemia.

Os principais achados de necropsia sdo hemorragias de tamanhos variados e em
orgdos diversos. Petéquias e equimoses ocorrem no tecido subcutineo. Sufusdes sdao
observadas nas serosas de vdrios 6rgdos da cavidade abdominal e tordcica. Ha edema e
hemorragia dos linfonodos. Codgulos sanguineos podem ser encontrados na cavidade
abdominal. Ulcera¢des nas mucosas e codgulos no limen dos pré-estdmagos, abomaso,
intestino delgado e intestino grosso sdo observados. Areas pdlidas de necrose sdo vistas no
figado, coragdo, rins e baco. Essas dreas geralmente se referem aos infartos, que,
provavelmente, sdo causadas por toxinas bacterianas e nao por isquemia. O edema da faringe
e laringe € grave.

As hemorragias observadas macroscopicamente também s3o confirmadas
histologicamente. Adicionalmente, focos de necrose de coagulacdo associados a agregados
bacterianos podem ser encontrados do figado, coracdo, rins e baco. O mais notdvel dos
achados histolégicos € a aplasia da medula dssea.

O ptaquilosideo € a toxina do Pteridium aquilinum responsédvel pela supressdao
medular na doenca aguda. Esta toxina tem propriedades cumulativas e decorrido o tempo do
inicio da ingestdao da planta e os desenvolvimento dos sinais clinicos dependem apenas da
quantidade de planta ingerida. Geralmente a ingestdo didria chega ao redor de 10g/kg de peso
vivo durante 2-11 semanas.

Na lista de diagndsticos diferenciais para intoxicagdo aguda por samambaia em
bovinos deve-se incluir anaplasmose, pneumonia por Mannheimia (diferencial para a forma
laringea), septicemia por pasteurellose, leptospirose, intoxicacdo por trevo-amarelo e

hemoglobinuria bacilar. Uma doenca similar causada por aplasia da medula 6ssea é descrita
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em bovinos na Austrdlia e € causada pela ingestdo de outra planta toxica, (Cheilanthes

sieberi).
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Figura 1 — Medula 6ssea, bovino. Pode-se observar a acentuada escassez de células nucleadas (A) quando
comparada a medula do bovino controle (B). (HE, 10x)
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Pododermatite Plasmocitaria Felina

Leonardo Gruchouskei, Rodrigo T. S. Santanaz, Fernando F. Giraldes3, Raimundo A.

Tostes4, Aline M. Viott*

Universidade Federal do Parand, Campus Palotina. Rua Pioneiro, 2153 - Jardim Dallas -

Palotina — PR CEP: 85.950-000. (44) 3211-8520, (44) 3211-8522. viott@ufpr.br.

Identificacao do Animal: Felino, SRD, fémea, 3 anos.

Historico: Felino com histérico de ulcera no coxim plantar direito hd seis meses, um
més antes de ser encaminhado ao veterindrio comegou a claudicar o membro afetado.
Na anamnese observou-se uma ulcera no membro posterior direito medindo
aproximadamente 1,5 cm de didmetro. Havia hiperestesia a manipulagdo do membro
afetado. Apds diagnéstico histopatoldgico, o veterindrio iniciou o tratamento com
acetato de prednisona (4,4 mg/Kg, VO, SID por 15 dias) ndo obtendo melhora no
quadro clinico. Optou-se entdo pelo tratamento cirdrgico através de crioterapia
utilizando-se nitrogénio. Até o presente momento, um ano apds o tratamento, o animal

ndo apresentou recidiva do caso.

Descricao macroscopica: Ulcera no membro posterior direito medindo

aproximadamente 1,5 cm de diametro.

Descricao microscopica: Pele, coxim plantar. Microscopicamente, observou-se que a
epiderme apresentava ulceracdo focalmente extensa severa (Figura A) com intensa
exsudagdo neutrofilica e formacgao de crosta. Em alguns focos da drea ulcerada havia
segmentos da epiderme com severa espongiose (Figura 1A). Se estendendo da derme
superficial até a hipoderme observava-se um acentuado infiltrado inflamatério
composto principalmente por plasmdcitos, alguns binucleados, e neutréfilos
entremeados a raros macrofagos e linfécitos (Figura 1B). O padrdo inflamatério era
predominantemente perivascular com freqiientes células de Mott e alguns corpusculos
de Russel (Figura 2A e 2B). A proliferacdo de tecido conjuntivo fibroso era moderada

se acentuando nos segmentos mais profundos do corte. Os vasos sanguineos estavam
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acentuadamente dilatados e hiperémicos. Nao foram observados dcaros, fungos, células

neoplésicas ou presenca de corpo estranho nos fragmentos analisados.

Diagnéstico morfoldgico: Pele (coxim plantar), pododermatite plasmocitdria, cronica
ativa, difusa acentuada com ulcera¢do focalmente extensa, felino (Felis catus), S.R.D.,

fémea, 3 anos.
Diagnéstico etiolégico: Pododermatite autoimune

Comentarios: A pododermatite plasmocitaria felina é uma doenca rara, que afeta os
coxins e nao possui predisposi¢cao de raga, sexo e idade. A patogenia nao é determinada,
devido had hipergamaglobulinemia, envolvimento de linfécitos, deposito de
imunocomplexos e responder a terapia de glicocorticéides acreditasse que tenha origem
imunomediada, porém € essa teoria € questiondvel devido a lesdo ser localizada e
responder bem ao tratamento cirirgico, o que corrobora a hipdtese de que existam mais
fatores envolvidos. Reporta-se que o quadro costuma recidivar em regides de clima
quente o que suporta a hipdtese de uma origem alérgica. O papel de infec¢do retroviral é
controverso. Enquanto a maioria dos relatos indica que os gatos afetados sdo negativos
para o virus da leucemia felina (FeLV) e da imunodeficiéncia felina (FIV), outros
estudos reportam uma incidéncia de positividade ao FIV de 50%. A doenca ¢é
caracterizada clinicamente pelo amolecimento, edemaciacdo e dor nos coxins plantares
e palmares, mas pode ser observada também ulceracdo, hemorragia, claudicagio,
desconforto e dor. O edema nos coxins afetados se manifesta de maneira uniforme o que
ndo altera sua simetria. Embora multiplos coxins possam ser acometidos, a doenca pode
se manifestar de forma solitdria. Alguns autores relatam a presenca de placas
vegetativas no palato duro e mole e/ou edema na regido dorsal do nariz. Pode ocorrer o
desenvolvimento de amiloidose renal e hepatica. O diagndstico € baseado no historico,
exame clinico e citolégico, sendo somente confirmado através do exame
histopatoldgico.

O diagnéstico diferencial deve incluir granulomas de origem bacteriana ou
fingica e o granuloma eosinofilico felino, quando apenas um coxim € afetado devem ser
descartadas as neoplasias e granulomas causados por corpo estranho. O granuloma

eosinofilico € uma das enfermidades pertencentes ao complexo granuloma eosinofilico
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felino (CGEF). As lesdes sdo unicas ou agrupadas e podem se apresentar como ndédulos
ou placas ulceradas que se desenvolvem em qualquer lugar do corpo incluindo os
coxins. Os achados histolégicos caracterizam-se por dermatite granulomatosa nodular a

difusa, foliculite e furunculose eosinofilica e em alguns casos os eosindfilos e células

gigantes histiociticas multinucleadas podem estar presentes.
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Figura 1. A) Coxim plantar de um felino com pododermatite plasmocitdria. Hd intensa
ulceracdo da epiderme com exposicdo da derme, exsudagdo neutrofilica e formacdo de
crostas (cabeca da seta). Adjacente ao foco observa-se degeneracdo balonosa difusa severa
da epiderme remanescente (seta)), H&E, 4X. B) Coxim plantar de um felino com
pododermatite plasmocitdria. Observa-se um intenso infiltrado inflamatério composto

predominantemente por plasmdcitos (cabecas de seta) e neutréfilos. Alguns plasmécitos sdo
binucleados (seta), H&E, 20X.
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Figura 2. A) Coxim plantar de um felino com pododermatite plasmocitdria. Entre o infiltrado
inflamatdrio observam-se células de Mott (setas), H&E, 40X. B. Coxim plantar de um felino
com pododermatite plasmocitdria. Plasmdcitos contendo corpusculos de Russel foram
observados no tecido (seta), H&E, 20X.
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Osteopetrose em um cio
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Giraldes, Raimundo A. Tostes, Aline M. Viott
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Identificacao do Animal: Canina, SRD, fémea, aproximadamente 9 meses de idade.

Historico:O animal foi resgatado das ruas, e desde entdo passou a morar em casa sem
outros contactantes. Alimentava-se de racdo comercial, recebeu vacinas e vermifugos
conforme orientacdo médico veterindria. Passou por uma consulta médica para
avaliacdo do seu estado geral. Uma semana apds retornou com a queixa de prurido no
ouvido. Foi realizado citologia do mesmo, sendo positivo para cocos e malassezia. Na
cultura e antibiograma foi isolado, Staphylococcus intermedius, sensivel a cefalexina,
gentamicina, neomicina, sulfa e trimetropim, enrofloxacina, ciprofloxacina e resistente a
polimixina. Foi prescrito Otogem plus® 4 gotas, a cada 8 horas, durante 10 dias. Apds
dez dias o animal comecou a apresentar prurido intenso generalizado e alopecia,
escoriacoes, liquenificacdo, hiperpigmentagdo e seborréia, em regido ventral do pescogco
e inguinal. Foi entdo prescrito xampu com dcido latico 2%, uréia 3% e glicerina 2%.
Nao apresentou melhora significativa com o tratamento. Apds trés meses, o animal
retornou para outra consulta, porém com queixa de diminui¢do de apetite e apatia ha
aproximadamente 10 dias. J4 havia sido medicada por outro veterindrio que, com
suspeita de pneumonia, prescreveu amoxicilina por 14 dias. O animal apresentou
discreta melhora apenas no inicio do tratamento. Até entdo, nao havia outros sinais. No
exame fisico foi constatado temperatura de 40,3°C, frequéncia cardiaca de 156bpm,
frequéncia respiratéria de 72mrpm, desidratacdo leve, mucosas pdlidas, alopecia e
lignificacdo das regides periocular, cervical ventral, inguinal e auricular. Ainda
apresentava pustulas e secrecao enegrecida no pavilhao auricular.

Foi solicitado hemograma, o qual revelou uma anemia do tipo normocitica
normocrdnica. Apds a contagem de reticuldcitos, verificou-se que se tratava de uma

anemia aregenerativa (reticuldcitos 0,45%). A anélise morfoldgica constatou a presenca
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de policromasia e corpisculo de Howell-Joly. Além disso, o exame indicou
trombocitopenia e leucopenia. Frente a suspeita de erliquiose, o tratamento prescrito foi
doxiciclina 5mg/kg a cada 12 horas durante 21 dias, além de 2 aplicagdes de
diproprionato de imidocarb (2mg/kg) com intervalo de 14 dias. Apds quatorze dias de
tratamento foi realizado novos exames de acompanhamento, que indicaram diminuicao
de eritrdcitos e leucdcitos.

Frente a pancitopenia progressiva, o tratamento foi suspenso € novos exames
laboratoriais foram solicitados: PCR para erliquiose, sorologia para leishmaniose (1/40)
e pesquisa de antigeno para cinomose. Todos os resultados foram negativos. Vdrios
hemogramas seriados foram realizados, e um mielograma que constatou
hipocelularidade relativa por provavel aplasia/hipoplasia medular (ndo foi possivel
avaliar a relacdo granulocitica/eritrocitica). A bidpsia por aspira¢do de medula dssea, foi
feita com dificuldade, devido a resisténcia dssea aumentada, Nesta ocasido, o animal ja
apresentava outros sinais clinicos: paresia e flacidez da lingua. Foi iniciado tratamento
com sulfametazol associado a trimetoprim (30 mg/kg) a cada 24 horas e prednisona (1
mg/kg) também a cada 24 horas. Infelizmente, o quadro clinico do animal continuou
decaindo nos dias consecutivos com piora progressiva da paresia, flacidez da lingua
acentuada, perda da sensibilidade nasal, assimetria pupilar, perda do reflexo fotomotor,
trismo e secre¢do ocular purulenta. Como ultima tentativa, foi realizado uma aplicag¢do
de dexametasona (0,1mg/kg/IV), mas infelizmente o animal ndo apresentou qualquer

melhora e morreu.

Descricao macroscopica: A necropsia o animal estava magro com as mucosas
conjuntivais e orais intensamente pdlidas. A pele da face medial das coxas e da regiao
inguinal apresentava lignificacdo e hiperpigmentagdo intensa. Em ambos os ouvidos
observou-se moderada exsudacdo enegrecida (otite). Havia esplenomegalia leve. Os rins
estavam difusamente pélidos e ao corte o rim direito apresentava um cisto de 0,5 cm de
diametro na regido cortical. Observava-se edema pulmonar acentuado com presenca de
espuma e exsudato marrom em toda a extensdo da traquéia. Os pulmdes estavam
hipocrepitantes. Essa hipocrepitacio era acentuada nos lobos cranioventrais e mediais.
Havia dreas de hepatizacdo vermelha em aproximadamente 40% do pulmao. No cértex
parietal direito observou-se uma drea focal de maldcia com 1,5 cm de didmetro. Havia

achatamento das circunvolugdes cerebrais no hemisfério afetado.
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A avaliagdo macroscopica dos ossos ndo evidenciou alteracoes de forma e
tamanho. Na abertura dos ossos longos (fémur, imero e costelas) percebia-se retencao
das trabéculas 6sseas primarias que se estendiam da metéafise até a didfise dos ossos,
obliterando o espaco medular. A cortical era espessa ¢ o espagco medular estava
acentuadamente reduzido, dando ao osso um aspecto sélido e inteirico. A medula dssea
vermelha estava disposta somente no centro da didfise ocupando o espaco medular

restante.

Descricao microscopica: Ossos (fémur, imero, costelas, mandibula): histologicamente
a forma das epifises placas de crescimento, metafises e didfises estavam normais.
Observava-se grande quantidade de tecido condro-ossificado nas didfises e metéfises
dos ossos longos consistindo de matriz cartilaginosa envolta por espessas camadas de
tecido Osseo (Figura 1A e 1B). As trabéculas Osseas da epifise e da metéfise eram
espessas, confluentes e algumas vezes concentricamente arranjadas. Estes obliteravam
toda a extensdo da medular do osso. Os osteoclastos estavam presentes, mas pareciam
inativos. As lacunas de Howship eram raras. Havia inimeras linhas de cimentacdo nas
trabéculas formadas (Figura 2A) resultando em aspecto de mosaico tipico. Em meio a
essas espessas trabéculas Osseas notavam-se dreas com auséncia de ostedcitos e em
alguns casos essas dreas eram acompanhadas de intensa osteonecrose (Figura 2B).
Observavam-se dreas multifocais moderadas a acentuadas de fibrose e necrose da

medula 6ssea (Figura 3A e 3B).

Diagnéstico morfolégico: Osso (timero, fémur, costela, mandibula), osteopetrose
difusa severa com osteonecrose multifocal moderada, canino, S.R.D., fémea, 9 meses de

idade.

Diagnéstico etiologico: Osteopatia congénita.

Exames complementares:Hemogramas sucessivos demonstraram pancitopenia
progressiva caracterizada por anemia normocitica normocrdmica arregenerativa,

trombocitopenia e leucopenia grave
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HERITROGRAMA 18/10/2010 27/10/2010 09/11/2010 20/11/2010
Hemacias 3.560 milhoes 2.630 milhoes 2,800 milhoes 2,970 milhdes
Hemoglobina 8,1 g% 6,6 g% 7,1 g% 6,9 g%
Hematocrito 24% 19% 20% 20%
VCM 67,415 72,243 71,428 67,34
CHCM 33,750 34,736 35,500 34,5
Plaquetas 81.000 63.000 81.000 81.000
Reticulécitos 0,64% _ _ 0,45%

LEUCOGRAMA

Leucdcitos 5700 3900 1942 2.500
Metamieldcito 0 0 0 0
Bastonetes 0 0 0 50
Segmentados 4.731 2.574 1.223 1.150
Eosinéfilos 0 0 19 50
Baséfilos 0 0 0 0
Linfécitos 912 1.092 621 1.100
Mondcitos 57 234 77 150

Comentarios: A osteopetrose ¢ uma doenga dssea metabélica hereditaria caracterizada
pelo aumento generalizado da densidade déssea devido a um incremento na aposicao
Ossea ou decréscimo na absor¢ao. Embora a patogé€nese permaneca obscura a fungao
anormal dos osteoclastos € o principal fator desencadeante da lesdo na maioria das
espécies. A osteopetrose j4 foi relatada em camundongos, ratos, aves, ovinos, bovinos,
peixe-boi, gato, pacas e em veado da cauda branca. Em caes a osteopetrose ja foi
relatada em uma ninhada de trés filhotes de Daschshund. Os ossos afetados possuiam
tamanhos e formato normal, mas a fragilidade Ossea estava aumentadas sendo, as
fraturas, a principal queixa clinica. Casos isolados ja foram relatados em Pastor
Australiano e Pequinés com 12 e 30 meses respectivamente.

Ao que parece nos animais a maioria dos casos de osteopetrose € herdada como
um cardter autossomico recessivo. Devido a complexidade da funcdo e diferenciacio
dos osteoclastos, existem muitos pontos onde a absorcdo dssea pode ser interrompida, o
que explica a variabilidade clinica e morfol6gica dos casos de osteopetrose. Em
algumas formas da doenca os osteoclastos estdo presentes em abundancia, mas, sao
incapazes de fazer a reabsor¢do Ossea enquanto em outros, os osteoclastos estdo
ausentes ou marcadamente reduzidos em nimero.

Esta doenca estd presente ao nascimento e € caracterizada por retardo do
crescimento, desnutricio progressiva, anemia e caquexia. Os ossos acometidos sdo
densos e ndo tem cavidade medular, pois a espongiosa primdria se estende das metéfises
até o centro das didfises, dando um aspecto marmorizado ao osso. Devido a isso, a

osteopetrose, também € conhecida como “a doenca do osso de marmore”.
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Como a osteopetrose interfere na reabsorcdo dssea, o compartimento medular é
invadido por tecido 6sseo, comprometendo a homeostasia das células sanguineas,
levando a grave anemia mielotisica. O termo mieloptise designa um estado de
conformag¢ao medular em que algum ou todos os compartimentos produtores de células
sanguineas sofrem ‘“invasdo” de seus espacos virtuais. Dentre as anormalidades
metabodlicas capazes de causar mieloptise, merecem destaque a osteopetrose € as
doencas do armazenamento lipidico (doenca de Gaucher e doenca de Neimann Pick).
Quadros de anemia mielotisica em decorréncia da osteopetrose sdo citados no homem,
coelhos e em caes.

O diagnéstico da osteopetrose € realizado pela histologia, mas achados
radiolégicos caracteristicos associados a uma pungdo aspirativa da medula dssea
fracassada, em virtude da ossificagao acentuada do canal medular, sdo fortes indicios da
doenca. Radiograficamente, as cavidades medulares sdo densas, sem uma diferenciacdo
clara entre o cortex e medular. No exame radiografico dos cdes afetados relata-se
aumento acentuado da opacidade dos ossos longos com hipertrofia da cortical dssea.

Lesoes semelhantes a osteopetrose, com esclerose metafisaria, podem ocorrer
em associacdo com a infec¢do virus da cinomose canina em filhotes € na intoxicag¢do
por chumbo. Nos quadros de intoxicacdo por chumbo observa-se persisténcia da
cartilagem trabecular mineralizada na metéfise devido ao comprometimento dos
osteoclastos. Muitos osteoclastos estdo presentes, mas encontram-se separados da
superficie do osso trabecular. Em alguns casos corpisculos de inclusdo intranucleares
eosinofilicos, alcool 4acido resistentes, sdo observados nos ostedcitos. O virus da
cinomose induz esclerose metafiseal, pois induz a morte dos osteoclastos medulares.
Em gatos, a osteopetrose tem sido associada a intoxicagdo por vitamina D e a infeccao

pelo virus da leucemia felina. A osteopetrose também ocorre em animais tratados com

altas doses de corticosterdides (Smg/100kg PV) por um periodo superior a trés meses.

Referéncias consultadas:
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Figura 1) Fémur de um canino com osteopetrose. A) Observa-se a morfologia normal da
cartilagem da placa de crescimento. Notar a auséncia de remodelacdo dssea. Grande nimero
de trabéculas dsseas ocupando a drea da metafise. Em todas as trabéculas formadas é possivel
notar a presenga de coracdo condréide (setas) envoltos por espessa camada de tecido
ossificado (cabecas de seta), H&E, 4X. B) Na diafise femoral observa-se a obliteracdo do
canal medular pelas trabéculas 6sseas, H&E, 4X.
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Figura 2) Umero de um canino com osteopetrose. A) Na didfise observam-se as trabéculas
osseas com grande quantidade de linhas de cimentacdo (setas) resultando em aspecto de
mosaico tipico. Notar osteoclasto afuncional (cabeca de seta), H&E, 20X. B) Metéfise umeral.
Auséncia de ostedcitos no tecido ésseo, grande observa-se um grande niimero de lacunas
vazias (cabecas de seta). Em um segmento da imagem percebe-se osteonecrose caracterizada
pelo aumento da eosinofilia e fragmentacio tecidual (seta), H&E, 20X.
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Figura 3) Fémur de um canino com osteopetrose. A) Ha intensa fibrose da medula 6ssea com
deplecdo celular severa, H&E, 20X. B) Ha necrose das células da medula éssea restante
(setas), H&E, 40X.
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Encefalite Protozoal em cao com Cinomose

Taismara S. Oliveiral’z, Safira R. D. Limal, Ronaldo Furtinil, Renato L. Santos’

'Laboratério de Satide Animal do Instituto Mineiro de Agropecuaria, Minas Gerais, Brasil.
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Identificacao do Animal: Cao, SRD, M, 11 meses.

Historico: Animal proveniente de Manhumirim, Minas Gerais. Apresentou depressao,
ataxia, paralisia (mas alerta), cegueira, incoordenagdo, convulsdo, tremores, espasmos
musculares e alteracdo comportamental. Foi encaminhado a clinica veterindria local para
atendimento, porém o quadro progrediu de forma desfavordvel, progredindo para ébito.
Amostras de sistema nervoso central (SNC) foram coletadas pelo clinico, conservadas sob
refrigeracdo (cérebro, hipocampo e bulbo) e em formol a 10% (cerebelo), e encaminhadas
para anélise ao Laboratério de Saide Animal / IMA.

Descricao macroscopica: nao foram visualizadas alteracdes macroscopicas nos
fragmentos de SNC avaliados.

Descricao histopatoldgica: Fragmentos de cerebelo apresentando infiltrado inflamatdrio
histiocitario, multifocal, moderado nas meninges e espacos perivasculares da camada
molecular, associado a areas multifocais de malécia cortical, contendo intimeras células
Gitter (polioencefalomaldcia). Estruturas cisticas circulares, medindo 20 a 40 um de
diametro, contendo zoitos de 2 a 4 pum de didmetro (bradizoitos) intralesionais. A
substancia branca cerebelar apresentava &4reas multifocais de intensa vacuolizagdo
(desmielinizacdo) associada a maldcia com células Gitter (leucoencefalomaldcia),
inimeros gemistocitos, e corpusculos de inclusdo eosinofilicos, intranucleares em
neurdnios e astrocitos (compativeis com corpusculos de Lentz). Epitélio ependimério
apresentando inumeras células gigantes multinucleadas (sincicios) contendo alguns
corpusculos de inclusdo eosinofilicos intracitoplasméticos (corpusculos de Lentz).
Diagnéstico morfologico: Meningoencefalite histiocitaria e necrotizante, aguda,
multifocal, moderada associada a estruturas compativeis com cistos de protozodrios
intralesionais / Leucoencefalomaldcia e desmielinizagdo agudas, multifocais, intensas com
corpusculos de inclusdo intranucleares e intracitoplasmaticos em neurdnios, astrécitos e

células sinciciais.
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Diagnéstico etiolégico: Meningoencefalite protozoal (provavel infec¢do por Toxoplasma
gondii elou Neospora caninum) /| Leucoencefalomaldcia e desmielinizacdo virais
(compativeis com infeccdo pelo virus da Cinomose).

Exames complementares: Raiva negativo (imunofluorescéncia direta e inoculacdo em
camundongo) / Toxoplasma gondii e Neospora caninum negativos (imuno-histoquimica).
Comentarios: A cinomose é uma doenga viral altamente contagiosa causada por um
Morbillivirus, da familia Paramyxoviridae. O cdo representa o principal reservatério para
o virus e serve como fonte de infeccdo para carnivoros selvagens. Os caes infectados pelo
virus da cinomose desenvolvem imunossupressdo e lesdes respiratdrias, gastrintestinais,
dermatoldgicas, oftalmoldgicas e/ou neuroldgicas. Os sinais neuroldgicos mais
comumente observados em cdes com cinomose sd0: cegueira, convulsdes, ataxia
cerebelar, vestibular ou sensorial e mioclonias. Estas mioclonias sdo constatadas mais
comumente nos musculos faciais, mastigatorios e apendiculares, e sdo consideradas como
patognomonicas da cinomose. A les@o no SNC se manifesta como trés sindromes clinicas
conhecidas como encefalomielite dos caes jovens, encefalomielite multifocal dos caes
adultos e encefalite dos caes idosos. No SNC, o virus causa lesdes principalmente no
cerebelo e nas colunas brancas da medula espinhal, caracterizadas por dreas de necrose
bem delimitadas, desmielinizacdo e inclusdes intranucleares, principalmente em
astrocitos. As inclusdes intracitoplasmadticas sdo mais comumente visualizadas no pulmao,
intra-sinciciais. Porém quando ha a formacgdo de células sinciciais no SNC, as mesmas
também podem ser encontradas. A observacdo dessas lesdes confirma o diagndstico da
infeccdo. Além disso, a observacdo de outros 6rgdos pode revelar pneumonia intersticial,
hiperqueratose ortoqueratdtica e/ou paraqueratética nos coxins digitais e deplecao
linféide. Considerando as alteragdes microscOpicas decorrentes da infec¢do pelo virus da
Cinomose, deve-se avaliar entre os diagndsticos diferenciais, a possibilidade de infeccao
pelo virus da raiva e herpesvirus suino tipo-1 (pseudoraiva ou doenca de Aujeszky).
Outros virus causadores de encefalite em cdes também podem ser considerados, como
herpesvirus canino tipo-1, virus da Febre do Oeste do Nilo (West Nile virus), Borna virus,
virus Louping ill e virus Nipah, porém este tltimo com menor probabilidade.

Os protozodrios visualizados nos cortes histologicos apresentaram caracteristicas
compativeis com 7. gondii ou N. caninum. A toxoplasmose é uma enfermidade causa pelo

protozodrio Toxoplasma gondii, um coccidio com distribuicdo mundial. Felinos
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domésticos e selvagens sdao os hospedeiros definitivos e a infeccio do hospedeiro
intermedidrio se da através da ingestdo de oocistos esporulados ou via transplacentaria. Os
taquizoitos e bradizoitos sdo os dois estigios teciduais do 7. gondii encontrados nos
tecidos hospedeiros infectados. A infeccio do SNC ocorre quando a barreira
hematoencefalica € rompida, por organismos livres ou localizados intracelularmente em
leucécitos, infectando as células endoteliais. Caes com toxoplasmose generalizada
comumente apresentam infeccao respiratdria, gastrintestinal ou neuromuscular, resultando
em febre, vOomito, diarréia, dispnéia e ictericia. Pode ocorrer miosite, que se manifesta
através de fraqueza, marcha rigida ou emaciagdo muscular. Ataxia, convulsdes, tremores,
déficits dos nervos cranianos, paresia e paralisia sdo as manifestacdes mais comuns da
toxoplasmose no SNC. As lesdes microscopicas iniciais incluem infec¢do e proliferacao
dentro das células endoteliais pelos taquizoitos de 7. gondii, resultando em uma
tumefacdo celular com posterior degeneracdo, hemorragia, oclusdo capilar, necrose
isquémica e edema do tecido subjacente. Subsequentemente, os taquizoitos invadem o
SNC, induzindo uma intensa resposta inflamatdria, levando a necrose, hemorragia e
formacdo de manguitos perivasculares. Com a cronicidade e com o aumento da resposta
inflamatéria e imunoldgica pelo hospedeiro, hd formacgdo dos cistos teciduais, contendo
bradizoitos. O diagndstico in vivo pode ser obtido se 0 microorganismo for demonstrado;
contudo, isso € raro, particularmente se a doenga for cronica. Os microorganismos nas
lesdes podem ser identificados em cortes histolégicos corados por H&E, mas a imuno-
histoquimica facilita sua deteccdo e identificacdo. A neosporose € uma enfermidade
provocada pelo Neospora caninum, parasita intracelular obrigatdrio, que tem sido descrita
em vdrias espécies de animais, sendo o cao seu hospedeiro definitivo. Embora relatada em
diversos paises, a prevaléncia da doenca € indeterminada. Apesar de ser antigenicamente
distinto do 7. gondii, o N. caninum apresenta aspecto morfolégico similar ao primeiro.
Ambos apresentam divisdo dos taquizoitos por endodiogenia e as fases proliferativas
(taquizoitos) e de cisto tecidual (bradizoitos). Entretanto, o N. caninum nao se desenvolve
dentro do vactuolo parasitéforo da célula hospedeira como faz o T. gondii, que sé é
detectada através de microscopia eletrOnica de transmiss@o. A Unica via de transmissao
comprovada em cdes € a transplacentdria, que pode ocorrer continuamente durante as
gestacoes subseqiientes. A doencga neuroldgica pode ser divida em duas categorias; uma

que ocorre durante a vida pds-gestacional e a outra que provoca abortos no meio e fim da
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gestacdo. Em cdes jovens observa-se polirradiculoneurite ascendente e polimiosite.
Animais adultos apresentam sinais mais relacionados com as lesdes no SNC agravadas
por poliomisite, miocardite e dermatite. Microscopicamente, as lesdes sao similares
aquelas descritas para o 7. gondii. O padrio morfolégico e o cardter das lesdes
encontradas no SNC sdo mais consistentes, com tropismo endotelial, tumefacdo e lesdao
vascular, isquemia tecidual e infarto multifocal. Apesar de existirem algumas diferencas
morfolégicas entre os agentes, a diferenciacdo por microscopia de luz € precdria e o
exame por microscopia eletronica ou imuno-histoquimica se faz necessdria. A
identificacdo dos cistos de N. caninum € observada no sistema nervoso central e
periférico, enquanto os taquizoitos sdo encontrados em uma variedade de outros tecidos.

Apesar da técnica de imuno-histoquimica ter apresentado resultado negativo para
ambos protozodrios, a possibilidade de infec¢do pelos mesmos nao pode ser descartada.
Além disso, considerando que a sensibilidade dessa técnica varia segundo o tempo de
fixacdo em reagentes, como o formol, estado de conservagdo / autdlise dos tecidos e
abundancia dos antigenos nos fragmentos avaliados, a possibilidade de um resultado
falso-negativo deve ser aventada. As caracteristicas morfoldgicas apresentadas pelos
agentes visualizados na microscopia sdo muito sugestivos de infec¢do pelos referidos
protozodrios supracitados. Porém,dentre os diagnésticos diferenciais, podemos considerar
a possibilidade de infec¢dao por Encephalitozoon cuniculi, Sarcocystis canis, Besnoitia sp
e Theileria sp.

Casos de cdes apresentando infec¢do concomitante pelo virus da cinomose e por
protozodrios, com énfase a 7. gondii € N. caninum, sdo incomuns. Provavelmente, o
animal ja apresentava os cistos dos protozodrios no encéfalo, e quando infectado pelo
virus da cinomose, apresentou quadro de imunossupressdo, havendo re-agudizacdao da
infecgdo protozoal.
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Fig. 01 — Cao, Cerebelo: epitélio ependimario apresentando inimeras células gigantes multinucleadas (células

sinciciais) com corpusculos de inclusdo eosinofilicos, intracitoplasmaticos (seta). (H&E, 40x)
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Fig. 02 — Cao, Cerebelo: Substincia branca cerebelar apresentando intensa vacuoliza¢do (desmielinizagdo)

associada a maldcia com células Gitter (leucoencefalomaldcia) e incontaveis gemistécitos. (H&E, 10x)



%Vm (7 XV Encontro Nacional de Patologia Veterindria e I Congresso Brasileiro
de Patologia Veterindria. Anais... Goiania: Patologia
Veterinaria/EVZ/UFG, 2011.

O Pesofion do. Basbinagio

Fig. 03 — Cao, Cerebelo: Substancia branca cerebelar apresentando intensa vacuolizacdo (desmielinizagdo) e

corpusculos de inclusio, eosinofilicos, intranucleares em astrécitos (setas). (H&E, 10x)
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Fig. 04 — Cdo, Cerebelo: infiltrado inflamatdrio histiocitdrio, multifocal, moderado nas meninges e espacos

perivasculares da camada molecular, associado a areas multifocais de maldcia cortical, contendo incontdveis
células Gitter (polioencefalomaldcia). H4 algumas estruturas circulares medindo 20 a 40 um de didmetro (cistos)

intralesionais (seta). (H&E, 10x)
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Fig. 05 — Cao, Cerebelo: drea focal de maldcia da camada molecular, com células Gitter e manguitos

perivasculares histiocitdrios associados. H4 algumas estruturas circulares medindo 20 a 40 um de didmetro
(cistos) intralesionais, contendo microorganismos de 2-4um de didmetro, compativeis com bradizoitos (em

destaque — 100x). (H&E, 40x)
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Encefalite Protozoal em cao com Cinomose

Taismara S. Oliveiral’z, Safira R. D. Limal, Ronaldo Furtinil, Renato L. Santos’

'Laboratério de Satide Animal do Instituto Mineiro de Agropecuaria, Minas Gerais, Brasil.

2 Departamento de Clinica e Cirurgia Veterindrias, Escola de Veterindria, Universidade Federal de

Minas Gerais, Brasil. Telefone:55-31-3409-2239. Fax: 55-31-3409-2230.E-mail: rsantos @vet.ufmg.br

Identificacao do Animal: Cao, SRD, M, 11 meses.

Historico: Animal proveniente de Manhumirim, Minas Gerais. Apresentou depressao,
ataxia, paralisia (mas alerta), cegueira, incoordenagdo, convulsdo, tremores, espasmos
musculares e alteracdo comportamental. Foi encaminhado a clinica veterindria local para
atendimento, porém o quadro progrediu de forma desfavordvel, progredindo para ébito.
Amostras de sistema nervoso central (SNC) foram coletadas pelo clinico, conservadas sob
refrigeracdo (cérebro, hipocampo e bulbo) e em formol a 10% (cerebelo), e encaminhadas
para anélise ao Laboratério de Saide Animal / IMA.

Descricao macroscopica: nao foram visualizadas alteracdes macroscopicas nos
fragmentos de SNC avaliados.

Descricao histopatoldgica: Fragmentos de cerebelo apresentando infiltrado inflamatdrio
histiocitario, multifocal, moderado nas meninges e espacos perivasculares da camada
molecular, associado a areas multifocais de malécia cortical, contendo intimeras células
Gitter (polioencefalomaldcia). Estruturas cisticas circulares, medindo 20 a 40 um de
diametro, contendo zoitos de 2 a 4 pum de didmetro (bradizoitos) intralesionais. A
substancia branca cerebelar apresentava &4reas multifocais de intensa vacuolizagdo
(desmielinizacdo) associada a maldcia com células Gitter (leucoencefalomaldcia),
inimeros gemistocitos, e corpusculos de inclusdo eosinofilicos, intranucleares em
neurdnios e astrocitos (compativeis com corpusculos de Lentz). Epitélio ependimério
apresentando inumeras células gigantes multinucleadas (sincicios) contendo alguns
corpusculos de inclusdo eosinofilicos intracitoplasméticos (corpusculos de Lentz).
Diagnéstico morfologico: Meningoencefalite histiocitaria e necrotizante, aguda,
multifocal, moderada associada a estruturas compativeis com cistos de protozodrios
intralesionais / Leucoencefalomaldcia e desmielinizagdo agudas, multifocais, intensas com
corpusculos de inclusdo intranucleares e intracitoplasmaticos em neurdnios, astrécitos e

células sinciciais.
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Diagnéstico etiolégico: Meningoencefalite protozoal (provavel infec¢do por Toxoplasma
gondii elou Neospora caninum) /| Leucoencefalomaldcia e desmielinizacdo virais
(compativeis com infeccdo pelo virus da Cinomose).

Exames complementares: Raiva negativo (imunofluorescéncia direta e inoculacdo em
camundongo) / Toxoplasma gondii e Neospora caninum negativos (imuno-histoquimica).
Comentarios: A cinomose é uma doenga viral altamente contagiosa causada por um
Morbillivirus, da familia Paramyxoviridae. O cdo representa o principal reservatério para
o virus e serve como fonte de infeccdo para carnivoros selvagens. Os caes infectados pelo
virus da cinomose desenvolvem imunossupressdo e lesdes respiratdrias, gastrintestinais,
dermatoldgicas, oftalmoldgicas e/ou neuroldgicas. Os sinais neuroldgicos mais
comumente observados em cdes com cinomose sd0: cegueira, convulsdes, ataxia
cerebelar, vestibular ou sensorial e mioclonias. Estas mioclonias sdo constatadas mais
comumente nos musculos faciais, mastigatorios e apendiculares, e sdo consideradas como
patognomonicas da cinomose. A les@o no SNC se manifesta como trés sindromes clinicas
conhecidas como encefalomielite dos caes jovens, encefalomielite multifocal dos caes
adultos e encefalite dos caes idosos. No SNC, o virus causa lesdes principalmente no
cerebelo e nas colunas brancas da medula espinhal, caracterizadas por dreas de necrose
bem delimitadas, desmielinizacdo e inclusdes intranucleares, principalmente em
astrocitos. As inclusdes intracitoplasmadticas sdo mais comumente visualizadas no pulmao,
intra-sinciciais. Porém quando ha a formacgdo de células sinciciais no SNC, as mesmas
também podem ser encontradas. A observacdo dessas lesdes confirma o diagndstico da
infeccdo. Além disso, a observacdo de outros 6rgdos pode revelar pneumonia intersticial,
hiperqueratose ortoqueratdtica e/ou paraqueratética nos coxins digitais e deplecao
linféide. Considerando as alteragdes microscOpicas decorrentes da infec¢do pelo virus da
Cinomose, deve-se avaliar entre os diagndsticos diferenciais, a possibilidade de infeccao
pelo virus da raiva e herpesvirus suino tipo-1 (pseudoraiva ou doenca de Aujeszky).
Outros virus causadores de encefalite em cdes também podem ser considerados, como
herpesvirus canino tipo-1, virus da Febre do Oeste do Nilo (West Nile virus), Borna virus,
virus Louping ill e virus Nipah, porém este tltimo com menor probabilidade.

Os protozodrios visualizados nos cortes histologicos apresentaram caracteristicas
compativeis com 7. gondii ou N. caninum. A toxoplasmose é uma enfermidade causa pelo

protozodrio Toxoplasma gondii, um coccidio com distribuicdo mundial. Felinos
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domésticos e selvagens sdao os hospedeiros definitivos e a infeccio do hospedeiro
intermedidrio se da através da ingestdo de oocistos esporulados ou via transplacentaria. Os
taquizoitos e bradizoitos sdo os dois estigios teciduais do 7. gondii encontrados nos
tecidos hospedeiros infectados. A infeccio do SNC ocorre quando a barreira
hematoencefalica € rompida, por organismos livres ou localizados intracelularmente em
leucécitos, infectando as células endoteliais. Caes com toxoplasmose generalizada
comumente apresentam infeccao respiratdria, gastrintestinal ou neuromuscular, resultando
em febre, vOomito, diarréia, dispnéia e ictericia. Pode ocorrer miosite, que se manifesta
através de fraqueza, marcha rigida ou emaciagdo muscular. Ataxia, convulsdes, tremores,
déficits dos nervos cranianos, paresia e paralisia sdo as manifestacdes mais comuns da
toxoplasmose no SNC. As lesdes microscopicas iniciais incluem infec¢do e proliferacao
dentro das células endoteliais pelos taquizoitos de 7. gondii, resultando em uma
tumefacdo celular com posterior degeneracdo, hemorragia, oclusdo capilar, necrose
isquémica e edema do tecido subjacente. Subsequentemente, os taquizoitos invadem o
SNC, induzindo uma intensa resposta inflamatdria, levando a necrose, hemorragia e
formacdo de manguitos perivasculares. Com a cronicidade e com o aumento da resposta
inflamatéria e imunoldgica pelo hospedeiro, hd formacgdo dos cistos teciduais, contendo
bradizoitos. O diagndstico in vivo pode ser obtido se 0 microorganismo for demonstrado;
contudo, isso € raro, particularmente se a doenga for cronica. Os microorganismos nas
lesdes podem ser identificados em cortes histolégicos corados por H&E, mas a imuno-
histoquimica facilita sua deteccdo e identificacdo. A neosporose € uma enfermidade
provocada pelo Neospora caninum, parasita intracelular obrigatdrio, que tem sido descrita
em vdrias espécies de animais, sendo o cao seu hospedeiro definitivo. Embora relatada em
diversos paises, a prevaléncia da doenca € indeterminada. Apesar de ser antigenicamente
distinto do 7. gondii, o N. caninum apresenta aspecto morfolégico similar ao primeiro.
Ambos apresentam divisdo dos taquizoitos por endodiogenia e as fases proliferativas
(taquizoitos) e de cisto tecidual (bradizoitos). Entretanto, o N. caninum nao se desenvolve
dentro do vactuolo parasitéforo da célula hospedeira como faz o T. gondii, que sé é
detectada através de microscopia eletrOnica de transmiss@o. A Unica via de transmissao
comprovada em cdes € a transplacentdria, que pode ocorrer continuamente durante as
gestacoes subseqiientes. A doencga neuroldgica pode ser divida em duas categorias; uma

que ocorre durante a vida pds-gestacional e a outra que provoca abortos no meio e fim da
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gestacdo. Em cdes jovens observa-se polirradiculoneurite ascendente e polimiosite.
Animais adultos apresentam sinais mais relacionados com as lesdes no SNC agravadas
por poliomisite, miocardite e dermatite. Microscopicamente, as lesdes sao similares
aquelas descritas para o 7. gondii. O padrio morfolégico e o cardter das lesdes
encontradas no SNC sdo mais consistentes, com tropismo endotelial, tumefacdo e lesdao
vascular, isquemia tecidual e infarto multifocal. Apesar de existirem algumas diferencas
morfolégicas entre os agentes, a diferenciacdo por microscopia de luz € precdria e o
exame por microscopia eletronica ou imuno-histoquimica se faz necessdria. A
identificacdo dos cistos de N. caninum € observada no sistema nervoso central e
periférico, enquanto os taquizoitos sdo encontrados em uma variedade de outros tecidos.

Apesar da técnica de imuno-histoquimica ter apresentado resultado negativo para
ambos protozodrios, a possibilidade de infec¢do pelos mesmos nao pode ser descartada.
Além disso, considerando que a sensibilidade dessa técnica varia segundo o tempo de
fixacdo em reagentes, como o formol, estado de conservagdo / autdlise dos tecidos e
abundancia dos antigenos nos fragmentos avaliados, a possibilidade de um resultado
falso-negativo deve ser aventada. As caracteristicas morfoldgicas apresentadas pelos
agentes visualizados na microscopia sdo muito sugestivos de infec¢do pelos referidos
protozodrios supracitados. Porém,dentre os diagnésticos diferenciais, podemos considerar
a possibilidade de infec¢dao por Encephalitozoon cuniculi, Sarcocystis canis, Besnoitia sp
e Theileria sp.

Casos de cdes apresentando infec¢do concomitante pelo virus da cinomose e por
protozodrios, com énfase a 7. gondii € N. caninum, sdo incomuns. Provavelmente, o
animal ja apresentava os cistos dos protozodrios no encéfalo, e quando infectado pelo
virus da cinomose, apresentou quadro de imunossupressdo, havendo re-agudizacdao da
infecgdo protozoal.

o Referéncias consultadas:

BAGLEY, R.S; WHEELER, S.J. Doencas do Sistema Nervoso. In: DUNN, J.K. Tratado de Medicina de
Pequenos Animais. Sdo Paulo: Ed. Roca. p. 921-922, 2001.

FENNER, W.R. Doengas do Cérebro. In: ETTINGER S.J.; FELDMAN E.C. Tratado de Medicina Interna
Veterindria. Ed. 5°. Ed. Guanabara Koogan. p. 632-632, 2004.
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Fig. 01 — Cao, Cerebelo: epitélio ependimario apresentando inimeras células gigantes multinucleadas (células

sinciciais) com corpusculos de inclusdo eosinofilicos, intracitoplasmaticos (seta). (H&E, 40x)
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Fig. 02 — Cao, Cerebelo: Substincia branca cerebelar apresentando intensa vacuoliza¢do (desmielinizagdo)

associada a maldcia com células Gitter (leucoencefalomaldcia) e incontaveis gemistécitos. (H&E, 10x)
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Fig. 03 — Cao, Cerebelo: Substancia branca cerebelar apresentando intensa vacuolizacdo (desmielinizagdo) e

corpusculos de inclusio, eosinofilicos, intranucleares em astrécitos (setas). (H&E, 10x)
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Fig. 04 — Cdo, Cerebelo: infiltrado inflamatdrio histiocitdrio, multifocal, moderado nas meninges e espacos

perivasculares da camada molecular, associado a areas multifocais de maldcia cortical, contendo incontdveis
células Gitter (polioencefalomaldcia). H4 algumas estruturas circulares medindo 20 a 40 um de didmetro (cistos)

intralesionais (seta). (H&E, 10x)
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Fig. 05 — Cao, Cerebelo: drea focal de maldcia da camada molecular, com células Gitter e manguitos

perivasculares histiocitdrios associados. H4 algumas estruturas circulares medindo 20 a 40 um de didmetro
(cistos) intralesionais, contendo microorganismos de 2-4um de didmetro, compativeis com bradizoitos (em

destaque — 100x). (H&E, 40x)
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Mielolipoma esplénico em um cio

Thais R. Fernandes, Raquel B. Ferioli, Fabrizio Grandi, Renée L. Amorim

Servigo de Patologia Veterindria, Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia— Universidade
Estadual Paulista— UNESP. Botucatu, Sao Paulo, Brasil. Distrito de Rubiao Junior, s/n. Rubio.
Botucatu-SP CEP: 18618-970 Telefone: (14) 3811-6293 E-mail: renee @fmvz.unesp.br

Identificacao do Animal: Canino, Poodle, Macho, 12 anos.

Historico: Animal encaminhado por colega, com histérico de neoplasia esplénica. Foi

realizada esplenectomia para o diagndstico da neoformacao.

Descricao macroscopica: Enviado o bago, medindo 6,0 x 4,0 x 1,0 cm de coloragdo normal
com presenca de massa medindo 4,0 x 3,0 x 1,0 cm, circunscrita, superficie regular,
consisténcia macia e coloracdo enegrecida. Ao corte, mantinha as mesmas caracteristicas com

areas acastanhadas.

Descricao histopatolégica: A massa esplénica era composta por numerosas células
mononucleares entremeados a grande quantidade de adipdcitos bem diferenciados, moderada
quantidade de hemossider6fagos e presenca de grande quantidade de células mieldides,
precursoras das linhagens granulocitica, eritrocitica € megacariocitica, em diferentes graus de

maturaco.
Diagnéstico morfolégico: Mielolipoma.

Comentarios: O mielolipoma é um tumor benigno, raro, composto por adipdcitos maduros
associados a elementos hematopoiéticos que se assemelham a medula 6ssea. Este tumor € raro

em animais domésticos, mas comum na glandula adrenal de humanos.

Nos gatos, o mielolipoma ocorre normalmente no figado e baco. Nos caes, a maioria dos
mielolipomas ocorre no bago. Contudo, had relatos de mielolipomas em caes na glandula

adrenal na medula espinhal, além do omento maior.

Esta neoplasia apresenta tipicamente poucos milimetros a alguns centimetros; € encapsulada e

um unico nédulo. Em todos os casos relatados os pacientes apresentaram idade maior do que
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dez anos, inclusive o do presente relato. Como nos humanos, os mielolipomas sdo geralmente
diagnosticados acidentalmente na necropsia, sem sinais clinicos prévios de doenca associada
ao tumor, exceto em alguns casos em que o mielolipoma provocou paraplegia aguda e

alteracOes de enzimas hepdticas.

A etiologia dos mielolipomas € controversa. Contudo, a etiologia mais aceita é de que os
mielolipomas sdo decorrentes de metaplasia das células reticulo endoteliais dos capilares

sanguineos em resposta a inimeros estimulos, incluindo necrose, infeccao ou estresse.

Os diagnosticos diferenciais incluem metaplasia dssea, osteoma, hemangiolipoma e o mais

importante € a hematopoiese extra-medular.
Referéncias consultadas:
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Figura 1: Nédulo esplénico. Do lado esquerdo da foto tecido esplénico normal. Do lado
direito, massa infiltrativa contendo adipdcitos maduros e tecido mieléide. (H&E 50X).

Figura 2: Visdo aproximada do nédulo esplénico. Observam-se trabéculas de tecido muscular
liso e proliferacdo dos elementos celulares que compdem a medula 6ssea normal. Presenca de
hemossideréfagos (H&E 125x).
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Figura 3: Mielolipoma. Quantidade acentuada de adip6citos maduros e células precursoras
mieldides das linhagens eritrocitica, granulocitica e megacariocitica. (H&E 320x).

Figura 4: Detalhe do nédulo. Diferentes estagios de maturagido das células mieldides, adipdcitos
maduros e alguns hemossideréfagos. (H&E 400x).
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Osteopatia hipertréfica secundaria a doenca granulomatosa sistémica em um equino

Ricardo B. Lucena, Maria Elisa Trost, Tessie B. Martins, Juliana S. Brum, Paula Roberta

Giaretta, Bianca Tessele, Claudio S. L. Barros

Laboratdrio de Patologia Veterindria (LPV), Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Santa
Maria, Rio Grande do Sul (RS), Brasil. E-mail: lucena.rb@gmail.com

Identificacdo do animal: equino, macho, Crioulo, com 350 kg, quatro anos de idade.

Histérico: o equino desenvolveu quadro de emagrecimento progressivo e aumento de volume
da face e membros, dificuldade respiratdria, resisténcia a locomog¢ao e quadros de picos febris
de até 40,1°C. As areas aumentadas de volume eram firmes e com sensibilidade dolorosa ao
toque. No exame radiografico do metacarpo constatou-se neoformagdo dssea periosteal.
Exames bioquimicos revelaram hipoproteinemia decorrente de hipoalbuminemia. O equino
ndo respondeu ao tratamento com antibidticos e anti-inflamatérios. Devido ao progndstico

desfavoravel, o equino foi submetido a eutanésia.

Descricao macroscopica: o equino estava caquético e havia numerosas pequenas crostas na
pele dos membros, escroto e abdomen ventral. Na cavidade tordcica observaram-se dois litros
de liquido amarelado. Multiplos nédulos firmes, brancos, com 0,5 a 1 cm de diametro,
coalescentes estavam distribuidos na pleura e parénquima pulmonar, predominantemente nas
por¢des cranio-ventrais, comprimindo o parénquima pulmonar subjacente. Noédulos
semelhantes foram sob o epicardio, no miocardio e no parénquima de todos os lobos do
figado. Os linfonodos mesentéricos, hilares e traqueobronquiais estavam aumentados de
volume, irregulares e infiltrados por numerosos nddulos coalescentes. Multiplos nddulos
firmes, brancos, com 0,5 a 1 cm de didmetro foram observados também no mesentério, serosa
do estdmago e intestinos, diafragma, cdpsula do baco, parede da bexiga, e infiltrando as
tinicas testiculares.

Os membros pélvicos e tordcicos estavam marcadamente aumentados de volume.
Tibia, metatarso, rddio e metacarpo estavam acentuadamente afetados. Nessas dreas, o tecido
subcutaneo estava fibrosado e edematoso. Os ossos do plano nasal, maxilar e mandibula
também estavam aumentados de volume e com superficie irregular. Apds a maceragdo

observou-se neoformacgdo dssea nos ossos do tarso, metatarso, tibia, carpo, metacarpo, radio e
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ulna, falanges do membro pélvico e toracico, osso maxilar, mandibula e osso nasal. Nao

foram observadas alteracdes articulares.

Descricao histopatologica: avaliagoes de secdes coradas por hematoxilina e eosina foram
realizadas em seccdes do pulmdo, coracdo, figado, bago, linfonodos mesentéricos, trato
gastrointestinal, medula dssea, testiculos, bexiga , pele do prepicio, abdomen e membros, €
fragmentos Osseos descalcificados. Na pleura pulmonar e parénquima subjacente, foram
observados numerosos focos coalescentes nao encapsulados de inflamacdo granulomatosa
nodular ndo-caseosa (Figura 4). Os focos geralmente tinham um centro necrético circundado
por macréfagos epitelioides e células gigantes multinucleadas, na maioria do tipo Langhans.
Adicionalmente, foram observados pequenos focos de linfécitos e plasmdcitos circundando a
zona de macro6fagos epitelioides (Figura 5). Nas dreas adjacentes a inflamagao granulomatosa
havia marcada proliferacdo de tecido conjuntivo fibroso que tornava a pleura marcadamente
espessa. Os alvéolos distantes dos granulomas estavam aparentemente normais e os bronquios
e bronquiolos ndo foram afetados. No epicdrdio (sec¢do ndo remetida), observaram-se
granulomas semelhantes aos descritos no pulmao. O mesentério continha multiplos focos de
inflamacdo granulomatosa, geralmente maiores que os observados nas sec¢des dos pulmoes,
constituidos por uma &4rea de necrose central circundada por macréfagos, macréfagos
epitelioides, linfécitos, plasmdcitos, células gigantes e ocasionais neutréfilos (seccdo nao
remetida). Os linfonodos mesentéricos continham lesdes granulomatosas semelhantes as
descritas acima (seccdo ndo remetida). No figado, além de inflamag¢do granulomatosa
aleatdria, observa-se nuimero aumentado de linfocitos e plasmocitos nas triades portais
(seccdo ndo remetida). As serosas do estdmago, intestino delgado e célon menor estavam
marcadamente infiltradas por multiplos focos de inflamacdo granulomatosa. Nao foi
observada evidéncia de envolvimento da mucosa nas sec¢des avaliadas (seccao ndo remetida).
Na medula 6ssea havia discretos agregados de macréfagos epitelioides e ocasionais células
gigantes (seccdo ndo remetida). Nas secgdes de pele foram observados focos variavelmente
circunscritos de ndédulos granulomatosos, localizados predominantemente na derme
superficial, constituidos por linfécitos, plasmdécitos, macrofagos epitelioides e ocasionais
células gigantes (Figura 6). Estas dreas eram circundadas por moderada fibrose. Na serosa e
muscular da bexiga foram observados multiplos granulomas coalescentes semelhantes aos

observados nos outros 6rgaos (sec¢io nao remetida).
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As seccoOes histolégicas dos ossos afetados revelaram proliferacdo dssea
perpendicular ao peridsteo (Figuras 1 e 2). O novo tecido 6sseo estava delineado a partir da
borda periférica do cértex normal por uma linha basofilica continua (linha de cementacio de
repouso) (Figura 2). O tecido 6sseo neoformado tinha aproximadamente 4 mm de espessura,
enquanto o osso normal tinha 6 mm de espessura. A proliferacdo dssea consistia de 0sso
trancado e osso lamelar com miltiplos dsteons. O conjunto de osso trangado em meio ao 0sso
lamelar caracteriza um tecido 6sseo do tipo plexiforme (osso plexiforme). Multiplas lacunas
continham ostedcitos. Pela coloragdo do tricrdmico de Masson foi possivel evidenciar a
marcada diferencga entre o osso cortical e o 0osso neoformado, evidenciada pela cor azulada do
osso trancado no jovem tecido ésseo proliferado.
Pela avaliagdao histoquimica dos tecidos afetados, utlizando as técnicas de Ziehl-
Neelsen, Grocott, Giemsa e pela reacdo com acido periddico de Schiff (PAS) nao foram
detectados presenca agentes infecciosos. No exame sob a luz polarizada, nenhum corpo

estranho foi identificado dentro dos granulomas.

Diagnoéstico morfologico: 1) osso longo, radio: hiperostose, periosteal, difusa, acentuada,
equino, macho, Crioulo, quatro anos.

2) Pulmao: pneumonia granulomatosa, multifocal e coalescente, moderada, associada a
pleurite granulomatosa fibrosante, multifocal e coalescente, acentuada, equino, macho,
Crioulo, quatro anos.

3) Pele: dermatite granulomatosa multifocal moderada, equino, macho, Crioulo, quatro anos.
Nome da condicao: osteopatia hipertréfica secundéria a doencga granulomatosa sist€mica.

Comentarios: Osteopatia hipertrofica (OH), também conhecida como osteoartropatia
pulmonar hipertréfica (OAPH), doenga de Marie ou sindrome de Pierre Marie-Bamberger €
uma sindrome caracterizada por proliferacdo simétrica do tecido conjuntivo subperiosteal,
principalmente das didfises dos ossos longos dos membros. Em equinos ha também descri¢ao
de envolvimento da mandibula, maxilar e/ou osso nasal. A doenga € descrita principalmente
em associagdo a lesdes primdrias ou secunddrias que ocupam espaco na cavidade toracica. Em
medicina veterindria OH é descrita principalmente em cdes e a maioria dos casos estd
relacionada com doencga tordcica. Em outras espécies animais casos de OH sdo raros. Foram

descritos casos associados a doenga intratordcica em equideos, gatos, bovino, e em algumas
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espécies de animais silvestres. A ocorréncia de OH na auséncia de doenca tordcica € ainda
mais incomum. Foi descrita em cdes acometidos por rabdomiossarcoma da bexiga e
carcinoma de células de transicdo da pelve renal; em equinos com tumores de ovario e
adenoma de pituitdria; em gatos hd associagdo de OH com adenoma renal e carcinoma
adrenocortical. H4 ainda um relato de osteopatia hipertréfica idiopatica em um gato.

Em relagdo as teorias da patogénese da OH, a mais aceita para explicar os casos de
OH relacionados a lesdes intratordcicas € a que envolve mecanismos neurogénicos. Segundo
essa hipdtese, impulsos originados das lesdes tordcicas viajam, via nervo vago até o tronco
encefélico e iniciam um reflexo de vasodilatacdo nos membros, tanto por meios humorais
quanto neurogénicos. A validade desta teoria reside no fato de que, as lesdes regridem em
alguns animais submetidos a vagotomia. Outra hipétese também aceita é a que envolve a
producdo de substancias similares a hormonios ou toxinas por alguns tumores que seriam
capazes de estimular o neocrescimento periosteal. Grandes megacariocitos sdo normalmente
encontrados no leito vascular pulmonar, mas doencgas pulmonares que resultam em desvio
microvascular pode permitir que grandes megacaridcitos alcancem a circulagdo sistémica.
Estes podem causar agregacdo plaquetdria nos capilares do peridsteo. As plaquetas liberam
substancias vasoativas em reposta a hipoxia local a partir de capilares bloqueados e o VEGF e
PDGEF local induzem a proliferacdo vascular, periosteite, e edema caracteristicos da OH. A
patogénese da OH associada a lesdes granulomatosas nao estd definida.

Inflamag¢do granulomatosa intratordcica foi a principal lesdo diagnosticada em um
estudo retrospectivo de 24 equideos com OH. Em um equino deste estudo, foi aventada a
associacdo entre doenca granulomatosa sist€émica (DGS) com manifestacio de OH. Porém, o
equino se recuperou depois de prolongado tratamento com corticoides, € ndo hd maiores
informagdes quanto a distribuicdo das lesdes granulomatosas.

A doenga granulomatosa sistémica ¢ uma rara condicdo que acomete equinos,
também descrita em pdneis, caracterizada por inflamacao granulomatosa nio-caseosa na pele
e em multiplos 6rgdaos. Nao hé predilecdo por raca, sexo ou idade. Além da pele, as lesdes
granulomatosas sd@o descritas predominantemente nos pulmdes, pleuras, linfonodos,
mesentério e trato gastrointestinal. Outros sitios menos comuns de ocorréncia dos granulomas
incluem o figado, o baco, os rins, os musculos esqueléticos, o coracdo, as glandulas adrenal e
tiredide, o pancreas e o sistema nervoso. As lesdes na pele podem variar desde dreas de
alopecia ou discretas crostas multifocais até grandes nddulos ou massas cutaneas. Outros

sinais clinicos variam de acordo com o sistema orgéanico envolvido, porém a perda de peso
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progressiva, inapeténcia e picos febris sdo achados clinicos frequentemente observados nos
cavalos acometidos pela DGS.

A DGS € também denominada sarcoidose equina, devido a semelhanca com a doenga
sist€émica granulomatosa ndo-caseosa, sacoidose, que acomete os humanos. No entanto, é
preferivel ndo utilizar este termo para evitar confusao pelos clinicos com o sarcoide equino,
um dos tumores mais frequentes da pele dos equinos. Outros sindnimos incluem “doenca
granulomatosa generalizada”, “doenca granulomatosa sistémica idiopdtica equina”, e “doenca
histiocitica equina”. Assim como a sarcoidose dos humanos, a DGS nao possui etiologia
definida. Nos humanos ¢é sugerido que a doenca resulta de uma resposta imunoldgica
exagerada, frente a agentes infecciosos ou alergenos que induzem estimulo antigénico. Nos
equinos, nenhum agente tem sido diretamente associado a DGS. Todas as pesquisas através
de técnicas histoquimicas, imuno-histoquimicas, cultivo microbioldgico e testes moleculares
resultam em negatividade para agentes etioldgicos. A ingestdo de ervilhaca (Vicia villosa) foi
inicialmente incriminada como causa de doenca granulomatosa com envolvimento sistémico
em dois equinos; porém casos posteriores foram descritos em equinos que pastavam em dreas
ndo cultivadas com a planta.

O diagnéstico definitivo da DGS € feito por exclusdao de outros agentes e requer
avaliacdo histopatoldgica e histoquimica. Os principais diagndsticos diferenciais incluem
infec¢des bacterianas e fungicas da pele, intoxicagdes, além de neoplasmas. Uma lista dos
principais diagnodsticos diferenciais encontra-se na tabela 1. Nos casos em que a doenga
granulomatosa parece estar limitada a pele o progndstico é bom, pois os equinos respondem
ao tratamento com corticéides. Porém, nos casos de envolvimento sist€émico o progndstico €
desfavoravel. Cavalos com DGS sdo submetidos a eutandsia algumas semanas ou meses apos

0 inicio dos sinais clinico.
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Tabela 1. Principais diagnosticos diferencias de Doenga granulomatosa sistémica (DGS) em

equideos.

Causa

Doenca resultante

Critério utilizado para diferenciar da DGS*

Agentes infecciosos

Mycobacteria

Bactérias

Fungos e oomicetos

Outras condi¢oes

Exposi¢do ambiental

Intoxicagao

Neoplasias

Tuberculose

Botriomicose por Staphylococcus spp.)

Abscessos e linfangite ulcerativa

Micetoma (Actinobacillus spp.,

Nocardia spp., Actinomyces spp.)

Dermatofilose (Dermatophilus
congolensis)
Histoplasmose

Micetoma flingico

Esporotricose (Sporothrix schenckii)

Dermatofitose (Microsporum ou
Trichophyton spp.)

Pitiose (Pythium insidiosum)

Silicose

Intoxicagao por Vicia villosa

Linfoma

Melanoma

Mesotelioma

Coloragdo para bacilos dlcool-dcido resistentes;
cultura; PCR
Lesdo piogranulomatosa da pele, nodular e

geralmente localizada.

Lesdo abscedativa e exsudativa da pele; coloragdo
(Giemsa, Gram); cultura

Lesdes nodulares ulceradas localizadas ou multiplas;
inflamacdo piogranulomatosa ou granulomatosa do
tipo caseosa,

Observacdo do agente em esfregagos e avaliagdes de

bidpsia; ndo ha envolvimento sistémico; cultura

Lesdes nodulares ulceradas localizadas ou multiplas;
na histologia hd inflamagdo piogranulomatosa ou
granulomatosa do tipo caseosa, vizualizacdo de hifas
fingicas

Pépulas e nédulos cutdneos ao longe dos linfaticos;
nédulos ulcerados que drenam exsudato espesso
marrom a avermelhado; demonstracio do agente
Observacdo do agente em esfregacos e avaliagdes de
bidpsia; ndo ha envolvimento sistémico; cultura
Epidemiologia;  lesdes  localmente  extensas,
ulcerativas, com tecido de granulagdo; demonstragio

do agente

Envolvimento dos pulmdes e linfonodos; observacio
de cristais sob luz polarizada

Epidemiologia; condi¢do extremamente rara
Avaliacdo histolégica de espécimes de bidpsia ou

necropsia

Envolvimento de cavidades; avaliacdo histolégica de

espécimes de bidpsia ou necropsia

*REED, S. M.; BAYLY, W. M. SELLON, D. C. Equine Internal Medicine. 2. ed. St. Louis: Saunders Elsevier. 2004.
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Figura 1. Osso longo, equino. Imagem submacroscépica de um corte transversal do radio. Observe que ha um
limite continuo (seta) entre o 0sso cortical (A) e o 0sso neoformado (B). (Hematoxilina e eosina)

Figura 2. Osso longo (cortical), equino. O tecido ésseo neoformado (A) se estende perpendicularmente a partir
do osso cortical (B). H4 um limite continuo entre os dois ossos (asterisco). Observe que as lamelas ésseas do
o0sso neoformado ainda ndo estdo totalmente maduras; os Osteons estdo no sentido vertical e estdo
desorganizados, diferente do osso cortical que apresenta dsteons enfileirados dispostos no sentido horizontal.
(Hematoxilina e eosina 100x)
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Figura 3. Osso longo (cortical), equino. O novo osso é delineado a partir da borda periférica do osso cortical

normal por uma linha basofilica continua (linha de cementagdo de repouso) (seta). (Hematoxilina e eosina 400x)
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Figura 4. Pulmao, equino. Imagem submacroscépica do pulmio. Observe que na pleura ha miltiplos granulomas
coalescentes circundados por abundante tecido fibroso, No parénquima pulmonar hd multiplos focos de
inflamag@o granulomatosa intersticial. (Hematoxilina e eosina)
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Figura 5. Pulmdo, equino. Granuloma focalmente extenso nfo-caseoso no intersticio pulmonar. No centro hd
células gigantes multinucleadas principalmente do tipo Langhans e numeros macréfagos epitelioides,
circundados por plasmdcitos e linfécitos. (Hematoxilina e eosina, 100x)
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Figura 6. Pele, equino. Na derme superficial observa-se um granuloma tipico da doenga granulomatosa

sistémica. Sdo observadas células gigantes do tipo Langhans e numerosos macréfagos epitelioides crincundados
por plasmdcitos e linfécitos (granuloma néo-caseoso). (Hematoxilina e eosina 200x)
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HEMOCROMATOSE EM Athene cunicularia (Molina, 1792)
HAEMOCHROMATOSIS IN AN Athene cunicularia (Molina, 1792)
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ABSTRACT
Hemochromatosis is a disease caused by excessive iron storage in the organism, mainly in the

liver. Is a common disease in birds, but had never been reported in animals of the genus
estrigiforme. A female burrowing owl found dead by trampling was necropsied. The liver was
moderately increased in size and had a brownish color. Microscopically, were observed a
multifocal to coalescing inflammatory infiltrate predominantly in the periportal space. This
was composed of macrophages, histiocytes and some lymphocytes and granulocytes.
Interwoven with these cells had large amounts of brown pigment granules also observed in
liver sinusoids and Kiipffer cells. This pigment was positive for iron at potassium
ferrocyanide staining. The macroscopic and microscopic findings observed were all
compatible with hemochromatosis.

KEYWORDS: accumulation of iron, liver disease, Strigiformes.

INTRODUCAO
O termo ave de rapina € utilizado para diferenciar as dguias, falcdes, gavides, corujas

e urubus dos outros grupos de aves predatdrias existentes. Dentro do grupo das aves de
rapinas, hd uma divisdo entre os rapinantes noturnos, representados por animais da ordem
Strigiforme, que engloba as corujas, mochos, suindaras, caburés e outros; € 0s rapinantes
diurnos, representados por animais da ordem Falconiformes, composto por aguias, falcoes,
abutres, carcaras, entre outros (CUBAS et al.,, 2006). Os habitos alimentares das aves
estrigiformes sdo altamente varidveis e ocorrem mudancas na dieta de acordo com o habitat,

época do ano e disponibilidade de alimento. As corujas buraqueiras alimentam-se de péassaros
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e répteis de pequeno porte, ras, insetos, peixes, escorpides e pequenos mamiferos como os
ratos. Ao contrario de outras corujas, também comem frutas e sementes (MAYER, 2008).

A hemocromatose € caracterizada pelo acimulo patoldgico de ferro em tecidos
corporais, em especial no figado, resultando em hemorragias focais, acompanhadas de
congestdes vasculares graves, que se iniciam no sistema mononuclear fagocitario. Isso resulta
em lesdo necrdtica multifocal, com perda de funcdo e doenga. Algumas causas sdo
especuladas, como por exemplo, a falta de controle na absor¢do intestinal de ferro, o excesso
de ferro na dieta e predisposi¢do genética. O distirbio é mais comumente observado em aves
da familia Ramphastidae, que compreende os tucanos e aracaris (CUBAS, 2008;
MASSAROTTO & MARIETO-GONCALVES, 2010), mas ndo existem relatos da sua
ocorréncia nos membros da familia Estrigiformes. Esse trabalho tem como objetivo descrever

a ocorréncia de hemocromatose em Athene cunicularia (MOLINA, 1792), necropsiada no

Laboratério de Patologia Veterinaria de UFPR — Campus Palotina.

DESCRICAO DO CASO
Em oito de abril de 2010, um exemplar fémea de Athene cunicularia (100 gr),
encontrada morta (licenca IBAMA n°21451-2) no municipio de Palotina - PR (latitude
24°04°48’longitude 54°15°21”) foi encaminhado ao laboratério de Patologia Veterindria de
UFPR — Campus Palotina para a realizacdo da necropsia. Amostras de diversos 6rgaos foram
coletadas em formol tamponado a 10% e processadas rotineiramente para a coloragdo de
Hematoxilina e Eosina e Ferrocianeto Potdssio, para detec¢do de ferro, de acordo com

BEHMER et al. (1975).

RESULTADOS

O cadéver apresentava bom estado nutricional e a autdlise era moderada. Ao exame
macroscopico, observou-se hepatomegalia leve, sendo que o figado e o rim apresentavam
coloragdo acastanhada. Demais 6rgdos ndo apresentaram alteragdes. Microscopicamente,
observava-se um infiltrado inflamatério multifocal a coalescente predominante no espaco
periportal. Este era composto principalmente por macréfagos, histidcitos e alguns linfécitos e
granuldcitos. Entremeado a essas células havia grande quantidade de pigmento granular
marrom acastanhado que também era observado moderadamente nos sinuséides hepaticos e
no interior das células de Kupffer. Havia degenera¢do microvacuolar leve dos hepatécitos

adjacentes aos focos de les@o e necrose individual de algumas dessas células. O pigmento
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marrom acastanhado observado foi positivo para ferro através da coloracdo de Ferrocianeto

Potassio.

DISCUSSAO

As alteragdes macro e microscOpicas observadas sdo compativeis com
hemocromatose também chamada de siderose hepatica. Essa doencga € bem conhecida em aves
da familia Ramphastidae (MASSAROTTO & MARIETO-GONCALVES, 2010), no entanto,
até o momento nao havia sido diagnosticada em aves da familia Strigiforme.

A sobrecarga de ferro (Fe) em animais pode ser classificada em primdria ou
hereditdria e secunddria ou adquirida (fator nutricional, infeccioso, toxico, por anemia ou
secunddria a outras doencas (RODENBUSCH et al., 2004). Em aves silvestres ndo hd
consenso quanto a etiologia da hemocromatose. Especula-se que a falta de controle na
absorc¢do intestinal do ferro, o excesso do microelemento na dieta e a predisposicdo genética
sejam os fatores etioldgicos mais provaveis (CUBAS et al., 2006). Com efeito, todos os
autores sempre relacionaram a ocorréncia da hemocromatose a uma oferta nutricional de Fe
em demasia.

A siderose hepdtica € uma doenca descrita em aves de diferentes ordens e familias
com dietas frugivoras e insetivoras. Frutas e insetos sdo fontes nutricionais pobres em
minerais. Estudos demonstraram que aves que apresentam este tipo de dieta possuem um
mecanismo fisiolégico de compensacdo no qual hd um maior aproveitamento do Fe
disponivel na mucosa intestinal (CUBAS, 2008). No presente caso ndo podemos avaliar a
composi¢do da dieta do animal, por se tratar de uma coruja de vida livre, mas, sabe-se que as
corujas buraqueiras costumam-se alimentar de pequenos vertebrados (roedores e lagartos)
grandes fontes de ferro. Sabe-se que aves silvestres mantidas em cativeiro com alimentos
ricos em ferro (por exemplo, racdo de cdes e gatos) apresentam deposicdo excessiva do
mineral em 6rgdos parenquimatosos, podendo agravar a condicao até ocorrer hemocromatose
(MASSAROTO & MARIETO-GONCALVES, 2010).

Macroscopicamente, em casos de hemocromatose, é observada esplenomegalia,
congestdo hepdtica, hepatomegalia, perda da coloracdo hepatica normal, passando a uma cor
de ferrugem (RODENBUSCH et al., 2004). As lesdes histolégicas caracterizam-se por
alteracdoes citoplasmdticas degenerativas, fibrose intersticial, infiltrado celular por
mononucleares e macréfagos carregados de pigmentos. As aves que apresentam tecidos mais

intensamente pigmentados tendem a apresentar menor grau de fibrose e infiltracao celular. Os
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depdsitos de ferro sdo vistos em células de Kupffer e em agregados de macréfagos carregados
de hemossiderina. Esses agregados sdo normalmente multifocais e podem estar presentes em
sinusdides distendidos ou em espagos intersticiais (CUBAS, 2008). Todas essas alteragoes
foram observadas na avaliacdo histoldgica. Apesar de se tratar de um acimulo de pigmento
férrico moderado, este ja causava lesdes de inflamacdo e necrose o que devia acarretar em

prejuizos ao tecido hepatico.

z

O principal diagnéstico diferencial da hemocromatose € a hemossiderose, que se
caracteriza pelo acimulo ndo patolégico de hemossiderina nos tecidos. Na hemossiderose, o
pigmento férrico se deposita no interior dos hepatocitos e/ou células de Kupffer na forma de
hemossiderina e ndo causa alteracdes morfoldgicas ou inflamatérias ao tecido

(MASSAROTTO & MARIETO-GONCALVES, 2010).

CONCLUSAO
Trata-se do primeiro relato de hemocromatose em Athene cunicularia. As condi¢des

avaliadas neste caso sugerem um quadro de hemocromatose de provavel etiologia nutricional.
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ABSTRACT

The dioctophymosis is a parasitic disease caused by Dioctophyma renale with a worldwide
occurrence and affects domestic animals as well as wildlife. Two adult (male) of Galictis
cuja, found dead by trampling in the city of Guaira, state of Parana was necropsied in the
Veterinary Pathology Laboratory of the Federal University of Parana - Campus Palotina. At
necropsy were observed good nutritional condition and moderate autolysis in the two
specimens. Three specimens of parasites were noted in the abdominal cavity of the first
animal and three specimens were found in the second. Two at the right kidney and one in the
abdominal cavity. The parasites were fixed in acetic formaldehyde and sent to identification.
The parasites were identified as specimens of D. renale.

KEYWORDS: dioctophymosis, necropsy, parasitism.

INTRODUCAO
Galictis cuja (MOLINA, 1782) é membro da ordem Carnivora. Na América do Sul a
espécie € encontrada no sul do Peru, oeste da Bolivia, na regido central do Chile, do Paraguai,
do Uruguai e da Argentina e no leste e sudeste do Brasil. Sua dieta inclui pequenos mamiferos
(roedores), aves e seus ovos, vertebrados ectotérmicos (lagartos, ras e sapos), invertebrados e
frutas (YENSEN & TARIFA 2003; JAVOROUSKI & PASSERINO, 2006).

A dioctofimose € uma parasitose causada por Dioctophyma renale de ocorréncia

mundial. O parasito tende a se localizar principalmente nos rins, ou livre na cavidade
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abdominal de cdes causando destrui¢do progressiva das camadas cortical e medular dos rins,
reduzindo os 6rgdos a uma cdpsula fibrosa (BARROS et al.,, 1990; LEITE et al., 2005;
ALVES et al., 2007). O parasito ja foi relatado em um grande nimero de animais silvestres
incluindo martas (Mustela vison), doninhas (Mustela sibirica coreana), graxains (Cerdocyon
thous), quatis (Nasua nasua), lontras (Lutra longicaudis), preguicas (Choloepus didactylus),
lobos-guard (Chrysocyon brachyurus), coiotes (Canis latrans), lobos (Canis Lupus), raposas
vermelhas (Canis vulpes), chacais (Canis mesomelas), rato-almiscarado (Ondatra zibethica),
guaxinins (Procyon lotor), mao-pelada (Procyon cancrivorous), ursos (Ursus ursus) € em um
macaco-prego (Cebus apella) no estado do Para, Brasil (LEITE et al., 2005; REIS et al., 2006;
ISHIZAKI et al., 2010; TOKIWA et al., 2011). No Brasil existem relatos da ocorréncia de D.
renale, em furdes na regido litoranea do estado do Parand (BARROS et al., 1990) e no estado
do Rio Grande do Sul no municipio de Pelotas (PESENTI et al., 2007). O objetivo desse
trabalho € relatar as alteracdes macro e microscopicas de dois furdes (G. cuja) parasitados por

D. renale na regido oeste do estado do Paran4.

DESCRICAO DO CASO
Dois exemplares macho de Galictis cuja encontrados mortos por atropelamento no
municipio de Guaird - PR foram encaminhados ao laboratério de Patologia Veterinéria de
UFPR - Campus Palotina para a realiza¢ao da necropsia. Amostras teciduais foram coletadas,
fixadas em formol tamponado a 10% e processadas rotineiramente pela coloracdo de
Hematoxilina & Eosina para andlise histopatoldgica. Os parasitos encontrados foram fixados
em formol acético e submetidos para a identificacdo no laboratério de Parasitologia

Veterindria da UFPR — Campus Palotina.

RESULTADOS

Os caddveres apresentavam bom estado nutricional e a autdlise era moderada. Em
um dos animais foram observados trés exemplares de parasitos dispostos na cavidade
abdominal (duas fémeas e um macho) um deles perfurara o diafragma e estava parcialmente
alojado na cavidade tordcica. No segundo furdo necropsiado dois parasitas, um macho e uma
fémea, foram observados no interior do rim direito O parénquima renal estava reduzido a uma
capsula fibrosa com contetido necrético e sanguinolento. Outro parasita adulto foi observado
na cavidade abdominal. Nao foram observadas alteracdes macroscépicas nos demais 6rgaos

em ambos os casos. Histologicamente, o parénquima renal era delgado e obliterado por tecido
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conjuntivo fibroso associado a infiltrado inflamatério mononuclear intersticial, atrofia
acentuada e perda de glomérulos e tibulos. Os parasitos observados durante a necropsia

foram identificados como Dioctophyma renale em ambos os animais.

DISCUSSAO

D. renale sdo oviparos e em condi¢des adequadas no meio ambiente a primeira fase
larval surge dentro dos ovos. Para prosseguir sua evolucdo, os ovos larvados devem ser
ingeridos por hospedeiros intermedidrios. Oligoquetas de 4dgua doce sdo considerados os
principais hospedeiros intermedidrios, crusticeos, peixes, sapos, ras ou salamandras também
sdo considerados intermedidrios no ciclo bioldgico do grande estrongilo (FORTES 1997,
ISHIZAKI et al., 2010). Apesar do fato da fonte de infeccdo deste caso permanecer
desconhecida, parece provavel que esta € resultante da ingestdo do segundo HI pelo furdo (G.
cuja). Sabe-se que esses animais ndo incluem na sua dieta peixes e crusticeos, mas,
alimentam-se frequentemente de sapos e ras (BARROS et al., 1990; YENSEN & TARIFA,
2003; PESENTI et al., 2007).

O parasitismo no hospedeiro definitivo ocorre mais frequentemente no rim direito,
onde as fémeas, quando fecundadas, produzem ovos que sao eliminados pela urina
(AMARAL et al., 2008). Um dos animais necropsiados apresentava parasitismo no rim direito
semelhante ao observado por BARROS et al. (1990) e PESENTI et al. (2007). A presenca do
parasito na cavidade tordcica com conseqiiente lesdo de diafragma s6 tinha sido observada até
o momento em caes, sendo associada a sintomatologia clinica de pneumotérax (PESENTI et
al., 2007). O local onde a larva infectante penetra no trato digestério do hospedeiro é
determinante para a localizacdo do parasito adulto. Larvas infectantes que penetram na
curvatura menor do estdmago evoluem para a forma adulta entre os lobos hepéticos o que
explica a forma livre do parasito nas cavidades corpdreas. Ja aquelas que migram pela
curvatura maior do estomago e duodeno, tendem a se alojar no rim esquerdo e direito
respectivamente (ISHIZAKI et al., 2010). Localizagdes ectépicas de parasitos adultos ja
foram descritas no escroto, glandula mamadria e tecido subcutaneo inguinal (PESENTI et al.,

2007; AMARAL et al., 2008; ISHIZAKI et al., 2010).

CONCLUSOES
Relata-se a ocorréncia de parasitismo por Dioctophyma renale em furdes (Galictis

cuja) na regido oeste do estado do Parana.
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ABSTRACT

The bulb of the eye is not a well-studied part of the body and needs more physiological values
for various animal species. In this manner, the objective of the study was to evaluate
histologically the eye of Falco tinnunculus, through measurements of the cornea. The results
were compared between males and females and between the right and left eyes. The eyes
were fixed in buffered formaldehyde and subsequently decalcified. The right eyes were cut
vertically, and left eyes horizontally. After paraffin embedding, sections were prepared and
stained with hematoxylin/eosin techniques. For the analysis of the cuts, three points on the
cornea (A, B and C) have been defined and measured, using an image analyzing software.
Corneal thickness was greater in the periphery (A and C) and lower in the central area (B).
There were no statistical differences in corneal thickness measurements between the left and
right eyes as well as between the sexes. The data described in the paper complement the basic
knowledge of histomorphology of the eyes from Falco tinnunculus for the assessment of
histopathology.

KEYWORDS: falcon, histology, morphometry.

INTRODUCAO
Apesar do globo ocular ser um 6rgao aparentemente isolado dos outros sistemas

organicos, ele pode apresentar alteracdes isoladas ou decorrentes de afeccdes sistémicas,
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sendo a coOrnea, lente, e uvea as estruturas mais afetadas nas aves (KORBEL 1992;

HVENEGAARD et al., 2009).

O Falco tinnunculus é um falcdo, rapinante diurno, encontrado na Europa, Asia e
Africa, de ocorréncia irregular no Brasil. Para a avaliacdo histopatolégica do globo ocular de
aves, é necessdrio conhecer os aspectos histomorfolégicos normais nas diferentes espécies.
Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar cortes histolégicos da cérnea de Falco
tinnunculus, adultos, de vida livre, correlacionando a sua espessura com o sexo € os olhos

direitos e esquerdos.

MATERIAL E METODOS

A colheita dos olhos foi realizada na Clinic for Birds, Reptiles, Amphibians and Pet
Fish da Ludwig-Maximilians-Universitit (LMU) em Munique, na Alemanha. Aves de vida
livre, que apresentavam lesdes corporais muito graves, incompativeis com a sobrevida foram
eutanasiadas e imediatamente apds foram enucleados os bulbos do olho. Estes procedimentos
foram aprovados pela Comissio de Etica (CEUA) local.

Os olhos foram fixados em solu¢do de formaldeido (1:10) tamponado com fosfato
(pH 7,3) e descalcificados em soluc@o a base de acido férmico (Decalcifier®) durante 6-12
horas. A sec¢@o do globo ocular foi padronizada segundo Ehrenhofer (2001). Apds o corte, os
olhos foram desidratados, diafanizados em xilol e incluidos em parafina. Os blocos foram
seccionados em micrétomo (5pum) e as laminas coradas com Hematoxilina e Eosina.

A andlise histomorfométrica da cérnea foi realizada no Departamento de Patologia
Veterindria da FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal, SP-Brasil.

Para a andlise dos cortes, foram determinados trés pontos na cérnea (A, B, C), com o
auxilio de uma lupa estereoscépica. Sendo B o ponto central, A e C os pontos localizados
proximos a juncdo cornea-conjuntiva bulbar (pontos periféricos). No microscopio Optico
foram feitas fotomicrografias da cérnea com objetivas de 10x, 20x e 40x nos pontos
determinados previamente. Por meio do software de andlise de imagens ImageTool for
Windows (version 3.0), foi medida a espessura da cornea em micrometros.

Foi medida a espessura total da cérnea e as trés camadas distintas que a compdem:
epitelial (mais externa), média (camada de Bowman, estroma e membrana de Descemet) e
endotelial (mais interna).

Andlise de variancia de medidas repetidas foi o método estatistico utilizado, segundo
o teste t de andlise de variancia (ANOVA). Comparacdes de médias aos pares foram feitas

usando o teste de Tukey (significativo para p<0,05).
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RESULTADOS

A cornea nos pontos periféricos (A e C) foi mais espessa que no ponto central (B).

b Desafios do Wtw«d@apﬂ”m

Apesar da média da espessura total da cérnea nos pontos A, B e C ter sido maior nos
olhos esquerdos que nos direitos, ndo houve uma diferenca significativa. Em relagdo ao sexo
dos animais, apesar da espessura média da cdrnea nos trés pontos (A, B, C) ser maior nas
fémeas que nos machos, esta diferencga nao foi significativa.

Em relacdo as trés camadas da cdérnea (epitelial, média e endotelial), ndo foi
observado grande variacdo em suas espessuras. O ponto B apresenta as maiores espessuras da
camada epitelial e endotelial, e a0 mesmo tempo, a menor espessura da camada média. Nos
trés pontos (A, B e C) foi observada uma diferenca significativa entre a camada média e as
outras duas (endotelial e epitelial).

DISCUSSAO

Na andlise histolégica da espessura da cornea de Falco tinnunculus, esta possuiu
espessura maior na periferia (ponto A e C), e menor, na drea central (ponto B). Na literatura
constam achados semelhantes, porém utilizando outras técnicas de medi¢do em diferentes
espécies de animais (GILGER et al., 1991; ANDREW et al., 2001). A maior espessura da
cornea na periferia pode ser explicada pelo fato da cérnea, juntamente com a esclera, ser
responsavel pela manutencdo da forma do globo ocular e prote¢do das estruturas internas,
suportando diversas pressdes (HUANG & MEEK, 1999).

A espessura da cOrnea, na drea central, varia com as espécies de aves e a técnica
aplicada para esta medicao (MONTIANI-FERREIRA et al., 2004; STROBEL, 2010). Strobel
(2010), utilizando a ultrassonografia nos mesmos individuos (Falco tinnunculus) deste estudo,
obteve uma espessura de cornea de 305,3uum, enquanto pela técnica histoldgica neste trabalho
foi verificado o valor de 129um. Este fato comprova que os procedimentos da técnica
histoldgica causaram uma diminuicao da espessura da cérnea.

Apesar de, numericamente, a espessura da cornea nas fémeas nos trés pontos (A, B,
C) ter sido maior do que nos machos, estatisticamente esse fato ndo foi comprovado. Ha
relatos na literatura que caes machos possuem cdérneas mais espessas que fémeas
(MONTIANI-FERREIRA et al., 2003).

Ao comparar os resultados dos olhos direitos e esquerdos nenhuma diferenca
estatistica foi encontrada. Semelhante ao que foi encontrado em trabalhos realizados em
outras espécies de animais e utilizando técnicas diferentes (GILGER et al., 1991; TAMAYO-
ARANGQO et al., 2009).
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Em relacdo as medidas obtidas nas trés camadas da cornea (epitelial, média e

endotelial), ndo foi encontrada nenhuma referéncia na literatura citando aves e outros

vertebrados para realizar possiveis comparacoes.

z

A mensuragdo da espessura corneana ¢ um meio para monitorar a funcdo e a
integridade das células endoteliais (GILGER et al., 1993) e € qtil para acompanhamento e
diagnéstico de alteragdes patoldgicas que acometem a cérnea (MODIS et al., 2001).

CONCLUSOES

Nesta espécie a cornea € mais espessa na periferia e mais delgada no ponto central.

A técnica histoldgica induz alteracdes nas dimensdes da cérnea, dificultando
comparacdes com resultados obtidos por outras técnicas, descritos na literatura.

Nao ha diferencas na espessura da cérnea quando analisando o sexo das aves ou 0s
olhos direitos e esquerdos.
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ABSTRACT
The squamous cell carcinoma (SCC) is a neoplasm that affect pets, production animals and
exotic animals, and it’s very common in tropical countries like Brazil, once it develops a
sparsely pigmented, stratified squamous epithelium and on surfaces mucosa exposed to
ultraviolet action. The SCC is quite infiltrative but rarely causes metastases. Its occurrence in
the nasal epithelium is widely reported in cats. This case is a Chinese Hamster, female,
young, who developed a nasal nodule, and their only clinical sign was intense itching. The
animal underwent surgery to perform an incisional biopsy, which was referred to the Servico
de Patologia Veterinaria of UNESP, campus Aragatuba for histopathological evaluation. The

material showed features consistent with squamous cell carcinoma of well differentiated.

KEY-WORDS: neoplasm, small rodents, epiderméide carcinoma.

INTRODUCAO
O carcinoma de células escamosas (CCE) € uma neoformacdo maligna de células
epidérmicas, as quais se diferenciam em queratindcitos (GOLDSCHMIDT, 2002; SOUZA,
2005; SCOPEL, 2007), comum em paises de clima tropical, como o Brasil. O carcinoma de

células escamosas pode ser altamente invasivo e ocasiona metédstases para linfonodos
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regionais, estrutura anexas, ossos € pulmao (GOLDSCHMIDT, 2002; KRAEGEL, 2004). O
seu desenvolvimento pode estar associado a fatores genéticos, defici€éncias nutricionais,
exposicdo ao sol, traumatismos freqiientes e ma higiene (XAVIER, 2005). Acomete felinos,
bovinos, caninos e eqiiinos com bastante freqii€éncia (SCOPEL, 2007), porém sao pouco
relatados em animais exdticos, como aves, répteis e pequenos roedores.

O objetivo deste trabalho € relatar o caso de um Hamster Chinés, fémea, jovem que

desenvolveu carcinoma de células escamosas em espelho nasal.

DESCRICAO DO CASO

Foi encaminhado ao Servico de Patologia Veterindria da Universidade Estadual
“Julio de Mesquita Filho” (UNESP) campus de Aracatuba, um fragmento excisado para
andlise histopatoldgica proveniente de um hamster chinés (Cricetulus griséus), fémea, com
um ano e meio, que apresentou aumento de volume de aproximadamente 0,5 cm, em espelho
nasal com evolucdo rapida, de aproximadamente quinze dias. O animal tinha apenas prurido
no local do aumento de volume, alimentava-se e ingeria 4gua normalmente. O animal foi
encaminhado para cirurgia onde foi realizada biopsia incisional do nédulo. A massa tinha
odor putrido e drenava contetido purulento. O proprietario informou ainda que o animal tinha
contato apenas com maravalha. O material coletado foi fixado em formol 10% e encaminhado

para processamento histologico, sendo corado com Hematoxilina e Eosina (HE).

RESULTADOS

O fragmento tinha coloragao résea, consisténcia macia, superficie irregular, medindo
aproximadamente 0,5cm x 0,5cm x 0,3cm. Microscopicamente foi observado hiperqueratose
paraqueratética moderada e proliferacdo das células do estrato espinhoso com projecao para a
derme profunda. As células do estrato espinhoso possuiam nucléolo evidente com mais de um
nicleo e presenca de grupos de isolados de células com centro queratinizado, além de
infiltrado inflamatério polimorfonuclear € mononuclear moderado. Na derme, havia
vascularizacdo evidente e edema moderado. O diagndstico final foi de carcinoma de células

escamosas bem diferenciado.

DISCUSSAO
A literatura descreve que a ocorréncia de neoplasias € comum em hamsters e que sao

mais freqiientes em machos do que em fémeas (ALENCAR, 2003). O estimulo para a
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formagcdao do carcinoma de células escamosas € bem conhecido em muitas espécies
domésticas, e sabe-se que a influéncia principal estd na exposicao aos raios solares incididos
constantemente sobre regioes glabras, dreas despigmentadas, levemente pigmentadas além do
epitélio escamoso estratificado e de varias superficies mucosas (JONES, 2000; KRAEGEL,
2004; KELLER, 2008). Estudos com ratos descrevem o desenvolvimento do CCE na mucosa
da cavidade nasal apés a emissdo experimental de doses diferenciadas de formaldeido em
vapor (SWENBERG, 1980). Neste caso, a causa do surgimento da neoplasia ndo ficou
esclarecida.

No carcinoma de células escamosas a hiperplasia epitelial é evidente, sendo
facilmente identificadas pérolas de queratina, células com morfologia alterada e infiltrado
inflamatério linfoplasmocitdrio invadindo tanto tecido epitelial quanto o tecido conjuntivo.
Na derme ha aumento da vascularizagcdo do tecido conjuntivo, edema e presenca de vasos em
neoformagdo (OLIVEIRA, 2010). Os achados microscopicos foram compativeis com os

descritos na literatura.

CONCLUSAO
O carcinoma de células escamosas é uma neoplasia que pode acometer animais
domésticos e os animais exoticos, como foi relatado. Devido ao escasso numero de trabalhos
na literatura sobre neoplasias em hamsters fica evidente a necessidade em se realizar mais

pesquisas para haver melhor embasamento sobre o assunto.
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ABSTRACT

Two chinchillas died after developing apathy and anorexia. Necropsy findings were a primary
gastric neoplasm with transcelomic metastasis within the peritoneal cavity in one of these
rodents (Chinchilla 1) and a severe gastritis in the other (Chinchilla 2). Histologically the
tumor in Chinchilla 1 was a gastric adenocarcinoma of the intestinal type with areas of
intestinal metaplasia and large nodular lymphoid aggregates. The lesion in the stomach of
Chinchilla 2 was a severe chronic atrophic gastritis with mucosal atrophy, intestinal
metaplasia, dysplasia and abundant nodular lymphoid aggregates. Polymerase chain reaction
carried out in gastric samples from Chinchilla 1, revealed Helicobacter DNA with 99%
homology with H. pylori. In the Gastric mucosa of Chinchilla 2, Warthin-Starry-positive
micro-organisms with morphology compatible with Helicobacter sp. The microorganisms
stained positive in the immunohistochemistry using a species specific anti-Helicobacter pylori
antibody. Fragments of the lesion in Chinchilla 2 were also positive in the urease test. The
present report describes the first cases of gastritis and stomach cancer in chinchillas and
provides strong evidences to suggest an association with gastric carcinoma and Helicobacter
sp. in chinchilla.

KEY WORDS: chinchilla, gastritis, neoplasia, stomach, Helicobacter sp.
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INTRODUCAO

A infec¢do por bactérias do gé€nero Helicobacter, principalmente H.pylori, €
considerada a principal causa de gastrite, dlcera péptica, adenocarcinoma gastrico e linfoma
do tecido linféide associado a mucosa (MALT) em humanos (DIXON et al., 1996;
WARREN, 2000; KUSTERS et al., 2006). Gastrite associada a infec¢do por Helicobacter
spp. € descrita com alta prevaléncia em animais selvagens mantidos em cativeiro, e constitui
uma importante causa de morte em guepardos (Acinonyx jubatus) (KUSTERS et al., 2006).
Roedores sdo usados como um modelo para o estudo da doenca gastrica em humanos
(WATANABE et al., 1998).

Na rotina de diagndstico do Laboratério de Patologia Veterindria da Universidade
Federal de Santa Maria (LPV-UFSM), tem-se observado grande nimero de chinchilas
acometidas por gastrite, como um achado incidental de necropsia ou, menos comumente,
como causa de morte. Este estudo tem como objetivo relatar a ocorréncia espontanea de
gastrite e tumor géstrico em chinchilas, descrever seus aspectos clinicos e patoldgicos e
investigar uma possivel participacdo de bactérias do género Helicobacter na etiologia dessas

condig¢des

DESCRICAO DO CASO

Gastrite e neoplasia foram detectadas durante a necropsia de rotina em duas
chinchilas (Chinchilas 1 e 2). Fragmentos do estdmago da Chinchila 1 foram submetidos a
reacdo em cadeia de polimerase (PCR) e fragmentos do estdmago da Chinchila 2 foram
submetidos ao teste rdpido da urease. Material de vdrios 6rgdos, incluindo estdmago, foram
fixados em formol a 10%, processados rotineiramente e corados por hematoxilina e eosina,
Warthin-Starry (WS) e azul alciano (AB). Secdes de estomago das duas chinchilas foram
avaliadas por imuno-histoquimica (IHQ) usando o anticorpo anti-Helicobacter pylori
(monoclonal, DAKO, 1:200) pela técnica da avidina-biotina-peroxidase. A reacdo com

diaminobenzidina foi usada para deteccdo da marcacao final.

RESULTADOS
Antes da morte as chinchilas demonstraram apatia e anorexia parcial durante um
més, seguida por anorexia total por uma semana. Na necropsia da Chinchila 1, a serosa do

estdmago estava irregular, com multiplas nodula¢des firmes. Havia numerosas metéstases por
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implantacdo na superficie do diafragma e cdpsula renal. O figado estava aumentado de
volume, com bordos arredondados. Microscopicamente, observou-se crescimento infiltrativo
transmural. As células neopldsicas eram cuboidais ou colunares baixas, com citoplasma
eosinofilico e finamente fibrilar; o nicleo era redondo ou oval composto por cromatina
distribuida na forma de finos granulos. Algumas glandulas estavam dilatadas e continham
material basofilico, amorfo, AB-positivo (muco), achados sdo consistentes com metaplasia
intestinal. Algumas dreas do tumor demonstravam metaplasia escamosa. Numerosos
agregados linféides foram observados no segmento de lamina propria adjacente ao tumor.
Ulceras multifocais e infiltracdo por grande ndmero de neutréfilos ocorriam na mucosa. O
figado revelou marcada vacuolizacdo do citoplasma dos hepatdcitos (lipidose hepdtica). Nas
técnicas de WS e IHQ ndo foram evidenciadas bactérias em meio ao tumor. Porém, o exame
de PCR e sequenciamento genético da amostra obtida da mucosa do estdmago revelou a
presenca de Helicobacter com 99% de compatibilidade com Helicobacter pylori.

Na necropsia da Chinchila 2, foi observada marcada rugosidade da mucosa e edema
da parede do estbmago, dando um aspecto ceribriforme a mucosa. O teste rdpido da urease em
amostra do estdomago revelou positividade apés 40 minutos, caracterizado pela mudanca da
coloragao do meio (amarelo pra rosa intenso). Histologicamente, na lamina propria havia
acentuado infiltrado inflamatério de linfécitos, plasmdécitos, macrofagos e alguns neutréfilos.
Havia marcada perda das células e de glandulas gastricas da regido corpo-findica (atrofia).
Em outras dreas do corpo do estdbmago as glandulas gdastricas estavam acentuadamente
dilatadas e tortuosas (displasia). Nas regides fundica e antro-pilérica, o epitélio glandular e
foveolar estavam substituidos por células caliciformes, preenchidas por material basofilico
amorfo, AB-positivo (metaplasia intestinal). Numerosos agregados linfoides foram
observados na lamina prépria e estruturas WS-positivas, espiraladas ou em formato de
virgula, na superficie da mucosa do estdmago. Essas estruturas foram positivas na avaliacao
por IHQ com anticorpo anti-Helicobacter pylori. No figado havia marcada lipidose,

semelhante ao observado na Chinchila 1.

DISCUSSAO
O presente estudo descreve o primeiro relato de gastrite cronica e adenocarcinoma
gastrico em chinchilas e indica associacdo entre a infec¢do por Helicobacter spp. com o
desenvolvimento dessas lesdes. A infeccao por H. pylori € responsavel por gastrite e tumores

gastricos em humanos (DIXON, 1996). Na Chinchila 2 foi observada marcada atrofia do
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epitélio gastrico, inflamag¢do da lamina propria, metaplasia intestinal e displasia. Achados
semelhantes sdo considerados especificos no diagndstico de gastrite induzida pela infeccao
por H. pylori em humanos e sdo definidos como lesdes pré-neoplasicas (DIXON, 1996,
Warren, 2000).

A reagdo positiva no teste rapido da urease indica a presenca de bactérias do género
Helicobacter e esse € um importante método (> 90% de sensibilidade e 98% de
especificidade) de diagndstico em bidpsias géstricas (MIDOLO & MARSHALL, 2000). Na
Chinchila 2, a presenca da bactéria foi confirmada pelo WS e pela IHQ. Na Chinchila 1 nao
foram observadas bactérias tanto na histoquimica quanto na IHQ, porém o sequenciamento
genético em amostra do estdbmago comprovou infec¢do por Helicobacter sp. com 99% de
homologia com H. pylori. Em casos avancados de gastrite cronica ou carcinoma gastrico
associados a H. pylori em seres humanos, a ndo-visualiza¢do de bactérias ou a observacao de
um ndmero reduzido delas é comum (DIXON, 1996, WARREN, 2000). Nesses casos, o
exame por PCR ¢€ utilizado com um método altamente sensivel e especifico na identificacao
do agente (WARREN, 2000). A infec¢do por H. pylori nas chinchilas do presente relato pode
ter ocorrido pela transmissdo de tratadores infectados pela bactéria, como € sugerido em
outras espécies animais mantidas em cativeiro (KUSTERS et al., 2006) e ndo por infeccao
durante a vida livre.

CONCLUSOES
A bactéria Helicobacter sp. (possivelmente H. pylori) estd associada a casos naturais de
gastrite e cancer gastrico em chinchilas. Estudos complementares estdo sendo realizados em
nosso laboratério para determinar a prevaléncia de gastrite em chinchilas e a relagdo entre a
infecg¢do por bactérias do género Helicobacter com o desenvolvimento de gastrite atréfica e
cancer gastrico nessa espécie.
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PALAVRAS-CHAVE: neoplasia ovariana, felino, histopatologia, imuno-histoquimica

ABSTRACT

Ovarian neoplasms can be derived from epithelial components of the ovary, germ cells or sex
cord gonodal stromal cells. This work describes a case of ovarian carcinoma in a puma
(Panthera onca). The animal presented weight loss during a month and died. During the
necropsy, white abdominal masses were observed and both ovaries were enlarged and with
cystic cavities. The liver also presented white masses. Microscopically, the tumor was a
tubulopapilary carcinoma affecting the liver and ovaries. Epithelial origin of neoplastic cells
was confirmed by immunohistochemistry. Based on those findings the diagnostic was ovarian
carcinoma with metastasis for abdominal cavity and liver.

KEYWORDS: Ovarian neoplasia, feline, histopathology, immunohistochemistry.

INTRODUCAO

Neoplasias ovarianas sdo incomuns em animais domésticos, com excecao da cadela,
mas ja foram descritas em vdérias espécies como caninos, felinos, equinos, suinos e bovinos
(MACLACHLAN & KENNEDY, 2002). Em felinos, estas neoplasias sdo consideradas raras,
mas hd alguns relatos em gatas domésticas e felinos selvagens (NORRIS et al., 1969;

GELBERT & MCENTEE, 1985; HOPE & DEEM, 2006). A elevada porcentagem de fémeas
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felinas castradas pode ser a causa de poucos relatos sobre essas neoplasias nestes animais

(GELBERT & MCENTEE, 1985).

A classificacdo das neoplasias ovarianas € baseada em aspectos morfoldgicos e na
origem embriondria da célula neopldsica predominante: neoplasias epiteliais, neoplasias
originadas dos corddes sexuais, como células da granulosa e teca, e neoplasias das células
germinativas (MACLACHLAN & KENNEDY, 2002). A frequéncia destes tipos de
neoplasias em felinos difere entre as espécies, sendo que em gatas domésticas ha maior
proporcdo de tumores de células da granulosa (NORRIS et al.,1969), enquanto que nos relatos
em ongas, a neoplasia mais frequente sao aquelas originadas do componente epitelial (HOPE

& DEEM, 2006).

O objetivo deste trabalho € relatar um caso de carcinoma papilar ovariano em uma

onga, com enfoque em seus aspectos macroscopicos, histopatoldgicos e imuno-histoquimicos.

DESCRICAO DO CASO

Uma onga preta (Panthera onca), fémea e de 22 anos de idade, proveniente do
Parque Zoobotanico do Museu Paraense Emilio Goeldi (Belém, PA), foi submetida a exame
clinico na mesma institui¢do por apresentar perda de peso significativa em um més. O animal
veio a 6bito e o exame de necropsia foi realizado logo em seguida.

Amostras de coragdo, rim, figado, ovario, bago e peritdonio parietal foram coletadas
durante a necropsia, fixadas por imersio em formalina a 10% e enviadas para andlise
histopatoldgica no Setor de Patologia Veterindria da Escola de Veterindria da Universidade
Federal de Minas Gerais (EV-UFMG). As amostras foram processadas pela técnica de
inclus@o em parafina, coradas por hematoxilina e eosina. Secc¢des histoldgicas da neoplasia
foram submetidas a técnica de imuno-histoquimica com utiliza¢do do sistema de revelacao
biotina-peroxidase e identificacdo a partir de anticorpo secunddrio e revelagdo polimérica
(ADVANCE HRP - ready to use — DakoCytomation). Avaliou-se a expressdo de
citoqueratina (CK) (clone AE1AE3, Dako, 1:100). Para o controle negativo substituiu-se o
anticorpo primadrio por soro bloqueio.

A necropsia, observou-se emaciacdo, hipotrofia muscular acentuada, mucosas
oculares discretamente ictéricas e mucosa oral moderadamente pélida. O exame da cavidade

tordcica revelou mucosa traqueal moderadamente ictérica e pulmdes com antracose
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moderada. A abertura da cavidade abdominal observou-se hemoperiténio moderado e
multiplos ndédulos brancacentos e macios, medindo entre 0,2 e 1,0 cm de didmetro,
distribuidos pelo peritdnio parietal, mesentério, diafragma e serosa do intestino delgado. Estes
nddulos também foram evidenciados no parénquima hepético e esplénico. Ambos os ovarios
apresentaram massas medindo 5,0 x 4,5 e 5,5 x 4,2 cm, caracterizadas por multiplas estruturas
cisticas contendo liquido amarelado ou sanguinolento. Além disso, observou-se
intussuscep¢cao de um segmento de intestino delgado de aproximadamente 15 cm para o
Iimen do segmento adjacente, associado a intensa hemorragia e congestdo do intussuscepto.
Com base nesses achados foi feito um diagndstico macroscopico de neoplasia maligna
disseminada na cavidade abdominal associada a intussuscepc¢ao intestinal.

A andlise histolégica do tecido ovariano observou-se proliferacio neopldsica
infiltrativa de células epiteliais dispostas em arranjo predominantemente papilar e, por vezes,
com formacao de cavidades cisticas. As células possuiam nucleos ovalados, hipercrométicos,
sendo que em algumas células os nucleos possuiam cromatina frouxa e nucléolos unicos
proeminentes. O citoplasma era cuboidal com limites celulares imprecisos. Observou-se
discreta a moderada atipia celular e baixo indice mitdtico. Proliferacdes neopldsicas com as
mesmas caracteristicas observadas no ovario foram identificadas no figado e no peritonio
parietal. Entretanto, nestes tecidos a neoplasia apresentava-se com maior pleomorfismo
celular e maior indice mitético. Além da alteracdo neopldsica observou-se glomerulopatia
membranosa moderada. Os fragmentos de bago e coracdo ndo apresentaram lesdes
significativas.

O exame imuno-histoquimico foi realizado a fim de confirmar a histogénese epitelial
da neoplasia. A neoplasia foi fortemente positiva para CK AE1/AE3, confirmando sua origem
epitelial.

Com base nos achados andtomo-histopatolégicos e imuno-histoquimicos foi firmado
um diagnéstico de carcinoma papilar ovariano com metdstases para multiplos o6rgaos

abdominais associado a intussuscepg¢ao.

DISCUSSAO
Os principais diferenciais para carcinomas ovarianos sdo os tumores de células da
granulosa pouco diferenciados (RICCARDI et al., 2007) e neoplasias epiteliais metastaticas
para o ovario (SCHLAFER & MILLER, 2007). Nestes casos, muitas vezes a morfologia

celular € insuficiente para diagndstico definitivo sendo necessdrio a realizacdo de imuno-
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histoquimica. Contudo, esta técnica e seus critérios para identificacdo de neoplasias ovarianas
em animais domésticos, inclusive felinos, ainda ndo foram adequadamente determinados
(MACLACHLAN & KENNEDY, 2002).

As neoplasias ovarianas sdo raras em felinos domésticos e selvagens, mas dentre as
doencas ovarianas das ongas, o carcinoma ovariano tem sido relatado com maior frequéncia
(HOPE & DEEM, 2006). O progestigeno acetato de melengestrol (MGA), frequentemente
utilizado como método contraceptivo em felinos em zooldgicos, € relacionado surgimento de
lesdes no trato reprodutivo dos animais, como os cistoadenocarcinomas ovarianos (MUNSON
et al., 2002; HOPE & DEEM, 2006).

As alteracdes como ictericia, intussuscep¢do e hemoperitdnio podem estar
relacionadas com o comprometimento da cavidade abdominal e do figado com as metéstases

da neoplasia ovariana.

CONCLUSAO
O diagnéstico de carcinoma papilar ovariano foi baseado em achados macroscépicos
e histopatolégicos e confirma os dados da literatura que indicam que essa € a neoplasia
ovariana mais frequente em oncas. Este relato ressalta a importancia de incluir as neoplasias
ovarianas, apesar de raras, no diagndstico diferencial de ongas, principalmente animais idosos

e ndo castrados, com sinais de emaciagao e perda de peso.
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PALAVRAS-CHAVE: Alteracao reprodutiva, animais silvestres, necropsia

ABSTRACT

This work aims to describe three cases of pyometra in agouti bred in captivity. For this study
included the genital system of three agoutis (Dasyprocta agouti), females raised in captivity,
who came to death. The autopsy showed the genital system is the presence of pus in the
uterus, three agoutis, which was collected for bacteriological and histological analysis.
Bacteriological examination was isolated in the presence of Escherichia coli and
Staphylococcus aureus. In histopathology was characterized by inflammatory infiltration of
polymorphonuclear cells in the endometrium and myometrium, and presence in the lumen of
the uterus of a large number of polymorphonuclear cells, cellular debris and the presence of
fibrin lattices. Conclude that the diagnosis of pyometra in agoutis should be considered in
animals with a history of permanent acyclic reproductive stage.

KEYWORDS: Reproductive change, wild animals, necropsy

INTRODUCAO
Com o aumento do numero de criatérios de animais silvestres, tem crescido os estudos
abordando aspectos reprodutivos com o objetivo de implantar programas de reprodugdo,
através da selecdo de animais férteis para o acasalamento, inseminagdo artificial e

criopreservaciao (BATISTA et al., 2007).
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O diagnéstico de falhas reprodutivas e a identificagdo dos fatores envolvidos podem ser

feito por meio de estudos relacionados ao ambiente (climdticos e instalacdes), genéticos, de

sanidade, de nutricio e de manejo (MADEC & JOSSE, 1984). A avaliacdo dos o6rgaos

genitais de fémeas em anestro durante o exame necroscOpico € em muitas ocasides a Unica

forma de se chegar a identificacdo dos reais motivos que desencadearam os transtornos
reprodutivos.

A criagdo de cutias no semidrido nordestino € vidvel, pois esses mamiferos vém
demonstrando boa adaptacdo e satisfatdria fertilidade em cativeiro, dada a alta rusticidade e
prolificidade. O que pode viabilizar sua exploragdo econdmica e implantagdo de programas de
repovoamento (LANGE & SCHMIDT, 2006).

Especificamente em cutias (Dasyprocta aguti), pouco se sabe sobre as enfermidades
reprodutivas que acometem a espécie. Com o intuito de contribuir com informagdes sobre as

enfermidades que afetam a reproducao de cutias, foi desenvolvido o presente trabalho que tem

a finalidade de descrever trés casos de piometra em cutia criadas em cativeiro.

MATERIAL E METODOS

Foram incluidos neste estudo o sistema genital de trés cutias (Dasyprocta aguti), f€émeas
criadas em cativeiro no Centro de Multiplicacdo de Animais Silvestres (CEMAS), localizado
na Universidade Federal Rural do Semi-Arido, Mossord, Rio Grande do Norte.

Utilizou-se a técnica de necropsia preconizada e consagrada pela pratica
anatomopatoldégica, com exame externo do animal, seguido da abertura e retirado dos 6rgaos
da cavidade tordcica, abdominal e craniana e estudo macroscopico completo. Os sistemas
genitais foram removidos das carcagas, dissecados e avaliados de acordo com metodologia
descrita por BATISTA et al. (2007). Os sistemas genitais que apresentaram algum tipo de
alteracdo macroscopica foram fotografados, sendo posteriormente coletadas amostras de
aproximadamente 1,5cm, as quais foram fixadas em formol tamponado a 10% e em seguida
conservadas em dlcool a 70%. Os tecidos foram incluidos em parafina, cortados a espessura
de 5 micrometros, corados pela Hematoxilina e Eosina e observados em microscopia dptica
(PROPHET, 1992).

Nos 6rgios que apresentaram evidéncias de inflamagdo de origem infecciosa, tais como

presenca de exsudatos, foram colhidas amostras do conteido através de “swabs” para a
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realizacdo do isolamento e identificagdo do agente etioldgico, segundo metodologia descrita

por OLINDA et al. (2010).

RESULTADOS

A piometra foi observada em duas cutias (animais n. 1 e n. 2) encontradas mortas no
recinto durante inspe¢do didria. Constatou-se nas fichas de identificagdo dos animais que os
mesmo apresentavam-se sem pari¢des por um periodo superior a um ano. A outra cutia
(animal n. 3), apds o parto nao houve expulsdo da placenta por um periodo superior a 24
horas. O referido animal apresentou quadro clinico de apatia, anorexia e perda de peso. Foi
estabelecido o tratamento com antibioticoterapia por cinco dias, mas o animal ndo respondeu
ao tratamento e veio a 6bito cerca de dez dias apds o parto.

Durante o exame externo observou-se em todas as cutias mucosa oral e conjuntival
hipocoradas, além de distensdo abdominal. No exame interno, observaram-se cornos € corpo
uterino distendido, com presenca em seu interior de exsudato purulento viscoso de coloragdao
branco-amarelado, além da mucosa do utero ter apresentado aspecto hiperémica e espessada.

No exame histolégico realizado em fragmentos coletados do ttero observou-se
infiltrado inflamatério de células polimorfonucleares no endométrio e miométrio, além de
presenca no limen do utero de grande quantidade de células polimorfonucleares, detritos
celulares e presenca de reticulos de fibrina. Na cutia n. 1, observou-se ainda moderada
hiperplasia do epitelial glandular uterino.

Na andlise microbiolégica do contetido uterino purulento, foi realizado o isolamento em
cultura e a identificacdo morfolégica e bioquimica, das espécimes Escherichia coli (cutia n. 1

e n. 2) e Staphylococcus aureus (cutia n. 3).

DISCUSSAO
As enfermidades do sistema genital de animais silvestres podem, de maneira varidvel,
comprometer tempordria ou permanentemente a fertilidade, com consequente diminui¢do da
eficiéncia reprodutiva do plantel (BATISTA et al., 2007). Piometra é uma doenga uterina de
grande morbidade e mortalidade em animais domésticos (NASCIMENTO & SANTOS,
2003). Porém ha escassez de relatos em animais silvestres, ndo tendo sido encontrado relatos

de piometra em cutias.
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Os animais avaliados no presente estudo ndo apresentavam nenhum tipo de secrecoes
vaginal, sendo dessa forma a piometra classificada como fechada. A piometra fechada
apresenta progndstico ruim uma vez que frequentemente resulta em septicemia, pois acumula
grande quantidade de pus dentro da luz uterina com manifestacdes associada a liberacido de
toxinas bacterianas e sepse, determinando uma série de alteracdes sist€micas, resultando
quase sempre na morte do animal (OLIVEIRA et al., 2008).

Provavelmente a piometra da cutia n. 3 ocorreu como consequéncia de sequelas da
retencao placentdria e infeccdo do utero. A presenca de E. coli isolada do exsudato purulento
intra-uterino nas cutias n. 1 e 2 estd de acordo com dados de literatura que relatam que essa
bactéria é o microrganismo mais comumente isolado de animais doméstico com piometra. E.
coli € uma bactéria normal da microbiota vaginal (COGGAN et al., 2004; SILVA et al., 2004;
HAGMAN & GRECO, 2005). Staphylococcus aureus € outro microrganismo descrito na
literatura frequentemente associado a infec¢des uterinas (FOSSUM, 2008) o qual foi também

observado na cutia n. 3.

CONCLUSAO
O presente caso sugere que o diagndstico de piometra em cutias devera ser considerado

em animais que apresente historico de permanente estagio de aciclia reprodutiva.
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ABSTRACT
Listeriosis is a disease caused by Listeria sp that is characterized by abortion, septicaemia or
encephalitis. Meningoencephalitis with micro-abscesses are observed mainly in the brainstem.
A neurological disease, caused by Listeria monocytogenes, is described in one Fallow Deer
(Dama dama) bred in captivity in Rio Grande do Sul state, southern Brazil. Clinical signs,
such as, depression, walk in circles, incoordination, recumbency and death were shown.
Necropsy exam was performed and leptomeninges were congested. The main histological
findings were marked multifocal meningoencephalitis mononuclear to suppurative,
infiltration by Gitter cells and micro-abscesses formation. Gram-positive bacteria were
observed by Brow-Hopps special stain and immunohistochemistry (IHC) antiListeria
monocytogenes has a strong positive marker. The diagnostic was based on clinical signs,
pathological findings and confirmed by IHC. According to these results, this disease is an
important differential diagnosis to wild ruminant.
KEYWORDS: immunohistochemistry, listeriosis, neuropathology, wild animals.
INTRODUCAO

Listeriose é uma enfermidade ocasionada por bactérias Gram-positivas do género
Listeria, que pode apresentar trés sindromes clinicas: abortamento, quadros de septicemia
com formagdo de abscesso em diversos o6rgdos ou doenca neuroldogica (MAXIE &
YOUSSEF, 2007). Das espécies conhecidas Listeria monocytogenes é considerada a mais
patogénica e afeta diversas espécies de animais e inclusive o homem. As espécies Listeria

ivanovii e Listeria innocua, em ruminantes, estdo ocasionalmente associadas a aborto e
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encefalite, respectivamente (SCHILD, 2007, BRUGERE-PICOUX, 2008). A forma
neuroldgica da listeriose € caracterizada por meningoencefalite e pela formagdo de
microabscessos no tronco enceféalico (RISSI et al., 2010). L. monocytogenes ¢ uma bactéria
intracelular facultativa que possui afinidade pelo sistema nervoso central, acredita-se que a
doenca encefdlica decorra da penetracdo do agente através de erosdes na mucosa oral ou por
infeccdo das cavidades dentédrias chegando ao tronco encefdlico, por via neurégena, pelos
nervos trigémeo e facial (BARROS, 2006). Este trabalho tem como objetivo relatar os
achados clinico-patolégicos e imuno-histoquimicos de listeriose neurolégica em um cervo
dama (Dama dama) criado em cativeiro no Estado do Rio Grande do Sul, Brasil.
DESCRICAO DO CASO

O cervideo era mantido em cativeiro em um zooldgico no municipio de Gravatai, Rio
Grande do Sul, em pastagem nativa e recebia cana-de-actcar, que era triturada no momento
do fornecimento. No mesmo recinto dos cervos dama havia outras espécies de mamiferos e
aves silvestres. O historico clinico foi obtido junto ao veterinério responsavel pelo zooldgico e
o cervo foi necropsiado pela equipe do Setor de Patologia Veterindria da Universidade
Federal do Rio Grande Sul (SPV-UFRGS) no més de outubro de 2009. Fragmentos de
diversos oOrgaos foram coletados em solu¢do de formalina a 10%. Do encéfalo foram
selecionados os seguintes cortes: bulbo na regido do 6bex, cerebelo, ponte na altura dos
pedinculos cerebelares, mesencéfalo na altura dos coliculos rostrais, lobo telencefélico
occiptal, cortex parietal com o hipocampo e tdlamo subjacentes e lobo telencefdlico frontal.
Posteriormente, as amostras foram processadas por técnicas histolégicas rotineiras e coradas
por hematoxilina e eosina (HE) e as seccdes de encéfalo submetidas a coloracio especial de
Brown-Hopps (PROPHET, 1992). Para realizacdo da técnica de imuno-histoquimica cortes de
tecidos encefdlicos foram preparados em laminas de Poli-L-lisina 10%. As laminas foram
submetidas a inibicdo da peroxidase endégena com metanol e peroxido de hidrogénio a 10%,
em seguida foram imersas em leite desnatado por 30 minutos e incubadas com anticorpo
primdrio policlonal anti-antigeno celular de Listeria monocytogenes (BD®) na diluicdo de
1:1000 a temperatura de 4°C overnight. A imuno-histoquimica foi realizada pela técnica de
estreptavidina-biotina ligada a peroxidase (Dako®) e na revelacdo utilizou-se como
cromoégeno o DAB (Dak0®).

RESULTADOS
Segundo o veterindrio o cervo iniciou um quadro de depressdao, mantendo-se longe

dos demais cervideos do recinto, em seguida apresentou andar em circulos, incoordenagao,



%Vmaﬂg,a% XV Encontro Nacional de Patologia Veterindria e I Congresso Brasileiro

de Patologia Veterindria. Anais... Goiania: Patologia

£ Dusofion do (Hnnbinagio Veterinaria/EVZ/UFG, 2011.

dificuldades de manter-se em estagdo e ulcera de cérnea no olho esquerdo, sendo realizado
flap de terceira pédlpebra. Apds cinco dias os sinais progrediram para decubito lateral e morte.
Durante a necropsia foram observadas mucosas oral e conjuntivais palidas e apds remoc¢ao da
sutura do olho esquerdo, opacidade e ulceracao da cornea. A tnica alteracdo observada no
encéfalo foi congestio difusa dos vasos sanguineos das leptomeninges. No jejuno, o contetdo
intestinal estava liquefeito, avermelhado e com codgulos sanguineos, € a mucosa desta regido
estava difusamente avermelhada, enquanto que no intestino grosso as fezes estavam
enegrecidas. No abomaso também foram visualizadas petéquias, equimoses e ulceracdes
multifocais, de aproximadamente 2 cm de didmetro, na mucosa. Na histologia do encéfalo
foram observados focos extensos de maldcia unilaterais e infiltrado de células Gitter, com
formacdo de esferoides axonais, trombose e manguitos perivasculares, predominantemente
linfoplasmocitérios, na regido do ébex e da ponte. Nas regidoes do hipotdlamo e mesencéfalo
foram observadas dreas extensas de maldcia com infiltrado inflamatério purulento abundante,
por vezes formando microabscessos, gliose e manguitos perivasculares mistos abundantes
com exsudagdo de fibrina, endotélio reativo e trombos. Em todos os cortes encefélicos foi
observada congestdo difusa com trombos ocasionais e corpisculos de choque. No ganglio
trigeminal havia ganglioneurite ndo supurativa multifocal moderada e trombose difusa
acentuada na rete mirabile. No olho esquerdo havia necrose da camada superficial da cérnea
com infiltrado inflamatério supurativo discreto associado. No intestino delgado foi observada
hemorragia multifocal moderada e congestdao difusa com exsudagao de fibrina e trombos em
vasos da submucosa, enquanto que no intestino grosso havia sangue digerido na luz e sobre a
mucosa. O abomaso apresentava dreas de necrose da lamina prépria com focos de hemorragia
e degeneracdo fibrinoide da parede de vasos da submucosa adjacente. Observou-se ainda
hemossiderose difusa acentuada no baco e nos linfonodos mesentéricos.

Na coloracdo de Brow-Hopps evidenciou-se bactérias Gram-positivas na forma de
bastonetes associada as areas de lesdo no encéfalo. Quando submetidas ao teste de imuno-
histoquimica anti-Listeria monocytogenes essas dreas apresentaram marcacao positiva,
principalmente nos focos de encefalite purulenta.

DISCUSSAO

O diagnéstico de listeriose foi estabelecido com base nos achados histolégicos
semelhante aos descritos em outras espécies de ruminantes (SCHILD, 2007; BRUGERE-
PICOUX, 2008; RISSI et al., 2006; RISSI et al., 2010) e na marcagdo positiva para imuno-

histoquimica anti-Listeria monocytogenes. Nesse caso a doenca neuroldgica ocorreu de forma
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isolada, porém Listeria monocytogenes também € descrita ocasionando surtos em ruminantes
domésticos e selvagens (BARROS, 2006; ANDRADE NETO, 2007). Em um surto de
mortalidade em cervos dama Listeria monocytogenes foi isolada do solo e fezes de animais
sauddveis sendo considerada uma possivel fonte de infeccao (ANDRADE NETO, 2007).

Esse caso ocorreu durante a primavera e os cervideos nao recebiam silagem,
semelhante ao descrito em surtos em ruminantes domésticos no Brasil (SCHILD, 2007; RISSI
et al. 2010), em que a forma neuroldgica da listeriose ocorre durante os periodos mais quentes
do ano e sem envolvimento de silagem contaminada, divergindo do que € relatado em outros
paises em que a enfermidade ocorre com maior frequéncia no inverno e associada a
contaminagio de silagem (BRUGERE-PICOUX, 2008).

A técnica de imuno-histoquimica tem demonstrado ser efetiva no diagnodstico da
Listeria monocytogenes com maior sensibilidade que a coloragdo de Gram e o isolamento
bacterioldgico (RISSI et al., 2006). Nesse caso o material nao foi remetido para isolamento
bacterioldgico e a imuno-histoquimica foi um método efetivo para diagndstico em tecidos
fixados em parafina.

CONCLUSAO

A listeriose deve ser considerada no diagndstico de enfermidades que causam sinais
clinicos neuroldgicos em ruminantes silvestres. A técnica de imuno-histoquimica é uma
alternativa para o diagndstico dessa enfermidade.
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ABSTRACT
Leiomyomas appears from the smooth muscle in the wall of the uterus, cervix or vagina, and
its features of malignancy cannot be easily observed. In general, the ultrasonography and the
radiography only confirm the presence of an abdominal mass, but it is necessary an histologic
examination of surgically excised specimens for a definitive diagnosis. This case reports an
uterine leiomyoma in a baboon, taking into account the absence of reports of leiomyoma on
this species.

KEYWORDS: neoplasm, primates, uterus, histopathology.

INTRODUCAO

O leiomioma é uma neoplasia benigna, de crescimento lento, porém expansivo, sem
apresentar cariter invasivo e metastatico referido em animais domésticos (MORRIS &
DOBSON, 2001). Pode acometer o utero, cérvix ou vagina, associado ou ndo a hiperplasia
endometrial, cistos foliculares ovarianos, como também neoplasia mamaria (MORRIS &
DOBSON, 2001, KLEIN, 2007). Em humanos o leiomioma uterino é freqiiente e estd
relacionado aos receptores de estrogeno e progesterona, mesmo sendo benigno pode ocasionar
metéstase (KANG et al., 2011). Esta neoplasia raramente estd associada a sinais clinicos,
porém ocasionalmente pode ser observada massa abdominal palpavel e descarga vaginal ou

piometra (KLEIN, 2007). Sao escassas as descri¢des de neoplasia uterina em primatas, porém,



%VMW¢ XV Encontro Nacional de Patologia Veterindria e I Congresso Brasileiro

de Patologia Veterindria. Anais... Goiania: Patologia
Veterinaria/EVZ/UFG, 2011.

Ob Pescior do Walinagiio
no Brasil, hd o relato de hemangiossarcoma primadrio intrauterino em macaco-aranha-de-cara-
vermelha (Ateles paniscus) por Casagrande et al. (2009). Descricdes de leiomioma em
macaco-aranha, macaco-rhesus e em chimpanzé sao citados em achados necroscopicos
(SEIBOLD & WOLF, 1973). O objetivo do presente relato € descrever um caso de leiomioma
em um Papio papio (babuino), pois sdo escassos os dados na literatura a cerca de neoplasia

uterina em primatas.

DESCRICAO DO CASO
Foi encaminhada ao Servico de Patologia Veterindria da UNESP-Aracatuba uma
massa esbranqui¢cada, redonda, bem delimitada, firme, proveniente de excisdo cirtrgica do
utero de uma babuino, fémea, adulta do Parque Zool6gico Municipal de Bauru. Durante o
exame clinico de rotina foi constatada uma massa palpavel na regido ventral inferior do
adbomen, revelando acometimento do ttero e espessamento do endométrio no exame ultra-
sonografico. Foram realizadas as andlises macro e microscopicas da neoformacio uterina,

utilizando a colora¢dao de Hematoxilina e Eosina, PAS e Tricromio de Masson.

RESULTADOS

O exame histopatoldgico corado pela Hematoxilina e Eosina (HE) revelou hiperplasia
endometrial difusa, acompanhada de formagdes cisticas que invadiam o miométrio. O
miométrio exibiu proliferacdo de midcitos comprometendo toda a extensdo a extensao
miometrial. Os midcitos encontravam-se dispostos em feixes densos e em sentidos aleatdrios,
margeados por septos de tecido conjuntivo delicado. As células musculares apresentaram-se
fusiformes, citoplasma eosinofilico, nicleo alongado a oval com cromatina granular delicada
e nucléolo proeminente. A coloracdo de Masson evidenciou os feixes musculares corados em
vermelho, contrastando com o delicado tecido conjuntivo intersticial. Na rea¢do ao PAS as
glandulas endometriais mostraram  positividade, evidenciando a producdo de

mucopolissacarideos.

DISCUSSAO
Os leiomiomas raramente estdo associados a sinais clinicos, tornando-se achado de
necropsia ou sao diagnosticados durante procedimento cirdrgico (KLEIN, 2007). Tal fato

corrobora com o presente caso, onde a neoplasia foi constatada por meio de exame de rotina,
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sem sinais clinicos aparentes. Em relacdo a idade, a ocorréncia dos leiomiomas uterinos nos
animais € compativel com a literatura humana, onde a neoplasia acomete mulheres acima de
30 anos (GOMES et al., 2006; KLEIN, 2007; MAC LACHLAN & KENNEDY, 2002);
porém, na literatura ndo hd relacdo da freqiiéncia da neoplasia entre as espécies. A andlise
microscopica, a neoplasia se caracterizava por feixes de musculo liso com estroma abundante,
septados por tecido conjuntivo delicado (KENNEDY & MILLER, 1993), identificado mais
precisamente nos cortes corados pelo Tricrdmico de Masson. A utilizagdo do PAS foi til
para evidenciar o endométrio hiperpldsico secretério, muitas vezes infiltrando o miométrio.
No presente caso, foi realizada a ovariohisterectomia, descrita pela literatura como tratamento

eficaz devido o comportamento benigno do tumor (KEMPER et al., 2007; KLEIN, 2007).

CONCLUSAO
A auséncia de sinais clinicos ou ainda a deteccdo de massa palpavel em regido
abdominal podem sugerir neoplasia, particularmente em animais de zooldgico que sdo
inspecionados periodicamente. O diagndstico, no presente caso incluiu o exame macroscopico

e o histopatoldgico, sendo ambos fundamentais para a obten¢ao do diagndstico definitivo.
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ABSTRACT

Fungal stomatitis in snakes is usually secondary to bacterial disease and is related to stress,
trauma and inadequate environment. In both cases reported, snakes were free-living, run over
on highways and sent to CETAS / GO for treatment and placement. Neither responded to
treatment and died. Autopsy Gross abnormalities were observed in the oral cavity, trachea,
lungs and air sacs. Microscopic fragments of liver and lung granulomas were observed, as
well as silver-impregnated structures suggestive of filamentous hyphae, featuring a systemic

granulomatous disease of fungal origin.

KEYWORDS: snakes, fungus, oral cavity disease.

INTRODUCAO

A estomatite infecciosa ou “mouth rot” é uma alteracdo observada com certa
freqiiéncia em répteis, predominantemente serpentes, geralmente provocada por agentes
bacterianos destacando-se Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas hydrophilia, Proteus e
Klebsiela. Estes agentes sdo isoladas juntamente a cocos gram positivos ou negativos
residentes de flora normal de animais sadios (KOLESNIKOVAS et al.; 2007). Segundo
PACHALY (2007), as principais causas da ocorréncia da estomatite infecciosa sdo deficiéncia
de vitaminas A e C, ion Ca*t e proteinas, estresse cronico, traumatismo, endoparasitas e
ambiente inadequado. Dentre os sinais clinicos mais comuns incluem-se sialorréia, paralisia
da lingua, gengivas inflamadas, inapeténcia, petéquias, eritemas ou ulceracdo da mucosa oral
(AGUILAR et. al.2007).

Serpentes que apresentam quadro clinico avancado com letargia e anorexia necessitam
de interna¢do em ambiente termoestavel e alimentagao forcada (PACHALY, 2007; JEPSON,

2010). O tratamento varia de acordo com a causa primdria e evolu¢do do quadro clinico
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(CARPENTER, 2010). O prognéstico da estomatite infecciosa depende da severidade das

lesdes, resposta imune humoral e celular do hospedeiro, viruléncia do microorganismo e sua
resposta ao farmaco antimicrobiano utilizado (FRYE, 2007). E considerado favoravel quando
o animal ainda estd comendo e ativo, os sinais s@o observados no inicio da doenca e ndo sao
detectadas outras doencas em evolu¢do conjunta. Em contrapartida, o progndstico € de
reservado a desfavordvel quando os animais estdo anoréxicos, fracos, depressivos e os sinais
clinicos estdo em fase avangcada (BIRCHARD, 2003).

Este trabalho tem por objetivo relatar a ocorréncia de estomatite em dois exemplares
de jibdia e descrever os achados clinicos e anatomopatolégicos que podem ser utilizados no
diagnéstico desta enfermidade.

MATERIAL E METODOS

Os dois exemplares de jibéia (uma Boa constrictor constrictor € uma B. constrictor
amarali) chegaram ao Centro de Triagem de Animais Silvestres de Goidnia (CETAS GO),
mantido pelo IBAMA, com histérico de atropelamento. Apds contengdo fisica, os animais
foram avaliados clinicamente e os dados anotados em fichas individuais. O exemplar de B.
constrictor constrictor apresentava escore corporal bom, desidratacdo, mucosa oral
hiperémica, petéquias, sialorréia com secre¢io muco-purulenta, membrana diftérica de
coloragdo esbranquicada e aumento bilateral do volume da face. O exemplar de B. constrictor
amarali apresentava escore corporal ruim, desidratacdo, laceracdo e ruptura do musculo
masseter com exposi¢ao dssea na face direita. Nos dois casos ndo foi realizado nenhum exame
complementar, sendo a suspeita clinica de estomatite traumética baseada no histérico e exame
clinico.

Os animais foram mantidos em ambiente aquecido e tratados com curativos locais e
resolucdo das lesdes de continuidade conforme a necessidade. O exemplar de B. constrictor
amarali foi submetido a miorrafia e dermorrafia, sendo os tratamentos topicos posteriores
similares aos aplicados ao exemplar de B. constrictor constrictor. Estes consistiam em
limpeza do local afetado com dgua oxigenada 3%, iodopovidona 1%, clorexidine 0,5% OU
Furanil® (de acordo com a disponibilidade) e aplicacio de gentamicina 4% tépica. O
tratamento sist€émico consistiu em administragao IM de gentamicina 4% (2,5 mg/ Kg /72 h/
7 dias) no exemplar de B. constrictor constrictor e enrofloxacina 10% (10 mg/ Kg /48 h /7
dias) no exemplar de B. constrictor amarali, ambos associados a fluidoterapia via cloacal com
Ringer Lactato aquecido (20 mL / Kg / 72 h / apés aplicagdo do farmaco e por mais 4 dias
apo6s o término do mesmo). Os dois animais obtiveram piora do quadro clinico ao término do

tratamento, tendo o exemplar de B. constrictor constrictor desenvolvido pneumonia e o de
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B. constrictor amarali passou a apresentar secre¢cdo muco-purulenta e petéquias. Nova terapia

foi instituida nos dois animais, tendo a primeira recebido nebulizacdo com gentamicina (1 mL
de gentamicina + 9 mL de solucdo fisioldgica) e propolis (duas gotas, uma vez ao dia, durante
30 minutos) e a segunda a aplicacdo de trancinolona acetonida pomada diariamente no local
apés a limpeza descrita na primeira fase do tratamento. Por causa da disfagia, as duas
serpentes foram submetidas a alimentacdo forcada, via sonda, com camundongos (Mus
musculus) macerados, uma vez por semana. Os tratamentos mostraram-se ineficientes e, nos
dois casos, 0s animais vieram a obito e foram submetidos a exames necroscopicos, onde
foram obtidos fragmentos de pulmao, figado, rim, e pancreas. Estes fragmentos foram fixados
em formol tamponado a 10%, processados em parafina e cortados com 5 pm de espessura
para posterior coloracio com hematoxilina e eosina. Fragmentos selecionados foram
submetidos a impregnacdo pela prata para identificar hifas fingicas, segundo a técnica de
Grocott (LUNA, 1968).
RESULTADOS

Ao exame necroscOpico, ambos os exemplares apresentavam lesdes macroscopicas
importantes em diferentes partes do organismo, demonstrando a ampliagdo do quadro clinico
inicial. A observacdo da cavidade oral demonstrou hiperemia de mucosa, presenca de
membrana diftérica de coloragdo esbranquicada e placas caseosas. A traquéia apresentava
secrecdo amarelada e translicida, os pulmdes coloracdo escurecida, sacos aéreos com
exsudato e lesdes puntiformes amareladas e fridveis.

No exame microscopico dos fragmentos de figado e pulmao foram visualizadas
multiplas formagdes delimitadas com centro amorfo e eosinofilico, deposi¢do de tecido
conjuntivo de forma circular e infiltracdio de macréfagos epitelidides na periferia,
caracterizando granulomas multiplos. Na histoquimica de Grocott foram visualizadas
estruturas flingicas ao centro dos granulomas. Os achados macroscOpicos e microscopicos
determinam um quadro de doenca granulomatosa sistémica de origem fiingica.

DISCUSSAO

Apesar de menos freqliente, a estomatite flingica estd geralmente associada a
deficiéncias imunoldgicas, estresse, desnutricdo e condi¢des precdrias de higiene (CUBAS,
2001). Os animais levados ao CETAS chegaram debilitados devido ao atropelamento, e esta
debilidade associada ao cativeiro e manipulagdo freqiiente para tratamento das lesdes pode ter
provocado uma queda acentuada dos mecanismos de defesa dos mesmos. Apesar de
geralmente ser secundéria a infeccdo bacteriana, a infec¢io flngica apresenta potencial de

disseminagdo sendo geralmente isolados agentes pertencentes a flora sistémica do animal
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(FRYE, 1981). O prognéstico da estomatite depende do estdgio de evolucdo da doenca, se ha

acometimento local ou sistémico e o agente envolvido na afeccdo. Nos dois casos relatados os
animais evoluiram de lesdes locais a sist€micas sem resposta ao tratamento antibidtico
instituido e tal fato levou a procura de indicios de contaminag@o por agentes flingicos em
avaliacdo histopatoldgica, confirmado pela observacdo de estruturas filamentosas com
morfologia sugestiva de hifas apds impregnacao pela prata em histoquimica de Grocott. Em
trabalho realizado com serpentes, SERAPICOS et al. (2005) encontraram que alteracdes
pulmonares foram observadas na maioria dos animais que apresentaram lesdes no tegumento,
podendo estar relacionado com um quadro de septicemia. Outros autores descrevem que
pneumonia heterofilica leve pode ser decorrente de uma estomatite ou da proliferacdo de
bactérias oportunistas nesse grupo de animais (HERRON, 1972; FIRMIN, 1976; FRYE,
1981; ZWART, 1986; STOAKES, 1992).
CONCLUSAO

As alteragdes macro e microscopicas encontradas em dois exemplares de jibdia sdo
sugestivos da ocorréncia de estomatite associada a pneumonia e hepatite granulomatosas,
possivelmente de origem filingica.
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ABSTRACT
Some species of Solanum causes neurolorogic disease characterized by cerebellar disorder
with periodic epileptiform episodes in ruminants. There weren’t specific necropsy lesions
associated with this kind of intoxication. Histological findings reveal vacuolization and loss
of Purkinje cells. Therefore an experimental model of Solanum intoxication was developed in
cattle. For such five animals, aged six months old, with no defined breed, and weighing
around 120 kg were used. Animals were kept in cages during five months at Clinica de
Bovinos de Garanhuns/UFRPE. Animals received 5g/kg/BW/day of the plant mixed in the
diet and the administration was made by spontaneous intake. To determine whether there was
cerebellar signs the “Head Raising Test” was weekly performed and when there was
confirmation of cerebellar damage animals were euthanized. The CNS and rete mirabile were
fixed in a 10% buffered formalin solution, and stained with hematoxylin and eosin for
histopathologic evaluation. Three animals showed signs of intoxication in an average time of
108 days and one animal at 156 days. Clinical signs observed include transient convulsive
seizures, which lasted a few seconds and balance disturbance. At necropsy there were no
specific intoxication lesions. Histopathological examination revealed thin vacuolization of the
perikaryon and loss of purkinje cells, with axonal spheroids on granular layer and at the

marrow’s white matter.
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INTRODUCAO

Algumas espécies de Solanum, popularmente conhecidas como “jurubeba”, causam
intoxicagdes espontaneas em bovinos e caprinos caracterizadas clinicamente por desordens
cerebelares e microscopicamente como doenca do armazenamento lisossomal. No Brasil a
ocorréncia de intoxicacdo mais estudada € por S. fastigiatum e existem poucas descri¢des de
intoxicacdes experimentais por S. paniculatum e surtos de intoxicagcdo espontanea em bovinos
no Agreste do Estado de Pernambuco durante o periodo de 2005 a 2008 (MEDEIROS et al.,
2004; JUNIOR et al., 2010; GUARANA et al., 2011).

A jurubeba causa uma doenca neurolégica caracterizado clinicamente por ataques
convulsivos e a necropsia ndo sao encontradas lesdes macroscépicas especificas, mas podem
ser observadas lesdes traumadticas devido as quedas O diagnéstico € realizado através dos
sinais clinicos observados e dos dados epidemioldgicos, sendo confirmadas pela observacao
das lesdes histoldgicas caracteristicas, localizadas no cerebelo, mais especificamente nas
células de purkinje que apresentam vacuoliza¢do no citoplasma, com &dreas multifocais de
perda ou desaparecimento destas células, além da presenca de esferdides axonais
(GUARANA et al., 2011).

Este trabalho tem por objetivo descrever as alteragcdes clinicas e histopatolégicas do
cerebelo observadas em bovinos intoxicados experimentalmente por S. paniculatum.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido na Clinica de Bovinos da UFRPE em Garanhuns, onde
foram utilizados cinco bovinos, sendo quatro no grupo experimental € um no grupo controle,
com faixa etdria de seis meses de idade, sem raca definida, com peso médio de 120 Kg. Os
animais foram mantidos em sistema de criacdo intensivo e submetidos a0 mesmo manejo
higiénico sanitdrio e nutricional. Foi respeitado um periodo de 30 dias de adaptacdo dos
animais. A colheita da planta S. paniculatum foi realizada nas propriedades em que foram
relatados os casos naturais, nos municipios de Brejdo e Garanhuns. A planta seca foi
administrada por ingestdo natural misturada na racdo na dose de S5g/kg/PV/dia, sendo
suspensa um dia antes do sacrificio. A dose e periodo de experimentacdo foram baseados nos
experimentos de Medeiros et al. (2004) e Afonso et al. (2009). O experimento teve a duracao
de cinco meses, sendo realizado Head Raising Test semanalmente para determinar os sinais
cerebelares (PIENAAR et al., 1976). Apds a manifestacdo do quadro clinico os animais foram

submetidos a eutandsia. Na necropsia foi colhido encéfalo, rete mirabiles e medula espinhal



dos animais e fixados em formol tamponado a 10%. Os fragmentos foram processados
rotineiramente e corados pela hematoxilina e eosina para avalia¢do descritiva da lesdo.
RESULTADOS

Trés animais do grupo experimental apresentaram sinais de intoxicagdo com tempo em
média de 108 dias e o quarto animal com 156 dias. Apds a realizacdo do HR test
apresentavam crises epileptiformes que duravam em torno de 20 a 30 segundos, com tremores
de inten¢do, opistétono, nistagmo, quedas em posi¢des diversas. Apds alguns segundos o
animal apresentava desequilibrio, demonstrando ataxia e lateralizacio do andar. HR test
seguidos quando realizados num mesmo animal observou-se que 0s sinais tornavam-se mais
leves ou a ndo ocorréncia da crise epileptiforme. Na necropsia ndo foram encontradas lesdes
especificas da intoxicagdo, apenas hematomas no tronco encefélico devido a coleta de liquido
céfalo-raquidiano para avaliacdo bioquimica, imediatamente antes da eutandsia.

Na avaliacdo histopatologica do cerebelo todos os animais do grupo experimental
apresentaram na maioria das células de purkinje vacuolizagdo fina do pericdrio, algumas delas
com nucleo marginalizado e outras com auséncia dos mesmos. Também apresentaram necrose
neuronal, com redu¢do do nimero das células de purkinje, proliferacdo das células da glia e
esfer6ides axonais na camada granular e na substancia branca medular.

DISCUSSAO

Os sinais clinicos neuroldgicos observados nos animais positivos para o HR test
comprovam que a S. paniculatum causa quadro clinico semelhante aos descritos nas
intoxicagdes por outras espécies do género Solanum como S. fastigiatum, S. kwebense, S.
dimidiatum e S. bonariensis (RECH et al., 2006). A duracdo dos sinais clinicos de poucos
segundos e a recuperacdo apos o ataque convulsivo dos animais mostrando-se aparentemente
normais também foi descrito por Riet-Correa et al. (1983) e Rech et al. (2006), na intoxicagcdao
por S. fastigiatum. Tokarnia et al. (2000), relatou bem o achado encontrado em relagao aos
repetidos HR test, ocorrendo uma diminui¢do dos sintomas se realizado vérias vezes em
pouco tempo.

Em virtude das diferencas de susceptibilidade para o desenvolvimento do quadro
clinico neuroldgico a eutandsia ocorreu em momentos diferentes. Segundo Tokarnia et al.
(2000) a resisténcia individual € um fator ligado ao animal que influencia a toxidez da planta.

Diminuic¢do do cerebelo e atrofia da substincia cinzenta foram observadas em casos de
intoxicag@o espontanea por S. paniculatum (GUARANA et al., 2011) o que ndo ocorreu neste

estudo e em outras intoxicagdes experimentais pela mesma espécie (MEDEIROS et al., 2004;



GUARANA et al., 2009). A variabilidade na quantidade de planta consumida em casos
espontaneos e o desconhecimento do principio ativo podem estar associados a estes achados
(GUARANA et al., 2009).

Os achados histopatoldgicos associados as células de purkinje com proliferacdo de
astrocitos de Bergmann, esferdides axonais, gliose no cerebelo sdo similares encontradas por
intoxicagdes experimentais com S. paniculatum (MEDEIROS et al., 2004; GUARANA et al.,
2009) e também sdo encontrados nos animais intoxicados espontaneamente e
experimentalmente por S. fastigiatum (RECH et al., 2006).

CONCLUSOES PRELIMINARES

A dose e periodo de tempo utilizados nesse protocolo experimental confirmaram a
toxidez de S. paniculatum para bovinos com o desenvolvimento de lesdes cerebelares
similares as desenvolvidas em outras espécies toxicas de Solanum.
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ABSTRACT

CD44 is a cell adhesion molecule closely related to tumor progression in humans. In canine
mammary tumors, little information is available about this molecule. The aim of this study is
analyze, by immunohistochemistry the behavior of this molecule in canine mammary tumors
with or without the presence of metastatic lymph nodes. The groups were divided into N
(without metastasis) and group M (metastasis). Tumors were classified according to the
WHO, World Health Organization. The cells were counted whereas the plasma membrane
and/or cytoplasm are stained. There was a significant increase in group N for group M, and
increase the primary neoplasia of metastatic tumor to metastatic neoplastic mass (lymph node
or emboli). It is concluded that there was more immunostaining in metastatic neoplastic mass
than in primary neoplasia of metastatic tumor and tumors without metastasis.

KEYWORDS: dogs, oncology, tumors.

INTRODUCAO

Os receptores de superficie celular sao importantes para regular a mobilidade celular além de
interagir a célula com o microambiente em que estd inserida (CICHY e PURE, 2003). O
CD44 € uma molécula de adesdo, multifuncional, pertencente a familia de glicoproteinas
transmembrana e estd intimamente relacionada com a progressao tumoral (KLINGBEIL et al.,
2009). Esta envolvida nas intera¢des célula a célula e entre a célula e a matriz (NAOR ef al.,
1997). O enfraquecimento do mecanismo de adesdo celular é o pré-requisito basico para a
ocorréncia de metdstase (POZDNYAKOVA et al., 2009), porém pouco se sabe sobre o
mecanismo pelo o qual a molécula CD44 interfere nas metdstases. Harrell et al. (2006)
mostram que o CD44 € expresso em tumores primarios e superexpresso em émbolos tumorais

linfaticos e metdstases, concluindo que as subpopulagdes de CD44 no sitio primério sdo
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preferencialmente atraidas para os vasos linfaticos tumorais e seus linfonodos. Em caes, o

comportamento da molécula de adesdo CD44 foi relatado por Madrazo et al. (2009) o qual
limita seu uso como um marcador de malignidade em tumores de mama canino. Paltian et al.
(2009) associa a maior marcagdao de CD44 com tumores benignos ou com tumores mamarios
caninos que tenham comportamentos relativamente benignos. O objetivo deste estudo é
avaliar pelo método imuno-histoquimico o comportamento do receptor CD44 em neoplasias
mamadrias caninas malignas com e sem metastase em linfonodos drenantes.

MATERIAL E METODOS

Compuseram os grupos experimentais cadelas com tumor mamario, com ou sem metéastase
visivel em linfonodos, € um grupo controle composto por tecido maméario normal. Nao houve
predilecao por localizagdo mamadria, mas usou-s€ em maior nimero as mamas inguinais e
linfonodos inguinais. Utilizou-se dez neoplasias mamdrias malignas sem metastase visivel em
microscopia de luz em vasos e em linfonodos; Dez neoplasias mamarias malignas
metastaticas e seus respectivos linfonodos com metastases observadas microscopicamente.

Os fragmentos dos tumores mamadrios € de linfonodos drenantes foram adquiridos do
Hospital Veterindrio da FCAV - UNESP, Jaboticabal, SP e de clinicas particulares. Os
fragmentos colhidos fixados em solu¢do de formol a 10%, e processados rotineiramente até a
inclusdo em parafina. Na anélise microscopica em microscopia de luz, foi feita a classificacao
da neoplasia, segundo os critérios da Organizagdo Mundial da Saude (MISDORP et al. 1999).

A técnica imuno-histoquimica empregada foi o complexo estreptavidina peroxidase
(ABC), desenvolvido por HSU et al. (1981), com ligeiras modificacdes. Usou-se o anticorpo
monoclonal CD44v6, clone DF1485, DAKO na dilui¢do de 1:50, com incubacao de 4°C por
18 h. A recuperacdo antigénica foi realizada com tampao citrato, pH 6 em Microondas por 10
minutos, sendo os dois primeiros em poténcia méxima e o restante em temperatura morna.
Como controles positivos interno foram utilizadas glandulas mamdrias normais que se
encontravam ao redor da neoplasia e como controle negativo usou-se PBS ao invés do
anticorpo primdrio. As marcagdes foram consideradas positivas quando a membrana
plasmdtica e ou o citoplasmas apresentavam-se marcados. Para se quantificar a frequéncia da
imunomarcagdo, foram aleatoriamente selecionados quatro campos por corte e, foi contado
um total de 100 células entre as marcadas e ndo marcadas, na objetiva de 40x. As contagens
foram feitas nas neoplasias sem metdstases, na neoplasia primdria metastitica e na massa
metastatica onde foram consideradas as células epiteliais neoplédsicas em linfonodo e émbolos
tumorais em vasos linfiticos e sanguineos. Foi aplicado o teste T para comparacdo de

resultados.
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RESULTADOS

O tipo histolégico encontrado foi: no grupo sem metéstases; cinco carcinomas mamarios

b Desafios do Wtw«d@apﬂ”m

complexos, dois sélidos e trés tubulos-papiliferos, no grupo metastatico; seis tibulos-
papiliferos e quatro sélidos. No grupo controle, todas as células epiteliais glandulares
mamadrias foram imunomarcadas para o CD44, 100% marcadas. Houve um aumento
significativo em relagao ao grupo de neoplasias sem metdstases para as contagens de células
nas massas neopldsicas (p<0,05). E também aumento significativo das contagens de células da
neoplasia primdria metastdtica em relacdo a respectiva metdstase (Tabela 1).

Tabela 1 — Médias percentuais e desvio-padrdo das contagens das células

imunomarcadas pelo anticorpo CD44 nos grupos analisados.
Massa neoplasica

Neoplasia sem metastase Neoplasia primaria da metastatica (em linfonodo
metastase ou émbolos)
41,30 £14,82a 43,2 £17,5a 73,70 £ 13,50b

No sitio primdrio do tumor, observou-se poucas marcagdes em relacdo ao local da
metéastase. Em carcinomas simples tibulo-papiliferos observou-se marcacdes mais intensas
nos tibulos mais préximos dos normais e nas camadas mais externas de células nas papilas.
Dois dos quatro carcinomas sélidos apresentaram pouca marcagdo no sitio primdrio. As
células neopldsicas em vasos linfaticos, em sua maioria, estavam agrupadas e mesmo as que
se encontravam isoladas estavam marcadas para o anticorpo CD44. Nos linfonodos as células
marcadas estavam agrupadas em sua maioria nos seios subcapsulares e, em apenas dois casos
elas invadiram o linfonodo pelos corddes linfaticos atingindo a regiao medular.

DISCUSSAO

Em glandulas mamadrias de mulheres, o CD44v6 apresenta forte imunorreatividade em
mioepitélio normal e em células epiteliais ductais (FRIEDRICHS, et al. 1995). Em cées a
marcacdo de CD44 em tecidos mamarios normais foi maior em ductos e células do epitélio
alveolar e em menor quantidade nas células mioepiteliais (PALTIAN, et al. 2009). Em nosso
estudo, as neoplasias primdrias metastdticas apresentaram menor marcacdo de CD44 em
relacdo a metdstase. Contrastando com os nossos achados, POZDNYAKOVA (2008)
encontrou mais marcagdes em sitios primdrios de CD44v6 do que na metdstase cutinea em
humanos. Apesar de ser o mesmo clone do anticorpo, a metdstase foi analisada em pele,
enquanto o presente estudo analisou linfonodo. Nos linfonodos a maioria dos tumores
metastaticos localizava-se nos seios subcapsulares condizendo com a circulagdo linfatica

unidirecional, chegando pelos vasos aferentes e saindo pelos linfaticos do hilo, ou eferentes
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(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999). A marcacdo superexpressa em células no interior de

vasos linfaticos confere uma estabilidade na estrutura do émbolo tumoral (MADRAZO, et al.
2009). Fato interessante observado é que a molécula de adesdo CD44 foi imunomarcada em
uma média de 73,7% das células tumorais nas massas tumorais metastdticas, indicando que a
célula neopldsica necessita de adesdo para enfrentar o novo microambiente que estd
colonizando. Muitos estudos em humanos tém proposto que o CD44 pode ser uma molécula
de fator prognodstico de metdstase (XIN er al., 2001). Em caes, hd necessidade de estudos
complementares para que fique clara essa hipétese. J4 que nosso estudo contrasta com o de
Paltian, 2009 que encontraram maior marcagdo em tumores benignos ou comportamento
préoximo de benigno.
CONCLUSAO

Conclui-se que houve maior nimero de células imunomarcadas pelo receptor CD44
em massas neopldsicas metastdticas do que na neoplasia primdria onde ocorreu a metastase e
neoplasias sem metastases.
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CREMES DE BARBATIMAO A 5% E QUITOSANA A 5% COMO COADJUVANTES
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ABSTRACT
Were evaluated 5% barbatiman and 5% chitosan creams as an adjuvant in skin wound healing
in rabbits. For this, it was used 20 male rabbits adults in which four were induced skin
wounds, submitted to heal by secondary intention and treated with 5% chitosan cream, 5%
barbatiman cream, 2% allantoin cream and base cream. The wounds were evaluated by
clinical examination daily for 21 consecutive days and histological analysis on days three,
seven, 14 and 21 after induction. Macroscopically, the wounds of all groups progressed in
accordence to the microscopic evolution of the healing process. Chitosan cream at 5% and
barbatiman cream at 5% contributed to the process of cutaneous repair in rabbits when
compared to other treatments, once favored fibroblast activation and collagen deposition
early, and modulate neovascularization and reepithelialization. Thus, the 5% barbatiman and
5% chitosan creams coadjuvant treatment is effective in the healing of skin wounds in rabbits.

KEYWORDS: Phytotherapic, skin, tissue repair, tannin.

INTRODUCAO
A cicatrizagdo € um fendmeno bioldgico complexo, sistemdtico e organizado que
ocorre em resposta a dissolucdo da integridade tissular, visando a restauracdo tecidual
(BARBUL, 2006). E descrita nas fases inflamatdria, proliferativa e de remodelacao coldgena,

que correspondem aos principais episddios observados em um determinado periodo de tempo

(ACKERMANN, 2007).



%VMW¢ XV Encontro Nacional de Patologia Veterindria e I Congresso Brasileiro

de Patologia Veterindria. Anais... Goiania: Patologia
PN s Veterindria/EVZ/UFG, 2011.
Os coadjuvantes do processo cicatricial sdo preconizados quando o organismo nao se

encontra apto a responder a injuria tecidual (BARBUL, 2006). Dentre os diferentes métodos
propostos, a molécula de quitosana e o fitoterapico barbatimao [Stryphnodendron adstringens
(Martius) Coville] merecem énfase, pois além da acdo sistemdtica frente ao processo
cicatricial, sdo considerados métodos alternativos economicamente vidveis (LOPES et al.,
2005; SEZER et al., 2007). Diante disso, este estudo teve como objetivo avaliar a a¢ao dos
cremes de quitosana a 5% e barbatimao a 5% na cicatrizacdo de feridas cutaneas em coelhos.

MATERIAL E METODOS
O estudo foi conduzido entre de abril de 2008 e junho de 2009 e dividido em quatro

etapas. Na primeira fase efetuou-se o processamento e a padronizacdo do extrato aquoso do
barbatimdo. A segunda etapa consistiu da manipulacdo das formulagdes terapéuticas, a saber:
creme de barbatimado a 5% (CB), creme de quitosana a 5% (CQ), creme de alantoina 2% (CA)
e creme base sem a adicdo de principios ativos (CN). Na terceira etapa, foi promovida a
inducdo das feridas cutaneas para avaliar a acdo terapéutica das formulacdes. Foram utilizados
20 coelhos, sendo confeccionadas quatro feridas cutaneas equidistantes em pontos especificos
do dorso dos animais. As feridas foram induzidas com auxilio de um punch circular de um
centimetro de didmetro e higienizadas com solugdo de cloreto de s6dio a 0,9% e, em seguida,
receberam os tratamentos tépicos, que foram estabelecidos mediante sorteio. Para avaliar a
acdo terapéutica dos cremes foram formados quatro grupos (n=5), sendo que as feridas
tratadas com CB e CQ compuseram os grupos testes do estudo, e as feridas tratadas com CA e
o CN constituiram os grupos controles positivo e negativo, respectivamente. Na quarta etapa,
as feridas foram avaliadas macroscopicamente por 21 dias consecutivos considerando-se os
parametros hiperemia, hemorragia, secrecdo, crostas e reepitelizacdo. Microscopicamente, as
feridas foram avaliadas nos momentos trés, sete, 14 e 21 dias, seguindo critérios adaptados de
NETO et al. (2006). O material foi colhido por meio de biopsia, sendo processado e corado
pelas técnicas de Hematoxilina-Eosina e Tricromico de Masson. Os resultados da andlise
macroscOpica foram analisados descritivamente e para as avaliagdes microscopicas foi
empregado o teste de U-Mann Whitney, considerando-se o nivel de significancia de 5%.
RESULTADOS

Clinicamente houve predominio de hiperemia nas &4reas adjacentes as lesdes,
hemorragia, exsudacao serosa e crostas até o quarto dia de tratamento, independente do grupo.
Em seguida, estes sinais comec¢aram a regredir, ndo sendo descritos nos grupos CB e CQ ao
oitavo dia. Hiperemia e secrecdo foram observadas em 40% das feridas de CA e CN até o

término do estudo. Crostas foram identificadas em todas feridas no segundo dia, se
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destacando apds a reepitelizacdo ou durante a antissepsia das feridas. Retra¢do centripeta

ocorreu em 100% das feridas do grupo CB no terceiro dia, enquanto que no grupo CQ esta foi
visualizada a partir do quarto dia. Nos dias 17 e 19, a totalidade das lesdes dos grupos CB e
CQ encontrava-se reepitelizada. Nos grupos CA e CN a reepitelizacdo ocorreu em apenas
40% das feridas ao final da pesquisa.

Microscopicamente houve maior predominio de infiltrado polimorfonuclear no grupo
CN em relacdo a CB e CQ, diferindo significativamente (p>0,05) em todos os momentos
considerados. Esta diferenca ocorreu nos momentos 14 e 21 dias quando se comparou o grupo
CA em relacdo aos CB e CQ. Quanto a neovascularizacao foi verificada diferenca entre CN e
os grupos testes em todos os momentos. Houve proliferacao fibroblastica (fibroplasia)
precoce e mais acentuada nos dias trés e sete (p>0,05) em CB e CQ em comparacdo a CA e
CN. Colagenizacao decorrente da sintese fibroblastica foi constatada a partir do sétimo dia e
aumentou gradativamente até o final do estudo. Os grupos CN e CA apresentaram menor
intensidade (p>0,05) quando comparadas aos CB e CQ no sétimo e 14° dias de avaliagdao. A
reepitelizacdo, caracterizada por migragdo epitelial das bordas em direcdo ao centro da lesdo,
ocorreu tardiamente (p>0,05) nos grupos CA e CN, sendo verificada diferenca significativa
em comparagdo aos grupos CB e CQ. As varidveis necrose/crosta, tecido de granulagdo e
infiltrado mononuclear niao diferiram significativamente entre os tratamentos em nenhum
momento considerado.

DISCUSSAO

Os resultados iniciais para CB e CQ foram condizentes com os da fase inflamatodria
da cicatrizacdo. Sugere-se que a reducdo precoce desses sinais estdo relacionadas ao
mecanismo anti-inflamatério da quitosana e do tanino. Resultados semelhantes foram
apontados por SEZER et al. (2007) e VIEIRA et al. (2008) na fase inicial da evolucdo da
cicatrizacdo. Em contrapartida, persisténcia dos sinais da inflamacdo nos grupos CN e CA.
Estudos de VIEIRA et al. (2008) também fizeram referéncia a extensdo do processo
inflamatério em feridas tratadas apenas com CN. Infere-se que o veiculo empregado na
pesquisa possa ter desencadeado irritacio no tecido lesionado. A extensdo do processo
inflamatério no grupo CA pode ser explicado pela menor eficicia do mecanismo anti-
inflamatério promovido pela alantoina, afirmagao respaldada pelos achados de NETO (2005).

As crostas das feridas, apesar de limitar as avaliagdes e a agdo dos cremes, nao foram
removidas para ndo interferir na formacdo epitelial. Conduta similar foi adotada por
EURIDES et al. (1996), mas nao por LOPES et al. (2005), que promoveram o debridamento

das crostas e nao notaram intercorréncias decorrentes da manobra.
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Formacdo de tecido de granulacdo e inicio de reepitelizacdo evidenciou que o

processo cicatricial evoluira para fase proliferativa, visto que tais parametros correspondem
aos descritos para esta fase, corroborando os achados de HOSGOOD (2006). Fibroplasia
precoce e acentuada também foi notada em CB e CQ. Esse achado estd de acordo com
MARTINS et al. (2003) que atribuiram esse parametro a baixa tensdo de oxigé€nio e ao
acimulo de fibrina proporcionado pelo fitoterdpico no centro da lesdo. A propriedade
imunomoduladora da quitosana também foi confirmada e concorda com SILVA et al. (2006).

Colagenizacdo também esteve mais acentuada e precoce nos grupos CB e CQ e
corroboram, respectivamente, os achados de LOPES et al. (2005) e SEZER et al. (2007).
Dessa forma, pode-se inferir que tais terapias exercem ac¢ao benéfica quanto a colagenizagao,
contribuindo para o melhor aspecto das feridas e maior forca ténsil do tecido neoformado.

A neovascularizacio foi mais acentuada nos dias sete e 14, regredindo ao 21° dia,
independente da terapia empregada. A presenca dos vasos nas fases iniciais garante
fornecimento de nutrientes e trocas gasosas no ambiente da lesdo e a auséncia desse
parametro demonstra que a cicatrizacdo estd evoluindo para a fase de remodelacdo, como
descreve BARBUL (2006). Ainda, reepitelizacdo completa que ocorreu por volta do 18° dia
de tratamento nas feridas dos grupos CB e CQ, demonstraram a eficdcia destes protocolos
quando comparados aos demais tratramentos e concordam com as citacdes de SEZER et al.
(2007) e VIEIRA et al. (2008).

CONCLUSAO

Os cremes de quitosana de barbatimao a 5% auxiliam na reparacdo tecidual, sendo

protocolos eficazes e economicamente vidveis como coadjuvantes da cicatrizacao.
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ABSTRACT

The Lead (Pb) is a heavy metal found naturally in the environment, but its concentration has
been increased encouraging human and animal exposure to this element by anthropogenic
indiscriminate actions. With no physiological function in the body, it accumulates favoring
chronic changes that compromise the function of organs as was observed by the
experimentally work where Wistar rats was exposed with this element comparing the
histologic changes the lead was detected by Atomic Absorption Spectrometry in Flames -
FAAS. The results showed that the changes were predominant in liver and kidneys, but
changes were also observed in other organs in which the element concentration was not
measurable.

KEYWORDS: Cell biology, Xenobiotic, Intoxication.
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INTRODUCAO
O chumbo ¢ um metal pesado que ndo possui fungao fisiolégica no organismo. No seu
processo de detoxicacdo forma complexos com macromoléculas favorecendo sua adsorcao e,
posteriormente, absor¢do e distribuicio e/ou excregdo. E absorvido por inalagio em até 16%
em adultos, e em criancas, o percentual absorvido pela via digestéria é de 50%. Uma vez
absorvido, o chumbo € distribuido pelo sangue, onde a meia vida é de 37 dias; nos tecidos
moles, a meia vida € de 40 dias; nos ossos e dentes a meia vida é de 27 anos (MARCAL,
2005, OGA et al, 2008). A concentracdo de chumbo no sangue € menor do que 2% do seu
total no corpo, deste valor, uma por¢do igual ou menor do que 5% se encontra no plasma,
representando a fracdo 14bil e biologicamente ativa do chumbo, capaz de atravessar barreiras
anatdmicas, como, por exemplo, a placentdria, e alcancar os tecidos fetais, causando danos
irreversiveis ao feto (MOREIRA & MOREIRA, 2004).
O quadro 01 ilustra resumidamente as principais alteracdes clinicas ocasionadas pelo
chumbo.

QUADRO 01: descrigdo das alteragdes clinica nos sistemas que compdem 0 organismo.

ORGAOS ALVOS ALTERAGOES

Efeito gastrintestinal Cdlica saturnica, caracterizada por espasmos intestinais, com
desconforto abdominal devido a lesdo em musculatura lisa.
Musculos abdominais rigidos com hipersensibilidade acentuada,
febre e palidez.

Efeitos neuromusculares Desmielinizagdo e degeneragdo axonal, prejudicando as fungdes
psicomotoras e neuromusculares. Altera o metabolismo de
neurotransmissores como a acetilcolina e as catecolaminas.
Fraqueza muscular, fadiga e paralisia.

Efeitos neuroldgicos Disturbios no metabolismo dos carboidratos, principal fonte de
NAD e NADP durante o desenvolvimento do cérebro, acido
quinolinico e no catabolismo do triptofano.

Efeitos cardiovasculares Miocardite cronica, hipotonia ou hipertonia com hipertensdo e
arteriosclerose precoce, com alteragdes cerebrovasculares.

Efeitos renais Disturbio reversivel dos tubulos renais e nefropatia intersticial
irreversivel. Sindrome com proteinuria, hematuria e cilindruria.

Efeitos hepdticos Inativacdo da biotransformacdo, com redugdo na concentragdo
hepatica do citocromo P, e da atividade da glutation-S-
transferase, favorecendo o desenvolvimento de hepatite tdxica.

Efeitos hematopoéticos Inibe a eritropoese com consequente anemia
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Efeitos hematoldgicos Nos eritrdcitos, pode ocorrer a formagdo do Ponteado Basofilico,
porém, ocorre a anemia microcitica hipocrémica pela incapacidade
da citocinese e pela fragilidade da membrana celular.

FONTE: SCHIFER et al, 2005; SPINOSA et al, 2008.

Objetivo (s) O projeto objetiva descrever morfologicamente as alteracdes
histopatologicas em figado e rins de ratos da linhagem Wistar submetido a intoxicagao
experimental por chumbo na forma de Sulfato de Chumbo (PbSO4)®

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 12 ratos da linhagem Wistar, com aproximadamente 120 dias de
vida, peso médio de 230gr provenientes do Biotério da Universidade Estadual do Centro-
Oeste - UNICENTRO - BIOCEN, sendo separados em tres caixas prdéprias para o
acondicionamento destas. Cada caixa contendo quatro ratos mantidos em ambiente com
temperatura € luminosidade controladas. As caixas eram higienizadas diariamente € os
animais recebiam alimentac¢ao ad libidum.

O experimento ocorreu num periodo de sete dias com os animais recebendo Sulfato de
Chumbo (PbSO,)® em solucdo fornecida aos animais pelo método de gavagem preparada no
momento da aplicacdo utilizando-se 10mg do composto para 100ml de 4gua. No momento da
aplicacdo os animais foram pesados em balanga digital fornecendo aos animais 5ml da
solucdo para cada quilo de peso vivo pelo processo de gavagem. Os animais foram
sacrificados em cdmara de gés carbonico (CO;) e posteriormente necropsiados para coleta de
amostras de figado e rins. Fragmentos de amostras das mesmas estruturas foram coletadas na
quantidade de 6 mg, acondicionados em sacos plasticos, identificadas e resfriadas para
posterior encaminhamento para andlise pela Espectrofotometria de Absor¢do Atomica em

Chamas no Laboratério de Quimica da UNICENTRO.

RESULTADOS
FIGADO RIM
Espectrofotometria 4,14 86,86
(Chumbo) FAAS* - ng/g
Histopatologia Necrose multifocal associada a reagdo | Degeneracgao hidrépica de células
inflamat6ria mononuclear perivascular | epiteliais em tibulos contorcidos
com tumefacao de células de kupffer e proximais associada a picnose e
estase biliar presencga de condensacdo de
cromatina

*FAAS - Espectrofotometria de absorc¢ao atdmica em chamas / Limite Detectavel (LD): < 0,05 pg.mL™ pug.mL"
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DISCUSSAO
Para Spinosa et al, 2008 todas as estruturas que compdem O organismo vivo sao
passiveis de serem afetadas pelo chumbo, porém no exame pela FAAS apenas no figado e rins
de todos os animais foram encontrados este elemento, caracterizando ou a impossibilidade de
deteccao do aparelho utilizado para andlise estando os niveis abaixo do limite de detec¢do ou
o tempo de exposi¢ao nao foi o suficiente para que o elemento fosse detectdvel no 6rgao, pois
alteracdes degenerativas e vasculares foram observadas nos demais 6rgdos e até mesmo
anemia apldsica em por¢cao medular de fémur. Porem em figado e rins o elemento foi
detectado em valores considerados altos para a quantidade do elemento processado
demonstrando as alteracdes acima descritas de acordo com a func¢io do 6rgdo um com fung¢do
metabdlica e de detoxicagdo e outro com funcdo de excrecdo, o que favorece o maior tempo
de exposicdo do elemento nos 6rgaos em questdo (SPINOSA et al, 2008; McGAVIN &
ZACHARY, 2009)
CONCLUSAO
Pelo periodo de exposi¢ao as alteragdes observadas em figado e rins estdao associadas
a lesdes reversiveis, o que se pode concluir que retirando a causa, este Orgdos pode
restabelecer-se porem mesmo de acordo com as alteragcdes observadas as principais
conseqiiéncias de cardter metabdlico quando a exposicao for aguda, porém esta fase, favorece
a deposi¢ao do elemento em 6rgaos caracterizados de fase cronica.
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ESTUDO COMPARATIVO DO TRATAMENTO IN VITRO COM
TRIIODOTIRONINA SOB A DIFERENCIACAO OSTEOGENICA DE CELULAS
TRONCO MESENQUIMAIS DA MEDULA OSSEA E DO TECIDO ADIPOSO DE

RATAS COM OSTEOPOROSE
COMPARATIVE STUDY OF THE EFFECT OF TRIIODOTHYRONINE ON THE
OSTEOGENIC DIFFERENTIATION OF THE MESENCHYMAL STEM CELLS FROM
BONE MARROW AND ADIPOSE TISSUE OF FEMALE RATS WITH OSTEOPOROSIS
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ABSTRACT
This study verified the effect of triiodothyronine on the osteogenic differentiation of the
mesenchymal stem cells (MSCs) from bone marrow and adipose tissue of female rats with
osteoporosis. We collected bone marrow from long bones, and omental adipose tissue for
extraction of MSCs. The cells were cultured in osteogenic medium with or without T3
distributed into the following groups: 1) MSCs of young rats without osteoporosis; 2) MSCs
of adult rats without osteoporosis; 3) MSCs of adult rats with osteoporosis without T3 and 4,
5, 6 and 7) MSCs of adult rats with osteoporosis with T3 (0,0InM, InM, 100nM and
1000nM, respectively). At 7 and 21 days of osteogenic differentiation of MSCs, MTT
conversion, alkaline phosphatase activity, and gene expression for collagen I, osteocalcin,
bone sialoprotein and osteopontin were analyzed, and at 21 days the mineralized nodule
number was analyzed. MSCs from bone marrow of rats with osteoporosis had a slower

osteogenic differentiation compared to rats without osteoporosis. The treatment with T3



%VMW¢ XV Encontro Nacional de Patologia Veterindria e I Congresso Brasileiro

de Patologia Veterindria. Anais... Goiania: Patologia
05 Busofios do Mcliagio Veterinaria/EVZ/UFG, 2011.

enhanced the osteogenic differentiation of MSCs from bone marrow of rats with osteoporosis,
however did not improve the osteogenic differentiation of MSCs from adipose tissue.
KEYWORDS: cell culture, osteogenic differentiation, thyroid hormone, ovariectomy, female
rats.

INTRODUCAO

Os hormonios tireoidianos sdo fundamentais para o crescimento e desenvolvimento
de varios o6rgdos e tecidos (NUNES, 2003), incluindo o tecido 6sseo (PEPENE et al., 2001).
Além disso, foi comprovado que a triiodotironina (T3) também estimula a diferenciacdo
osteogénica in vitro das células tronco mesenquimais (CTM) da medula 6ssea de ratas
saudaveis (BOELONI et al., 2009).

Um dos mecanismos pelo qual a deficiéncia dos esterdides sexuais induz osteoporose
€ por reduzir a diferenciagcdo osteogénica das CTM da medula 6ssea (OCARINO et al., 2008).
No entanto, até o presente momento ndo se sabe se a defici€éncia dos esterdides sexuais
também reduz a diferenciacdo osteogénica das células tronco do tecido adiposo.

A injecdo intra-6ssea de CTM no fémur de ratas pode reverter a osteoporose local
(OCARINO et al., 2010). O uso de CTM ¢ seguro nao induzindo rejei¢ao pelo sistema imune
quando as células tronco sdo oriundas do proprio paciente. Mas como a osteoporose reduz a
diferenciagdo osteogénica das CTM, o individuo com osteoporose ndo € um doador adequado,
a menos que suas CTM tenham restaurado in vitro sua capacidade de diferenciacdo
osteogénica. Por isso, o objetivo deste estudo € verificar o efeito do tratamento in vitro com
T3 sob a diferenciacdo osteogénica das CTM do tecido adiposo e da medula dssea de ratas
com osteoporose e compara-la a de ratas sem osteoporose.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 18 ratas Wistar adultas sauddveis (n=6), jovens sauddveis (n=6) e
adultas com osteoporose (n=6). As ratas jovens e adultas tinham um e cinco meses de idade,
respectivamente. A osteoporose foi induzida trés meses apds ovariectomia bilateral e
comprovada por histomorfometria 6éssea. Foram colhidas CTM da medula 6ssea da tibia e do
fémur e CTM do tecido adiposo do omento. Tanto as CTM da medula 6ssea quanto do tecido
adiposo foram cultivadas em DMEM enriquecido a 37°C e 5% de CO,. A caracterizacao
fenotipica das CTM de todos os grupos foi realizada por meio da pesquisa, por citometria de
fluxo, da expressdo de CD45, CD54, CD73 e CD90. Tanto as células do tecido adiposo
quanto da medula 6ssea foram distribuidas em sete grupos: 1) CTM de ratas jovens sem

osteoporose; 2) CTM de ratas adultas sem osteoporose; 3) CTM de ratas adultas com
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osteoporose sem T3; 4, 5, 6 e 7) CTM de ratas adultas com osteoporose tratadas com T3
(0,01nM, InM, 100nM e 1000nM, respectivamente). Foram avaliados: a atividade da
fosfatase alcalina, a conversdo do substrato dimetiltiazol (MTT) em cristais de formazan e a
expressdo de coldgeno tipo I, osteocalcina, sialoproteina dssea e osteopontina, por RT-PCR
em tempo real aos sete e 21 dias de diferenciagdo osteogénica. O nimero de nddulos de
mineralizacao foi avaliado aos 21 dias de diferenciacdo. Os dados foram submetidos a andlise
de variancia com comparacdo das médias pelo teste SNK.
RESULTADOS

Tanto as células da medula 6ssea quanto do tecido adiposo, independente do grupo,
apresentaram caracteristicas fenotipicas compativeis com as de células tronco.

As CTM de ratas adultas, independente da fonte, apresentaram menor diferenciacao
osteogénica quando comparadas as CTM de ratas jovens. Na cultura dessas células, houve
reduc¢do da conversdo do MTT em formazan, da atividade da fosfatase alcalina, do nimero de
nddulos de mineralizacdo e da expressdo de proteinas colagé€nicas e/ou nio colagénicas em
pelo menos um dos periodos estudados (p<0,05).

O efeito da osteoporose, induzida pela deficiéncia dos esterdides sexuais, foi mais
marcante na reducao da diferenciagcdo osteogénica das CTM da medula dssea do que do tecido
adiposo, uma vez que maior numero das varidveis analisadas foi significativamente alterado
pela deficiéncia dos esteroides sexuais nas CTM da medula dssea. Além disso, o tratamento
com T3 foi capaz de melhorar a diferenciacdo osteogénica somente das CTM da medula
dssea.

DISCUSSAO

Os efeitos da idade, da deficiéncia dos esterdides sexuais para indug¢do da
osteoporose e do tratamento in vitro com T3 variaram de acordo com a origem das CTM e
com o periodo de cultivo. O aumento da idade reduziu significativamente a diferenciacao
osteogénica das CTM da medula 6ssea e do tecido adiposo. A reducdo da diferenciacdo
osteogénica das CTM da medula 6ssea causada pela idade também foi observada por outros
pesquisadores (KRETLOW et al., 2008). No entanto, com relagdo as CTM do tecido adiposo,
j& havia sido relatado que a idade nao reduz a diferenciacao osteogénica (ZHU et al., 2009).

Assim, como previamente descrito por OCARINO et al. (2008), a deficiéncia dos
esterdides sexuais reduz a diferenciagdo osteogénica das CTM da medula éssea. Resultado
surpreendente foi observado quando da adi¢do de T3 nessas culturas, onde houve melhora

significativa da diferenciacdo osteogénica das CTM. O resultado positivo da adi¢ao de T3 na
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diferenciacdo osteogénica das CTM da medula 6ssea de ratas com osteoporose também ja
havia sido observado nas CTM de doadores saudaveis (BOELONI et al., 2009).

No entanto, apesar da deficiéncia dos esterdides sexuais alterar alguns dos
parametros analisados nas CTM do tecido adiposo, o tratamento com T3 ndo foi eficiente em
melhorar o potencial osteogénico dessas células. Este resultado € intrigante, pois essas células
apresentam receptores para T3 (ORTEGA et al., 2009). Assim, mais estudos s@o necessdrios a
fim de explicar o porqué dessas diferencas entre as CTM do tecido adiposo e da medula
Ossea.

CONCLUSOES

A deficiéncia dos hormonios sexuais, induzida pela ovariectomia, compromete mais
a diferenciacdo osteogénica das CTM da medula 6ssea do que do tecido adiposo, sendo
melhor a resposta das células da medula 6ssea ao tratamento com T3 para melhorar a
diferenciagdo osteogénica.
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PALAVRAS-CHAVE: inspecdo, saide publica, histopatologia

ABSTRACT
Brazil is the great meat exporter of the world, with 32% of total world exportations. The
partial or total condemnation of carcasses or organs by Federal Inspection Service (SIF)
during inspection constitutes economical losses for slaughterhouse however ensures public
and animal health. So, our results showed that 434 samples condemned by the SIF in 3
slaughterhouses located in Araguaina-TO were positive (322), negative (24), complemented
(73) and 15 without microscopic changes. So, training of personnel and guides to good
practice should be implemented.
KEYWORDS: inspection, public health, histopathology.
INTRODUCAO

O agronegdcio brasileiro € detentor de 32% das exportagdes mundiais, movimentando

no ano de 2008 mais de 2,2 milhdes de toneladas de carne bovina (FAO, 2008).
No que se refere a exportagdo de carne bovina, o Servigo de Inspecao Federal (SIF)

apresenta grande importancia como 6rgdo fiscalizador, em relacdo a saude publica, além de
gerar dados consistentes através de seus relatérios e estudos epidemiolégicos regionais e

nacionais (ALMEIDA, 2006).
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Durante a avaliacdo macroscopica pode haver falhas diagndsticas, pois algumas
lesdes apresentam macroscopia semelhante. Neste contexto, exames complementares como o
histopatoldgico, fornecem informagdes que permitem a tomada de medidas sanitdrias
preventivas pelos setores responsaveis pela saide animal e satide humana (ALMEIDA, 2006).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar microscopicamente as alteragdes
encontradas nas linhas de inspec¢do, uma vez que ha pleno conhecimento sobre as doencas que
acometem os bovinos do estado.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas amostras de animais abatidos em trés frigorificos-matadouros da
regido de Araguaina-TO, todos sobre regime do Servico de Inspecdo Federal. As coletas
foram realizadas semanalmente em sistema de rodizio, no periodo de 12/2009 a 04/2011.
Cerca de 10 a 20 fragmentos foram coletados de Orgdos condenados pela avaliacdo
macroscopica, segundo os critérios de coloragdo, textura e forma dos 6rgdos, estabelecidos
pelos os funciondrios das linhas do SIF.

As amostras obtidas foram encaminhadas ao Laboratério de Patologia Animal da
Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia (EMVZ) da Universidade Federal do Tocantins
(UFT). Inicialmente os tecidos foram fixados com formol a 10%, e preparadas de forma
rotineira, para histopatologia. As laminas analisadas por microscopia de luz.

De acordo com o diagndstico obtido na andlise microscopica, os resultados foram
classificados em: positivo, os quais as causas de condenagdo coincidiam com a microscopia;
negativo, onde a causa de condenacdo foi divergente as encontradas na microscopia;
complementado, de forma que os tecidos apresentavam além da lesdo que levou a sua
condenacdo, alguma outra alteracdo patoldgica; sem-alteracdo, caracterizado quando ndo
havia nenhum processo patoldgico no tecido analisado.

RESULTADOS

Na tabela 1 sdo apresentados o diagndstico das 434 laminas analisadas.

TABELA 1: Diagnéstico microscépico de visceras condenadas pelo SIF na regido de Araguaina-TO.

ORGAO DIAGNOSTICO MICROSCOPICO
CONDENACAO COMPL. NEG. POSIT. SEMALT. Total geral
BACO 5 5
CONGESTAO 5 5
CORACAO 4 10 3 17
CISTICERCOSE 3 3
CONGESTAO 2 1 3
PERICARDITE 2 6 3 11

FIGADO 24 16 125 4 169
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ABSCESSO 6 7 31 1 45
CIRROSE 8 1 33 2 44
CONGESTAO 1 2 3
HEPATITE 1 1
HIDATIDOSE 2 3 10 15
MELANOSE 1 1
PERIEPATITE 1 1 9 1 12
TELEANGIECTASIA 5 3 40 48
INTESTINO DELG. 20 1 26 47
ESOFAGOSTOMOSE 20 1 26 47
LINFONODO 1 13 14
ABSCESSO 1 1
LINFADENITE 1 12 13
PULMAO 3 4 101 5 113
ABSCESSO 1 2 3
ASPIRADO DE SANGUE 5 1 6
ASPIRADO RUMINAL 2 2
BRONQUITE 2 2
CONGESTAO 27 27
ENFISEMA 3 1 57 1 62
HIDATIDOSE PULMONAR 1 1
LINFONODO HEMAL 11 1 12
RIM 22 1 32 3 58
ABSCESSO 1 1
ANEMIA 3 3
CISTO URINARIO 8 10 18
CONGESTAO 1 1
ESQUEMIA 2 2
NEFRITE 1 1 19 21
URONEFROSE 10 2 12
TRAQUEIA 1 8 9
BRONQUITE 1 8 9
Total geral 73 24 322 15 434

Os dados revelam que 74,2% dos diagndsticos foram positivos, corroborando com as
causas de condenacdo dadas pelo SIF. Por outro lado, 16,82% dos diagndsticos foram
complementados (73/434). Os principais 6rgaos complementados foram: o figado onde as
principais alteracdes que complementaram os diagndsticos foram hepatite (12/24 — 16,43%) e
cirrose (9/24 - 12,32%) (9/24 - 12,32%); no rim a nefrite foi a principal alteracao
complementar representando 30,1% de casos; no intestino delgado foi diagndsticada enterite
associada a esofagostomose, representando 27,4% dos casos e o coracdo, representando
5,47% teve o seu diagndstico complementado pela presenga de Sarcocystis sp.

O diagndstico negativo (24/434) foi dado para 5,52% das amostras, assim, o figado

apresentando hepatite (8/16) e cirrose (4/16) e pulmao apresentando enfisema (2/4) e aspirado

de sangue (2/4) foram os 6rgdos que apresentaram maior erro.
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DISCUSSAO

Os resultados obtidos nesse estudo apontam a condenacao desnecessdria dos 6rgaos
pelo SIF, uma vez que, em alguns casos o diagnostico microscopico realizado ndo revelou
alteracoes aparente. No nosso estudo essas perdas representam 3,45% das condenacdes,
resultando em prejuizos para a cadeia produtiva, ainda se forem considerados apenas os
orgdos nobres como figado e rim essas perdas sao de 2,36% e 5,17% respectivamente. Esses
dados corroboram aos estudos conduzidos por Mendes & Pilati (2007) realizado junto ao SIE,
os quais apontam a condenac¢do desnecessdria de 7,2% das 167 amostras de figado e de 3,42%
das 117 amostras de rins sem alteragdes microscopicas (MENDES & PILATI, 2009).

Ao observar os dados com diagndstico negativo (5,52%) fica evidente a existéncia de
falhas no critério de julgamento dos 6rgaos, como relatado por Almeida (2006).

Os resultados obtidos por Mendes & Pilate (2009) demonstram que 20,51% dos rins
avaliados foram condenados por nefrite e 17,09% condenados por cisto urindrio. De forma
semelhante, na presente investigacdo a nefrite foi o diagndstico complementar para 31,03%
das amostradas avaliadas microscopicamente.

CONCLUSAO

Considerando que hé falta de acurécia na linha de inspecdo e falhas no critério de
julgamento para as condenacdes, faz-se necessario o treinamento do profissional da linha de
inspecdo, bem como aperfeicoamento das técnicas de abate. Assim, medidas desta natureza
reduziriam os custos de produ¢do da industria por condenacdes inadequadas e assegurariam o
destino apropriado das carcacas e visceras provenientes do abate de bovinos.
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ABSTRACT
This work aims to evaluate in rats experimentally intoxicated with P. arachnoideum and milk
from cows with enzootic hematuria. Were used 48 rats in two experiments: evaluation in
short-term (60 days) and medium term (90 days). At each stage, the animals were divided into
three groups (n = 8): Group 1 = control, administration by gavage of distilled water, Group 2
= administration by gavage of aqueous extract of bracken fern, Group 3 = administration by
gavage raw milk of contaminated cows. The animals were necropsied and collected samples
for histopathology. All animals showed hyperplasia of intestinal lymphoid tissue, more
evident in Group 3. There was inflammatory infiltration in the intestine of animals in Groups
1 and 2. The most striking change was found in the stomach of an animal in group 3 that
revealed epithelial hyperplasia and squamous cell carcinoma in situ. Although it has been
observed low occurrence of cancer in this study, it is believed that milk from cows with EBH
may induce gastrointestinal cancer and therefore, the consumption of raw milk by humans
should not be indicated.
KEYWORDS: BEH, bracken fern, milk, neoplasm, histopathology.
INTRODUCAO
Pteridium arachnoideum € uma planta com ampla distribuicdo geogréafica que causa

sérios problemas de intoxicacao em animais (TOKARNIA et al. 2000). Os humanos também
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podem se intoxicar pela ingestdo da planta, contato fisico com os esporos e ingestdo do leite
cru de animais contaminados (POTTER e BAIRD, 2000).

A concentragdo do principio téxico (ptaquilosideo) no leite de animais contaminados
corresponde a 8,5% da quantidade ingerida pelo animal (ALONSO-AMELOT et al.,1996). O
leite destes animais ja foi administrado em camundongos com alta incidéncia de tumores,
especialmente os de mama (VILALOBOS-SALAZAR,1989). De acordo com Silva et al.
(2009), na microrregido do Caparad, Espirito Santo, a planta existe em vasta escala e € alta a
prevaléncia de intoxicacdo em bovinos. Além disto, os humanos consomem o leite destes
animais. Objetivou-se com este trabalho avaliar as alteragdes andtomo-histopatoldgicas do
trato gastrointestinal de ratos submetidos a dieta com leite cru (in natura) proveniente de vaca
com hemattria enzodtica, do municipio de Ibitirama, ES, com alta prevaléncia de HEB.

MATERIAL E METODOS

Amostras frescas de brotos de P. arachnoideum foram colhidas de setembro a novembro
de 2010, no municipio de Ibitirama, ES. Trés a cinco gramas do broto seco foram diluidos em
50 mL de dgua destilada, filtrado e estocado a 4 °C. O uso do extrato da planta foi utilizado
como controle positivo das lesdes neoplésicas. O leite in natura foi coletado de vacas com
HEB da mesma fazenda onde foi coletada a planta.

48 ratos Fisher, fémeas, com 60 dias de idade foram utilizados em dois experimentos,
um de avaliacdo em curto prazo (60 dias de experimento) e outro em médio prazo (90 dias).
Em cada fase, os animais foram divididos em trés grupos (n=8), a saber: Grupo 1 = controle,
administracdo por gavage de dgua destilada; Grupo 2 = controle positivo, administragao por
gavage de extrato aquoso de samambaia; Grupo 3 = administragdo por gavage de leite in
natura proveniente de vacas contaminadas. Durante todo o experimento os animais receberam
dieta comercial e dgua ad libitum. Os animais foram necropsiados e fragmentos de esofago,
estdbmago, duodeno, jejuno, ileo e célon foram coletados e fixados em formol a 10% e
submetidos ao processamento histopatolégico de rotina.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise descritiva. Este protocolo experimental foi
aprovado pelo CEUA UFES n° 019/2010.

RESULTADOS

No grupo controle, aos 60 dias, observou-se infiltrado inflamatério linfoplasmocitario

discreto no intestino delgado e no intestino grosso em 37.5% (3/8) dos animais e discreta

hiperplasia do tecido linféide associado ao trato gastrointestinal (GALT) em 37.5% (3/8). Aos
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90 dias, observou-se 37.5% (3/8) dos ratos com infiltrado inflamatério linfoplasmocitario
moderado e 87.5% (7/8) revelaram hiperplasia moderada do GALT.

No grupo extrato da planta, quatro animais morreram durante a realizacdo do
experimento, dois do experimento 60 dias e dois de 90 dias. Aos 60 dias, notou-se infiltrado
inflamatério linfoplasmocitdrio discreto no intestino delgado em 25% (2/8) dos animais e
moderada hiperplasia do GALT em 37.5% (3/8). Aos 90 dias, observou-se hiperplasia
acentuada do GALT em 62.5% (5/8) dos ratos.

No grupo leite cru, dois animais morreram durante a realizacdo do experimento, um no
experimento de 60 e um de 90 dias. Aos 60 dias, observou-se infiltrado inflamatério
linfoplasmocitério discreto no duodeno em 12.5% (1/8) dos animais e acentuada hiperplasia
do GALT em 37.5% (3/8). Aos 90 dias, observou-se infiltrado inflamatério linfoplasmocitério
discreto no estdmago associado a uma hiperplasia epitelial em 12.5% (1/8) dos ratos. Além
disto, neste mesmo animal, observarm-se projecdes papiliformes na mucosa e um carcinoma
de células escamosas in situ. 62.5% (5/8) dos ratos revelaram hiperplasia elevada do GALT.

DISCUSSAO

Segundo Altman e Goodman (1979), neoplasias espontaneas em intestino delgado
representam 1,3 % dos tumores em ratos com idade acima de 18 meses. Neste estudo foi
encontrada baixa ocorréncia de tumores, 2.08% (1/48). A inducdo de neoplasias de diferentes
origens em ratos pela administracdo de racdo com samambaia, extrato aquoso do broto, leite
de vacas que consumiam samambaia ou ptaquilosideo purificado foi comprovada (Hirono et
al., 1982; Santos, Brasileiro-Filho e Hojo, 1987; Villalobos-Salazar, Meneses e Salas, 1990).

Neste estudo, acredita-se que o curto tempo de ingestdo do leite possa ter sido um fator
limitante para a indu¢do tumoral. Também ndo foram testados os niveis de ptaquilosideo no
leite utilizado o que também pode ter influenciado na quantidade de toxina administrada. O
extrato e o leite coletados, por questdes de logistica, foram armazenados congelados, e de
acordo com Kawai et al. (1981), o armazenamento reduz a toxidez de P. aquilinum, isso
também poderia ser um fator determinante para a baixa ocorréncia de lesdes neoplasicas.

Cruz et al. (2005) relataram que amostras brasileiras de Pteridium aquilinum nao
promoveram a formacao de neoplasias em ratos apds 32 (224 dias) semanas de dieta com uma
dose baixa. J4 Santos, Brasileiro-Filho e Hojo (1987) encontraram 100% de tumores no ileo
de ratos tratados durante 70 (490 dias) semanas com rac¢do contendo 5% de samambaia.

De acordo com Fenwick (1988), em animais de laboratdrio a carcinogénese promovida

pela samambaia € modulada pela dose, processamento da amostra e tempo de exposicao e as
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lesdes mais freqiientes sdo polipos, adenocarcinomas e sarcomas no final do ileo. Neste
estudo o foco tumoral foi encontrado apenas no estdmago, entretanto tumores em figado,
mama e bexiga ja foram descritos em ratos (HIRONO et al., 1983). Outro fato importante é
que a maioria dos estudos experimentais utiliza um agente iniciador da carcinogenese,
(Hirono et al., 1982), ou o agente toxico purificado (Villalobos-Salazar, Meneses e Salas,
1990) diferentemente da forma como foi conduzido este estudo. A op¢do por ndo utilizagdo
do agente iniciador era comprovar a acao potencialmente carcinogénica da planta na regiao.
CONCLUSAO

Embora tenha se observado baixa ocorréncia de neoplasias neste estudo, acredita-se que o
leite de vacas com HEB possa induzir ao cancer gastrointestinal e portanto, o consumo do
leite cru por humanos ndo deve ser indicado. Estudos com maior tempo de exposi¢do ao
principio toxico devem ser conduzidos para a comprovacao destes dados.
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EFEITOS DOS EXTRATOS DE FOLHAS Brunfelsia sp. EM CAMUNDONGOS
SWISS
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ABSTRACT
In Brazil, more than 16 known species of plants toxic to livestock interest that affect the
central nervous system. Brunfelsia sp. As reported by the producers of Piaui as toxic to
ruminants and donkeys. To prove its toxicity leaves collected in the municipalities of
Caraubas-PI, were dried and crushed and made the prospect of its chemical constituents. The
experiment was divided in Gl-alkaloids, flavanodes-G2, G3, saponins, total extract G4-and
G5-saline). After administration at a dose of extracts (5g/kg) mice were observed individually
and by group for evaluation of clinical symptoms. Moderate to severe nervous signls were
seen in G1, G2, G3 and G4, Sudden death occurred in G3 between 10 and 20 minutes post-
gavage partial discretas. The G5 animals received saline and showed no clinical change . It is
concluded that all extracts of Brunfelsia sp. were toxic to mice. The saponins from the leaves
of Brunfelsia sp. a greater toxic effect on mice.
PALAVRAS-CHAVE: HPLC, toxicidade, sinais clinicos.
INTRODUCAO

As razdes que levam os animais a ingerirem as plantas nocivas sao a falta de pastagens
adequadas e a escassez de alimentos, (ANDRADE & MATTOS, 1968). No Brasil sdo
conhecidas mais de 16 espécies de plantas toxicas de interesse pecudrio que afetam o sistema
nervoso central. Duas destas plantas causam quadros convulsivos, a Halimium brasiliense

(Cistaceae) que afetam ovinos maiores de dois anos (RIET-CORREA et al., 2007) e a
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Brunfelsia pauciflora que experimentalmente revelaram toxicidade em bovinos
(TOKARNIA et al., 1991).

Levantamento realizado na Mesorregido Norte Piauiense em 2009 apontou a
existéncia de plantas relatadas como téxicas, mas sem comprovacao cientifica como € o caso
da Brunfelsia sp conhecida popularmente como “manaca” por produtores, que relatam casos
de intoxicagdes em asininos, ovinos € bovinos apos ingerirem folhas e flores. Os principais
sinais clinicos sdo alteragdes nervosas, perda de equilibrio, tremores, € 0s animais recuperam-
se quando retirados do local (MELLO et al., 2010).

Sabe-se que o género Brunfelsia pertence a Familia Solanaceae e consiste em 40
diferentes espécies. Sao ricas em alcaldides e nativas na America do Sul, Central e no oeste da
India. Recente estudo descreve quatro casos de intoxicacdo acidental cdes nos Estados
Unidos, onde esta planta é bastante cultivada em jardins. Os caes intoxicados apresentaram
apatia, diarréia, respiragdo ofegante, engasgos, irritacdo bucal, ataxia, ansiedade, vOmitos,
convulsdes, tremores e hiperestesia de membros, nistagmo e urinacao profusa. (SINGH, M. et
al., 2008).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos dos extratos de folhas de
Brunfelsia sp. em camundongos Swiss, comparando os sinais clinicos com o quadro de
intoxicagdo relatado por produtores em casos espontaneos.

MATERIAL E METODOS

As folhas de Brunfelsia sp coletadas no municipios de Caradbas- PI, foram secas e
trituradas 200g em moinho, em seguida realizou-se a prospeccao de constituintes quimicos,
por extracdo aquosa acida (EAA) e extracdo aquosa basica(EAB)(ABREU MATOS, 1988).
As extracdes das folhas de Brunfelsia produziram 4 extratos ricos em diferentes grupos
quimicos: Extrato 1: rico em saponinas, Extrato 2: rico em alcaléides, Extrato 3: rico em
aclcares, antocianinas, dcidos organicos, Extrato 4: rico em flavondides. Todos os 4 extratos
foram retomados em 4gua, ajustados para pH 6 e mantidos na concentragao correspondente a
20g de folhas de Brunfelsia sp. para Iml de extrato. A confirmacdo da classe quimica
principal em cada extrato foi feita pelo método de prospeccdo de constituintes quimicos de
extratos de plantas (1) e por espectrometria de infravermelho (IV). O perfil cromatografico
dos constituintes de cada extrato foi obtido por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE). O experimento foi dividido em 5 grupos contendo 5 animais por grupo (GI-

alcal6ides,G2-flavanddes,G3-saponinas,G4- extrato total e GS5- solugdo salina). Apods



%Vmafa% XV Encontro Nacional de Patologia Veterindria e [ Congresso

Brasileiro de Patologia Veterinaria. Anais... Goiania: Patologia

B Pl e Veterinaria/EVZ/UFG, 2011.

administracao dos extratos na dose (5g/kg) os camundongos foram avaliados individualmente
e por grupo para avaliacdo de sinais clinicos.
RESULTADOS

Os animais do GI1 (alcaldides), apresentavam crises epilépticas parciais graves,
piloerecdo ap6s 10 min. da administracdo do extato. No G2 (Flavandides) ,crises epilépticas
parciais moderada piloere¢do, surgiram 57 min, apos administra¢do do extrato, . . Observou-
se(quantos) 6bito no G3 (saponinas) entre 15 e 20. Os animais intoxicados com a fracao
saponina apresentaram sinais neuroldgicos moderados a graves, e morte subita por parada
cardio-respiratéria.O G4 (extrato total) animais tiveram crises epilépticas parciais discretas.
Os animais do grupo controle (G5), ndo desenvolveram quaisquer sinais clinicos. (Tabela 1)

Em todos os grupos foram observados mioclonia de cabeca e tremores de mebros.

Tab. 1 — Sinais clinicos e evolugdo observados na intoxicagdo por diferentes extratos de Brunfelsia sp.
em camundongos.

Grupos Extrato N°de Dose Tempo de Crises Piloerecio  Obito
animais inicio pés- epilépticas
gavagem

G1 Alcaléides 5 Sg/kg 10 min +++ +++ Nao
G2 Flavanoéides 5 Sg/kg 57 min ++ ++ Nao
G3 Saponinas 5 Sg/kg 10 min +++ +++ Em

todos
G4 Total 5 Sg/kg 30 min + ++ Nao
G5 Sol. salina 5 Sg/kg - Nio Nio Nio

+ discreta; ++ moderado; +++ intenso

DISCUSSAO

Os sinais clinicos observados nos grupos sao de cunho neurolégico e assemelham-se
aos observados na literatura que sdo atribuidos aos alcaléides (MACBARROM & SAREM
1975). Neste experimento constatou-se que grupo que recebeu extrato saponinas, além de
provocar efeitos sobre o sistema nervoso (SNC) também ocasionou 6bito, supde-se que os
mesmos ocorreram devido as saponinas possuirem acdo lipofilica o que facilita a
complexacdo das saponinas com esterdides, proteinas e fosfolipideos das membranas
celulares alterando a permeabilidade das mesmas, ou causando sua destruicdo (SCHENKEL
et al., 2001). Sabe-se ainda que as saponinas triterpénicas sdo um grupo de compostos

naturais que apresentam um amplo espectro de atividades bioldgicas e farmacoldgicas. A sua
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atividade mais comum ¢é a capacidade de produzir hemolise. Essa propriedade é resultado da
interagdo das suas moléculas com colesterdis presentes na membrana de eritrdcitos resultando
na mudanga conformacional da membrana levando a uma penetracdo de ions e dgua para
dentro da célula com conseqiiente rompimento celular e liberacio de hemoglobina
(HARUNA et al., 1995).

No presente estudo os diferentes extratos tiveram efeitos sobre o SNC em todos os
animais, pérem em intensidades diferentes, assemelhando-se com experimentos realizados
(SPAINHOUR et al., 1990), onde investigaram os efeitos toxicolégicos de Brunfelsia calcyna
var. pauciflora B em trés espécies em camundongos, ratos e caes e que foi comprovado que
todas as partes da planta eram tdxicas e produziam sinais semelhantes nas espécies animais
estudadas.

CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos, conclui-se que todos os extratos de Brunfelsia sp. foram
téxicos aos camundongos causando sinais como convulsdes, ataques epileotiformes,
piloerecio e que a saponina parece ter efeito letal. Os sinais clinicos observados nos

camundongos assemelham-se aos observados no animais intoxicados a nivel de campo .
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ABSTRACT

This study aims to evaluate the topical treatment with fipronil 1%, administered via "pour
on", in Wistar rats and young adult males by assessing liver biochemistry on the response of
the animals. A total of 40 animals, 20 young rats and 20 adults rats. These were divided into
eight groups of five animals each, constituting the treatments: T1 = control adults (0.1 ml
mineral oil per 100g body weight) 24 hours post-treatment (HPT), T2 = adults treated
(therapeutic dose of 0, 1 ml of fipronil 1% per 100g) sampled 24 (HPT), T3 = 1.0 mL adult
(24 HPT), T4 = 1.0 mL adult (96 HPT) TS5 = control youth (24 HPT); T7 = 1.0 mL young (24
HPT), T6 = 0.1 mL young (24 HPT) T8 = 1.0 mL young (96 HPT). The animals were
anesthetized prior to blood sampling by caudal vena cava. To determine blood levels of
Aspartate Aminotrasnferase, Alanine Aminotransferase, triglycerides, albumin. The results
revealed toxic effects of topical administration of 1.0 mL of Fipronil to 1% of the liver tissue
causing biochemical serum of the rats. These findings suggest the possibility of liver
cytotoxicity, as well as the change in liver function, which are more significant effects in
adult rats.

KEYWORDS: Hepatotoxicity, Aspartate Aminotrasnferase, Alanine Aminotransferase,

Insecticides.
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INTRODUCAO

Os animais estdo continuamente expostos a diferentes tipos de substancias
potencialmente téxicas (NEVIN e VIJAYAMMAL, 2005). A maioria destes compostos
quimicos induz a peroxidacao de lipidios mediada pela presenca de radicais livres, resultando
na lesdo de biomembranas, consequentemente, promovendo disfungdes celulares e teciduais
(CHO et al., 2003).

Em medicina veterindria o fipronil, uma droga derivado fenilpirazol é amplamente
utilizada no controle de pulgas, carrapatos, mosca do chifre, quando administrado
topicamente em animais domésticos. (PENALIGGON, 1997; HUGNET et al., 1999;
JENNINGS et al., 2002).

Com base na grande importancia do tecido hepatico no metabolismo, de toxicacdo e
inativacdo de substancias toxicas, porém sabendo-se que pode sofrer lesdo quando
sobrecarregado por estas substancias (HINTON; LAUREN, 1990; ROSS; PAWLINA, 2008;
BELO et al., 2010), este estudo teve por objetivo avaliar o tratamento topico com fipronil a
1%, administrado via “pour on”, em ratos Wistar machos adultos e jovens, através da

avaliacdo hepadtica sobre a resposta bioquimica sérica dos animais.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 40 animais, sendo 20 jovens com 4 meses e cerca de 120g e 20
adultos com 12 meses e em média pesando 300g, alimentados com ra¢do comercial Labina®
e dgua ad libitum. Estes foram divididos em oito grupos de cinco animais cada, constituindo
os tratamentos: T1= adultos controle (0,1mL de 6leo mineral para cada 100g p.v.) 24 horas
pos-tratamento (HPT); T2= adultos tratados (dose terapéutica de 0,1mL de fipronil a 1% para
cada 100g p.v.) amostrados 24 (HPT); T3= adultos 1,0 mL (24 HPT); T4= adultos 1,0 mL (96
HPT); T5= jovens controle (24 HPT); T7= jovens 1,0 mL (24 HPT); T6= jovens 0,1 mL (24
HPT); T8= jovens 1,0 mL (96 HPT). Os animais foram previamente anestesiados com
associa¢do quetamina e xilasina na propor¢ao de 6:1, para colheita de sangue pela veia cava
caudal. Para a determinacdo dos niveis sangiiineos de Aspartato Aminotrasnferase (AST),
Alanina Aminotransferase (ALT), Triglicerideos, Albumina, realizadas enzimdtica e
colorimetricamente em analisador bioquimico semi-automdtico, modelo LabQuest®. Os
dados experimentais foram submetidos a andlise de variancia através de um delineamento

inteiramente casualizado, pelo procedimento PROC MIXED, versao 8.2 Statistical Analysis
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System (2001). As compara¢des multiplas foram aferidas pelo teste Tukey-Kramer (nivel de

confianca de 95%).

RESULTADOS

A andlise bioquimica sérica revelou um aumento (P<0,05) nos niveis de ALT
(Graf.1) e AST (Gréf.2) nos animais dos grupos (T3;T4) e jovens (T7), na resposta aguda ao
tratamento com 1,0 mL/ 100g de p.v., porém em animais jovens (T8) verificou-se recuperacdo
nos niveis séricos de ALT quando avaliados 96 (HPT). Efeitos semelhantes foram observados
na andlise da funcionalidade hepatica com aumento significativo nos niveis circulantes de
triglicerideos em animais de grupos tratados (Graf.3), assim como, diminui¢ao nos valores de
albumina em ratos adultos submetidos a tratamento com fipronil, porém observado o mesmo

em animais jovens tratados com 1,0 mL/ 100g de p.v., T7 e T8 (Grif.4).

Graficol. Efeito da administracao do FIPRONIL 1% via Grifico2. Efeito da administracao do FIPRONIL 1% via
""pour on" sobre os niveis de alanina aminotransferase "pour on' sobre os niveis de aspartato aminotransferase
(ALT) sérico em ratos wistar machos adultos e jovens. (AST) sérico em ratos wistar machos adultos e jovens.

120 160,00

Grafico3. Efeito da administracido do FIPRONIL 1% Grafico4. Efeito da administracao do FIPRONIL 1%
via "pour on" sobre os niveis de triglicerideos sérico via "pour on" sobre os niveis de albuminas sérica
em ratos wistar machos adultos e jovens. em ratos wistar machos adultos e jovens.
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LLLE LE LE LE L

‘T4;TS= Tratados- 10 dose de fipronil,(96h apés aplicacio).

DISCUSSAO
Todas as alteragdes observadas em ratos tratados com fipronil neste estudo
demonstram um efeito clinicamente patolégico ao tecido hepdtico, sendo este mais
significante em ratos adultos, por revelarem aumento dos niveis séricos das enzimas

encontrados nos hepatdcitos. Fipronil conhecido por sofrer exaustivamente biotransfornagao
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nos hepatdcitos (U.S.EPA, 1996; TANG et al.,, 2004; ZHAO et al.; DAS et al., 2000),
formando produtos, que apresenta elevada toxicidade e o mesmo ainda sofre intensa re-
circulacdo éntero-hepatica, possuindo elevado tempo de meia-vida, tornando-se assim, um
fator de acréscimo de sua toxicidade (DAS et al., 2006; MOHAMED et al., 2006).

Contudo também observado alteracOes da funcionalidade hepética, apresentada por
aumento de triglicerideos e diminui¢do de albumina. Visto que o figado participa do
transporte de triglicerideos e produz a maioria das proteinas plasméticas (ROSS; PAWLINA,

2008).

CONCLUSOES
Os estudos de patologia clinica revelaram os efeitos toxicos da administragao tépica
de 1,0 mL de Fipronil a 1% sobre o tecido hepéatico causando alteragdes bioquimicas sérica de
ratos Wistar. Tais achados sugerem a possibilidade de citotoxidade hepatica, assim como, de

alteracdo na funcionalidade hepdtica, sendo estes efeitos mais significativos em ratos adultos.
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ABSTRACT

Evaluate the safety of the topical treatment of fipronil 1%, administered via "pour on" in adult
male Wistar rats and young people, through the study of hematological parameters. Used 20
young rats and 20 adults rats. Divided into eight groups of five animals each, constituting the
treatments: T1 = adults treated (therapeutic dose of 0.1 ml of fipronil 1% per 100g body
weight) sampled 24 hours post-treatment (HPT), T2 = control adults (0.1 ml mineral oil per
100g body weight) sampled 24 HPT, T3 = adults treated with 10 times the therapeutic dose
and sampled 24 HPT, T4 = adults treated with 10 times the therapeutic dose and sampled 96
HPT; treated young TS5 = and sampled 24 HPT T6 = 24 young control sampled HPT, T7 =
young treated with 10 times the therapeutic dose and sampled 24 HPT; T8 = young treated
with 10 times the therapeutic dose and sampled 96 HPT.Animals were anesthetized and blood
collected for the determination of erythrogram. The results suggest a greater susceptibility of
adult rats to topical treatment with 10 times the dose of Fipronil, a framework characterized
by macrocytic hypochromic anemia, transient, as observed hematological recovery in 96
HPT.

KEYWORDS: Toxicity, Anemia, Insecticides.

INTRODUCAO
Os animais estdo continuamente expostos a diferentes tipos de substincias
potencialmente téxicas (NEVIN e VIJAYAMMAL, 2005). Em medicina veterindria o

fipronil, uma droga derivado fenilpirazol é amplamente utilizada no controle de pulgas,
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carrapatos, mosca do chifre, quando administrado topicamente em animais domésticos.
(PENALIGGON, 1997; HUGNET et al., 1999; JENNINGS et al., 2002).

Partindo-se da importancia da avaliacdo eritrocitdria para diagndstico e progndstico
de condi¢des moérbidas nos animais (KERR, 2003) e associado a escassa literatura para o
manejo sanitdrio de biotérios, este ensaio objetivou avaliar a inocuidade do tratamento topico
de fipronil a 1%, administrado via “pour on” em ratos Wistar machos adultos e jovens,

através do estudo de paradmetros hematimétricos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 40 animais, sendo 20 jovens com 4 meses e cerca de 120g e 20
adultos com 12 meses e em média pesando 300g, alimentados com ra¢do comercial Labina®
e dgua ad libitum. Estes foram divididos em oito grupos de cinco animais cada, constituindo
os tratamentos: T1= adultos tratados (dose terapéutica de 0,1ml de fipronil a 1% para cada
100g p.v.) amostrados 24 horas pés-tratamento (HPT); T2= adultos controle (0,Iml de dleo
mineral para cada 100g p.v.) amostrados 24 HPT; T3= adultos tratados com 10 vezes a dose
terapéutica e amostrados 24 HPT; T4= adultos tratados com 10 vezes a dose terapéutica e
amostrados 96 HPT; T5= jovens tratados e amostrados 24 HPT; T6= jovens controle
amostrados 24 HPT; T7= jovens tratados com 10 vezes a dose terapéutica e amostrados 24
HPT; T8= jovens tratados com 10 vezes a dose terapéutica e amostrados 96 HPT. Os animais
foram anestesiados com associa¢do quetamina e xilasina na proporcacao de 6:1, para colheita
de sangue da veia cava caudal e para a determinacdo do eritrograma foi utilizado contador
automdtico de células sanguineas (Modelo CC510, da Celm). Os dados experimentais foram
submetidos a andlise de variancia através de um delineamento inteiramente casualizado, pelo
procedimento PROC MIXED, versao 8.2 Statistical Analysis System (2001). As comparacdes

multiplas foram aferidas pelo teste Tukey-Kramer (nivel de confianca de 95%).

RESULTADOS
A andlise da série vermelha revelou uma diminui¢dao (P<0,05) no nimero total de
eritrécitos (Graf.1) e no hematdcrito (Graf.2), associado a um aumento no VCM (Graf.3) e
diminui¢do no CHCM (Graf.4), em animais adultos submetidos a dez vezes a dose terapéutica
e amostrados 24 HPT (T3), caracterizando um quadro de anemia macrocitica hipocromica,

transitdria, pois observou-se recuperacdo neste quadro hematolégico 96 HPT (T4). Nao se
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constatou alteracdes hematoldgicas significativas (P>0,05) em animais jovens tratados com

diferentes doses de Fipronil.

Graficol. Resultados do numeros de Graficol. Resultados de hematorito.
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T1:T5= Controle, (24h apods aplicagdo de 0.1mL de éleo mineral para cada 100g de peso vivo).
T2:Te=Tratados-1 dose de fipronil.{24h apds aplicacio).

T3:T7=Tratados-10 dose de fipronil.(24h apds aplicacdo).

T4:;T8=Tratados-10 cdose de fipronil,{26h apds aplicacao).

DISCUSSAO

Sabendo-se que o fipronil em mamiferos em valores alto no organismo provoca
elevada toxicidade e o mesmo ainda sofre intensa re-circulagdo €ntero-hepdtica, possuindo
elevado tempo de meia-vida, tornando-se assim, um fator de acréscimo de sua toxicidade
(DAS et al., 2006; MOHAMED et al., 2006). Todas as alteracdes hematiméricas observadas
em ratos adulto tratados com fipronil neste estudo demonstram significativamente uma
resposta anémica transitoria. Corroboram com estudos cronicos feitos em ratos que mostraram
diminui¢do dos valores hematoldgicos e alteracdes de parametros soroldgicos sanguineos

(U.S.EPA, 1996).

CONCLUSAO

Tais achados sugerem uma maior susceptibilidade de ratos adultos ao tratamento

tépico com elevadas doses de Fipronil, desde que a resposta hematoldgica observada pode
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estar associada a quadros de intoxicacdo aguda, pois estas alteragdes transitorias ocorrerem na

fase regenerativa ap6s uma grande perda de hemacias.
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ABSTRACT

The present study demonstrates the employment of a protocol which uses processing in
microwaves for histopathology and fast immunohistochemical diagnosis of rabies in cattle.
Through this evaluated protocol, it was possible to reach a temporary diagnosis of rabies in
about three hours and half after sample collecting. The immunohistochemical diagnosis was
obtained in about six hours after the collect. The protocol demonstrated excellent correlation
with direct immunofluorescence, becoming quite useful mainly in situations that only sample
in formaline is available for diagnosis.

KEYWORDS: cattle, histopathology, microwave histoprocessing, microwave fixation, rabies

virus.

INTRODUCAO
A imuno-histoquimica (IHQ) da raiva tem sido empregada como alternativa para a
imunofluorescéncia direta (IFD) em casos de tecidos fixados em formalina em diversas
espécies animais (STEIN et al., 2010). A aplicacdo, relativamente recente, da irradiacdo de

tecidos com micro-ondas para o processamento histolégico tem trazido avangos em termos de
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reducdo do tempo para obtencdo dos cortes, além de vantagens quanto a preservacdo de
antigenos e acidos nucléicos (HAFAJEE et al., 2004; SURI et al., 2006).

O objetivo do presente estudo € desenvolver um protocolo alternativo para
diagndstico rdpido de raiva, destinado aos casos inadvertidamente remetidos em formalina.
Nestas situacdes, torna-se invidvel a realizagdo da IFD para o diagndstico de raiva, o que pode
dificultar a ado¢ao de medidas de controle e profilaxia da doenca.

MATERIAL E METODOS

Foram acompanhados 13 casos de raiva em bovinos na regido Sul de Minas Gerais
no periodo de julho de 2010 a maio de 2011. Destes casos, 12 necropsias foram realizadas
pela equipe do Setor de Patologia Veterinaria da UFLA (SPV-UFLA) e uma foi realizada por
um médico veterindrio autobnomo que encaminhou o material ao SPV-UFLA.

Fragmentos da medula espinhal, cerebelo, tronco cerebral, hipocampo e coértex
cerebral dos bovinos foram congelados e enviados ao Instituto Mineiro de Agropecudria
(IMA) para o exame de IFD e inoculagdo em camundongo nos casos negativos para a [FD.

Durante as necropsias, foram coletados, em solu¢dao de formalina 10% tamponada,
fragmentos de cerebelo (13/13) e bulbo ao nivel do 6ébex (8/13) de bovinos, com espessura
aproximada de 3 mm. Os fragmentos permaneceram em formalina por no minimo uma hora e
no maximo duas horas, periodo compreendido entre a coleta e o inicio do processamento no
micro-ondas. Dos 13 encéfalos, apenas um foi encaminhado ao SPV ja fixado. Apds esta
fixacdo prévia, os fragmentos foram clivados em cortes de 1 mm de espessura e irradiados, na
mesma solugdo fixadora, por um minuto na poténcia mixima (100%), seguido por um minuto
e meio na poténcia minima (10%) (KAHVECI et al, 1997), em micro-ondas doméstico (NN-
S65B, 1000W, Panasonic®).

Ap6s a fixacdo, os tecidos foram desidratados no micro-ondas, em dlcool etilico
absoluto na poténcia de 50%, por quatro minutos; diafanizados em &dlcool isopropilico na
poténcia de 50%, por quatro minutos, seguidos pela imersao em parafina e irradiacdo por sete
minutos na poténcia de 80% com outro vasilhame no interior do micro-ondas contendo 200
ml de dgua (SURI et al., 2006; BOON & KOK, 2008). Ap6s a inclusdo em parafina, foram
realizados cortes de Sum em laminas com gelatina e Silane® (Sigma-Aldrich, USA) para
colora¢do com hematoxilina e eosina (HE) e IHQ, respectivamente.

A técnica IHQ foi realizada segundo protocolo pré-estabelecido (STEIN et al., 2010).
Como anticorpo primério foi empregado o anticorpo antirrdbico policlonal de cabra

(Millipore, 5199) na diluicao de 1:500. A THQ foi processada com e sem recuperacio
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antigénica. Como controle positivo foi utilizado fragmento de SNC de bovino com raiva,
processado de maneira convencional para histopatologia e confirmado previamente pela IFD e
IHQ. Como controle negativo foi utilizado fragmento de SNC de bovino submetido a
eutandsia devido traumatismo, que apresentou negatividade para raiva na IFD, inoculacdo em
camundongo e na IHQ.

RESULTADOS

O processamento dos tecidos em micro-ondas permitiu a avaliagdo histopatologica
em torno de trés horas e meia apds a coleta e em uma hora e meia apds o recebimento do
material ja fixado em formalina e enviado ao SPV-UFLA. A morfologia tecidual foi bem
preservada, principalmente no cerebelo, permitindo a observacdo de corpusculos de Negri em
nove casos (69,2%). Destes, quatro no cerebelo, dois no bulbo ao nivel do ébex e trés em
ambos. A inflamag¢do mononuclear foi também visualizada em 11 casos (84,6%), sendo
quatro no cerebelo, um ao nivel do 6bex e seis em ambos.

Para o diagnéstico IHQ foi necessario um tempo de processamento de seis horas
desde a coleta e de quatro horas apds o recebimento do material ja fixado. Todos os 13 casos
marcaram positivamente para raiva, havendo marcacao em todos os oito fragmentos de bulbo
ao nivel do 6bex (100%) e em 12 fragmentos de cerebelo (92,3%). O bovino sem marcacao
positiva no cerebelo tinha marcagdo fraca ao nivel do 6bex, e foi o inico animal submetido a
eutandsia. Foi possivel obter marcagao IHQ para raiva com e sem a recuperagio antigénica
nos 13 casos processados em micro-ondas. Os resultados obtidos com esta técnica, nos casos
apresentados, tiveram 100% de correlacio positiva com o exame de IFD realizado pelo IMA.

DISCUSSAO

O protocolo utilizado para o processamento em micro-ondas mostrou-se eficiente.
Foi possivel a obtencdo de cortes histoldgicos em torno de trés horas e meia apds a coleta,
permitindo um diagndstico provisorio rapido em 84,6% dos casos. No entanto, a realiza¢ao da
IHQ, em seis horas de processamento, propiciou maior especificidade e sensibilidade. A
rapidez no diagnéstico € crucial para adogcdo das medidas profilaticas no rebanho e
principalmente em pessoas que mantiveram contato com os animais afetados.

Embora tenha sido utilizado em um numero limitado de casos, o protocolo
demonstra-se promissor especialmente para situacdoes em que apenas o tecido em formalina
esteja disponivel para confirmacdo diagndstica. Isto pode ser de grande valia também em

regides com limitacdes de transporte e evita problemas com o acondicionamento e remessa de



%VMW¢ XV Encontro Nacional de Patologia Veterindria e I Congresso Brasileiro

de Patologia Veterindria. Anais... Goiania: Patologia
05 Busofios do Mcliagio Veterinaria/EVZ/UFG, 2011.

material bioldgico fresco. O processamento em micro-ondas doméstico e a IHQ requerem
uma estrutura laboratorial mais simples e menos onerosa (SURI et al., 2006).

A THQ foi essencial para o diagndstico da raiva, principalmente nos casos em que
nao foram observadas lesdes compativeis na histopatologia. A pouca marcacdo obtida no
bulbo e a auséncia de marcacdo do cerebelo do bovino eutanasiado, provavelmente estd
relacionada a menor disseminacdo do virus rdbico no SNC (BARROS et al., 2006), pela
abreviagao do curso da doenca.

A marcagdao IHQ foi obtida mesmo sem recuperacdo antigénica, o que permitiu uma
reducdo de 15 minutos no processamento. No entanto, a recuperagao pode ser importante em
amostras com fixacdo prolongada (STEIN et al., 2010).

Os materiais que permaneceram em formalina a temperatura ambiente por duas horas
apresentaram melhor morfologia em relagdo aos que ficaram conservados por menos tempo.
A irradiacdo em micro-ondas favorece a fixacdo de tecidos em formaldeido (KAHVECI et al.,
1997) e certamente contribuiu para a fixa¢ao mais rapida dos tecidos neste estudo.

CONCLUSAO
O processamento de tecidos em micro-ondas doméstico para diagndstico IHQ rapido
da raiva mostrou-se eficiente em todos os casos apresentados.
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HISTIOCITOMA CUTANEO EM UM FERRET (Mustela putorius furo) - RELATO
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ABSTRACT

The cutaneous histiocytoma is a benign neoplasm of round cells, characterized by a solitary
nodule, hairless, which can ulcerate and regress spontaneously. The aim of this paper is to
describe a case of cutaneous histiocytoma in a ferret (Mustela putorius furo) based on
cytology examination of a fine-needle aspirate (FNA). A nine-year-old castrated male ferret
was clinically evaluated in the Veterinary Hospital of Andradina with a subcutaneous nodule
in the right pelvic limb measuring 2,0cm in diameter, smooth and soft, well demarcated and
with ulcer measuring 0,4cm in diameter. The cytology diagnostic by FNA was consistent with
cutaneous histiocytoma, not describe in this species. It was brought to a conclusion that
aspiration cytology is a fast technique, inexpensive and conclusive, of great importance for
clinical routine.

KEYWORDS: cutaneous neoplastic, cytology diagnostic, round cells.

INTRODUCAO
Com a crescente popularidade do ferret (Mustela putorius furo) como animal de
estimacdo e animais de laboratério, aumentou também o ndmero de relatos de doencgas
neoplésicas (BEACH & GREENWOOD, 1993).
A primeira neoplasia descrita nesta espécie foi em 1950, e em 1979,
aproximadamente 20 casos de diferentes tipos de neoplasias ja tinham sido documentadas.

Atualmente, sdo mais de 250 casos de diversas neoplasias relatadas (LI et al., 1998). Dentre
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estas, a cutdnea é o terceiro tipo de neoplasia que mais acomete esta espécie (TUNEV &
WEELS, 2002).

O histiocitoma cutdneo € uma neoplasia de células redondas benigna, de etiologia
desconhecida. E originada de células da linhagem mondcito-macréfago, sendo mais
provavelmente de origem das células de Langerhans epiteliais. Esse tumor surge rapidamente
e aparece como um nédulo solitdrio, de localizagao dérmica, aparéncia arredondada, bem
circunscrito, alopécico, indolor, que normalmente ulcera e regride espontaneamente. A fase de
regressdo € caracterizada pela presenca de infiltrado linfocitico (HARGIS, 1998; O’BRIEN,
2007). Nao ocorre metastase, contudo, pode haver linfoadenopatia e morte por septicemia
secundéria decorrente de colonizagdo bacteriana das lesdes ulceradas (MOORE et al., 1996).

O objetivo deste trabalho € descrever um caso de histiocitoma cutineo em um ferret
(Mustela putorius furo) diagnosticado por citologia através de puncdo biopsia aspirativa

(PBA).

DESCRICAO DO CASO

Foi atendido no Hospital Veterindrio de Andradina-SP, um ferret, macho, pelagem
branca, castrado, com nove anos de idade, e queixa principal de nédulo em membro.
Proprietéria relatou que adquiriu o animal ha um més ja com esse nddulo e caquético, e que
observou melhoras nutricionais desde entdo. O animal vivia em ambiente fechado com mais
outros quatro ferrets, alimentava-se de ra¢do e vitaminas prépria para a espécie, € tomava
banho semanalmente com xampu infantil.

Ao exame fisico o animal estava alerta, apresentou mucosas normocoradas, FC:
124bpm (200-400), FR: 32mpm (33-36), temperatura: 37,7°C (37,8-40), e estado nutricional
magro, pesando 700 gramas. Observou-se um nddulo pendular em membro pélvico direito
medindo 2,0cm de diametro, liso e macio, bem delimitado com ulcera medindo 0,4cm de

diametro. Foi realizada uma PBA do ndédulo para diagnéstico citolégico.

RESULTADOS
Através da microscopia de luz, em aumento de 1000 vezes, pode-se observar uma
grande quantidade de células redondas predominantemente agrupadas, com discreto
pleomorfismo, citoplasma abundante fracamente basofilico com discretos vacuiolos, nicleo

redondo de localizagdo excéntrica, cromatina finamente granular, nucléolos proeminentes.
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Notou-se também células binucleadas e multinucleadas. Os achados citolégicos foram
compativeis com neoplasia de células redondas de cardter benigno caracteristico de
histiocitoma cutineo.

Nao foi indicada remogdo cirdrgica imediata devido a idade e ao estado nutricional
em que o animal se encontrava. Recomendou-se retorno apds sete dias para uma nova
avaliacdo, onde observou-se uma pequena redu¢iao no tamanho do nédulo medindo 1,5cm de
diametro, macio e rugoso, com recuperacao total da dlcera. Como o estado nutricional ainda
era critico, um novo retorno foi marcado para 15 dias. Durante este periodo o animal veio a

6bito e a proprietdria ndo autorizou a necropsia.

DISCUSSAO

O diagnostico de histiocitoma cutaneo foi obtido através das caracteristicas fisicas e
citolégicas bem caracterizados da neoplasia, que incluiram os achados descritos por HARGIS
(1998) e O’BRIEN (2007).

Acreditava-se que os ferrets eram geneticamente resistentes ao desenvolvimento de
neoplasias (CHESTERMAN & POMERCANCE, 1965). Porém, DILLBERGER &
ALTMAN (1989) avaliaram a ocorréncia de neoplasias nesta espécie e constataram que a
incidéncia estava aumentando de acordo com o aumento da utilizacio dos ferrets em
laboratdrios ou como animais de estimagao. Dado confirmado em 1998 através da andlise de
639 neoplasias em ferrets que comprovou que a incidéncia de doencas neopldsicas é
semelhante a de outras espécies de mamiferos (LI et al., 1998).

Segundo LI et al. (1998), no periodo de 1968 a 1997, os sistemas mais acometidos
por neoplasias em ferrets foram enddcrino (39,7%), hemolinfatico (15,2%), tegumentar
(12,9%) e digestorio (8,4%).

Em relagdo a origem das neoplasias cutaneas, as neoplasias epiteliais sdo as mais
relatadas, sendo o carcinoma de células escamosas, epitelioma sebaceo e o tumor de células
basais os de maior incidéncia, seguido do mastocitoma e lipoma, neoplasia de células
redondas, e ocasionalmente observa-se neoplasia de origem mesenquimal como
fibrossarcoma e hemangioma/hemangiossarcoma de baixo grau (TUNEV & WEELS, 2002).

PARKER & PICUT (1993), avaliaram 57 neoplasias cutaneas em ferrets das quais

33 correspondiam ao tumor de células basais, nove mastocitomas, seis fibromas, dois
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fibrossarcomas, linfosarcomas, adenocarcinomas, ¢ um hemangioma, hemangiossarcoma e

polipo cutaneo, respectivamente.

CONCLUSAO
Até o momento, ndo foi descrito na literatura nenhum caso de histiocitoma cutineo
em ferret, tornando este, o primeiro relato nesta espécie animal diagnosticado por meio de
citologia aspirativa. Cabe ressaltar a importincia deste método diagndstico, por ser uma

técnica rapida, de baixo custo e conclusiva.
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ABSTRACT
Bovine meningoencephalitis is a viral infection caused by bovine herpesvirus 5 (BoHV-5), an
enveloped, double-stranded DNA virus that belongs to the Herpesviridae family, subfamily
Alphaherpesvirinae. The diagnosis of this disease is based on gross, microscopic, and
epidemiological aspects associated with virus isolation, monoclonal antibodies and
polymerase chain reaction (PCR) tests in cell culture. However, when virus isolation is not
possible, PCR and immunohistochemistry (IHC) techniques using formalin-fixed, paraffin-
embedded brain tissue increase the chance of detection of BoHV-5. The aim of this study was
to evaluate the CNS of calves experimentally infected with BoHV-5 using
immunohistochemistry. For this purpose, formalin-fixed, paraffin-embedded CNS samples
from calves previously inoculated with BoHV-5 were analyzed by IHC. From a total of 108
evaluated areas, 32.41% were positive to BOHV-5 using immunohistochemistry. In this way,
at least two areas of each animal were identified BoHV-5 infected. These findings show that
IHC is a useful technique for the diagnosis of BoHV-5 non-suppurative meningoencephalitis.
KEYWORDS: diseases of cattle, meningoencephalitis, neuropathology
INTRODUCAO
O BoHV-5 é um virus DNA de fita dupla, envelopado, membro da familia

Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae, e do género Varicellovirus (Roizman et al,
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1992). O diagnéstico ante-mortem € dificil de ser estabelecido, visto que ndo existem sinais

patognomonicos da enfermidade, a qual pode ser confundida com outras encefalopatias. Os
achados clinicos e epidemioldgicos, associados a andlise do liquido cefalorraquidiano (LCR)
podem auxiliar o diagnéstico de encefalite viral.

O diagnéstico post-mortem, com o auxilio de métodos laboratoriais, é fundamental.
A epidemiologia, os achados macro e microscopicos sao sugestivos do diagnéstico de
meningoencefalite pelo BoHV-5, podendo ser definitivo na presengca de corpusculos de
inclusdo basofilicos intranucleares. No entanto, a auséncia de corpusculos de inclusdo ndo
exclui o diagnéstico do BoHV-5 (Cagnini, 2011). Portanto, o diagnéstico definitivo pode ser
realizado pelo isolamento viral e identificacdo do virus, imunoistoquimica (IHQ) dos tecidos
fixados em formalina e embebidos em parafina e por técnicas moleculares, como a PCR
(Cagnini, 2011).

O objetivo deste trabalho foi realizar a avaliacdo imunoistoquimica de 108 regides do
sistema nervoso central (SNC) de seis bovinos inoculados experimentalmente com o BoHV-5.
MATERIAL E METODOS

Foram utilizados blocos de parafina dos encéfalos de seis bezerros mesticos de leite
(enumerados de 1 a 6), com aproximadamente 10 meses de idade, previamente inoculados
com BoHV-5 (Cunha, 2010) pela via intranasal com instilacdo de 0,5 mL do in6culo em cada
narina, totalizando uma dose viral de 1074 DICTs. A estirpe viral utilizada foi a AA PAR
cedida pelo Laboratério de Virologia Animal do Centro de Ciéncias Agrédrias da Universidade
Estadual de Londrina. Os animais utilizados no experimento apresentavam sorologia negativa
para anticorpos séricos contra o BoHV-1 e -5 detectados por virus neutralizacdo. Foi realizado
o acompanhamento clinico dos animais durante 30 dias. Neste periodo, o animal 1 apresentou
sinais clinicos neuroldgicos no 12° dia pds-infec¢do (p.i.) e foi sacrificado in extremis e o
animal 2 foi encontrado morto no piquete no inicio da manha do 21° dia p.i.. Os demais
animais nio apresentaram sinais clinicos neuroldgicos e foram eutanasiados no final do
periodo experimental. Os tecidos foram colhidos e fixados em solucdo de formalina
tamponada a 4% durante 7 dias.

Para o exame imunoistoquimico foram colhidos bilateralmente o bulbo olfatério
direito, cortex frontal, cortex parietal, cortex occipital, nicleos da base e tdlamo. Além disto,
foram colhidos mesencéfalo na altura dos coliculos rostrais, ponte, bulbo, cerebelo, medula
cervical e monobloco contendo os ganglios de Gasser, rete mirabile e hip6fise, totalizando 18
regides do SNC. O exame imunoistoquimico para o diagndstico de infec¢ao pelo BoHV-5 foi

realizado utilizando-se dois anticorpos monoclonais (AcM): L6G anti-IgG da glicoproteina G
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(VRMD), utilizado segundo descrito por d'Offay et al. (1995); e o 2F9 anti-IgG da

glicoproteina C (gC) (Laboratério de Virologia Animal da Universidade Federal de Santa
Maria), de acordo com Hiibner et al. (2005). Como controle negativo o encéfalo de um bovino
coletado em frigorifico, sendo que o mesmo ndo apresentou alteragdes histopatoldgicas nas 18
secOes avaliadas e foi negativo na PCR para a deteccao do DNA viral da gC do BoHV-5.

Os resultados foram submetidos a andlise descritiva e a comparagdo dos resultados
da THQ (positivo/negativo) com a presenca ou auséncia de sinais neuroldgicos foi realizada
com o teste exato de Fisher no programa GraphPad InStat 3 (CA, EUA).

RESULTADOS

A técnica de THQ para o BoHV-5 teve sua eficiéncia médxima com relacdo a
intensidade e especificidade de coloracdo e auséncia de marcacdo de fundo incubando-se as
laminas com o AcM primario 2F9 por 1h a 37 °C, na dilui¢do de 1:200. Os testes realizados
com o AcM comercial L6G (VRMD) apresentaram marcag¢ido neuronal tanto nos controles
positivos como nos controles negativos e marcacao de fundo nas condigdes testadas. Com
isto, optou-se pela utilizacdo do AcM primdrio 2F9 para avaliar os animais deste estudo.

Todos os animais apresentaram pelo menos duas areas positivas para a [HQ da gC do
BoHV-5. A marcacdo IHQ para o BoHV-5 foi positiva em 35 (32,41%) das 108 &reas
analisadas. Destas, 40% foram evidenciadas no animal 1, o qual teve 77,78% (14/18) de areas
positivas para a marcacdo com o anticorpo 2F9. Os demais animais (2 a 6) apresentaram
33,33% (6/18), 27,78% (5/18), 22,22% (4/18), 22,22% (4/18) e 11,11% (2/18) de &reas
positivas para a IHQ com o AcM 2F9.

Ao comparar o nimero de dreas positivas do animal 1, que apresentou sinais
neuroldgicos, com os demais animais, por individuo, verificou-se a presenca de diferenca
estatistica significativa (p < 0,05) entre o animal 1 e os demais animais. O animal utilizado
como controle negativo ndo apresentou marcag¢do imunoistoquimica para o AcM 2F9.

DISCUSSAO

Marcagdo imunoistoquimica bem sucedida utilizando o AcM 2F9 foi descrita por
Hiibner et al. (2005). No presente estudo, 32,41% das dreas foram positivas na IHQ para o
BoHV-5. No experimento realizado por Meyer et al. (2001) 54,1% das areas analisadas foram
positivas para o BoHV-5. Entretanto, o nimero de animais com sinais clinicos foi maior (7/8)
no trabalho descrito por Meyer et al. (2001) do que neste estudo (1/6). Além disto, os
anticorpos monoclonais utilizados, a estirpe viral e a idade dos animais inoculados no

presente estudo foram diferentes do descrito por Meyer et al. (2001).
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Foi verificada diferenca significativa (p < 0,05) entre o nimero de areas positivas na

IHQ do animal 1 (com sinais clinicos) em relagdo aos demais animais. Deste modo, pode ser
sugerido que a presenca de sinais clinicos no animal 1 possa ter contribuido para a maior
positividade na IHQ. Esta hipdtese contraria os achados de Meyer et al. (2001) que ao
inocularem oito bezerros com o BoHV-5, observaram sete animais com sinais neurolégicos
(87,5%), porém destes, apenas cinco foram positivos (5/7 ou 71,4%) na IHQ para o BoHV-5.
No entanto, os animais negativos na IHQ no estudo de Meyer et al. (2001) apresentaram
evolugdo clinica mais longa, de 21 dias, sendo sugerido que no dia 21 o virus ja poderia ter
estabelecido laténcia no SNC. Além disso, os autores sugerem que durante a formacdo da
imunidade celular e humoral, a ligacdo dos anticorpos especificos poderia mascarar os
antigenos, impedindo a ligacdo dos AcMs usados na imunoistoquimica.
CONCLUSAO

A utilizacdo da THQ em amostras do SNC fixadas em formalina e incluidas em
parafina € uma alternativa importante para a caracterizacdo de casos de meningoencefalite por
BoHV-5. Além disto, a IHQ pode ser utilizada em material de arquivo para a confirmagao de
casos de infeccao pelo BoHV-5 o que, por sua vez, contribui para o estudo epidemioldgico da
doenca.
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ABSTRACT
Cellblock technique is an effective diagnostic tool in cytology specimens, because it preserves
the tissue architecture and can be wused for complementary diagnosis, such as
immunostochemistry reaction. This study aims to compare the cytology, histopathology and
cellblock of 12 neoplasms, and evaluate the effectiveness of immunohistochemistry for anti-
cytokeratin and anti-vimentin. Cellblock method was effective by increasing the diagnostic
accuracy, allowing the visualization of tissue architecture. The immunohistochemistry
reaction showed good quality without excessive background, confirming the histology origin.
The cellblock technique is an innovated diagnostic method in veterinary medicine that gives

to the pathologist better quality samples and storage possibility.

INTRODUCAO
A puncdo aspirativa por agulha fina (PAAF) ¢ uma ferramenta muito util e
amplamente utilizada no diagnéstico de doengas neoplésicas, por fornecer um material com
boa celularidade e representatividade da neoplasia, sendo a citologia um método ja
consagrado e de grande auxilio no direcionamento e no esclarecimento do processo
patoldgico principal. No entanto esse exame propicia somente a identificacdo de células ou

grupos celulares, omitindo a arquitetura do tecido em andlise (THAPAR et al. 2010;

NATHAN et al. 2000).
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No intuito de estabelecer diagndsticos definitivos, particularmente categorizar as
lesdes tumorais, a técnica da citoinclusdo pode ser utilizada, a qual consiste em incluir o
material coletado pela PAAF em blocos de parafina. Este método pode revelar melhores
detalhes morfoldgicos e padrao arquitetural, e ainda a possibilidade de realizar colorac¢des
especiais e reagdes de imunohistoquimica (BRIFFOD et al. 2000; THAPAR et al. 2010).

Apesar dos grandes avancos na imunohistoquimica, ainda ha poucos marcadores que
podem ser utilizados na imunocitoquimica com sucesso. Porém com a citoinclusdo se faz
possivel oferecer informagdes sobre progndstico e provavel resposta a terapia, bem como
monitorar a progressao tumoral quando necessario, utilizando-se painéis de anticorpos ja
disponiveis no mercado, sem a necessidade de procedimentos mais invasivos como bidpsias e
excisoes nodulares (PINDER et al. 1995; BRIFFOD et al. 2000).

O presente trabalho tem por objetivo comparar o exame citolégico, a citoinclusdo e a
histopatologia (quando existente) de 12 amostras de neoplasia, e ainda analisar a efetividade
da imunohistoquimica para os anticorpos anti-citoqueratina e anti-vimentina em cortes

obtidos a partir das citoinclusdes.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas para o presente estudo amostras de material citolégico e de pecas
cirtirgicas coletados através de puncgdo aspirativa por agulha fina (PAAF), ambos com
suspeita de lesdes neoplasicas, que foram encaminhadas ao Setor de Patologia Veterindria
(UNESP-Aracatuba). O material foi fixado em éalcool a 95% por 24 horas. Apés a fixagdo, foi
feita a transferéncia da citoinclusdo em cassete histolégico para processamento padrdo. Dos
blocos de parafina foram obtidos cortes de 3 um de espessura, que foram corados para HE e
reservados para as reagdes de imunohistoquimica para citoqueratina e vimentina, a fim de
confirmar a origem da neoplasia. As secc¢Oes das citoinclusdes coradas pela HE foram
analisadas e classificadas de acordo com os padrdes morfoldgicos celulares, posteriormente
comparadas com os esfregacos citoldgicos e a histopatologia das pecas cirdrgicas. Para a
reacdo de imunohistoquimica foi realizada a recuperagdo antigénica, bloqueio da peroxidase
endogena e de ligacOes inespecificas, incubagdo com anticorpo primdrio anti- citoqueratina e
anti- vimentina (DAKO®), anticorpo secundério e de ligagao (DAKO®), revelacao com DAB
e contra coloracdo com Hematoxilina de Harris. As reacdes de imunohistoquimica foram
analisadas e classificadas como de origem mesenquimal (imunorreativa para vimentina) ou

epitelial (imunorreativa para citoqueratina).
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RESULTADOS
A microscopia, os cortes histolégicos das citoinclusdes coradas por HE apresentaram
como diagndsticos sugestivos: carcinoma de células escamosas, neoplasia mesenquimal a
esclarecer, carcinomas indiferenciados, lipossarcoma, cisto folicular, fibrossarcoma, adenoma
e carcinoma cribriforme. A avaliacdo comparativa entre os métodos de diagndstico esta

representada na tabela a seguir:

Amostra Cito inclusdo Citologia Histopatologia Citoqueratina Vimentina

1 Carcinoma de Carcinoma de alto grau Carcinoma (+) Ndo realizado
células escamosas

pouco diferenciado

2 Carcinoma de Carcinoma de células N3o realizado (+) N3o realizado
células escamosas escamosas
3 Sarcoma Sarcoma indiferenciado N3o realizado N3o realizado (+)

indiferenciado

4 Material escasso Adenocarcinoma N&o realizado (-) (+)

5 Carcinoma Carcinoma indiferenciado N3o realizado (-) (+)

6 Lipossarcoma Material escasso N3o realizado (-) (+)

7 Material escasso Osteossarcoma N&o realizado (-) (+)

8 Carcinoma Carcinoma N3o realizado (+) N3o realizado

9 Carcinoma de Carcinoma de células N3do realizado (+) N3do realizado
células escamosas escamosas

10 Cisto folicular Carcinoma N3o realizado (+) N3o realizado

11 Adenoma Inconclusivo N3do realizado (+) (+)

12 Cacrinoma mamdrio  N&o realizado Cacrinoma mamdrio (+) (-)
cribriforme cribriforme

Do total de amostras analisadas, apenas duas (4 e 5) apresentaram insucesso na classificagdo
da origem histoldgica, confirmada pela imunohistoquimica. Em duas amostras (4 e 7) ndo foi possivel
obter material suficiente para a visualizacdo do tecido ou do tipo histolégico. Em 7/12 amostras
(58,3%), houve concordancia em ambos os métodos diagndsticos, no que diz respeito a origem e

malignidade das neoplasias.

DISCUSSAO
Para andlise de neoplasias o método da citoinclusdao se mostrou eficaz, aumentando a
acurdcia do diagndstico e possibilitando melhor visualizacdo da arquitetura tecidual, como

citado por Thapar e colaboradores (2010).
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No presente estudo foi constatado que em 58,3% das amostras analisadas foi possivel
desvendar a origem histoldgica da neoplasia, contrariando os achados de Thapar et al. (2010),
que obteve 83,3% de acurécia da histogénese. Esta afirmacao pode ser explicada pelo nimero
reduzido de amostras analisadas neste estudo.

As imunomarcacdes mostraram boa qualidade, nitidez e possibilitaram a confirmacao

da origem histologica das neoformacdes estudadas, ainda que a amostragem seja reduzida,

achado este j4 descrito por Pinder et al. (1995) em espécimes humanos.

CONCLUSAO
A utilizagdo da citoinclusdo como método de diagndstico complementar proporciona
ao patologista uma andlise mais detalhada do material e preservacdo de parte da arquitetura
original do tecido, complementando a citologia diagndstica e fornecendo meios para a

realizacdo de outras técnicas como a imunohistoquimica.
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ABSTRACT

Leishmaniasis is a zoonosis with importance in public health that occurs in many
continents, mainly in tropical and subtropical regions, considered endemic in Brazil.
Intracellular protozoans from Leishmania gender are the etiological agent and transmission
occurs by the bite of infected vectors, Lutzomyia gend er flies. Dogs are considered the most
important reservoir, but due to the proximity of humans and cats, these are assuming
importance in zoonosis transmission. The aim of the present study was to evaluate 174 serum
samples of domestic cats from Brasilia-DF by the imunofluorescence technique (IFAT) to L.
major and L. chagasi antigens. Besides no cat had shown seropositive, more studies must be
conducted to understand the real role of cats in the epidemiology of leishmaniasis, once they

are a new and growing pet population.

INTRODUCAO
A leishmaniose ¢ uma zoonose de grande importancia na saide publica que ocorre em
varios continentes, considerada endémica no Brasil. A leishmaniose tem como agente
etiologico protozodrios intracelulares do género Leishmania, sendo a espécie L. chagasi de

ocorréncia nas Américas, incluindo o Brasil (BRASIL, 2003; SANTOS et al., 2008). A



%VMW¢ XV Encontro Nacional de Patologia Veterindria e I Congresso Brasileiro

de Patologia Veterindria. Anais... Goiania: Patologia

PPy W Veterindria/EVZ/UFG, 2011.

transmissao ocorre pela picada de fémeas infectadas do género Lutzomyia, com a Lutzomyia
longipalpis sendo o mais importante vetor do parasita no Brasil (BRASIL, 2003).

Preconiza-se o diagndstico imunoldgico pelo ensaio imunoenzimatico (ELISA) para a
triagem e a imunofluorescéncia indireta (RIFI) para a confirmagdo; além da associa¢do de
exame parasitoldgico pela busca da formas amastigotas em esfregacos de puncdes de medula
dssea e linfonodos e pesquisa do DNA do parasita por técnicas moleculares (BRASIL, 2003).

Apesar de os principais reservatérios mamiferos de Leishmania spp. nas Américas
serem roedores, gambds, endentados, equinos, caninos e os primatas, o gato doméstico tem
sido reconhecido como um habitante cada vez mais presente em lares e na vida das pessoas
(DABRITZ & CONRAD, 2010).

Os gatos domésticos merecem atencao especial e sua participagdo na transmissao da
leishmaniose em dreas endémicas precisa de mais estudos para se entender tanto as
manifestacoes da enfermidade, como o papel destes animais na epidemiologia da
leishmaniose visceral (SILVA et al.,, 2010). Desta forma, o presente estudo objetivou
investigar sorologicamente a presenca de anticorpos anti-L. chagasi e L. major em felinos

domésticos de area endémica, Brasilia-DF.

MATERIAIS E METODOS

Foram coletadas 174 amostras de sangue total de felinos de ambos os sexos, jovens e
adultos, SRD, sendo 4 provenientes do Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) de Brasilia-
DF, 97 de gatis e 73 de proprietdrios.

Os animais foram contidos fisicamente para venopuncdo da jugular, colhendo-se
aproximadamente 4 mL de sangue, acondicionados em tubos sem anticoagulante. Para a
obtenc¢ao do soro, as amostras foram centrifugadas a 1600 g por 10 minutos, acondicionadas
em microtubos de 1,5 mL e armazenadas a -20°C até a realizacdo da imunofluorescéncia
indireta.

A prova soroldgica foi realizada no Laboratério do Nucleo de Pesquisa em Zoonoses
(NUPEZO), FMVZ, UNESP, Botucatu-SP, de acordo com BRASIL (2003). A RIFI foi
realizada a partir da dilui¢do inicial do soro a 1:20 (10 pL de soro para 190 uL de PBS pH
7,2). As amostras foram diluidas seriadamente até a diluicdo final 640. Como antigeno,
utilizou-se promastigotas de L. chagasi e L. major, mantidas em meio NNN e LIT no

Laboratério do NUPEZO. Foram incluidos controle positivo e negativo em todas as laminas.
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RESULTADOS
Das 174 amostras analisadas, todas foram negativas sorologicamente para
leishmaniose. Alguns dos animais apresentaram-se com problemas respiratérios, diarréia e

algumas lesodes de pele. A populacio analisada compreendia 57 fémeas e 117 machos.

DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo fazem parte de um estudo epidemioldgico
que deve ser realizado no Brasil, pois atualmente ha grande transito de animais em todo o
pais, e animais de dreas consideradas endémicas podem ser introduzidos em locais onde ndo
ha casos de leishmaniose.

O fato dos 174 animais analisados provenientes de situacdes diferentes de habitat
(CCZ, gatil e proprietdrios) terem sido negativos para anticorpos anti-L. major e L. chagasi,
ndo exclui a participacdo desses na epidemiologia da leishmaniose em Brasilia, j4 que
segundo COSTA et al. (2010) verificou a importancia da utilizagdo de mais de uma técnica
para o diagnéstico definitivo da leishmaniose, principalmente em gatos, dos quais hd poucos
estudos, aliando-se sempre os resultados encontrados com a epidemiologia da leishmaniose na
area onde vive o animal e aos dados clinicos.

Na Espanha foram avaliados 183 gatos de drea endémica e 28 de drea ndo endémica
para leishmaniose pela técnica parasitologica, sorolégica (RIFI) e molecular (PCR). Nenhuma
cultura foi positiva, 60% dos animais foram positivos sorologicamente com titulos varidveis, e
25,7% foi positivo na PCR (MARTIN-SANCHEZ et al., 2007).

Em estudo realizado com 40 gatos capturados em drea endémica do Iran, quatro (10%)
tiveram diagnéstico parasitolégico e molecular positivo. Os autores sugerem que os gatos
participam na epidemiologia da leishmaniose em &dreas endémicas do pais (HATAM et al.,
2010).

Apesar dos resultados negativos encontrados no presente estudo, a investigacdo da
leishmaniose em felinos deve ser uma atividade de vigilancia, uma vez que gatos
assintomadticos podem ser positivos (SILVA et al., 2010), servindo de fonte de infec¢do para
os vetores, tornando-se importante problema de satde publica.

Como os gatos estdo cada vez mais proximos do homem, sendo muitas vezes
considerados membros da familia, € importante que além da realizacdo de inquéritos

sorolégicos sejam desenvolvidas atividades em satide para a populacdio em relagdo a
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possibilidade dos gatos participarem da cadeia epidemioldgica da transmissdo de leishamiose
para o homem.
CONCLUSOES
Os 174 felinos avaliados mostraram-se negativos para a presenca de anticorpos anti-L.
major e L. chagasi, agentes etioldgicos de uma importante zoonose considerada endémica no
Brasil. Os resultados obtidos servem para refor¢ar a importancia do estudo da epidemiologia

da leishmaniose nos felinos, que parece ser diferente dos caes.
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PALAVRAS-CHAVE: actinobacilose, epididimite, vesiculite, histopatologia, ovinos
ABSTRACT
Actinobacillus seminis is the second most frequent cause of epididymitis in sheep flocks
worldwide. The aim of this study was to describe the histopathological lesions of the
epididymis and seminal vesicles of rams experimentally infected with A. seminis and compare
bacteriology and immunohistochemistry to detect the agent in these tissues. Ten 18 to 24
month-old rams were intra-epididymally inoculated with 2x10° CFU of A. seminis. At 45 days
post infection, rams were euthanized and necropsied. Fragments were collected from the
head, body and tail of the left and right epididymis and left and right seminal vesicle from all
rams for bacteriology, histopathology, and immunohistochemistry. Inflammatory lesions were
observed in 21% of the tissue samples, and 30% and 22% of which were positive bacteriology
and immunohistochemistry, respectively. Frequency of positive samples were similar between
bacteriology and immunohistochemistry. The agent was confirmed by both techniques in
tissues that had significant inflammatory lesions, whereas immunohistochemistry located the
organisms within lesions. Alternatively, the agent was detected by bacteriology even in
tissues that there were no significant inflammatory lesions. Epididymitis associated with
pyogranulomas and vesiculitis were consistent with infection by A. seminis.
KEYWORDS: actinobacilosis, epididymitis, vesiculitis, histophatology, sheep
INTRODUCAO
As patologias do trato reprodutivo, especialmente as infecto-contagiosas, sdo de

grande importancia na criagdo de ovinos, causando considerdveis perdas economicas devido a
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reducdo da fertilidade dos rebanhos. A. seminis é considerado o segundo maior causador de

epididimite em ovinos nos rebanhos de vérias partes do mundo. E um habitante natural da
mucosa do prepicio ovino e, geralmente, condicdoes estressantes predispdem o
desenvolvimento de orquite e epididimite por este agente em carneiros jovens (CARVALHO
JUNIOR et al., 2010).

A doenga pode apresentar curso agudo ou cronico com manifestacdo uni ou bilateral
e com lesdes macro e microscopicas muito semelhantes das causadas por B. ovis.
(BURGUESS, 1982). Desta forma, € importante o uso de métodos diagndsticos que auxiliem
a histopatologia no diagndstico etioldgico definitivo. O objetivo deste estudo é descrever as
lesdes histopatoldgicas de epididimo e vesicula seminal de carneiros infectados
experimentalmente com A. seminis € comparar a bacteriologia e imunoistoquimica para o
diagnostico do agente nestes tecidos.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em um grupo de 10 carneiros sauddveis, entre 18 e 24
meses de idade. O procedimento envolvendo animais foi aprovado pelo comité de ética
(CETEA - UFMG, protocolo 285/2008). Os animais foram inoculados por via intra-
epididimdria com suspensdo contendo 2,3x10'° UFC de A. seminis na cauda do epididimo
esquerdo, segundo a metodologia descrita por AL-KATIB & DENNIS (2007). Apés 45 dias
de inoculacdo, os carneiros foram eutanasiados e necropsiados. Foram coletados fragmentos
cabeca, corpo e cauda do epididimo e vesicula seminal de todos os carneiros.

Para bacteriologia, tecidos foram coletados em 2 mL de PBS estéril, macerados e
plaqueados em meio GC (Bectron Dickinson, CA, EUA) contendo 1% de hemoglobina e
incubados em estufa a 37°C por 48h. Para o exame histopatolégico, os tecidos coletados em
formalina tamponada a 10% foram processados pela técnica rotineira de inclusdao em parafina
e corados em Hematoxilina e Eosina (HE). Foi feita a descricdo morfolégica das lesdes e as
lesdes inflamatdrias classificadas conforme intensidade. Cortes de tecido em parafina foram
processados para imunoistoquimica pela técnica estreptoavidina-biotina-peroxidase (Dako
cytomation, Carpinteria, CA). Foi utilizado um anticorpo policlonal anti-A. seminis de coelho
(dilui¢dao 1:1000) como anticorpo primdrio. A imunomarcag¢do foi revelada com cromdgeno
diaminobenzidina (DAB, Dako) e os cortes contracorados com hematoxilina Harris.

A frequéncia de positividade dos tecidos avaliados (n=77) foi comparada entre
bacteriologia e imunoistoquimica e analisada pelo teste exato de Fischer, e a ocorréncia de

lesdes inflamatdrias observadas no exame histopatoldgico foi correlacionada com deteccao do
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agente pelas duas técnicas.

RESULTADOS

O epididimo e vesicula seminal foram os o6rgdos do sistema reprodutor que
apresentaram maior frequéncia de alteracdes macroscépicas durante a necropsia, € por esta
razdo foram selecionados para este estudo. Lesdes histopatoldgicas foram observadas em 21%
(27/77) dos tecidos avaliados. As lesdes na cabeca dos epididimos foram caracterizadas por
infiltrado inflamatério linfo-histio-plasmocitario intersticial mutilfocal a difuso. No corpo,
além do infiltrado mononuclear no intersticio, também foi observado pequenos granulomas
espermaticos em dois animais e infiltrado linfo-histiocitario multifocal perivascular.
Macrofagos repletos de material cerdide focalmente extenso na capsula foram observados em
um carneiro. As lesdes observadas na cauda do epididimo foram: infiltrado linfo-histo-
plasmocitério intersticial multifocal a difuso cronico, hiperplasia ductal, cistos intra-epiteliais,
infiltrado neutrofilico (microabcessos) ou misto intra-epitelial e/ou intra-lumenal.
Piogranulomas extensos formados por neutréfilos, macréfagos, macréfagos epitelidides e/ou
células gigantes multinucleadas, area central de necrose contendo espermatozdides e/ou
bactérias, foram observados em sete carneiros. Na vesicula seminal, observou-se infiltrado
inflamatério linfo-histio-plasmocitario multifocal, infiltrado neutrofilico intra-epitelial e
infiltrado neutrofilico e histiocitdrio intra-lumenal. A distribui¢do, frequéncia e intensidade

das alteracdes inflamatdrias estdo sumarizados na Tabelal.

Tabela 1: Distribuicdo, frequéncia e intensidade de lesdes inflamatérias no epididimo e
vesicula seminal de carneiros experimentalmente infectados com A. seminis

Tecido CbE CbD CoE CoD CdE CdD VSE VSD
Animais 2/10 2/10 4/9 1710 10/10  2/10 6/8 0/10
Média do Score * 0,2 0,2 0,7 0,1 2,3 0,2 1,3 0

*Score da lesdo inflamatéria O=ausente, 1=discreto, 2=moderado, 3=intenso. Cb= Cabeca epididimo,
Co= Corpo do epididimo, Cd= Cauda do epididimo, VS= Vesicula seminal, E= esquerdo, D=direito.
Nao foi possivel detectar o agente em todas as lesdes inflamatdrias descritas, sendo

que 30% (8/27) dos tecidos com lesdes foram positivos bacteriologia e 22% (6/27) positivos
para imunoistoquimica. A frequéncia de resultados positivos na bacteriologia, 10% (13/77),
foi estatisticamente semelhante a imunoistoquimica com 5% (6/77). Cabe ressaltar que 100%
das amostras positivas na imunoistoquimica apresentavam lesdes inflamatdérias intensa a
moderada. A imunomarcacao foi observada dentro de piogranulomas na cauda do epididimo
esquerdo de quatro animais e na vesicula seminal de dois animais, as bactérias foram
detectadas no citoplasma de macréfagos no lume glandular. Por outro lado, somente 61,5%
(8/13) das amostras positivas para bacteriologia apresentaram lesdes inflamatdrias na

histopatologia.
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DISCUSSAO

Os carneiros experimentalmente infectados com A. seminis apresentaram lesdes
compativeis com infec¢c@o. A infeccdo por A. seminis resulta em edema, inflamacao cronica e
fibrose intersticial do epididimo, que pode levar a oclusio dos ductos epididimadrios.
Carneiros afetados podem apresentar abscessos e granulomas espermérticos em diferentes
por¢des do epididimo. Como consequéncia do processo inflamatério, pode ocorrer
degeneracao testicular com reducdo ou mesmo auséncia completa de espermatozdides nos
ductos epididimarios. (CARVALHO JUNIOR et al., 2010).

Como esperado, as lesdes foram mais frequentes e mais intensas na cauda do epididimo
esquerdo, local de inoculagdo. Entretanto, a vesicula seminal foi outro tecido com maior
frequéncia e intensidade de lesdao, demonstrando que o agente pode disseminar e causar lesdes
em outros 6rgaos do trato genital. O A. seminis ja foi isolado na vesicula seminal e glandula
bulbo uretral, além dos epididimos em animais infectados experimentalmente por via intra-
epididimaria (BAYNES & SIMMONS, 1960).

O agente foi confirmado por bacteriologia ou imunoistoquimica em tecidos que
apresentaram lesdes inflamatdérias mais significativas, sendo que a imunoistoquimica foi
capaz de determinar a localizagdo da bactéria nas lesdes e confirmar o papel da infec¢cdo na
génese dos granulomas espermaticos. Por outro lado, a bacteriologia detectou o agente mesmo
em tecidos que nao havia lesdes inflamatorias significativas, sugerindo que a infec¢ao por A.
seminis no trato genital dos carneiros pode ocorrer sem que haja lesdes e, consequentemente,
sem sinais clinicos da doenca.

CONCLUSAO
Epididimite associada a piogranulomas e vesiculite observada em casos de infeccao
por A. seminis estdo associados a presenca no agente na lesdo. A imunoistoquimica € util no
diagndstico da infeccdo por A. seminis, particularmente nos casos em que se observam lesoes
microscOpicas compativeis com a infecc¢do.
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ABSTRACT
The expression of MMP-2 and MMP-9 in normal canine prostates and with prostatic
proliferative disorders was evaluated to establish the role of these enzymes in ECM
remodeling and in the tumor invasion processes. A total of 363 diagnoses were obtained from
57 prostates of uncastrated adult dogs with or without prostatic diseases. The diagnoses were
36 (9.9%) normal prostates, 49 (13.5%) BPH, 132 (36.4%) PIA, 75 (20.7%) PIN and 71
(19.6%) carcinoma. Differences in cytoplasmatic immunohistochemical staining of MMP-2
and MMP-9 antibodies were found regarding the different diagnosis. The correlation between
MMP-2 and MMP-9 occurred just in canine prostates with PIA. There was lower expression
of MMP-2 and MMP-9 in canine normal prostates and with BPH, whereas in prostates with
PIA, PIN and carcinoma it is higher.
KEYWORDS: gelatinases, PIA, PIN, prostatic carcinoma, TMA.
INTRODUCAO

A invasdo tumoral consiste em etapas que incluem a intera¢do das células tumorais
com a matriz extracelular (MEC), com degradacdo e migracao pela mesma. Dentre as enzimas
proteoliticas envolvidas na invasdo tumoral estdo as metaloproteinases de matriz 2 ¢ 9 (MMP-
2 e MMP-9), que clivam o subproduto do coldgeno (EGEBLAD & WERB, 2002).

O envolvimento de MMP-2 e MMP-9 nos tumores caninos e a relacio com o grau
tumoral foram demonstrados pela primeira vez por LOUKOPOULOS et al. (2003), mas nao

ha registros até o momento sobre a participagdo das MMP nos processos proliferativos da
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préstata canina. Assim, este estudo teve por objetivo verificar a expressao de MMP-2 e MMP-
9, bem como a correlagdo entre as mesmas no tecido prostitico canino normal e com
alteracOes proliferativas, buscando avaliar o papel dessas enzimas no remodelamento da MEC
e no processo de invasao tumoral.
MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 57 préstatas de cdes acima de quatro anos, ndo castrados e que
apresentassem ou ndo histérico de afec¢do prostatica, provenientes da rotina necroscopica. As
prostatas foram colhidas, identificadas, fixadas em formol tamponado a 10%, processadas e
incluidas em parafina. Para a avaliacdo histomorfolégica foram confeccionados cortes de
3um, corados em HE e classificados em normal e com HPB, PIA, PIN e carcinoma. Das 57
prostatas foram obtidas 149 amostras, utilizadas para a confec¢do do bloco de TMA e
realizagdo da imunoistoquimica com o anticorpo monoclonal anti-MMP-2 (clone A-Gel VC2
-DBS - Mob 312), na dilui¢do de 1:25 e recuperagao antigénica em banho-maria a 96°C, por
30 minutos, com tampao citrato 10mM, pH 6,0, e com o anticorpo policlonal anti-MMP-9
(Dako A0150), na dilui¢do de 1:200 e recuperagdo antigénica em banho-maria a 96°C, por 20
minutos, com tampao TRIS-EDTA pH 9,0. A incubacio de ambos os anticorpos se deu em
camara Umida, durante 18 horas, a 4°C. Os bloqueios da peroxidase endogena e de fundo
foram realizados em H,O, a 8% e em solugao de leite em p6 a 10% (Molico® - 10g/100 ml
H,O destilada), respectivamente. Utilizou-se o sistema de amplificacdo de sinais Advance
HRP (Dako K4068) e DAB (Dako K3468-1). Como controles positivo e negativo foram
utilizados placenta humana/MMP-2 e 9 e préstata canina/tampdo TRIS pH7.4,
respectivamente. Foram avaliados de forma semi-quantitativa a intensidade de marcagdo e o
namero de células marcadas, ambos nas células epiteliais e estromais periacinares, utilizando-
se 0s escores zero a trés para as marcacOes negativa, discreta, moderada e acentuada,
respectivamente, € 0s escores zero a quatro para negativo, 1 a 25%, 26 a 50%, 51 a 75% e 76
a 100%, para o nimero de células marcadas, respectivamente. Utilizaram-se dados descritivos
e os testes Kruskal-Wallis e Mann Whitney para a comparagdo das varidveis intensidade de
marcacao e nimero de células marcadas entre os diagndsticos e teste correlacdo de Spearman
para correlacionar a expressdo dos anticorpos em prostatas normais e com lesdes
proliferativas, com significado para p<0,05.

RESULTADOS
Para obter o maior niimero de lesdes por amostra € maior representatividade foram

utilizados dois niveis de corte do bloco de TMA. Assim, de duas laminas de TMA com 149
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cores cada, avaliaram-se 298 cores, sendo obtidos 363 diagnésticos, j4 que um core
eventualmente apresentou mais de um diagndstico. Dos 363 diagndsticos, 36 (9,9%) eram
normais, 49 (13,5%) HPB, 132 (36,3%) PIA, 75 (20,7%) PIN e 71 (19,6%) carcinomas. Foi
obtida marcacdo para MMP-2 e MMP-9 com a expressdo variando dentro dos escores
considerados, a depender do tipo de diagndstico. Em relagc@o as varidveis nimero de células
marcadas e intensidade de marcacdo para MMP-2 nas células epiteliais e estromais verificou-
se diferenca entre normais e HPB, PIA, PIN e carcinoma e entre HPB e PIA, PIN e
carcinoma, respectivamente. Em relacdo as mesmas varidveis para MMP-9 verificou-se
diferenca entre tecido prostiatico normal e PIA, PIN e carcinoma. Entre tecido prostético
normal e hiperplésico houve diferenca em relacdo a ambas as varidveis para células estromais.
Com relacdo aos diagndsticos HPB e PIA, assim como entre HPB e PIN, a diferenca foi
apenas quanto a varidvel nimero de células marcadas no epitélio acinar. Entre HPB e
carcinoma foi observada diferenca no nimero de células marcadas e na intensidade de
marcagdo das células epiteliais. Ainda, houve diferenca entre PIN e carcinoma quanto a
intensidade de marcacdo das células epiteliais. Observou-se correlacdo entre os anticorpos
MMP-2 e MMP-9 apenas em prostatas com PIA quanto ao nimero de células epiteliais e
estromais periacinares marcadas e intensidade de marcacao nas estromais periacinares.
DISCUSSAO
Constatou-se maior expressdo epitelial e estromal de MMP-2 nas glandulas com PIA,
PIN e carcinoma em relacdo as normais e com HPB. Da mesma forma, ZHONG et al. (2008)
observaram maior expressao de MMP-2 e MMP-9 em proéstatas humanas neoplésicas do que
nas normais ou com HPB, respectivamente. Na comparacao de expressao de MMP-2 entre as
lesdes displasicas (PIA e PIN) e o carcinoma, nao houve variagdo na marcagdo, sendo
acentuada em todos. De acordo com BOHLE & KALTHOFF (1999), a superexpressdo das
MMP ¢é mediada por fatores de crescimento e citocinas secretados pelas células neoplasicas,
estromais e inflamatdérias. Assim, € provdvel que a maior expressao de MMP-2 e MMP-9 na
PIA da prostata canina seja, em parte, mediada pelas células inflamatérias do estroma
periacinar, caracteristica que refor¢a a ideia do potencial pré-maligno da lesdo, visto que
quanto maior a concentragdo de MMP maior a atividade de protedlise da MEC. Assim, as
células epiteliais displdsicas da PIA e as inflamatdrias do estroma estariam envolvidas nos
processos transformacdo neoplésica e invasdao tumoral. Acerca disso, MOOK et al. (2004)
também sugerem que o aumento na expressio de MMP-9 em tumores acompanhados de

inflamacao resulta em protedlise localizada e contribui para a invasao tumoral.
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A expressao da MMP-9 € maior em préstatas caninas com lesdes pré-malignas e com
carcinoma em relacdo as normais e com HPB. Ainda, a intensidade de marcacdo da MMP-9
nas células epiteliais dos carcinomas é maior do que nas da PIN, sugerindo maior atividade
proteolitica e, portanto, maior potencial de invasdao do tecido prostitico maligno em relagao
ao pré-maligno ndo acompanhado de inflamacgdo, sendo que esta hipdtese corrobora a
descricdo de que a MMP-9 ¢é expressa principalmente por células malignas (NAGAOKA &
HIROTA, 2000). Como nao houve diferenca nas varidveis de expressio da MMP-9 entre a
PIA e o carcinoma, conclui-se que estas lesdes apresentam o mesmo perfil de expressao para
MMP-9, sendo provavel que as células tumorais sejam as responsdveis pelo aumento na
expressdo da mesma, como descreve ZHONG et al. (2008), ao passo que na PIA o aumento
parece ter maior relacdo a inflamacao do estroma. Na correlagdo de expressdo entre as MMPs
na préstata canina normal e com lesdes proliferativas, foi verificada correspondéncia entre
essas enzimas apenas em préstatas com PIA, ou seja, em um microambiente inflamatério as
MMP-2 e 9 apresentam aumento de expressdo concomitante e equivalente, particularmente
nas células estromais, o que inicialmente sugere maior potencial de protedlise da MEC e da
membrana basal, facilitando a incursao por células epiteliais com capacidade invasiva.

CONCLUSOES

Ha variacdo na expressdao das MMP-2 e MMP-9 na préstata canina de acordo com a
lesdo, com menor expressdo nas normais € com HPB e maior naquelas com PIA, PIN e
carcinoma. Ainda, a correlacdo entre MMP-2 e MMP-9 em proéstatas caninas com PIA indica
que a inflamacdo influencia a atividade dessas enzimas, com aumento simultineo na
expressdao de ambas no microambiente inflamatorio.
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ABSTRACT
The bone marrow examination is considered a valuable tool to the diagnosis and study of

hemopoietic diseases. The patients were classified into a number of hematological and
cytological diseases. Aspiration of bone marrow was done in 32 dogs; in all cases this
procedure was clinically relevant to support the definitive diagnosis. Differential cell counts
on bone marrow smears were examined in relation to the blood variables in all animals. The
objective of this work was to evaluate the relevance of the bone marrow findings in various
diseases. In this retrospective study we can observe that in 81,25% of the cases the bone
marrow evaluation was necessary for the diagnosis.
KEYWORDS: Diagnostic, hematologic diseases, small animals
INTRODUCAO

A avaliacdo de medula 6ssea (MO) € considerada uma ferramenta importante no
estudo das doengas hematopoiéticas. Existem muitos estudos sobre o uso de bidpsia aspirativa
e incisional de MO em cées e gatos, mas existem poucos estudos clinicos detalhados sobre as
alteracdes deste 6rgdo em enfermidades especificas. A avaliagdo de medula dssea (MO) é
indicada para detectar anormalidades que nao podem ser identificadas durante uma avaliagdo
rotineira de sangue periférico (HOFF, 1985; HARVEY, 2001). Este trabalho tem como
objetivo avaliar a relevancia dos achados de MO em diferentes doengas que acometem caes.

MATERIAL E METODOS
Os mielogramas e respectivos hemogramas foram realizados entre marco de 2008 e

junho de 2011, pela equipe do Laboratério de Andlises Clinicas Veterindrias da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul e foram avaliados juntamente com a suspeita clinica de cada

paciente.
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As colheitas de MO foram realizadas mediante anestesia geral do paciente seguida de
tricotomia e antissepsia do local a ser puncionado. Foram utilizadas agulhas do tipo Rosenthal
e Jamishidi (16 a 18 G). Os esfregacos obtidos através das espiculas dsseas coletadas foram
fixados e corados com Wright (corante tipo Romanowsky), também foi realizada coloragao de
Perls para ferro. O sangue periférico foi colhido logo apds a puncdo da MO em tubos
contendo EDTA-Kj3 para realizacdo de hemograma. A avaliacdo dos mielogramas foi
realizada por um patologista clinico experiente.

Todos os procedimentos foram realizados com acompanhamento do clinico
responsavel pelo caso e supervisionado por um anestesista. As colheitas foram realizadas
somente com consentimento do proprietdrio. A andlise dos dados foi realizada através de
estatistica descritiva.

RESULTADOS

Trinta e dois mielogramas de cdes foram realizados no periodo deste estudo. Os

pacientes foram divididos de acordo com a indicacao de coleta de MO (Tabela 1).

Tabela 1: Classificacdo dos cdes submetidos a coleta de medula dssea de acordo com grupo

de doenca.

GRUPOS DE DOENCAS CASUISTICA %o
Anemia arregenerativa 2 6,25
Anemia semi-regenerativa 2 6,25
Anemia regenerativa 2 6,25
Linfocitose persistente 2 6,25
Linfoma 15 46,88
Neutrofilia persistente 1 3,13
Outra neoplasia 1 3,13
Pancitopenia 2 6,25
Policitemia 1 3,13
Trombocitopenia persistente 4 12,50
TOTAL 32 100

Nos casos de anemia arregenerativa, ¢ um dos pacientes com anemia semi-
regenerativa apresentavam anemia normocitica hipocromica, € no mielograma diminui¢do da
relacdo mieldide:eritréide (M:E), hipercelularidade, hiperplasia eritréide e estoque de ferro
normal. Achados compativeis com doenca inflamatdria cronica. Anemias semi-regenerativas
ndo sdo indicacdes de coleta MO, entretanto em um cdo deste grupo foi possivel identificar
auséncia de estoque de ferro na MO. Com auxilio de outros exames complementares

diagnosticou-se anemia por deficiéncia de ferro. Um dos pacientes com anemia regenerativa
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tratava-se de um canino com deficiéncia eritrocitdria de piruvato quinase, em que O
mielograma € utilizado com a finalidade de identificar deposito de ferro neste 6rgao, que neste
caso estava normal.

O estadiamento de linfoma representa 46,8% (15/32) do total das colheitas realizadas
no periodo. Todavia ndo foram observadas altera¢des relevantes na hematopoiese medular nos
animais avaliados. Em apenas 6% (1/15) diagnosticou-se leucemia linféide. A outra neoplasia
a ser avaliada quanto a infiltracdo na MO foi um lipossarcoma, neste caso a MO estava
normocelular e nao foram observadas células neopldsicas. No grupo de linfocitose persistente
em ambos o0s casos observou-se mais de 90% (< 50.000/uL) de linfécitos em sangue
periférico. A MO apresentou-se hipercelular com aumento da linhagem linféide, e predominio
de linf6citos maduros (< 50%), compativel com leucemia linféide.

No caso de policitemia nao foi observada nenhuma alteracdo na MO, descartando a
presenca de leucemia eritréide. No grupo de trombocitopenia persistente se identificou
hiperplasia megacariocitica, celularidade de normal a elevada, e relacio M:E normal,
confirmando a suspeita diagndstica de trombocitopenia imunomediada. No paciente com
neutrofilia persistente observou-se alteracdo no hemograma compativeis com reagdo
leucemoide, no mielograma observou-se aumento da relacao M:E e da celularidade. Todas as
linhagens apresentavam maturacdo ordenada e completa; corroborando com a suspeita de
reacdo leucemoide e descartando processo neopldsico. Em ambos os casos de pancitopenia
diagnosticou-se aplasia de MO. No mielograma observou-se pouca quantidade de espiculas
Osseas e celularidade entre 5 a 10%; nao havendo células hematopoiéticas suficientes para
contagem diferencial.

Em 81,25% (26/32) dos casos foi necessdria a realizacdo do mielograma a fim de
direcionar o diagndstico definitivo. Para elaboracdo destes resultados consideram-se as
situacdes em que as alteragdes clinicas e laboratoriais sustentam a necessidade de punc¢do de
MO. Pode-se observar que em alguns casos onde o mielograma nao foi relevante para
identificar a etiologia ou para fundamentar o diagndstico definitivo, também ndo era
totalmente indicado. Assim, mais investigacdes clinicas para identificacdo da origem do
processo poderiam ser realizadas previamente ao mielograma.

DISCUSSAO

A avaliagdo dos estoques de ferro no cdo é fundamental para diferenciar doenca

inflamatoéria cronica de deficiéncia nutricional de ferro ou perda cronica de sangue, quando os

estoques de ferro estardo ausentes, como detectado em um dos casos de anemia semi-
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regenerativa (GRIDEM, et al, 2008). Nos casos de deficiéncia eritrocitaria de piruvato
quinase o paciente evolui com anemia intensamente regenerativa € hemossiderose, portanto a
avaliacdo da MO a fim de avaliar se hd aumento do estoque de ferro € indicada (HARVEY,
2008).

Neste estudo foram identificados trés casos de leucemia linfocitica cronica em
caninos. Em apenas dois casos observou-se linfocitose persistente, o outro caso tratava-se de
um estadiamento de linfoma com valores periféricos normais, apenas com discreta anemia.
Todas as situagdes eram indicagdes de coleta de MO, e as alteragdes encontradas foram
compativeis com as possibilidades de diagnéstico diferencial (AVERY & AVERY, 2007).

No grupo de pancitopenia, dois casos foram diagnosticados como aplasia medular. A
aplasia medular pode estar associada a uma série de fatores como agentes infecciosos,
intoxicacdo por estrogeno, administracdo de alguns medicamentos ou exposi¢do cronica a
compostos toxicos. Entretanto em ambos os casos nao foi possivel identificar a causa primaria
do processo (HARVEY, 2001; CONRADO et al, 2009).

Nos pacientes com trombocitopenia persistente observou-se hiperplasia
megacariocitica, indicando destruicdo ou utilizacdo periférica de plaquetas, sustentando o
diagnéstico de trombocitopenia imunomediada. Da mesma forma, nos casos de policitemia,
neutrofilia persistente os achados estdo de acordo com a descri¢do da literatura (HARVEY,
2001; GRIDEM, 2008).

CONCLUSOES
Neste estudo, a técnica se mostrou eficaz para direcionar e estabelecer o diagndstico
clinico dos pacientes. Com isso espera-se que os dados encorajem o uso mais efetivo da
bidpsia aspirativa ou incisional de MO no auxilio ao diagndstico clinico.
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ABSTRACT

Cutaneous mast cell tumors are among the most common tumors in dogs and are the most
common type of skin cancer found in dogs. With the use of immunohistochemistry, estrogen
and progesterone receptors has been identified in several human and animal tumors.
Compared with estrogen receptor alfa, there are few studies in the veterinary literature about
validation of the IHC assays for progesterone receptor. The aim of this study was to evaluate
the presence of estrogen (alfa and beta) and progesterone receptors in canine cutaneous mast
cell tumors. The estrogen receptor beta (RE) expression correlated with the worse prognostic
tumors and the animal gender considering the REf score.

KEYWORDS: immunohistochemistry, hormones receptors, tissue microarray.

INTRODUCAO

O mastocitoma cutaneo canino (MTC) € a neoplasia maligna que mais acomete a
pele dos caes (KIUPEL et al., 2011). Nao hé predilecdo sexual, porém, hd uma forte evidéncia
de predisposicao racial, (KIUPEL et al., 2011). Estrégenos fazem parte de uma familia de
hormoénios esterdides que desempenham um papel importante em reproducdo e regulam
muitos processos bioldgicos, suas agdes sdo mediadas por ligacdes aos receptores de
estrogeno (REs) (LO & MATTHEWS, 2010). O receptor de estrégeno alfa (REa) regula a
expressdo de receptores de progesterona (RpGs), portanto a presenca de RpGs geralmente
indica que a via do REa estd intacta e funcional (ALLRED, 2010). Uma vez expresso os
RpGs sdo ativados pelo hormdnio progesterona que regula diversas fungdes celulares normais

importantes, incluindo proliferacao celular (ALLRED, 2010).
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O objetivo deste trabalho foi avaliar a expressdo de REa, REP e RpGs, pela técnica
de imunoistoquimica em MTCs e correlaciond-los com o grau de malignidade do tumor

(KIUPEL et al., 2011) e a expressdo da proteina KIT (WEBSTER et al., 2004).

MATERIAIS E METODOS

Foram selecionadas 49 amostras de MTCs, provenientes do Servico de Patologia
Veterindria da FMVZ/Unesp, Botucatu diagnosticados no periodo de 2000 a 2010 e 61 amostras
do Laboratério Veterinario Werner e Werner, de Curitiba-PR, diagnosticados no periodo de 2007
a 2009, sendo 54 tumores de cdes fémeas e 46 tumores de machos. Os mastocitomas foram
graduados de acordo com o sistema proposto por KIUPEL et al. (2011). Seguiu-se, entdo, a
montagem da ldmina de micro-arranjde tecido (TMA), com o uso do equipamento Tissue
Microarrayer (Beencher Instruments®, Silver Spring, USA) com cores de 1,0 mm?. Estas
laminas foram utilizadas para técnica de imunoistoquimica (REa, REP e RpGs) e coloracao
de HE. Para a quantificacdo dos nucleos positivos para REa, REB e RpGs, cada core do TMA
foi avaliado em objetiva de 20X e a drea de maior nimero de células positivas para REa, REP
e RpGs foi escolhida. Para avaliacdo da intensidade de marcacdo das células em cada core
utilizou-se escores de um a trés, sendo (1): fraca, (2): moderada; (3): forte. Os dados foram
analisados de acordo com o padrao de marcac¢do de cada anticorpo (nuclear). Um sistema
computadorizado (Leica QWin V3) foi utilizado para auxiliar na contagem dos nucleos dos
mastdcitos neopldsicos positivos e negativos para REa, REB e RpGs em um campo de
0,7mm?, em objetiva de 40x. Os dados da expressdo da proteina KIT (c-kit/CD117) foram
obtidos de uma segunda lamina do mesmo TMA de trabalho anterior desenvolvido pela
mesma equipe de pesquisa. Os padroes de expressdo da proteina KIT dos MTCs foram
correlacionados com a porcentagem de células positivas para os receptores hormonais (REa,
RER e RpGs).

As andlises estatisticas foram realizadas pelos testes ¢t de Student, de Qui-quadrado
(grau de liberdade 1) e o teste exato de Fisher . O nivel de significancia de 5% e o software de

andlise utilizado foi o GraphpadPrism versao 3.0.

RESULTADOS
Dos MTCs de baixo grau de malignidade, 41,6% apresentaram escore 1 de
intensidade e 58,4% escore 2 para REa. MTCs de alto grau de malignidade, 50%

apresentaram escore 1 e 50% escore 2 de intensidade para REa. MTCs de baixo grau de

2
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malignidade, 18,4% apresentaram escore 1 de intensidade, 36,7% escore 2 e 44,9% escore 3
para REB. MTCs de alto grau de malignidade, 15,4% apresentaram escore 1, 38,5% escore 2 e
46,1% escore 3 para REB. MTCs de baixo grau de malignidade, 17,8% apresentaram escore 1
de intensidade, 41,1% escore 2 e 41,1% escore 3 para RpGs. MTCs de alto grau de
malignidade, 25% apresentaram escore 1, 50% escore 2 e 25 escore 3 para RpGs. Das fémeas
50% apresentaram escore 1 e 50% escore 2 para REa, 25, 9% apresentaram escore 1 de
intensidade, 22,2% escore 2 e 51,9% escore 3 para REB e 9% apresentaram escore 1 de
intensidade, 54,5% escore 2 e 37,5% escore 3 para RpGs. Dos machos 20% apresentaram
escore 1 e 80% escore 2 para REaq, 5,% apresentaram escore 1 de intensidade, 60% escore 2 e
35% escore 3 para REP e 33% apresentaram escore 1 de intensidade, 67% escore 3 para
RpGs.

A andlise por escore de intensidade do RE foi estatisticamente significativa em
relacdo ao sexo dos animais (p=0,0186), sendo que, fémeas (14) apresentaram mais amostras
positivas com maior intensidade de marcacao (escore 3) do que os machos (7 animais com
escore 3). E quando comparada a porcentagem de células com marcagdo positiva entre os
tumores de baixo e alto grau de malignidade, foram observados os valores (p=0,97) para o
REa e RPGs (p=0,155) houve diferenca estatistica (p=0,012) em relacdo ao REp. A diferenca
na média de porcentagem de células positivas no total de células contadas para o anticorpo
RER entre os tumores com padrdo membranoso e citoplasmético para o anticorpo CD117 foi

significativa (p=0,01).

DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que estatisticamente a expressao do REP
correlacionou-se com tumores de pior prognodstico (alto grau de malignidade e proteina KIT
padrio citoplasmatico). Nas fémeas foi observada expressao do REP mais intensa do que em
machos (p=0,0186). CARRIE et al. (2011), demonstraram que ha um aumento no risco em
desenvolver MTCs em fémeas castradas comparado com fémeas ndo castradas, sendo que o
mesmo ocorreu com machos, porém com menor frequéncia. Todavia o trabalho de CARRIE
et al. (2011), ndo cita qual hormdnio exerceria este papel protetor em relagdo ao
desenvolvimento de MTC, os achados do nosso trabalho sugerem que o estrégeno ndo seria
este hormodnio protetor, o que justificaria a oposi¢do de dados. No entanto ndo foi possivel
obter os dados clinicos em relagdo ao estado reprodutivo de castracio, dos animais do nosso

trabalho, que podem complementar e justificar os nossos achados. A avalia¢do da presenca de

3
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receptores de estrogeno e progesterona em MTCs foi realizada em dois estudos, no primeiro
(ELLING & UNGEMACH, 1982) pela primeira vez foi observada a presenca destes
receptores neste tipo de tumor, no entanto o outro estudo (LARSEN & GRIER, 1989) falhou
em documentar a presenca destas proteinas. Estes dados conflitantes podem advir do fato de
que estes trabalhos utilizaram um nimero de amostras pequeno, valores de corte diferentes
para a concentracdo de receptores hormonais e a técnica utilizada para ambos detecta REs e

RpGs no citoplasma dos mastdcitos.

CONCLUSAO
A expressao do REP nos MTCs correlacionou-se com os tumores de pior
progndstico, sendo que as fémeas apresentaram um maior nimero de casos com intensidade
de marca¢do moderado e forte.
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ABSTRACT

This study was conducted to determine the seroprevalence of anti-Neospora caninum
antibodies and to investigate the risk factors related to antibodies against N. caninum in dogs
of southern Minas Gerais, Brazil. For this purpose, 703 blood samples were collected from
dogs and on this occasion, questionnaires addressing epidemiological aspects were given to
each dog owner. The sera were analyzed for anti-N. caninum antibodies by indirect
fluorescent antibody tests. Of the 703 dogs, 80 (11,4%) were positive for N. caninum (titer
50). Dogs which don’t receive industrial food, from rural areas, used for hunting, with history
of reproductive disorders, from dairy farms, mainly with history of bovine abortion, had
higher odds of seropositivity (p<0,05).

KEYWORDS: neosporosis, canine, seroepidemiology.

INTRODUCAO
A neosporose € uma doenga parasitdria causada pelo protozodrio Neospora caninum.
Os cdes sao considerados hospedeiros definitivos (COLLANTES—FERNANDEZ et al., 2008),
no entanto, quando sdo hospedeiros intermedidrios ou infectados congenitamente, podem
apresentar sintomatologia neuromuscular (PARADIES et al., 2007), miocardite, dermatite e
pneumonia (PLONECZKA & MAZURKIEWICZ, 2008). No Brasil, h4 uma variagdo na

prevaléncia de anticorpos anti-N. caninum em caes de diferentes estados, variando de 8,3 a
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21,6% (VALADAS et al., 2010). Quando se analisa diferentes populagdes caninas mundiais,
esta soroprevaléncia pode atingir quase 100% (CRUZ-VAZQUEZ et al., 2008).

Até a presente data, ndo havia informagdes a respeito dos fatores associados a
soroprevaléncia de N. caninum em caes de diferentes tipos populacionais na regido sul de
Minas Gerais. Assim, o objetivo deste trabalho é estabelecer a soroprevaléncia de N. caninum
em caes da regido sul de Minas Gerais, Brasil, e correlacionar com possiveis fatores para
mostrar se hd associacd@o entre estas varidveis e a sorologia dos animais.

MATERIAL E METODOS

Um questiondrio relacionado aos fatores de risco para neosporose, contendo dados
do animal e da propriedade, foi fornecido a cada proprietirio do animal selecionado.
Buscaram-se informagdes sobre o género, idade, raca, local em que o cdo vivia (zona urbana,
rural ou urbana com acesso a zona rural), tipo de alimentacdo (comida caseira, ragdo
industrial ou carne crua/restos de placenta/fetos abortados), manejo dos caes (criados sempre
presos, sempre soltos ou temporariamente soltos), utilidade do cdo (companhia, guarda, caca
ou pastoreio), se o cdo j4 havia apresentado ou apresentava doenca neuromuscular, se o cao ja
havia apresentado ou apresentava doenga reprodutiva, a finalidade da propriedade rural (gado
de leite, de corte, plantio, criagdo de outra espécie animal), se havia histérico de aborto em
bovinos na propriedade e qual o destino de fetos abortados e placenta na propriedade
(incinerados, deixados a pasto, jogados em lixo ou em rio).

Um total de 703 soros obtidos de cdes da zona urbana e rural (de duas microrregides
economicamente distintas: uma produtora de leite e outra de café) ou atendidos em clinicas e
hospitais veterindrios (HV) do sul de Minas Gerais, foram submetidos a Reagdo de
Imunofluorescéncia Indireta. As andlises estatisticas foram conduzidas conforme descrito por
Varaschin et al. (2011).

RESULTADOS

Dos 703 caes testados, 57,0% era composto por caes machos, 25,9% pertencia a zona
urbana (ZU), 59,9% a zona rural (ZR), 2,7% a zona urbana com acesso a rural (ZUR) e 11,5%
dos cédes eram errantes e foram atendidos nos HV; 22,5% apresentavam de 0 a 1 ano de idade,
45,4% apresentavam idade entre 1 a 4 anos, 23,5% idade entre 4 e 8 anos e 8,6% dos cies
idade superior a 8 anos. Um total de 80 cades (11,4%) foi soropositivo para N. caninum. Para
algumas varidveis, nao foi possivel obter informagdes ou histérico dos caes (caes errantes

atendidos nos HV) e estes animais foram excluidos da analise da variavel.
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Dentre os animais soropositivos, machos foram mais prevalentes (60,0%) que fémeas
(40,0%). Caes com raca pura apresentaram risco semelhante de infec¢do por N. caninum que
cdes sem raca definida (p>0,05). Caes que ndo se alimentavam de racdo (p=0,000; OR:2,534;
1C95%:1,543-4,161) apresentaram maior risco a heosporose que aqueles que consumiam
racdo. Caes usados para guarda (p=0,000; OR:2,905; 1C95%:1,768-4,773) ou para caca
(p=0,000; OR:4,902; I1C95%:2,230-10,779) foram mais susceptiveis do que quando
comparados aos cdes que ndo eram usados para estas utilidades, e cdes utilizados como
companhia (p=0,012; OR:0,495; 1C95%:0,286-0,866) foram considerados fatores de protecdo
a neosporose. Caes que possuiam contato, ou havia a possibilidade de contato/ingestdo de
fetos abortados ou placentas, apresentaram 3,2 vezes mais chance de se infectarem por N.
caninum (p=0,000; OR:3,218; 1C95%:1,865-5,551). Os caes com histérico de disfuncdes
reprodutivas foram considerados fatores de risco (p=0,015; OR:2,607; 1C95%:1,177-5,775).
Caes de propriedades rurais de gado de leite (p=0,016; OR:3,460; IC95%:1,189-10,069) ou
das que apresentavam histérico de aborto bovino (p=0,002; OR:3,087; 1C95%:1,468-6,491)
mostraram maiores riscos de infeccdo por N. caninum, enquanto caes de propriedade de corte
ou de cultivo agricola (café) ndo mostraram associacao com a sorologia (p>0,05). A mediana
de idade dos cdes soronegativos foi de trés anos (Q1/4=1; MED=3; Q3/4=5) e de cinco anos
(Q1/4=3; MED=5; Q3/4=T) para os soropositivos (p=0,000; Kruskal-Wallis:3,98). De acordo
com o local, cdes de ZR apresentaram maior risco do que caes de ZU (p<0,05), porém ambos
nao foram estatisticamente significativos, quando comparados com os caes de ZUR (p>0,05).
Caes criados sempre presos, sempre soltos ou temporariamente soltos apresentaram riscos
semelhantes de se infectarem por N. caninum (p>0,05), embora caes criados sempre soltos
tenham apresentado soroprevaléncia superior. Outras varidveis ndo apresentaram associagcao
significativa com a sorologia para N. caninum (p>0,05).
DISCUSSAO
Foi encontrada uma prevaléncia de 11,4% para neosporose, a qual € inferior a
reportada por outros autores, como a de 32,0% encontrada no México, 27,0% no Ira, 16,36%
na Poldnia, 28,3% em Pernambuco e 12,4% no Pard (CRUZ-VAZQUEZ et al., 2008;
FIGUEREDO et al., 2008; PLONECZKA & MAZURKIEWICZ, 2008; VALADAS et al.,
2010; YAKHCHALI et al., 2010). Os animais positivos tenderam a ser mais velhos de idade,

quando comparado ao grupo soronegativo. O papel da idade na soropositividade sugere que a
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maioria dos caes adquire a infeccdo no periodo pds-natal, ou seja, a transmissao horizontal €
mais importante que a vertical entre a populacdo canina (YAKHCHALI et al., 2010).

Caes de zona rural, utilizados para caca, de propriedades leiteiras e de propriedades
que tém histérico de aborto apresentaram maiores riscos de infeccdo por N. caninum. A
possibilidade de ingestao de tecidos bovinos (carne crua, placenta, fetos abortados) ou o
habito carnivoro de ingestdo de pequenos mamiferos, os quais possam conter cistos de N.
caninum, podem explicar porque a soroprevaléncia nestes grupos €, geralmente, maior
(PARADIES et al., 2007; YAKHCHALI et al., 2010). As soroprevaléncias maiores vistas em
propriedades de gado de leite sugerem uma maior associa¢do epidemioldgica entre bovinos e
caninos (COLLANTES-FERNANDEZ et al., 2008).

CONCLUSOES

A frequéncia de c@es com anticorpos anti-N. caninum € significativa na regiao sul de
Minas Gerais, e este agente pode ocorrer, principalmente, em cdes que nao usados para
companhia, de idade mais avangada, que possuem histérico de doencas reprodutivas, de zona
rural, de propriedades leiteiras e que apresentam histérico de aborto bovino.
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ABSTRACT

This study was conduced to determine the seroprevalence of anti-Toxoplasma gondii
antibodies and to investigate the risk factors related to 7. gondii in dogs of southern Minas
Gerais, Brazil. For this purpose, 703 blood samples were collected from dogs and
questionnaires addressing epidemiological aspects of the infections were given to each dog
owner. The sera were analyzed for anti-7. gondii antibodies by indirect fluorescent antibody
tests. Of the total of 703 dogs, 253 (36,0%) were positive for T. gondii (titer 64). Risk factors
associated with seroprevalence were gender, age, breed, locality, management and utility of
dog. Male dogs, without defined breed, from rural areas, which had street contact, used for
hunt and guard purposes, had higher odds of seropositivity (p<0,05) than the other one and,
although not significant statically, older dogs had high levels of antibodies.

KEYWORDS: toxoplasmosis, canine, seroepidemiology.

INTRODUCAO
A toxoplasmose é uma zoonose causada pelo protozodrio Toxoplasma gondii, que
possui felideos domésticos e silvestres como hospedeiros definitivos, e seres humanos e
diversas espécies animais, incluindo caes, como hospedeiros intermedidrios (ALI et al., 2003;

AZEVEDO et al., 2005). Recentes estudos mostram que ha variacdo na prevaléncia de
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anticorpos anti-T.gondii em cées de diferentes regides brasileiras, variando de 21,3% a 76,4%
(VALADAS et al., 2010) e de 0 a 100% entre diferentes paises (ALI et al., 2003).

Nenhum estudo foi conduzido para mostrar os fatores associados a soroprevaléncia
de T. gondii em caes de zona urbana, periurbana e rural da regido sul de MG. Assim, o
objetivo deste trabalho € estabelecer a soroprevaléncia de 7. gondii em caes da regido sul de
Minas Gerais, Brasil, e correlacionar com possiveis fatores para mostrar se hd associa¢ao
entre estas varidveis e a sorologia dos animais.

MATERIAL E METODOS

Um questiondrio, contendo dados do animal e da propriedade, foi fornecido a cada
proprietério cujo animal foi selecionado. Buscaram-se informagdes sobre o sexo, idade, raga,
local em que o animal vivia (zona urbana, rural ou urbana com acesso a zona rural), tipo de
alimentacdo (comida caseira, racdo industrial ou carne crua/restos de placenta/fetos
abortados), manejo dos cdes (criados sempre presos, sempre soltos ou temporariamente
soltos), utilidade do cdo (companhia, guarda, caca ou pastoreio), se o cdo ja havia apresentado
ou apresentava doenga neuromuscular no momento da coleta, se o cdo ja havia apresentado ou
apresentava doenca reprodutiva, a finalidade da propriedade (gado de leite, de corte, plantio,
criacdo de outra espécie animal), se havia histérico de aborto em bovinos na propriedade e
qual o destino de fetos abortados e placenta da propriedade (incinerados, deixados a pasto,
jogados em lixo ou em rio).

Um total de 703 soros obtidos de cdes da zona urbana e rural (das microrregides de
Lavras e Varginha), ou de caes atendidos em clinicas e hospitais veterindrios (HV) do sul de
Minas Gerais, foram submetidos a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta. As andlises
estatisticas foram conduzidas conforme descrito por Varaschin et al. (2011).

RESULTADOS

Dos 703 cées testados, 57,0% era composto por cdes machos, 25,9% pertencia a zona
urbana, 59,9% a zona rural, 2,7% a zona urbana com acesso a rural e 11,5% dos caes eram
errantes e haviam sido adotados por um centro de abrigo de animais; 22,5% apresentavam de
0 a 1 ano de idade, 45,4% apresentavam idade entre 1 a 4 anos, 23,5% idade entre 4 e 8 anos e
8,6% dos cdes idade superior a 8 anos. Um total de 253 cées (36,0%) foi soropositivo para 7.
gondii. Para algumas varidveis, ndo foi possivel obter informag¢des ou histérico dos caes (caes
errantes atendidos nos HV) e estes foram excluidos da analise da variavel.

Dentre os animais soropositivos, os cdes machos foram mais soroprevalentes

(62,1%) que fémeas (37,9%) e aqueles apresentam 1,38 vezes mais chances de se infectarem
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do que fémeas (p=0,044; OR:1,381; IC95%:1,008-1,891). Caes com raga pura apresentaram
menor risco a infec¢ao por 7. gondii que caes sem raga definida (p=0,000; OR:0,448; I1C95%:
0,311-0,647). Caes que ndo se alimentavam de racdo (p=0,000; OR:2,195; 1C95%:1,542-
3,126), que se alimentavam de comida caseira (p=0,000; OR:2,893; 1C95%: 1,850-4,524) ou
se alimentavam de carcagca e carne crua (p=0,000; OR:2,365; IC95%: 1,494-3,745)
apresentaram maior risco a toxoplasmose. Caes usados para guarda (p=0,030; OR:1,475;
1C95%:1,038-2,096) ou para caca (p=0,002; OR:3,101; 1C95%:1,448-6,640) foram mais
susceptiveis do que quando comparados aos cdes que ndo eram usados para estas utilidades.
Propriedades rurais de gado de corte (p=0,011; OR:0,469; 1C95%: 0,260-0,844) ou que
apresentam histérico de aborto bovino (p=0,041; OR:0,405; 1C95%: 0,166-0,987) foram
consideradas fatores de protecdo. Embora tenha se observado uma tendéncia crescente de
infeccdo a medida que aumenta a idade do cdo, com picos maiores de soroprevaléncias em
cdes entre 4-8 anos de idade, ndo houve associagdo significativa entre os diferentes grupos de
idade (p>0,05). De acordo com o local, caes de zona rural apresentaram maior risco do que
caes de zona urbana (p<0,05), porém ambos ndo foram estatisticamente significativos, quando
comparados aos caes de zona urbana que possuiam acesso a zona rural (p>0,05). Caes criados
sempre soltos ou temporariamente soltos apresentaram maior risco de se infectarem por 7.
gondii, quando comparados com cdes que sempre ficam presos (p<0,05). Outras varidveis ndao
apresentaram associacao significativa com a sorologia para 7. gondii (p>0,05).
DISCUSSAO

A prevaléncia encontrada de 36,0% para toxoplasmose € proxima da encontrada em
outros paises, como a de 32,0% encontrada em Trinidade e Tobago (ALI et al., 2003), porém
€ menor que a reportada em outras partes do Brasil, como a prevaléncia de 57,6% apontada
por Figueredo et al. (2008) em Pernambuco e a de 45,1% reportada por Azevedo et al. (2005)
na Paraiba. Figueredo et al. (2008) explicam que a prevaléncia pode variar entre regides e
dentro duma mesma regido, ja que as diferentes populagdes podem estar expostas a diferentes
fatores de risco.

Caes de zona rural apresentaram maiores riscos, quando comparados a caes de zona
urbana. O hébito mais errante, as maiores chances de exposicdo a oocistos ambientais e aos
habitos de caga de roedores infectados explicam o fato de cdes de zona rural serem grupo
mais de risco a toxoplasmose. A soroprevaléncia para 7. gondii aumentou com a idade dos
caes, atingindo seu pico entre os cdes com idade entre 4-8 anos de idade. Ali et al. (2003)

encontraram titulos mais altos entre cdes de 3 anos de idade, os quais declinaram suavemente
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em cdes mais velhos. Embora Jittapalapong et al. (2007) ndo tenham encontrado diferencas
significativas quanto ao sexo do animal, no presente relato houve maior prevaléncia entre os
machos, o que poderia ser explicado pelo habito mais errante, quando comparado as fémeas.

Diferente dos achados de Azevedo et al. (2005), foi observada uma frequéncia de

N

animais soropositivos maior em cdes que tem acesso a rua. Isso ocorre, pois hd maiores
chances de exposicdo as fezes contaminadas de gatos ou de ingestdo de roedores infectados
(ALI et al., 2003). O mesmo raciocinio vale para os cdes de caca que, no presente estudo,
também apresentaram maior risco de infeccao do que aqueles utilizados para outros fins.

Alguns autores (ALI et al., 2003) afirmam que o consumo de carne crua ou restos de
comida podem aumentar os riscos de infeccdo de 7. gondii, por aumentar a exposi¢ao ao
parasito. Este achado corrobora com os encontrados no presente estudo, em que o consumo de
comida caseira ou a ingestao de carcagas foram considerados fatores de risco para a doencga.

CONCLUSOES

A frequéncia de cdes com anticorpos anti-7. gondii é grande na regidao sul de Minas
Gerais, e este agente pode ocorrer, principalmente, em caes machos, SRD, que t€ém acesso a
rua ou sdo de zona rural e que se alimentam de restos de carcaga e carnes cruas.
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PALAVRAS - CHAVE: Corynebacterium pseudotuberculosis, pequenos ruminantes,

Técnica de fracionamento em trés fases.

ABSTRACT
Caseous lymphadenitis (CLA) is a disease caused by Corynebacterium pseudotuberculosis
that affects small ruminants, decreasing the production in infected animals. Several methods
for detection of subclinical CLA have been developed but without success. The present study
has developed a Skin Test using secreted proteins of C. pseudotuberculosis for subclinical
CLA diagnostic in small ruminants. The tested animals were divided into two different
groups: 10 positives (A) and 10 negative goats (B) for CLA. The fraction of secreted proteins
was obtained through Three-Phase Partitioning (TPP), diluted in PBS solution and then
inoculated in the left cervical region, via intra-dermal. Inoculation of PBS solution without
proteins was performed in the same tested animals at the right side. Group A showed higher
hypersensitivity compared to group B during 6 days of evaluation, with a peak response after
24 hours. The standardized Skin Test showed promising results and might improve CLA

control in herds.

KEYWORDS: Corynebacterium pseudotuberculosis, small ruminats, Three-Phase
Partitioning.
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INTRODUCAO

A Linfadenite caseosa (LC) é causada por Corynebacterium pseudotuberculosis e
acomete principalmente pequenos ruminantes. Essa doenca de importante relevancia
econOmica € caracterizada pela formacdo de abscessos em nddulos linfaticos superficiais e/ou
orgdos internos, reduzindo a produtividade dos animais infectados (DORELLA et al., 2006;
SEYFFERT et al., 2010). O tratamento com antibidticos é uma estratégia invidvel, uma vez
que eles ndo sdo capazes de penetrar na cdpsula dos abscessos. Quanto a imunoprofilaxia, a
elaboracdo de vacinas mais eficazes torna-se necessaria (DORELLA et al., 2006). Vérios
métodos diagnosticos subclinicos para a LC foram desenvolvidos, mas nenhum deles com
resultados promissores e praticidade necessaria. Recentemente, proteinas secretadas de C.
pseudotuberculosis foram identificadas e caracterizadas por espectrometria de massa e
andlises in silico (PACHECO et al., 2011). Essas mesmas proteinas j4 haviam demonstrado
reatividade com anticorpos de caprinos infectados com C. pseudotuberculosis através de
ELISA e Western Blot, além de induzirem elevada producdo de interferon-gama por células
sanguineas de caprinos com LC (REBOUCAS et al., 2011). Este trabalho tem por objetivo
padronizar e avaliar um Teste Intradérmico de Hipersensibilidade (TIH) com proteinas

secretadas de C. pseudotuberculosis para o diagnostico subclinico da LC em caprinos.

MATERIAL E METODOS

Cento e vinte e oito cabras de leite da raca Saanen foram avaliadas através de exames
clinicos e soroldgicos, e selecionadas em dois grupos constituidos de 10 animais positivos
(grupo A) e 10 negativos (grupo B) para a LC. Paralelamente, para a preparagdo do reagente
do TIH, a linhagem de C. pseudotuberculosis MIC6 foi cultivada em meio Infusao de cérebro
e coracdo (BHI), as proteinas secretadas foram extraidas através da Técnica de Fracionamento
em Trés Fases (TPP) e quantificadas pelo método de Bradford. Posteriormente, o TIH foi
padronizado e aplicado nos caprinos por via intradérmica na dose de 0,ImL na regido cervical
esquerda em uma drea tricotomizada de 4cm”. Nos mesmos animais foi aplicado 0,1mL de
Tris-HCI (pH 8) sem as proteinas secretadas, na regido cervical direita para controle do
experimento. As mensuracdes do TIH foram realizadas com cutimetro Hauptner, antes da

inoculagdo e a cada 24h, nos seis dias subsequentes.
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RESULTADOS

T este Intradérmico de Hipersensibilidade

n

== GRUPO A (TIH)

= GRUPO B (TIH)
GRUPO A (ct)

—GRUPO B (ct)

Meédia dos aumentos da espessura da pele
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Dias avaliados
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=)

Gréfico 1 - Médias da espessura da dobra de pele antes (Dia 0) e ap6s aplicacdo (Dias 1-6) do TIH nos Grupo A
(ELISA positivo) e Grupo B (ELISA negativo), apresentado em barras verdes e vermelhas, respectivamente. As
linhas verdes e vermelhas correspondem as médias do aumento da espessura da dobra de pele antes (Dia 0) e
apos aplicacdo (Dias 1-6) da solug@o controle nos dois grupos.

Os animais do grupo A apresentaram valores do TIH significativamente superiores
aos do grupo B em todos os dias avaliados. Nas primeiras 24h houve um pico de reacdo, com
maior evidéncia do grupo A, declinando até as 72h, com retorno a normalidade apés 96h da
aplicacdo do TIH. Todos os controles mantiveram seus valores semelhantes em ambos os
grupos e ao decorrer dos dias avaliados.

DISCUSSAO

O Teste Intradérmico de Hipersensibilidade (TIH) € um método de diagndstico
utilizado para verificar infec¢des causadas por microrganismos intracelulares facultativos com
imunidade mediada por células. Esse teste tem vantagens relacionadas a facilidade de
aplicacdo nos animais, a simplicidade de manuseio e um custo final relativamente reduzido
comparando com o interferon gama (DE LA RUA-DOMENECH et al., 2006). Neste trabalho
padronizamos um TIH de proteinas secretadas antigénicas de C. pseudotuberculosis que
obteve resultados significativos no grupo de animais positivos para a LC. Constatada a
necessidade de purificagdo do antigeno de C. pseudotuberculosis para o TIH, com a remogao
de componentes citoplasméticos (BROWN et al., 1986; ALVES & ORLANDER, 1999), a
extracdo de proteinas secretadas para o TIH permitiu a obten¢do de resultados mais eficientes.
Além disso, todos os animais apresentaram exame clinico com estado geral e fungdes vitais

normais antes e apds a aplicacdo do teste. O THI estimula uma reacdo de hipersensibilidade
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tardia (Tipo IV), geralmente sem manifestacdes sist€micas, caracterizada por uma resposta
inflamatéria no local da aplicacdo do reagente (TIZARD, 2000). A reagdo do TIH medida
pelo aumento da espessura da dobra de pele atingiu mensuracdo maxima em 24h apds a
inoculag¢do, mostrando-se concordante com o indicado por Tizard (2000), caracterizado por
uma resposta inflamatéria que poderia atingir a sua maior intensidade entre 24 ¢ 72 h. Em
estudos anteriores, o menor tempo de mensuracio mdaxima foi de 72h (ALVES &
OLANDER, 1999). Assim, o presente estudo atingiu a mensuragdo significativa em apenas 1
dia. As mensuracOes referentes aos testes controles aplicados mantiveram seus valores
semelhantes em ambos os grupos e no decorrer dos dias avaliados, apresentando somente uma
reacdo a inocula¢do mecanica e ao tampao, as quais ndo foram significativas.
CONCLUSAO

As proteinas secretadas e sua concentracdo para a utilizacio no TIH foram
determinadas, bem como aplicacdo padronizada em caprinos. O TIH apresentou mensuracao
maxima em 24h, ndo apresentando reatividade significativa dos animais ao teste aplicado sem
as proteinas secretadas. O TIH padronizado para diagnéstico subclinico da LC em caprinos,
demonstrou resultados promissores e serd aprimorado para utilizagdo no controle da LC.
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ABSTRACT

The proto-oncogene c-kit encodes a transmembrane receptor, considered important for tumor
growth and progression in several cancers. C-kit overexpression associated with a variety of
mutations has been described in canine mast cell tumors (MCT). The present work was carried
out to study the potential of blood expression of c-kit mRNA as a tumoral marker in MCT, using
reverse transcription and quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR). This study was
performed with 38 dogs, 28 with MCT, with or without chemotherapeutic treatment. Blood was
obtained by venopuncture, and preserved in tubes containing EDTA. The total mRNA was
extracted, reverse transcribed in ¢cDNA and submitted to qPCR. The diagnosis of MCT was
confirmed by cytological and histological techniques. The level of c-kit transcript was
standardized using the expression of beta2-microglobulin, and the relative expression calculated
by AACT method. The expression of c-kit was detected in 26 samples. In a comparative analysis,
in 5 dogs with non-treated MCT the blood c-kit levels was overexpressed. In contrast, in all
animals submitted to chemotherapy the c-kit was ausent or underexpressed in peripheral blood.
The peripheral blood c-kit expression quantification is inadequate in order to identify MCT in
animals submitted to chemotherapy.

KEYWORDS: mast cells; veterinary oncology; real-time PCR
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INTRODUCAO

Mastocitomas sdo tumores de mastdcitos potencialmente malignos frequentes em caes,
diagnosticados citoldgica e histologicamente (NEWMAN et al., 2007), apresentando expressao
do proto-oncogene c-kit. Este codifica para uma molécula transmembranal, o receptor do fator de
célula tronco, relacionado a multiplas vias de sinalizac@o, envolvendo proliferacdo, migracao e
diferenciacao celulares (LINNEKIN, 1999). Em mastocitomas sdo frequentes mutagdes na regido
justamembranal de c-kit, determinando sua ativagdo constitutiva (DOWNING et al.,2002). Turin
et al., 2006, evidenciaram a expressdo de c-kit no sangue periférico de animais portadores de
mastocitomas. Este trabalho objetiva caracterizar a expressdo de c-kit no sangue periférico de
animais higidos e de portadores de mastocitomas, tratados ou ndo, avaliando seu potencial como

marcador tumoral nesses pacientes.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas amostras de sangue de caes higidos e de portadores de mastocitomas. O
diagndstico da neoplasia foi realizado por avaliacdo citoldgica e histopatolégica. Procedeu-se a
extracdo com o Kit QIAamp® RNA Blood Mini kit (QIAGEN). O RNA obtido foi quantificado
em espectrofotdmetro e imediatamente utilizado na confec¢io do cDNA, efetuando-se a
transcricdo reversa com a enzima M-MLV transcriptase reversa e oligonucleotideos randdmicos
(Invitrogen Life Technologies). A quantificacdo da expressdo do gene c-KIT foi realizada em
experimentos de PCR em tempo real, em plataforma 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied
Biosystems). Para quantificacdo relativa do gene c-kit normalizou-se a expressdo deste em
relacdo a expressdo do gene controle B2-microglobulina, realizando-se ensaios em duplicata. O
nivel de expressdo de c-kit foi obtido pela quantificacdo relativa através do método AACT. Para
tanto, utilizou-se a equacdo AACt = (Ct gene alvo, mastocitoma - Cr controle enddgeno,
mastocitoma) — (Cr gene alvo, normal - Cr controle endégeno, normal). Os niveis de expressao

em vezes foram determinados por pAAcT,

RESULTADOS
Foram avaliadas 38 amostras de sangue, sendo 10 de animais higidos e 28 de portadores

de mastocitomas. Evidenciou-se um padrdo de expressdo semelhante do marcador endégeno em
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amostras de sangue de animais controle em relagdo a cdes com tumor que expressaram c-kit.
Todos os animais do grupo controle expressaram c-kit no sangue periférico, utilizando-se esse
nivel basal como parametro para interpretagdo da expressao em caes portadores de mastocitomas.
A auséncia de expressdo de c-kit no sangue periférico de animais portadores de mastocitomas
ocorreu em 42,9% dos casos (12/28). A populacio negativa para c-kit dentro do grupo de animais
submetidos a quimioterapia foi superior a dos animais sem tratamento, correspondendo
respectivamente, a 45,5% e 35,3% dos casos. Considerando-se os caes portadores de tumor em
geral, o gene c-KIT se mostrou superexpresso no sangue de 29,4% dos animais (5/17) e
subexpresso nas amostras de 70,6% (12/17). Se incluirmos nesse grupo os animais com tumor
que ndo expressaram c-kit no sangue, temos um percentual de 82,1% dos animais com tumor
apresentando redu¢do na expressdo de c-kit (23/28). Os caes portadores de tumor submetidos a
quimioterapia apresentaram expressdo de c-kit no sangue em 54,5% dos casos, todos com
subexpressdo. Ja dentre os animais ndo tratados identificou-se c-kit no sangue em 64,7% das

amostras, com superexpressao em 45,4% dos casos.

DISCUSSAO

Estudos em Medicina Veterindria utilizando o PCR para quantificar a expressao de c-kit
sdo escassos. Turin et al., 2006, evidenciaram a auséncia de expressdo de c-kit no sangue
periférico de caes higidos, em contraste com os achados deste estudo, no qual foi identificada
expressao em todos os animais do grupo controle. Em oposi¢@o, enquanto Turin et al., 2006, ndo
identificaram expressdo de c-kit em 8 cdes portadores de mastocitomas, dentro de uma
amostragem de 41 animais com o neoplasma, em nossa avaliacdo a auséncia de expressao de c-
kit no sangue periférico de animais portadores de mastocitomas ocorreu em 12 casos numa
amostragem de 28. Teoricamente, em condi¢des que determinem um incremento acentuado de
populacdes que expressam c-kit, seria esperada a elevacio dos niveis séricos de KIT, como em
portadores de leucemia mieldide cronica e pacientes com GIST, nos quais € relatada uma discreta
elevagdo nos niveis séricos de KIT em comparagdo com homens higidos (BONO et al., 2004).
Akin et al., 2000, identificaram uma correlacao direta entre a elevagdo dos niveis plasmadticos de
sKIT e a severidade do quadro em pacientes com mastocitose. Tais achados suportam a hipétese

de uma potencial elevacdo nos niveis de c-kit no sangue de portadores de mastocitomas, evento
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ndo demonstrado na maioria de nossas amostras. Esse fato possivelmente relaciona-se a restri¢ao
da populacio de células neoplésicas ao sitio de crescimento tumoral, com eventual clivagem do
KIT membranal e ingresso de sua fragdo extracelular para o plasma, porém sem a liberacdo das
células ou de seu genoma integro para o sangue periférico. A reducdo de expressao de c-kit sérico
particularmente acentuada em animais submetidos a quimioterapia estd de acordo com os relatos
da literatura, que indicam a queda nos niveis de KIT solivel durante terapia com imatinib, sendo

a hipotética explicagdo para esse evento a reducao no volume tumoral (BONO et al., 2004).

CONCLUSOES
Apesar do ntimero restrito de casos estudados e do padrdo heterogéneo de expressao, foi
possivel observar uma hegemoOnica queda na expressao de c-kit no sangue de caes portadores de
mastocitoma submetidos a quimioterapia. Em portadores ndo tratados identificou-se uma
importante parcela de animais com superexpressao do oncogene no sangue periférico validando a

ampliacdo da amostragem visando a obten¢do de resultados conclusivos.
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ABSTRACT

Toxoplasmosis is a wrodlwide zoonosis with importance in public health, caused by the
intracellular protozoan Toxoplasma gondii. Transmission occurs by the ingestion of oocysts in
contaminated water and food, and ingestion of cysts in raw or under cooked meat from
intermediary hosts. Cats are the only domestic animals considered definitive hosts of the
agent, responsible by environment contamination. The aim of the present study was to
evaluate 174 serum samples of domestic cats from Brasilia-DF by the imunofluorescence
technique (IFAT) to Toxoplasma gondii antigen. Cats were considered healthy during
sampling. Only nine (5,17%) cats had shown seropositive, with titers varying from 16 in one,
64 in six, 256 in one and 1024 in one cat. This is the lowest seroprevalence to toxoplasmosis
reported in Brazil. As cats eliminate oocysts in theis feces for a short period of time, usually
during primo-infection, seronegative cats from the present study might be infected or they can
still be. Prophylactic measures to cat and human infection must be disseminated mainly due to
the lack of knowledge of health professionals that can not know the real epidemiology of
felines in this important zoonosis.

INTRODUCAO
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A toxoplasmose é uma doenca infecciosa de distribuicdo mundial causada pelo
parasita intracelular obrigatério, Toxoplasma gondii, que afeta todos os animais
homeotérmicos, inclusive o homem (DUBEY, 2004). O agente pode ser transmitido
ocasionalmente pela ingestao de oocistos excretados nas fezes de felideos, considerados como
os hospedeiros definitivos do agente ou mais comumente pela ingestdo de cistos na
musculatura de hospedeiros intermedidrios (DUBEY, 2008).

Além do papel dos gatos no ciclo da toxoplasmose, estes tem sido encontrado mais
comumente como um habitante n@o-humano nos lares brasileiros nas 4reas urbanas
(SERAFINI et al., 2008). Antigamente, os gatos eram mais encontrados na drea rural devido a
sua habilidade de caca aos roedores, porém atualmente sdo considerados membros da familia
(DABRITZ e CONRAD, 2010), intensificando o contato com o homem e sua importancia na
saude publica.

A prevaléncia de toxoplasmose relatada no Brasil varia de acordo com as diferentes
regiodes: 27,8% (LUCAS et al., 1998) e 23,6% (LUCAS et al., 1999) em Sao Paulo, 19,4% em
estudo realizado com amostras de trés cidades do estado de S@o Paulo e uma do Parand
(LANGONTI et al., 2001), 19,5% no Rio de Janeiro (GONCALVES NETTO et al., 2003) e
17,2% em gatos ferais (VARGAS et al., 2006) e 16,3% em gatos domiciliados (CRUZ et al.,
2011) em Curitiba. Desta forma, o presente estudo objetiva investigar sorologicamente a
presenca de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em felinos domésticos de diversas areas de
Brasilia-DF.

MATERIAIS E METODOS

Foram coletadas 174 amostras de sangue total de felinos de ambos os sexos, jovens e
adultos, SRD, provenientes do Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) de Brasilia-DF, de
gatis, proprietdrios e felinos errantes.

Os animais foram contidos fisicamente para venopun¢do da jugular, colhendo-se
aproximadamente 4 mL de sangue, acondicionados em tubos sem anticoagulante. Para a
obtencdo do soro, as amostras foram centrifugadas a 1600 g por 10 minutos, acondicionadas
em microtubos de 1,5 mL e armazenadas a -20°C até a realizacdo da imunofluorescéncia
indireta.

A prova soroldgica foi realizada no Laboratdrio do Nucleo de Pesquisa em Zoonoses
(NUPEZO), FMVZ, UNESP, Botucatu-SP, de acordo com Camargo (1974). A RIFI foi
realizada a partir da dilui¢@o inicial do soro a 1:16 (10 uL de soro para 150 uL de PBS pH
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7,2). As amostras foram diluidas seriadamente até a diluicdo final 4.096. Como antigeno,
utilizou-se taquizoitos de Toxoplasma gondii, mantidos por passagens semanais em
camundongos de 30 dias, no Laboratério do NUPEZO. Foram incluidos controle positivo e
negativo em todas as laminas.

RESULTADOS

Das 174 amostras analisadas, 9 (5,17%) foram soropositivas para toxoplasmose,
tendo-se sete com titulo 64, uma com titulo 256 e uma com titulo 1024. Os animais positivos
eram provenientes do gatil de Luziania (1), L. Sul (1), Planaltina (2) e L. Norte (1), zoonoses
(1), residéncia do Incra (1) e errantes de Sobradinho (1) e L. Norte (1).

Apenas o gato oriundo da Zoonoses era filhtote, enquanto os outro oito positivos sao
adultos. Dois animais apresentaram-se com problemas respiratérios, diarreia e algumas lesoes
de pele, sinais clinicos ndo relacionados a toxoplasmose. A populacdo total analisada
compreendia 57 fémeas e 117 machos.

DISCUSSAO

A prevaléncia encontrada no presente estudo foi a mais baixa relatada no Brasil (dados
supracitados). A baixa prevaléncia encontrada pode ser devido a dieta baseada em racdo
comercial, acesso restrito a rua e exposicao ambiental (CRUZ et al., 2011).

Deve-se ressaltar que o fato dos felinos serem soronegativos indica que provavelmente
estes ndo tiveram contato com o agente ou o tiveram recentemente, ndo apresentando ainda
titulos de anticorpos detectdveis. Devido a este fato, os animais poderiam estar em fase de
eliminacdo de oocistos, aumentando a contamina¢do ambiental. Ainda, os felinos geralmente
se infectam quando jovens o que corrobora com os achados do presente estudo (8/9 gatos
positivos adultos) (DUBEY, 2008).

Sabe-se que a aglomeracdo dos animais pode facilitar a transmissdo da toxoplasmose
entre os animais (DUBEY, 2008). Assim sendo, no presente estudo foram encontrados 5/9
animais positivos em gatis, o que reforca a importancia da limpeza da liteira diariamente para
se evitar a esporulacao dos oocistos (DUBEY, 2008).

Porém, o periodo de eliminacdo de oocistos nas fezes € de cerca de uma a duas
semanas, € necessitam de aproximadamente trés dias no ambiente em condicdes de umidade e
temperatura adequadas para se tornarem infectantes (LUCAS et al., 1999). Portanto, as
medidas de prevencdo da toxoplasmose nos felinos tornam-se de extrema importancia e

incluem: nao fornecer carne crua, visceras ou 0ssos para os gatos, evitar acesso a caixas de
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areia em pracas publicas, fornecer leite cru ou dgua de procedéncia desconhecida, além da
limpeza da liteira diariamente, evitando a esporulacdo do agente e possivel transmissdo para
outros gatos que co-habitam, assim como do ser humano (MONTANO et al., 2010).

Como os gatos estdo cada vez mais préximos do homem, sendo muitas vezes

z

considerados membros da familia, é importante que além da realizacdo de inquéritos
sorolégicos seja incentivada a educacdo da populacdo em relacdo a possibilidade dos gatos
transmitirem a toxoplasmose aos proprietdrios, principalmente gestantes; mas também da
educagdo em relacdo as outras formas de transmissao, como a ingestao de oocistos em saladas
ou 4gua contaminada, cistos presentes na carne crua ou mal passada, muitas vezes mais
importantes que o proprio animal de estimacgdo, fato muitas vezes ignorado pelos profissionais
da saiide (MONTANO et al., 2010).
CONCLUSOES

A prevaléncia de 5,17% encontrada pode ser considerada a mais baixa no Estado, mas
sabe-se que o 7. gondii é um agente ubiquo, causador de uma zoonose com distribuicao
mundial. Desta forma, a educag¢do em satide deve ser difundida pelos meios de comunicagao,
principalmente em relacdo as formas de transmissdo e prevencao desta importante zoonose.
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ABSTRACT

The methods of analysis of collagen may be quantitative and qualitative, and quantitative
analysis of both the most interesting statistical point of view, as the reliability of results. The
aim of this study was to assess the efficiency of the software Image] quantification of
collagen in the total sample of the abdominal wall of rats, when compared to the subjective
method of analysis scores. We used six samples from the abdominal wall of Wistar rats that
received implants surgical meshes for the repair of abdominal defects. The samples were
stained with picrosirius and examined by polarized light microscope by a pathologist (control
group) and ImagelJ software (experimental group). There was no statistical difference between
the methods. However, analysis by Image] software provided values closer to reality.

KEYWORDS: abdomen, color system, image analyzer, surgical meshs.

INTRODUCAO
O colageno corresponde a 30% da proteina total do organismo, e fornece integridade,
estrutura e forca ao tecido. Dentre os vdrios tipos de coldgeno, os tipos I e III sdo os de maior

importancia (BALBINO et al., 2005).
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A morfometria computacional de amostras histoldgicas € uma importante ferramenta
que proporciona avaliagdes quantitativas que conferem valores independentes da
subjetividade (OBERHOLZER et al.,, 1996). O coldgeno tecidual pode ser avaliado por
métodos quantitativos e qualitativos, sendo neste dltimo, a avaliagdo subjetiva da presenca de
coldgeno de amostras teciduais coradas em picrosirius, em que sio atribuidos escores para
esta varidvel € bastante utilizada. Porém, a subjetividade que esta técnica confere pode gerar
resultados muito distantes dos valores reais.

O objetivo com este trabalho foi verificar se o programa ImageJ € eficiente na
avaliacdo da presenca de coldgeno total, utilizando amostras histolégicas da parede abdominal

de ratos na colorac¢do de picrosirius, quando comparados ao método de avaliagc@o subjetiva.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas seis amostras da parede abdominal de ratas wistar, provenientes do
experimento de mestrado do Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia Animal da Escola de
Veterindria e  Zootecnia/UFG: “Telas  de  polipropileno  revestidas  por
quitosana/polietilenoglicol na ocorréncia de aderéncias peritoniais. Estudo experimental em
ratas”, aprovado no Comité de Etica em Pesquisa/UFG sob o n° de protocolo 375/2010. As
amostras foram fixadas em formol tamponado a 10% durante 24 horas, seguido do
processamento para a colorac@o de picrosirius. Em seguida as laminas foram visualizadas em
microscépio de luz polarizada no aumento de 40x, sendo escolhidos cinco campos aleatdérios
de cada amostra para serem analisados por um avaliador patologista com experiéncia na
avaliacdo de coldgeno da parede abdominal (grupo controle) e posteriormente fotografado
com camera digital para ser analisado no programa ImageJ (grupo experimental).

A drea ocupada por fibras coldgenas de cada campo foi mensurada em pixels® no
programa ImageJ por meio do plugin de cor Treshold Color no sistema de cores RGB. Em
seguida a drea mensurada foi convertida em porcentagem, para representar a drea de coldgeno
ocupada no campo microscopico € posteriormente em escores para comparacdo com oS
resultados do grupo controle: O=auséncia de coldgeno; 1=presente em até de 25% do campo;
2=Presenca acima de 25% a até 50% do campo; 3=presenca acima de 50% a até 75% do
campo; 4=presente em mais de 75% do campo. No grupo controle, o avaliador visualizou as
laminas quanto a porcentagem da 4rea ocupada por fibras coldgenas no campo microscopico

de acordo com o critério anterior.
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RESULTADOS
Foi observado que o processo de andlise de coldgeno no programa Imagel € simples,
porém requer treinamento prévio, pois durante a utilizacdo do recurso Treshold Color no
sistema de cores RGB, a marcacdo das fibras coldgenas é determinada pelo operador, que
deve ficar atento para nao incluir dreas que ndo correspondem as fibras coldgenas, como o
fundo da lamina e tecidos adjacentes.

Os resultados deste estudo encontram-se descritos na tabela 1.

TABELA 1 — Resultados das dreas mensuradas e estimadas pelo programa ImageJ e avaliador
respectivamente, e escores obtidos para a andlise estatistica com teste de Mann-

Whitney (p<0,05).
] Gr}lpo Imagel ] Grupo Avaliador (controle)
Lamina Area mensurada Area mensurada (%) Escore Area estimada (%) Escore
(Pixels?)
1 475056 38,66 2 25<X<50 2
2 541758 44,09 2 25<X<50 2
3 926260 75,38 4 75<X 4
4 572169 46,56 2 50<X<75 3
5 634305 51,62 3 50<X<75 3
6 802069 65,27 3 75<X 4
7 720301 58,62 3 50<X<75 3
8 1015822 82,67 4 75<X 4
9 532910 43,37 2 25<X<50 2
10 761119 61,94 3 50<X<75 3
11 181013 14,73 1 X<25 1
12 287846 23,42 1 X<25 1
13 330972 26,93 2 X<25 1
14 151672 12,34 1 X<25 1
15 193092 15,71 1 X<25 1
16 498874 40,6 2 25<X<50 2
17 574241 46,73 2 25<X<50 2
18 751082 61,12 3 75<X 4
19 576330 46,9 2 75<X 4
20 457634 37,24 2 25<X<50 2
21 321853 26,19 2 25<X<50 2
22 294262 23,95 1 X<25 1
23 319459 26 2 X<25 1
24 596630 48,55 2 50<X<75 3
25 386166 31,43 2 25<X<50 2
26 226690 18,45 1 25<X<50 2
27 277799 22,61 1 X<25 1
28 255294 20,78 1 X<25 1
29 235598 19,17 1 X<25 1
30 374025 30,44 2 50<X<75 3
Total 475743,4 38,71567

P 0,570
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Neste estudo, 30% das laminas apresentaram escore 1 no Grupo ImageJ e 33,33%
escore 1 no Grupo Avaliador. O escore 2 foi observado em 46,67% das amostras no grupo
Imagel e 30% no grupo controle. O escore 3 esteve presente em 16,66% e 20% no grupo
Imagel e grupo Avaliador respectivamente. Quanto ao escore 4, 0 mesmo apresentou-se em
6,67% das amostras no grupo Imagel e 16,67% no grupo controle. Apesar dos valores

divergentes ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos.

DISCUSSAO

A avaliagdo subjetiva da quantidade de coldgeno ainda € muito utilizada. Contudo, os
resultados obtidos por essa andlise dependerd muito da precisdo do patologista em determinar
a area ocupada por fibras coldgenas, a qual muitas vezes pode acarretar em resultados nao
fidedignos.

Apesar de ndo haver diferenca estatistica entre os métodos de avaliacdo da
quantidade coldgeno neste estudo, ndo podemos excluir a utilizacio de recursos que
apresentem resultados mais proximos ao valor real. Em estudos anteriores, como os
desenvolvidos FACHINELLI (2005), MELO JUNIOR (2009) e MIOT & BRIANEZI (2010),
o emprego de softwares de andlise de imagens foi eficaz na mensuragdo da 4rea ocupada por
coldgeno em diferentes tecidos. Contudo, nem todos os softwares de andlise de imagens
utilizados nesses experimentos sdo gratuitos, diferente do Image] que estd disponivel

gratuitamente na internet.

CONCLUSAO
O programa ImageJ mostrou-se uma ferramenta eficaz para a avaliagdo da presenca

de coldgeno total de amostras teciduais da parede abdominal de ratos wistar.
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ABSTRACT
Mammary tumors in female dogs are suitable models to study the biology of cancer, because
they have a biological behavior and histopathological presentation similar to those that affect
human beings. With the increased incidence of breast cancer and advances in diagnostic
imaging, researchers have sought new methods to identify and monitor the development of
tumors. The use of tomographic technique (SPECT) scintigraphic studies can provide
information for small lesions, compared with planar imaging. It is known that the vast
majority of malignant mammary tumors has regions of hypoxia, which progress to tissue
necrosis. The radiopharmaceutical 9mTc-Glucarate has been studied as a potential marker of
ischemic areas and necrosis. Thus, it is expected the accumulation of 99mTc-Glucarate in
tumor cells, specially in epithelial mammary cancer. In the search for diagnostic and
prognostic markers for this tumor type, this study evaluated the use of the
radiopharmaceutical 99mTc-Glucarate and its potential use in female dogs with mammary
neoplasia. There was a slight concentration of radiotracer in the region affected by mammary
tumor which was not observed in dog control. It is concluded that 99mTc-Glucarate can be a
potential radiopharmaceutical for diagnosis of recidive and metastasis, confirming the real

tumor prognosis.
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INTRODUCAO

As neoplasias mamadrias sd@o os tumores mais comuns na fémea canina, sendo
responsaveis por aproximadamente 52% de todas as neoplasias nesta populagdo animal, e,
portanto prestam-se como modelos vdlidos ao estudo da biologia do cancer (SORENMO,
1998; QUEIROGA & LOPES, 2002).

Com o aumento do ndmero de casos de cancer de mama na populacdo, pesquisadores
tém buscado novos meios na identificacdo de tumores (INCA, 2010). Tem-se destacado o
diagndstico por imagem como o Raio X, Tomografia Computadorizada, Ressonédncia
Magnética e Cintilografia.

A Emissdo de foton tnico por tomografia computadorizada (SPECT) consiste em
uma imagem tomogréafica através da emiss@do de um unico féton, emitidos por isétopos
emissores de raios gama (FINUCANE et al., 2011). E muito semelhante & imagem planar
convencional adquirida em Gama Camara em servicos de Medicina Nuclear, no entanto, é
capaz de fornecer informacdes adicionais tridimencionais. A geragdo de imagens in vivo
através da captacdo dos radiofarmacos na técnica de SPECT em modelos animais de
laboratério pode contribuir para o desenvolvimento de novos radiofdirmacos e no
aperfeicoamento do diagndstico, acompanhamento e terap€utica tumoral.

Dentre os diversos radiofarmacos utilizados atualmente, ainda nao existe um
radiofarmaco especifico para a identificacdo do cancer de mama. Com o surgimento de
estudos a cerca do Glucarato *”™Tc (GLA - *™Tc), sugere-se que este radiofdrmarco pode ser

9mTe ¢ estruturalmente

uma forma de identificagdo tumoral eficaz e ndo invasiva. O GLA -
similar a frutose e penetra na célula através do sistema de transporte D-frutose, quando esta
passa ao metabolismo anaerébico (IPEN, 2010).

Assim, visando viabilizar novos métodos de avaliacdo diagndstica no cancer de

99m,

mama, o objetivo desse estudo foi avaliar a capacidade do radiofirmaco GLA - ~""Tc em

identificar o cancer de mama primdrio e suas possiveis metdstases.

MATERIAL E METODOS
Foram analisadas neste estudo duas cadelas de médio porte, com peso aproximado de
30kg que ja tiveram cria. Uma apresentava multiplos nddulos tumorais em ambas as cadeias

mamarias € a outra, sem histérico de tumor mamario, foi utilizada como controle. O exame
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cintilografico foi realizado com o radiofirmaco GLA - *™Tc liofilizado proveniente do
Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN/SP). Foi administrado 0,74 GBq de
GLA — *™Tc na veia cefilica da pata esquerda da cadela.
As imagens foram obtidas numa camara de cintilacdo computadorizada da marca
Elscint, modelo APEX SPX4, equipada com colimador de baixa energia e de alta resolugdo.
Para as imagens estaticas foi utilizado a matrix 256X256, aumento de 1,5 vezes e 10 minutos
por projecdo. Apds a administragdo do radiofdrmaco foram realizadas imagens de varredura
de corpo inteiro nas projecdes anterior e posterior aos 10 minutos. Imagens estaticas

adicionais na projecao lateral direita do abdomem foram obtidas apés 15 e 30 minutos; e

imagem do térax e abdomem anterior aos 60 minutos da administracao do tragador.

RESULTADOS
As imagens de corpo inteiro da cadela com tumor mamadrio revelaram acentuada

concentracdo do GLA - *™

Tc nos rins e na bexiga, e discreta/moderada concentragdo no
miocdardio e no figado. Nas imagens estdticas da regido lateral direita do abddomen observou-
se discreta concentracdo do radiotracador na regido mamdria onde estava presente a
tumoragdo. A imagem estdtica da regido toracica e abdominal mostrou discreta concentragao
no coragdo.

As imagens de corpo inteiro da cadela controle revelaram o mesmo padrdo
cintilografico das visceras observadas na cadela com neoplasia. No entanto, as imagens

estaticas da regido lateral direita do abddémen ndo demonstraram a concentracdo do

radiotracador na regido mamaria.

DISCUSSAO

O primeiro relato de aplicacdo clinica do GLA-"™Tc, descreve-o como um marcador
de dreas de necrose (NUNN, 1990). Desde entdo, este radiotracador vem sendo utilizado na
clinica médica para detec¢ao de infarto de miocardio (BORTOLETI et al., 2008). No entanto,
sugere-se sua utiliza¢do para outros diagndsticos, inclusive do cancer.

PETROV et al. (1997) implantaram células tumorais de mama em animais de
laboratério e demonstraram que houve alta concentracio do GLA-"™Tc nas células
implantadas. Segundo esses autores, a marcac¢do das células tumorais foi vidvel devido as

areas de necrose que coexistem nas dreas tumorais (PETROV et al. 1997).
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Nossos resultados estdo de acordo com esse estudo, sugerindo que a utilizacdo de
radiotracadores e técnicas cintilogrificas tornariam possivel o controle do estadiamento e
acompanhamento da evolug¢do clinica do cancer de mama (GAMBINI et al., 2011).

CONCLUSAO

Mais estudos sdo necessdrios para corroborar o uso do GLA- *™Tc no controle do

estadiamento do tumor de mama, considerando-se que se trata de um procedimento inédito

em cdes com neoplasias. Sua utilizagdo tem potencial valor prognéstico, sendo uma técnica

confidvel e ndo invasiva e vindo proporcionar condutas terapéuticas especificas.
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ABSTRACT
Chondrosarcoma is the second malignant neoplasm primary of bone most common in dogs. The
most frequent sites are the nasal bones, ribs and pelvis. This study reports a case of spinal
chondrosarcoma in a dog with a history of paraparesis, diagnosed with the aid of computed
tomography.
KEYWORDS: chondrosarcoma, computed tomography, dog, vertebra.

INTRODUCAO

Ossos consistem em uma variedade de tecido mesenquimal, que possui também
potencial de transformacdo neopldsica. A classificagdo dos tumores Osseos € baseada nas
caracteristicas morfologicas das células tumorais, na matriz que € produzida, e na anatomia das
lesdes. Sarcomas sdo origindrios de precursores mesenquimais e sdo classificados conforme o
tecido que se assemelha (THOMPSON & POOL, 2002).

Condrossarcoma € um neoplasma maligno (CARLTON & MCGAVIN, 1998; GOMES,
CARREIRA & LUVIZOTTO, 2008; THOMPSON & POOL, 2002), ndo frequente quando
primadrio e agressivo no local onde ocorre (GOMES, CARREIRA & LUVIZOTTO, 2008). Este

neoplasma € caracterizado por células tumorais que produzem quantidade varidvel de condréide
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neopldsico e matriz fibréide, mas nunca matriz ostedide ou osso (CARLTON & MCGAVIN,
1998; THOMPSON & POOL, 2002).

O condrossarcoma provavelmente ocorre em todas as espécies, mas recentemente € mais
relatado em caes (CARLTON & MCGAVIN, 1998; THOMPSON & POOL, 2002),
representando cerca de 10% dos tumores primdrios em 0ssos, atrds apenas do osteossarcoma
(GOMES, CARREIRA & LUVIZOTTO, 2008; THOMPSON & POOL, 2002). Ocorre mais em
racas médias a grandes e € rara em racgas pequenas e gigantes. Animais de idade mediada a idosos
sao comumente relatados, variando de 5,9 a 8,7 anos de idade. E ndo ha predilecdo por sexo
(THOMPSON & POOL, 2002). Podem evoluir de exostoses cartilaginosas multiplas em cées e
seres humanos.

Condrossarcoma atinge mais 0ssos chatos do que ossos longos. Os principais locais de
origem sio os 0ssos nasais, costelas e pelve (CARLTON & MCGAVIN, 1998: THOMPSON &
POOL, 2002). Sdo tipicamente caracterizados por grandes massas em que o quadro clinico do
animal esta relacionado com a invasdo tumoral (THOMPSON & POOL, 2002). A massa tumoral
€ composta por multiplos nédulos pequenos, que variam de macio a moderadamente firme, de cor
branco-azulado ou cinza (CARLTON & MCGAYVIN, 1998: THOMPSON & POOL, 2002).

Este trabalho tem o objetivo de relatar um caso de Condrossarcoma vertebral, cujo as

imagens tomogréficas auxiliaram na localizagdo da lesdo.

MATERIAIS E METODOS
Um cido, da raca Rottweiler, 8 anos de idade, foi necropsiado no setor de anatomia
Patolégica da UPIS. Anteriormente, foram realizados, radiografia e tomografia computadorizada
como exames complementares, onde foram encontradas alteracdes compativeis com neoplasia em

vértebras lombares.

RESULTADOS
Na radiografia observou-se drea radioluscente em TI1. Com isso, foi realizada
Tomografia computadorizada, em cortes axiais com 3mm de espessura, com reconstru¢do sagital
e coronal, com utilizacdo de contraste ndo-ionico venoso, indo de T13 a S1. Dentre os achados

havia: massa hipercatente ao contraste venoso caracteristica de neoformacao em vértebra L1, com
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lise 6ssea do corpo vertebral da mesma, medindo cerca de 20,8mm X 22.3mm X 28,Imm,
medindo aproximadamente 70 HU* (Hounsfield Unit) o que caracteriza massa neoplasica,
ocupando cerca de 90% do canal medular, comprimindo assim a face ventral do saco dural da
medula espinhal. Também foi observado compressdo da dura mater. Na necropsia foi visualizado
fragmentacdo de corpo vertebral de L1 com drea de estenose do canal, devido a invasdo de
massa, cor esbranquicada a azulada, com consisténcia macia.. Na drea de estenose, a medula
espinhal apresentava-se com coloragdo avermelhada e fridvel. As lesdes microscépicas foram
caracterizadas por proliferacdo de células fusiformes, moderadamente pleomorficas, com nicleo
alongado, por vezes disposto na periferia celular e cromatina dispersa. Citoplasma levemente
eosinofilico e indistinto. Observam-se dreas multifocais com deposicdo de cartilagem e coldgeno.

Areas de lise 0ssea e inflamagdo estavam presentes.

DISCUSSAO

Condrossarcoma primdrio em vértebra ndo é um local frequentemente relatado.
THOMPSON & POOL (2002) e CARLTON & MCGRAVIN (1998) citam costela, cavidade
nasal e pelve como locais mais comumente acometidos.

Massa irregular que invade o canal medular, com compressao da dura méter foi achado de
necropsia que se assemelha as caracteristicas macroscopicas de condrossarcoma citadas por
THOMPSON & POOL (2002). Lesdes microscOpicas, como proliferacdo de células fusiformes,
por vezes presentes em melio a uma matriz condrdide, nicleo alongado e citoplasma eosinofilico
corroboram com os achados histopatolégicos citados por PLIEGO et al. (2008), THOMPSON &
POOL (2002), WOODARD (2000).

WOODARD (2000) relata que este tumor pode infiltrar-se entre as trabéculas do osso
hospedeiro antes que estas estruturas sejam reabsorvidas e ou alteradas pela remoldagem, o que
fica evidenciado pelo envolvimento de vértebra e do canal medular, resultando nos sinais
neuroldgicos como; paraparesia, demonstrados pelo paciente.

PARK et al. (1992) referem que a tomografia computadorizada é um exame
complementar importante na detec¢do de lesdes nem sempre detectadas ou de dificil visualiza¢do
radiografica. Nem sempre as neoplasias sdo de facil visualizacdo. No animal deste relato, nio

havia lesdes externas, a tomografia computadorizado, neste caso, foi essencial, pois além do
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diagnéstico por imagem, revelou a exata localiza¢io da lesdo, as dimensdes e a invasdo do canal
medular.
CONCLUSAO

Condrossarcoma nas vértebras ndo € um local comumente relatado. A invasdo da
neoplasia no canal medular ocasionou o aparecimento dos sinais neuroldgicos, que por sua vez
também ndo sdo sinais comumente relacionados ao condrossarcoma. A tomografia
computadorizada auxilou na localizacdo da lesdo, mostrando a importancia de um bom histérico

e exames complementares como auxilio para a patologia, uma vez que na nossa experiéncia, a

falta de dados muitas vezes dificulta o diagndstico.
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ABSTRACT

The study of mammary tumors in female dogs appears to be an excellent model for
investigating clinical-pathologic, diagnostic and prognostic assessment of mammary
neoplasms. Cell-free DNA circulating in serum is a candidate molecular biomarker for
tumors. Short retroposons (SINEs) constituting 5-10% genome and CAN SINE is highly
repeated in genome dog. A short interspersed nuclear element of ~ 174bp was cloned and
estimated number of copies in bitches with mammary tumors and it was examined their
relationship with clinical-pathological characteristics and clinical outcome. It was found a
significant difference between the estimated number of copies and pathological parameters of
poor clinical outcome indicators and low rate of survival in the group. Our results show that
CAN SINE can be used as noninvasive prognostic marker in mammary cancer research and it
is useful in predicting progression and tumor recurrence in bitches with mammary tumors.

KEYWORDS: Cell-free DNA, short retrotransposons, biomarker, mammary tumor.
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INTRODUCAO

A alta incidéncia de neoplasias mamadrias em cadelas e a dificil previsao da sua
evolucdo clinica tém estimulado a busca de novos marcadores para a deteccdo precoce de
metéstases e consequente melhora da qualidade de vida e do prognéstico.

O genoma de mamiferos € caracterizado por um grande nimero de sequéncias
repetidas, as quais sdo altamente varidveis entre uma espécie e outra. A maioria dessas
sequéncias sdo remanescentes de elementos transponiveis e estdo espalhadas por todo o
genoma. Caracteristicas estruturais e sequéncias homologas classificam os retroposons em
trés tipos bdsicos: elementos repetitivos intercalados curtos de DNA (SINEs), elementos
repetitivos intercalados longos de DNA (LINEs) e retropseudogenes (BENTOLITA et al.,
1999). SINEs sdo repeti¢des gendmicas de comprimento de 80-400pb, originados de RNAt
que constituem cerca de 5-10% do genoma. Foram inicialmente encontrados em primatas e
roedores, e atualmente € aceito que muitas familias de SINEs estdo presentes na maioria dos
eucariotos superiores (VASSETZKY et al., 2001). Em carnivoros, CAN-SINE é uma familia
altamente repetida no genoma (~400,000pb no genoma hapléide do cdo).

Uma série de estudos tem mostrado que pequenas quantidades de DNA circulam
liviemente no plasma sanguineo e que altas quantidades sd@o encontradas em pacientes com
cancer (STROUN et al., 2001). O DNA livre circulante de células tumorais no sangue é um
promissor biomarcador candidato a verificacio da malignidade tumoral e do progndstico.
Niveis absolutos de DNA livre circulante detectado no soro ou plasma t€m sido relacionados
a presenca de células epiteliais malignas. Em individuos saudaveis, a principal fonte de DNA
livre circulante sdao células apoptéticas. Em contraste, o DNA liberado de células malignas
varia em tamanho, porque a morte celular patolégica nos tumores malignos resulta ndo s6 da
apoptose, mas também da necrose, autofagia e/ou catistrofe mitética (UMETANI et al.,
2006). Assim, foram objetivos desse estudo, quantificar o elemento CAN SINE através da
estimativa do nimero de cOpias em cadelas com neoplasia mamaria e verificar sua relacao
com os parametros clinico-patolégicos e com a evolugdo clinica, no intuito de usa-lo como
marcador progndstico.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas amostras de sangue periférico e fragmento tumoral de 30 cadelas

com neoplasia mamadria e 50 cadelas controle. Foi extraido o soro das amostras e este foi

digerido com 16pug de solucdo de proteinase K. A sequéncia do elemento CAN SINE, de 174
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pb, foi amplificada usando os oligonucleotideos CAN SINE: 5> CTGGGTGGCTCAGTCRGT
3’ e 55 AGCACAGAGCCYGAYGYG 3’ (VASSETZKY & KRAMEROV, 2002). Essa
sequéncia foi clonada no plasmideo Topo TA vector e a presenca da sequéncia de interesse no
plasmideo foi confirmada por PCR usando oligonucleotideos iniciadores especificos para a
sequéncia do plasmideo (M13), perfil de restricdo (por meio de enzimas de restri¢cao) e
seqiienciamento. Para a PCR quantitativa, o plasmideo foi linearizado usando a enzima de
restricdo Hind III e purificado usando o Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification
kit. Depois de quantificado, foi determinado o valor inicial da curva padrdo. A estimativa do
nimero de cépias foi determinada pelo software PCR em tempo real System 7500 Fast.
Valores de p menores que .05 foram considerados significantes em todas as andlises.

RESULTADOS

Foram encontradas diferencas significantes no grupo de cadelas com neoplasia
mamadria relacionando-se diferentes caracteristicas clinico-patoldgicas. Através da andlise
univariada, houve aumento no nimero de cépias em cadelas com idade superior a 10 anos
(p=.02), tempo de evolu¢do tumoral maior que 18 meses (p=.01) e 6bito (p=.02). Na andlise
multivariada houve associacdo entre o aumento no ndmero de cépias (p=.04), recidiva
tumoral local (p=.001), evolu¢do tumoral (p=.04), presenca de metastase (p<.0001) e presenca
de ulceracdo (p=.001) com o maior risco de dbito. As cadelas foram acompanhadas de 30 a
360 dias. Para andlise da curva de sobrevida, foram divididas de acordo com as quantificacdes
anteriores a data de 6bito, tendo sido estabelecido o valor de corte aproximado de 19.132.000
copias. Dessa forma, foi possivel correlacionar o aumento do nimero de cOpias com a baixa
taxa de sobrevida do grupo (IC 95%; p=.04).

DISCUSSAO

O aumento e/ou mudangas genéticas e epigenéticas no DNA plasmético tem sido
associados ao pior prognéstico em vdrios tumores. Ha relatos que cerca de 50% de todos os
pacientes com cancer tém aumento do DNA na circulagdo, assim, niveis de DNA livre
circulante podem ser usados como mais uma alternativa no estudo do cancer. Além disso, ndo
ha relatos de trabalhos envolvendo as sequéncias CAN SINEs na estimativa do nimero de
coOpias relacionando os aspectos de diagndstico e progndstico do cancer de mama em caes.

O aumento no nimero de cépias do elemento CAN SINE observado nesse estudo
pode caracteriza-lo como um marcador de pior progndstico. Estudos tém demonstrado

elevados niveis de DNA livre circulante no plasma de pacientes com variados tipos de cancer.
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Yang et al. (2008) indicaram que a integridade de DNA circulante, calculada por valores de
thereshold de 400pb e 100pb de um gene especifico por qPCR pode ser um biomarcador
molecular para deteccdo de céanceres ginecoldgicos e de mama. A partir de um estudo de
Umetani et al. (2006) com niveis absolutos de sequéncias ALU, foram observadas elevacdes
nos niveis das sequéncias, relacionados a estdgios avancados do cancer de mama em
humanos. Schaefer et al. (2007) encontraram que cdes com neoplasia linféide apresentam
aumento do DNA plasmatico, caracterizando-o como um indicador de progndstico ruim.

Foi observado que todas as cadelas que vieram a ébito apresentaram aumento no
nimero de cépias do elemento CAN SINE (Kaplan-Meier), inferindo na maior liberacdo do
DNA livre circulante associado as modificagdes celulares malignas que acontecem no cancer,
e concluindo que essa estimativa de marcacdo progndstica € independente para a sobrevida,
podendo ser utilizada no controle do estadiamento do cancer de mama.

CONCLUSAO

O desenvolvimento de ensaios clinicos rdpidos e de minima invasdao ao paciente
como o indice de DNA circulante em tumores sdo potenciais marcadores de progndstico e
evolucdo do cancer, além de ser um método inovador e preciso. Podemos concluir que os
niveis circulantes das sequéncias SINEs em cdes podem ser uteis no acompanhamento da
evolucdo tumoral e na detec¢do de recidivas e\ou metdstases, podendo assim ser considerado
um confidvel marcador progndstico em cadelas portadoras de neoplasias mamarias.
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ABSTRACT

Toxoplasmosis is an extremely common zoonosis, having importance for public health. Free-
range chickens are good indicators of environmental contamination by 7. gondii because they
feed from the ground. The aim of survey was to test the immunohistochemistry and
histopathology techniques for the diagnosis of Toxoplasma gondii in the hearts of chickens
reared for human consumption. Sixty five chickens, which were acquired from 23 farms
located in Rio de Janeiro state, were submitted to blood collection and then euthanatized and
necropsied. Search for antibodies to 7. gondii by serology and for the parasite in the hearts of
chickens by histopathology and immunohistochemistry were performed. Antibodies to T.
gondii were assayed by indirect fluorescent antibody test (IFAT) and titles equal or greater
than 16 were considered positive. Twenty nine (45.0%) chickens were seropositive, two
(3.0%) presented cists detected by the immunohistochemistry and one (1.5%) presented cysts
detected by histopathology. The histopathology and immunohistochemistry techniques
demonstrated low sensitivity when detecting infected chickens, but work satisfactory.
Additionally, the results obtained confirmed environmental contamination and the possibility
of human infection by eating raw or undercooked hearts of chickens from the investigated
farms.

KEYWORDS: Toxoplasmosis, Gallus gallus, histology, pathology.
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INTRODUCAO
A toxoplasmose é uma zoonose mundialmente distribuida que acomete mamiferos e
aves. Galinhas oriundas de criagdes extensivas sdo importantes na epidemiologia da
toxoplasmose, sendo consideradas indicadoras de contaminagao ambiental (DUBEY, 2010).
No Brasil, estudos recentes sobre 7. gondii em galinhas domésticas criadas
extensivamente em vdarios estados indicam altas prevaléncias nesses animais e uma elevada
contamina¢cdo do meio rural com oocistos do protozodrio (OLIVEIRA et al., 2009). Com
relacdo ao diagndstico nas aves, podem ser utilizadas técnicas soroldgicas, moleculares,
histopatologia, imuno-histoquimica e bioensaio em camundongos. Dentre as técnicas
sorolégicas, os métodos de ELISA e RIFI apresentam bons resultados na deteccdo de
anticorpos no soro de galinhas (DUBEY et al., 2002). O exame histopatoldgico constitui um
método de rotina para o diagndstico do T. gondii nos tecidos e, por vezes, é o tinico possivel
quando esses sao submetidos ao laboratério ja fixados em formol a 10% (DUBEY, 2010).
Além disso, € o tnico que permite avaliar as alteragdes patoldgicas. Todavia, nessa técnica o
protozodrio poder ser confundido com células teciduais e outros coccidios como Neospora
caninum e Sarcocystis (FAYER & DUBEY, 1985; SPEER et al., 1999), sendo, por isso,
recomenddvel o emprego auxiliar da técnica de imuno-histoquimica. Entretanto, ndo sao
conhecidas as sensibilidades das técnicas de histopatologia e imuno-histoquimica no

diagndstico da infec¢do por 7. gondii em galinhas.

MATERIAL E METODOS

Foram estudadas sessenta e cinco galinhas criadas extensivamente em 23 propriedades
rurais localizadas nos municipios de Rio Bonito e Maricd, RJ. Essas aves tiveram amostras de
sangue de sangue coletadas por puncdo da veia basilica e foram submetidas a eutanésia e
necropsiadas. Os procedimentos realizados com as galinhas foram autorizados pela Comissao
de Etica no Uso de Animais da FIOCRUZ sob licenca L012-09.0 soro foi separado e
armazenado a -20°C até a realizacdo de reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para
deteccdo de anticorpos anti-7. gondii de acordo com CAMARGO (1996) utilizando-se
taquizoitas da cepa RH com antigeno adsorvido em 1amina e conjugado anti-IgG de galinhas
(Sigma-Aldrich) marcado com fluoresceina (FITC). Os soros foram diluidos em PBS 0,01 M,
pH 7.2, nas diluicdes de 1:16, 1:64, 1:256, 1:1024 e 1: 4096. Foram considerados positivos

aqueles com titulos maiores ou iguais a 16. Na necropsia, fragmentos de coracdo foram
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coletados, fixados em formol tamponado a 10% e processados pelas técnicas histoldgicas
usuais para inclusdo em parafina e cortes de 5,0um foram corados pela hematoxilina-eosina
(HE). Segundo DUBEY (2010), cistos de T. gondii se encistam mais facilmente na
musculatura do que no cérebro, sendo mais frequentemente encontrado no coracdo. A partir
do mesmo material parafinado, utilizando laminas silanizadas, foi realizada a técnica de
imuno-histoquimica. Foi utilizado o anticorpo primdrio anti-7. gondii policlonal (coelho),
marca CELL MARQUE® na dilui¢do de 1:30 e o kit amplificador por polimeros Novo Link
Max Polymer Detection System®, marca Novocastra, utilizado segundo as recomendacdes do
fabricante, com recuperagdo antigénica realizada em tampao citrato a 60°C em banho-maria

por 30 min.

RESULTADOS
Dentre as 65 galinhas necropsiadas cujo soro foi submetido a pesquisa de
anticorpos anti-7. gondii pela técnica de RIFI, 29 (45,0%) foram positivas apresentando titulos
de anticorpos variando de 16 a 1024.
No coragio, cistos de 7. gondii foram observados em trés (5,0%) galinhas, sendo
que em uma (1,5%) o parasito foi detectado pela técnica de histopatologia e em outras duas
(3,0%) pela técnica de imuno-histoquimica. Todas as galinhas positivas pelas técnicas de

histopatologia e imuno-histoquimica eram soropositivas.

DISCUSSAO

Foi baixa a deteccio do T. gondii pelas técnicas de histopatologia e imuno-
histoquimica quando comparadas aos resultados da RIFI. Semelhante ao presente estudo,
SILVA & LANGONI, 2001 observaram uma baixa capacidade de detec¢do do 7. gondii pela
técnica de histopatologia em amostras teciduais de cérebroe diafragma de ovinos.
Adicionalmente, a técnica de imuno-histoquimica apresentou um resultado superior ao da
histopatologia no presente estudo, o que pode estar relacionado a uma melhor visualizacao do
parasito. Segundo FAYER & DUBEY (1985) e SPEER et al. (1999), a histopatologia é
limitada no diagndstico de 7. gondii, pois o parasita pode ser confundido com células
teciduais e outros coccideos como Neospora caninum e Sarcocystis, que podem parasitar

galinhas. Nesse aspecto, a técnica de imuno-histoquimica seria vantajosa com relagdo a
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histopatologia, pela sua alta especificidade (ARAUJO et al., 1998), devendo ser utilizada
como técnica complementar.

Segundo BRANDAO et al. 2006, a prevaléncia soroldgica da infec¢iio toxopldsmica
em galinhas de criacdo extensiva pela RIFI foi de 53,6%. O presente estudo, utilizando a
mesma técnica soroldgica e também animais oriundos do mesmo tipo de criacdo, verificou
uma prevaléncia de 45%, demonstrando uma similaridade nos resultados obtidos. Além disso,
a positividade por esta técnica foi superior a histopatologia e imunohistoquimica.

Deve-se ressaltar a importancia da presenga do 7. gondii, sobretudo no coracio,

indicando a possibilidade de infec¢do humana pela ingestdo de carne crua ou mal cozida

desses animais, visto também que ¢ um alimento muito consumido pela populacao.

CONCLUSAO
As técnicas de imuno-histoquimica e histopatologia foram capazes de detectar cistos
de T. gondii em coragdo de galinhas, sendo portanto indicadas quando técnicas mais sensiveis
ndo estiverem disponiveis.
As técnicas de imuno-histoquimica e histopatologia apresentaram baixa sensibilidade
no diagndstico da infec¢do por 7. gondii quando comparadas a técnica de RIFI.
Os resultados evidenciam uma ocorréncia de toxoplasmose em quase metade das

galinhas obtidas, indicando elevada contaminacdo ambiental nas propriedades estudadas.
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ABSTRACT

In order to evaluate the canine causes of death, this work conducted a retrospective study
using the necropsy files of a private anatomopathological laboratory in Rio de Janeiro
between January 2004 and the first trimester of 2011. During that period, 86 canines necropsy
was done. It was observed that female puppies were more sent to post mortem exam. English
bulldog was the prevalent breed. The case distribution in relation to the disease categories
diagnosed was as follows: endotoxic shock (22,1%), poisonings and toxinfections (20,8%),
Infectious and parasitic diseases (20,8%), neoplasm (12,9%), others cases (10,4%),
degenerative diseases (7,8%), trauma (3,9%), and nutritional disorders (1,3%). In 6 cases,
evidences were not enough for a complete diagnosis and in 3 cases autolysis turn the analysis
impossible.

KEYWORDS: causes of death, canine disease, abuse, legal veterinary medicine

INTRODUCAO
Nos dias de hoje os animais de estimagdo, em especial cdes e gatos, representam uma
companhia para muitas pessoas podendo contribuir com o desenvolvimento fisico, social e
emocional das criangas € com o bem-estar de seus proprietarios (BERZINS, 2000). Os caes
sd0 vistos muitas vezes como membros importantes em muitas familias e ndo mais como
simples animais domésticos (FIGHERA, 2008). Esta aproximacdo afetiva entre os cdes e o

homem fez com que houvesse um aumento na quantidade de atendimentos clinicos e exames
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laboratoriais, o que conseqiientemente refletiu no aumento do ndmero de necropsias

realizadas (FIGHERA, 2008). As necropsias sdo importantes para determinar eventos nao
esclarecidos ou duvidosos no o6bito, desta forma compreendendo melhor a doenca e as
circunstancias da morte (FACO, et al., 2005), confirmando, refutando, esclarecendo,
modificando ou estabelecendo o diagnéstico (PEIXOTO & BARROS, 1998).

Na literatura nacional existem alguns estudos de maus tratos, entre eles intoxicagcao
exdgena e traumas como causas do 6bito (BRURINI et al, 2003; MARIA et al, 2010;
MARLET & MAIORKA, 2010;). Outros estudos, sdo relacionados a levantamentos de causas
da morte em Estados, como em Sdo Paulo (BENTUBO et al, 2007), Rio Grande do Sul
(FIGHERA et al, 2008) e Parana (TRAPP et al, 2010). Baseado na falta de informacdes sobre
mortalidade de cdes submetidos a necropsias no Estado do Rio de Janeiro, o objetivo deste
trabalho foi analisar os protocolos de necropsias caninas realizadas em um laboratério
particular durante o periodo de janeiro de 2004 ao primeiro semestre de 2011, a fim de
estabelecer a prevaléncia das doencas ou distirbios que culminaram com o 6bito dos animais.

MATERIAL E METODOS

Foi realizado um levantamento retrospectivo de todas as necropsias, em um
laboratdrio anatomopatolégico veterindrio privado no Estado do Rio de Janeiro, no periodo
compreendido entre janeiro de 2004 e o primeiro semestre de 2011. Destas, foram
selecionados os casos de necropsias em cdes. Os dados foram compilados, verificando a
prevaléncia quanto ao sexo, raga, idade e diagndstico da causa mortis. Os diagndsticos foram
obtidos de acordo com as altera¢cdes macroscopicas e microscépicas, associadas ao histdrico
clinico, permitindo, assim, a obtenc¢do de apenas um diagndstico definitivo, mesmo quando da
existéncia de diferentes processos patolégicos associados, semelhante trabalhos nacionais ja
realizados (FIGHERA et al., 2008; TRAPP, et al., 2010).

Os diagnésticos obtidos foram divididos em processos infecciosos e parasitarios,
choque endotéxico, intoxicagdo exdgena, neoplasias, doengas nutricionais, doencas
degenerativas, traumas e outros. Os casos onde ndo foi possivel correlacionar os achados
anatomopatoldgicos, devido a falta de histérico clinico, foram classificados como
inconclusivos. Outro fator relevante no diagndstico foi a autdlise observada em alguns dos
casos, o que impossibilitou a andlise do material e a elabora¢do de um diagndstico conclusivo.

Nos caninos pesquisados dados sobre racga, sexo, idade e estado de conservacao
foram analisados. Com relagdo a idade foi subdividido em 05 grupos etarios: filhotes (até um
ano de idade), jovens (a partir de um ano até cinco anos), adultos ( a partir de cinco anos e até

dez anos), idosos (acima de dez anos) e os de idade néo identificada.
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RESULTADOS

Neste estudo retrospectivo foram realizadas 86 necropsias em caes, 58,1% (50/86)
eram machos e 41,9% (36/86) fémeas. Com relacdo a idade 38,4% (33/86) foram incluidos na
faixa etaria até 1 ano; 24,4% (21/86) de 1,1 a 5 anos; 20,9% (18/86) de 5,1 a 10 anos; 9,3%
(8/86) acima de 10,1 anos e 7,0% (6/86) com idade indeterminada. Trinta e duas racas
diferentes foram encontradas, sendo a mais freqiiente o Bulldog inglés (15,1% - 13/86),
seguido de Rottweiler (6,9% - 6/86), Shih-tzu (6,9% - 6/86), SRD (6,9% - 6/86), Labrador
(5,8% - 5/86), Schnauzer (5,8% - 5/86), Golden Retriever (4,7% - 4/86), Pastor Alemao (4,7%
- 4/86) e Yorkshire (4,7% - 4/86). As demais ragas obtiveram trés ou menos individuos
totalizando 33 cées (38,4%).

Das 86 necropsias avaliadas, em 77 (89,5%) foi possivel estabelecer a causa do
obito, sendo denominados conclusivos. Estes casos foram distribuidos em ordem decrescente
de prevaléncia da seguinte forma: choque endotéxico 22,1% (17/77); intoxicagdes 20,8%
(16/77); doengas infecciosas e parasitarias 20,8% (16/77); neoplasias 12,9% (10/77); outros
fatores 10,4% (8/77); doencas degenerativas 7,8% (6/77); trauma 3,9% (3/77) e doenca
nutricional 1,3% (1/77). Em seis casos (6,9%) as evidéncias necroscOpicas foram insuficientes
para estabelecer um diagndstico definitivo e em trés (3,4%), o acentuado estado de autdlise
impossibilitou a andlise.

DISCUSSAO

Este estudo demonstrou que, nos casos conclusivos, o choque endotdxico foi o
principal responsédvel pelo ébito dos caes, correspondendo a 22,1% (17/77). A maioria destes
animais possuiam até 4 meses de idade (8/17), estas lesdes podem estar relacionadas a
infeccao transplacentaria (FOSTER, 2009); trés destes animais possuiam peritonite provocada
por tulcera gastroduodenal perfurada eram animais jovens (1 a 5 anos). Os trés animais mais
idosos (acima de 10 anos) apresentaram septicemia relacionada a endocardite, mastite e
prostatite.

As intoxicacdes 20,8% (16/77) e doengas infecciosas e parasitarias 20,8% (16/77)
corresponderam a segunda maior causa de obito. Estes dados divergem dos resultados da
literatura internacional, que relaciona neoplasias malignas como as principais causas de 6bito
natural ou como razao para eutanasia (MOORE et al, 2001; CRAIG, et al, 2001; BONNETT
et al, 2005 apud TRAPP, 2010). Em relatos nacionais (BENTUBO et al., 2007; FIGHERA, et
al, 2008; TRAPP et al, 2010), as doencas infecciosas ou parasitdrias sdo as principais causas
da morte e podem estar relacionadas as condi¢des de higiene, a baixa adesdo aos programas

de vacinacdo e vermifugacao e a negligéncia dos proprietarios.



%VMW¢ XV Encontro Nacional de Patologia Veterindria e I Congresso Brasileiro

de Patologia Veterindria. Anais... Goiania: Patologia
B Bidontilali Veterinaria/EVZ/UFG, 2011.
Diferente dos estudos realizados em hospitais veterindrios universitarios (BENTUBO

et al., 2007; FIGHERA, et al, 2008; TRAPP et al, 2010), a investigacdo do motivo do ébito
em laboratdrios particulares frequentemente estdo relacionadas a maus-tratos sofridos pelos
animais, principalmente aqueles causados por intoxicagdo exdgena intencional e/ou acidental
ou aos procedimentos de profissionais veterinarios com divergéncias de diagndsticos, suspeita
de impericia, imprudéncia ou negligéncia.

As neoplasias corresponderam a 12,9%, semelhante aos resultados observados por
Bentubo (2007) e Fighera (2008), porém inferior aos encontrados nos Estados Unidos 18,3%
a 39,5% (MOORE et al, 2001 e CRAIG, 2001 apud FIGHERA, 2008) e Europa 16,0% a
18,0% (BONNETT et al, 1997, 2005 apud FIGHERA, 2008), o que pode estar relacionado a
menor expectativa de vida dos caes em nosso pais (BENTUBO et al, 2007).

CONCLUSOES

As principais causas em mortes em cdes sdo choque endotéxico, intoxicagdes
exdgenas e doencas infecciosas e parasitdrias indicando, que a procura de necropsia para
elucidacdo de 6bitos caninos em laboratdrio particular, pode estar relacionado a confirmacao
de maus-tratos, principalmente por intoxicagdes exdgenas ou por suspeitas de impericia,
imprudéncia ou negligéncia.
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ABSTRACT

Proliferative, angiogenic and apoptotic activities at different stages of ovarian maturation
were studied in tilapias with 50g, 150g and 350g. The CDC47, VEGF, Flk-1, angiopoetin,
Tie-2 and Tunel expression were analyzed. The CDC47, VEGF and Flk-1 expression were
observed in the follicular cells and the expression increased with the maturity of the oocyte.
However the VEGF expression was more intense in the oocyte with cortical vesicle. The
angiopoetin expression was discrete in isolated theca cells in the oocyte with cortical vesicle
and vitellogenic oocyte. The Tie 2, expression was observed in follicular and theca cells in the
oocyte with cortical vesicle and vitellogenic oocyte. The apoptotic bodies were observed in
follicular cells of the atresic vitellogenic oocyte and postovulatory follicles in the ovaries of
tilapias of 150g and 350g. In conclusion, in the tilapias ovaries, the proliferative, angiogenic
and apoptotic activities increase with follicular maturation.

KEYWORDS: fish, gonad, imunohistochemistry, Tunel

INTRODUCAO
O interesse na introducao de espécies nativas na pratica da aquicultura vem crescendo

entre os aquicultores. Entretanto, vérias espécies de peixes migratorios, que possuem alto
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valor zootécnico ndo se reproduzem espontaneamente em cativeiro o que tem limitado a
pratica do cultivo destes animais (SANTOS et al., 2008). Ao contrdrio, a tildpia é uma espécie
altamente prolifera em cativeiro, mas as caracteristicas morfo-funcionais de seus ovarios sao
pouco estudadas. O conhecimento dessa morfofisiologia é de suma importancia para o
estabelecimento de uma comparagdo com o ovdrio de espécies migratdrias, o que favoreceria
o desenvolvimento de técnicas reprodutivas que permitiriam a maturacao gonadal e a inducdo
da desova, de forma mais eficaz, de espécies reofilicas em cativeiro, o que tornaria o cultivo
dessas espécies vidvel. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar as atividades proliferativa,
angiogénica e apoptdtica em diferentes estddios de maturagdo dos ovarios de tildpia

(oreochromis niloticus) de cativeiro.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 17 tilapias com pesos de 50g, 150g e 350g. Os animais foram
divididos em 3 grupos a partir do peso: grupo 1: 6 animais de 50g, grupo 2: 5 animais de 150g
e grupo 3: 6 animais de 350g. A faixa de peso foi escolhida para proporcionar a avaliacao de
ovdcitos em varios estadios de desenvolvimento. Os animais foram eutanasiados e fragmentos
dos oviérios foram fixados em Bouin e corados pela hematoxilina e eosina para andlise
morfolégica. Fragmentos fixados em paraformoldeido 4% foram analisados pela técnica de
imunoistoquimica e Tunel. A andlise morfoldgica, o estddio de maturidade dos ovécitos foi
determinado de acordo com a classificagdo preconizada por CREPALDI et al., 2006. Para
avaliacdo imunoistoquimica foi empregada a técnica de estreptoavidina-biotina-peroxidase
utilizando os seguintes anticorpos com suas respectivas dilui¢des: anti-Flk-1 (1:700); anti-
angiopoetina (1:30); anti-Tie-2 (1:100); anti-CDC-47 (1:100) e anti-VEGF (1:400). Para a
técnica de Tunel foi utilizado o kit Fragel DNA Fragmentation Detection Kit — TdTEnzyme

com cromégeno do tipo DAB e contra-coloragdo com Methyl Green.

RESULTADOS
A andlise morfolégica, em cada grupo experimental, os ovécitos foram classificados
como: ovdcitos jovens (O1) caracterizados por citoplasma fortemente baséfilo e com nicleo
grande central com nucléolos periféricos; ovdcitos pré-vitelogénicos (O2) caracterizados por
citoplasma baséfilo finamente granular, ndcleo grande vesiculoso, células foliculares
pavimentosas e nucleo vitelinico; ovdcitos com vesicula cortical (O3) caracterizados por

ooplasma com muitas vesiculas acidéfilas de vitelo, niicleo menor com nucléolos periféricos,
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células foliculares cuboidais e membrana vitelinica espessa; ovdcitos vitelogénicos (O4)
caracterizados por ooplasma com grande quantidade de globulos de vitelo fortemente
acidofilos, nicleo menor que nos estadios anteriores e nucléolos distribuidos aleatoriamente,
além de células foliculares prisméticas e membrana vitelinica delgada; foliculo pds-ovulatério
caracterizado pela saida do ovdcito, permanecendo no local somente as células da teca e
células foliculares hipertrofiadas e foliculos atrésicos caracterizados pela ruptura da
membrana vitelina e pela liquefagcao do vitelo.

As Tilapias de 50g apresentaram ovarios com predominio de ovdcitos jovens e pré
vitelogénicos. No entanto, nas tildpias de 150g observaram-se ovdécitos em vdrios estadios de
maturacdo, mas com predominio de ovdcitos com vesicula cortical e ovocitos vitelogénicos.
Os ovérios das tildpias com 350g apresentaram predominio de ovdcitos vitelogénicos e de
foliculos pds-ovulatdrios e alguns foliculos atrésicos.

A imunohistoquimica, a expressio nuclear de CDC47 aumentou com o estadio de
maturacao do ovdcito e foi observada na camada de células foliculares. A expressdao de VEGF
e seu receptor Flk-1 também foi observada nas células foliculares e a expressdo de ambos
aumentou com a maturidade do ovdcito sendo mais intensa nos ovdcitos com vesicula
cortical, onde a expressdo foi tanto nuclear quanto citoplasmatica. Interessantemente, a
expressdo de VEGF diminuiu nos ovdcitos vitelogénicos, onde a expressdo foi somente
citoplasmatica. A expressao de angiopoetina foi discreta e observada em algumas células da
camada da teca de ovdcitos com vesicula cortical e vitelogénicos. J4 a expressdo do seu
receptor, Tie 2, foi observada nas células foliculares e da teca dos ovdcitos com vesicula
cortical e nas células foliculares dos ovdcitos vitelogénicos.

Pela técnica de Tunel observaram-se corpos apoptdticos em células foliculares de
ovdcitos vitelogénicos atrésicos e em foliculos pds ovulatérios nos ovérios de tildpias de 150g

e 350g de peso vivo.

DISCUSSAO
As mudangas morfofuncionais que ocorrem nos ovarios durante a maturacdo,
envolvem um ndmero complexo de processos celulares que incluem proliferagdo,
diferenciacdo, angiogénese e apoptose (SIMPSON et al., 2001). A expressdao de CDC47 nas
células foliculares aumentou com a maturidade do ovdcito, o que indica maior atividade
proliferativa destas células uma vez que o desenvolvimento folicular se caracteriza por altas

taxas de proliferacdo. A presenga de corpos apoptéticos observados somente em ovOcitos



%VMW¢ XV Encontro Nacional de Patologia Veterindria e I Congresso Brasileiro

de Patologia Veterindria. Anais... Goiania: Patologia

05 Prsnfion do Walinagio Veterinaria/EVZ/UFG, 2011.

vitelogénicos atrésicos provavelmente foi devida a auséncia de fatores de sobrevivéncia dos
ovdcitos fazendo com que houvesse ativacao das vias de apoptose enddgenas (QUIRK et al.,
2004) levando a atresia do ovdcito. Entretanto, corpos apoptéticos também foram observados
em células tecais e foliculares do foliculo pés-ovulatério.

O VEGEF e as angiopoetinas sdo os principais fatores angiogénicos produzidos em
ovarios (ROBINSON et al., 2009) e essas proteinas exercem suas funcdes por meio de
receptores tirosina-quinase denominados Flk-1 e Tie-2, respectivamente (SHIBUYA, 2008).
A maior expressdo de VEGF e seu receptor nos ovécitos mais maduros provavelmente se
deve ao fato do VEGF controlar a angiogénese que ¢ um fendmeno importante no processo de
extrusdo do ovoécito além de aumentar a permeabilidade vascular o que poderia favorecer a

viabilidade do vitelo.

CONCLUSAO
Em ovérios de tilapia (Oreochromis niloticus), as atividades proliferativa, angiogénica

e apoptdtica, aumentam com a maturacgao folicular.
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ABSTRACT

The study aimed to report two cases of cutaneous leishmaniasis in guinea pigs (Cavia
porcellus), originated from Irati - PR. The service was conducted at the Veterinary Hospital
CESCAGE. Animals showed in both ears multiple coalescent nodules with rough appearance,
soft consistency, dark red color and in some nodules, central ulceration. It was also observed
in one of the animals, a single nodule on the dorsal region of the metacarpal right forelimb.
Were performed smears, using peripheral blood, and skin biopsy from the tip of the ear. The
microscopy of blood smears and histopathology revealed large amounts amastigotes forms in
the cytoplasm of macrophages, suggestive of Leishmania sp. In nodules in auricular guinea
pig, although nonspecific lesions, one should take into account the possibility of the disease.
To this end, smear of peripheral blood and histopathological examination proved to be
important diagnostic tools.

KEYWORDS: Leishmania sp, protozoan, Animal Patology.

INTRODUCAO
A Leishmaniose em humanos e animais é causada por um protozodrio do género
Leishmania, o qual possui uma gama de espécies e subespécies com diferentes distribui¢des
geograficas e moléstias distintas (JONES et al., 2000). A transmissdo do protozodrio ocorre

pela picada do mosquito dos géneros Lutzomyia spp € Phlebotomus spp, principalmente em
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animais criados ao ar livre e no periodo do verdo, quando os mosquitos encontram-se ativos
(LAISON, 1997).

No novo mundo sdo conhecidas 20 espécies de Leishmania, destas 14 sdo zoonoses
(LAINSON & SHAW, 1978). Dentre as espécies ainda ndo diagnosticadas no homem,
destaca-se a L. Enrriet, identificada em cobaias de porquinhos-da-india (Cavia porcellus), a
qual é responsdavel pela forma cutdnea localizada na regido auricular dessa espécie
(MACHADO et al, 1994). No Brasil, casos espontaneos em cobaias de Cavia porcellus foram
descritos nos estados do Parand e Sdo Paulo por Machado et al. (1994) e no Rio Grande do
Sul por Ecco (2000). J4 a reproducdo experimental foi descrita por Medina (2001).

As principais lesdes se caracterizam por aumento de volume do pavilhdo auricular e
nddulos na regido da orelha com crostas, alopecia, ulceracdo central e crescimento rapido
(MACHADO et al., 1994; ECCO, 2000). Pele do escroto espessa, irregular e de dificil
cicatrizagdo, também foi observada por Ecco (2000). Medina (2001), avaliando a evolugao da
lesdo cutanea da doengca em cobaias de Cavia porcellus, classificoun em quatro fases
inflamatoérias distintas: aguda, granulomatosa, tuberculdide e macrofagica. Na microscopia,
observa-se infiltrado de macréfagos, plasmdcitos, linfocitos e, em alguns casos, células
gigantes e presenga de macrofagos parasitdforos contendo formas amastigotas, sugestivas de
Leishmania sp (MACHADO et al., 1994; ECCO et al., 2000). No diagnéstico diferencial,
devem ser considerados histoplasmose, toxoplasmose, blastomicose e tripanossomiase
(JONES et al., 2000).

Objetivo do trabalho foi descrever os aspectos clinicos e achados microscépicos da

Leishmaniose cutanea em dois porquinhos-da-india, procedentes do municipio de Irati - PR.

MATERIAL E METODOS

Dois porquinhos-da-india, fémeas, criados como animais de estimagdao no municipio
de Irati - PR, foram atendidos no servico de clinica médica de animais ndo convencionais do
Hospital Veterindrio do CESCAGE, localizado no municipio de Ponta Grossa — PR, no més
de maio de 2011. Os animais apresentavam lesdes nodulares na regido auricular, com
histérico de tratamentos prévios sem apresentarem melhora e com evolucdo ripida de
aproximadamente 15 dias.

Os animais foram submetidos ao exame fisico, esfregaco de sangue periférico e

biopsia de pele na extremidade da orelha. As laminas do esfregaco foram fixadas em metanol
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e coradas pelo método Pandtico. As amostras coletadas para exame histopatologico foram
fixadas em solucdo de formalina a 10% por 72 horas, processadas rotineiramente, coradas

com Hematoxilina e Eosina (HE) e observadas em microscopia dptica.

RESULTADOS

Os animais apresentavam-se ativos no exame fisico e os valores de temperatura,
freqiiéncia respiratéria e cardiaca estavam dentro dos padrdes normais para a espécie. As
lesdes na pele eram semelhantes nos dois animais e localizavam-se principalmente na regidao
auricular, as quais se caracterizavam por nodulos multifocais a coalescente em ambas as
orelhas, aspecto irregular, consisténcia amolecida, coloracdo vermelha escura e, em alguns
nddulos, ulceracdo central. Também foi observado em um dos animais um ndédulo focal na
regido do metacarpo do membro tordcico direito.

Na microscopia do esfregaco sanguineo, foi observada grande quantidade de
estruturas compativeis com as formas amastigotas da Leishmania sp, no meio externo € no
citoplasma de macréfagos. No exame histopatolégico da pele, foi observado infiltrado
inflamatério mononuclear severo composto por linfécitos, plasmécitos e macréfagos
associado a presenca de inumeras estruturas ovoides basofilicas no interior de macréfagos
compativeis com as formas amastigota Leishmania sp, observou-se também estas formas

amastigotas no meio extracelular.

DISCUSSAO

As lesdes nodulares observadas, na regido auricular nos porquinhos-da-india, foram
semelhantes as descritas por MACHADO et al. (1994) e ECCO et al. (2000), porem neste
relato, também foi observado em um dos animais, um nddulo na regido do metacarpo do
membro tordcico. Segundo MEDINA (2001), as lesdes ocorrem devido a um tropismo
marcado para a pele, onde, principalmente nas extremidades tegumentares e regides
periartriticas, produz lesdes tumorais infiltrativas.

Ambos o0s animais apresentaram no esfregaco de sangue periférico, grande
quantidade de formas amastigotas da Leishmania sp no interior de macréfagos. Segundo
IKEDA et al. (2003), em caes estes achados sdo ocasionais e raros, tendo como justificava

uma baixa carga parasitaria circulante.
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As lesdes histopatoldgicas foram compativeis com as descri¢gdes de ECCO (2000).
Segundo a evolucdo da lesdo cutdnea proposta por MEDINA (2001), foi observada a fase
macrofédgica. No presente estudo, ndo foi isolada a espécie da Leishmania. Porém outros
relatos, como o de MACHADO et al. (1994), identificaram a L. enrietti como sendo o agente
etioldgico causador de lesdes cutaneas em porquinhos-da-india.
O diagnéstico sugestivo de Leishmaniose cutinea em porquinhos-da-india (Cavia
porcellus) foi realizado através dos sinais clinicos, esfregaco de sangue periférico e lesdes

histopatoldgicas.

CONCLUSOES

A doencga se caracterizou, por formagdes de nddulos de evolugdo rapida, localizadas
principalmente na regido auricular, podendo também, ser encontrada em outros locais como
nas extremidades de membros.

A presenca de ndédulos na regido auricular em porquinhos-da-india sdo lesdes
inespecificas, porém deve-se incluir a leishmaniose cutinea como possibilidade no
diagndstico clinico.

A realizacdo do esfregaco de sangue periférico e o exame histopatol6gico mostraram-
se importantes ferramentas diagndsticas na deteccao do protozodrio, os quais possibilitaram

um diagnostico rapido, auxiliando na conduta clinica.
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ABSTRACT

Amniotic band syndrome is a complex congenital anomaly. Its etiology is related to
premature rupture of amnion and formation of fibrous bands that attach and compress parts of
the fetus. The typical presentation consists of constriction ring of the limbs, asymmetrical
digital amputations and pseudosyndactily. However, it has been described facial abnormalities
and defects of thoracoabdominal wall. This case reports a stillborn dog with abdominoschisis,
exposition of liver, stomach and intestines, absence of forelimbs and a constriction ring
around the chest with fibrous bands. Anatomical changes observed in the present study are
compatible with the diagnosis of amniotic band syndrome, and is possibly the first case
reported in domestic animals.

KEYWORDS: Malformation, abdominoschisis, amputation, dog.

INTRODUCAO

A etiologia da maioria dos defeitos de desenvolvimento nao é compreendida
plenamente, no entanto, sabe-se que a exposicdo pré-natal a alguns produtos quimicos como
chumbo, mercurio, bifenilos policlorados pode resultar em este tipo de alteracdes. Em
humanos cerca de 3% de todos os defeitos de desenvolvimento s@o atribuiveis a exposi¢ao da
mae a substancias quimicas e agentes fisicos, incluindo fatores ambientais. Estima-se que um
25% de todos os defeitos do desenvolvimento podem originar-se de causas multifatoriais
resultantes da exposi¢do dos individuos geneticamente predispostos a diversos fatores,
principalmente ambientais (por exemplo, hipertermia, radiagdo ultravioleta, raios-X,

infeccdes, deficiéncias e excessos nutricionais) (CAVIERES, 2010; NRC, 2000).



%VMW¢ XV Encontro Nacional de Patologia Veterindria e I Congresso Brasileiro

de Patologia Veterinaria. Anais... Goidnia: Patologia
B Bidontilali Veterinaria/EVZ/UFG, 2011.

Defeitos, malformacdes e anomalias congénitos sdo termos usados para descrever
alteracdes do desenvolvimento presentes ao nascimento que acometem os Orgaos e/ou
sistemas, parcial ou totalmente (ROTTA et al., 2008). Apresentam-se com distribuicao
mundial (PIMENTEL et al.,, 2007) sendo que a grande maioria dessas alteracdes ocorre
esporadicamente, no entanto podem acontecer surtos associados a agentes infecciosos, toxicos
ou apresentando etiologia multipla (KIRKBRIDE, 1992; BARR E ANDERSON, 1993).

A sindrome de bandas amnidticas € um complexo de anomalias congénitas
originadas por alteracdo do processo de desenvolvimento originariamente normal. A etiologia
mais aceita, embora ndo completamente esclarecida, é a ruptura prematura do amnio sem
injuria da membrana coridnica com formacao de bandas que se aderem e comprimem partes
do feto (RIVAS-LOPEZ et al., 2005). A apresentacdo mais tipica consiste em anéis de
constricio em membros, amputacdes digitais assimétricas e pseudosindactilia. No entanto,
tém sido descritas alteracdes faciais e defeitos da parede toraco-abdominal. O prognéstico da
alteracdo encontra-se em relagdo com o tempo de gestagdo em que ocorre a alteragdo e a
severidade das anomalias. A presenca de bandas fibrosas de origem corioamnidtico na

placenta € o elemento comum que permite agrupar estas anomalias com o termo de sindrome

de bandas amnidticas (BIBAS et al., 2002).

RELATO DO CASO
Cao proveniente da colecdo de teratologias da FMVZ, Universidade de Cérdoba — Colombia,
em cujos antecedentes se reporta como natimorto de sexo masculino, mae sem raga definida,
sem relato de doenga infecciosa recente, nem exposi¢do pré-natal a agentes teratogénicos ou
histéria de malformagdes congénitas em partos anteriores. Também ndo héd anotacdes sobre o
estado da placenta a0 momento do parto. Ao exame anatdomico do animal observou-se defeito
na parede abdominal de 4x3 cm (abdominosquise) que compromete desde a pélvis até o
esterno com exposi¢ao do figado, estomago e intestinos. Desde as bordas do defeito
desprende-se uma membrana continua, semitransparente e flexivel. Observou-se no feto
auséncia dos membros anteriores além de um evidente e profundo anel de constricio que se
estendia ao redor do térax com presenga de folhas aderidas a pele compativeis com bandas

amnioticas.
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RESULTADOS
As alteragdes anatdomicas de origem congénita observadas no feto em estudo, e
especialmente o evidente anel de constricdo localizado ao redor do térax acompanhado de
folhas de bandas amnidticas ainda aderidas a pele, sdo compativeis com o diagndstico de

sindrome de bandas amnidéticas.

DISCUSSAO

Na literatura consultada ndo se encontraram reportes da sindrome de bandas
amnidticas em animais, no entanto, experimentalmente ROWSELL (1988) e SOLDADO et
al. (2006) simularam o efeito das bandas amnidticas em fetos de ratos e ovelhas
respetivamente, demostrando o desenvolvimento de anéis de constricdo leve, moderada e
severa dos membros.

Todas as alteracdes observadas neste caso sdo explicdveis baseadas na teoria de
TORPIN (1965) conhecida também como teoria exdgena, a qual atribui a sindrome a ruptura
prematura do &mnio como evento precipitante sem alteracdo no cérion (CHANDRAN et al.,
2000).

A ruptura do amnio permite a passagem de liquido a interfase amnio-coridnica e o
embrido fica exposto a superficie interna da cavidade coridnica estimulando a proliferacao de
bandas mesenquimatosas aderentes. Estas bandas amnidticas podem aderir-se a superficie do
embrido estrangulando as estruturas anatomicas fetais, provocando compressdo e em alguns
casos isquemia e necrose (SIFAKIS, et al., 2008). Se a estrutura fetal encontra-se em
desenvolvimento o resultado € a amputacdo do 6rgdo, no entanto, ocorre um anel de
constricdo se o 6rgdo ja estiver formado. Os defeitos de solucdo de continuidade como o
defeito na parede abdominal estariam relacionados com abrasdes da pele pela aderéncia das

bandas amniéticas. (TORPIN, 1965, DA SILVA et al., 2008, RIVAS-LOPEZ et al., 2005).

CONCLUSOES
Uma vez que a consequéncia da ruptura prematura do amnio pode assumir muitas formas, o
diagnéstico da sindrome de bridas amnidticas deve ser levado em consideracdo em qualquer
neonato que tenha defeitos estruturais, principalmente aqueles relacionados com anéis de
constricao e/ou outras lesdes compativeis com interrupcdo do desenvolvimento. Este tipo de
lesdes deve alertar, sempre que possivel, para realizar uma andlise aprofundada da placenta, a

fim de confirmar o diagndstico.
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ABSTRACT

The teaching of general pathology has a fundamental role in training medical professionals, as
it is the main link between the basic sciences and clinical practice, as well as a reference for
basic research. Several teaching-learning methods are used with the planning of the discipline.
One of these methods is the discussion of clinical cases through weekly performed tutorials,
planned according to the syllabus of the course and the topics addressed in the classroom,
seeking thereby to apply practical and theoretical concepts in general pathology. Questions
related to the topics discussed in the previous lectures and prepared and sent to the students by
email. The students are exposed to the issues by oral presentations performed by trainees, and
the questions that arise are discussed with the teacher in charge of discipline, that can verify
the points of the syllabus that needs to be strengthen. Therefore, the method is a useful tool
for improving the approach of the subjects. Combining the presentation of the subject with the
search for cases solution, makes the learning process more efficient and encourages
independence and self-education of the students.

KEYWORDS: educational models, pathology education, teaching-learning.

INTRODUCAO
A disciplina de Patologia Geral tem como objetivo promover aos alunos do ciclo
basico, conceitos dos diversos processos patologicos que servirdo de base para o bom
entendimento das disciplinas do ciclo profissional, sendo utilizada como um elo entre as
Ciéncias Bésicas e a pratica clinica, além de ser referéncia fundamental para a pesquisa bésica
(NEVES et al., 2008; ATHANAZIO et al., 2009). A patologia abrange o estudo dos

mecanismos das doencas (Fisiopatologia) e das alteracdes morfoldgicas em 6rgaos e tecidos
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(Anatomia Patolégica) (BRASILEIRO FILHO, 2009; KUMAR et al., 2008).
Tradicionalmente, a divisdo do ensino da Patologia é feita em Patologia Geral e Patologia
Especial. A Patologia Geral estuda os aspectos comuns a diferentes doengas referindo as suas
etiologias, patogéneses, lesdes estruturais e alteragdes funcionais, e por isso faz parte do
curriculo de todos os cursos das dreas de Ciéncias Bioldgicas e da Saide (BRASILEIRO
FILHO, 2009). O emprego de novas ferramentas de ensino auxilia a auto-instru¢do do aluno
no conteddo tedrico, de forma que a incorporagdo de métodos didatico-pedagdgicos de apoio
ao aprendizado devem ser estimulados (OKANE & TAKAHASHI, 2006; NEVES et al.,
2008; ATHANAZIO et al., 2009; CEZAR et al., 2010; COSTA et al., 2011). Vérios destes
métodos tém sido utilizados atualmente, tais como estudos dirigidos (OKANE &
TAKAHASHI, 2006), aprendizagem baseada em problemas (COSTA et al., 2011) e midia
eletronica (CD-ROM, péginas na internet), a qual oferece a vantagem de permitir o acesso a
uma maior quantidade de imagens que os livros-textos, além de estimular a auto-instruc¢io e o
estudo extraclasse (ATHANAZIO et al., 2009). Estas metodologias ativas sdo caracterizadas
por colocar o estudante no centro do processo de ensino-aprendizagem, tornando-o construtor
do seu préprio conhecimento (CEZAR et al., 2010).

Com objetivo de aplicar e avaliar uma metodologia complementar de ensino em
Patologia Geral foram realizados estudos dirigidos com discussdo de casos clinicos,
associados a utilizacdo de imagens microscOpicas em turmas dos cursos de Odontologia e
Biomedicina da Universidade Federal Fluminense — UFF, no P6lo Universitario de Nova

Friburgo - RJ.

MATERIAL E METODOS

Durante trés semestres seguidos no curso de Odontologia (primeiro e segundo
semestre de 2010 e primeiro semestre de 2011) e um semestre no curso de Biomedicina
(2011) foram elaboradas perguntas em formato de casos clinicos, relacionados aos tépicos do
contetido programdtico da disciplina de Patologia Geral. Os estudos de casos clinicos,
abordando temas das aulas, foram disponibilizados semanalmente para os alunos por e-mail.

O monitor da disciplina de Patologia Geral foi responsdvel por solucionar as
questdes € montar uma apresentagao para os alunos com a orientagdo da docente. As questdes
foram discutidas com os alunos mediante a apresentacdo oral e exposi¢do do monitor, € as
davidas que surgiram foram discutidas conjuntamente com a docente responsivel pela

disciplina a fim de verificar os pontos de refor¢o do conteido programatico.
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Buscando adicionar outro recurso didético, foi elaborado um banco de imagens
microscopicas dos processos patoldgicos, relacionando-os aos estudos dirigidos. As imagens
digitais foram capturadas pela docente responsédvel e pela monitora da disciplina, a partir de
laminas histopatoldgicas, utilizando-se microscépio 6ptico em diferentes aumentos. As dreas
mais caracteristicas de cada processo patolégico foram selecionadas, aprimoradas por recurso
do programa Photoshop, sendo adicionados os respectivos textos explicativos contendo as
descricdes morfoldgicas das lesoes.

A avaliacdo da metodologia utilizada foi realizada levando-se em considera¢do o
indice de aprovacdo na disciplina obtido durante os semestres nos quais esta metodologia foi

aplicada.

RESULTADOS

Nas turmas dos cursos de Odontologia e Biomedicina houve um bom indice de
participacdo dos alunos nos estudos dirigidos, auxiliando na melhoria da abordagem do
conteddo em sala de aula e na auto-instru¢do do conteddo tedrico. Esta observacao refletiu-se
no indice de aprovacdo da disciplina. Nas turmas de Odontologia, durante o primeiro semestre
de 2010, a aprovacao foi de 96,5% (56/57) dos alunos, no segundo semestre de 2010 de 100%
(61/61) e no primeiro semestre de 2011 de 92,9% (53/57). Na turma do curso de Biomedicina,
durante o primeiro semestre de 2011, o resultado foi semelhante, com indice de aprovacgdo de

90% (18/20).

DISCUSSAO

O estudo dirigido ¢é um método de ensino utilizado para tornar o educando
independente do professor, orientando-o para estudos futuros (OKANE & TAKAHASHI,
2006). Com esta metodologia houve a consolidacdo dos conhecimentos de Patologia Geral
por meio de uma combinagdo da explicacdo da docente com exercicios e a busca da solugao
dos problemas propostos de forma criativa e independente pelos alunos, o que foi corroborado
pelo alto indice de aprovacdo na disciplina.

Durante a aplicagdo dos estudos dirigidos, a motivacdo do debate sobre relatos de
casos clinicos baseados no conteido programadtico estimulou os alunos a discussdo, tornando
o processo de ensino-aprendizagem mais dindmico, e os induzindo ao raciocinio na busca de
solucdes para os temas abordados (OKANE & TAKAHASHI, 2006; MELO-JUNIOR, et al,
2007; CEZAR et al., 2010; COSTA et al., 2011).
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CONCLUSOES
Associando as metodologias de ensino aplicadas, estudos dirigidos com discussdo de
casos clinicos relacionados com imagens microscopicas de processos patolégicos, conseguiu-
se o envolvimento do monitor no processo de ensino-aprendizagem, a consolida¢ao dos
conhecimentos por meio de uma explicacao do tema e a busca da resolu¢do dos casos pelos
alunos de forma independente, incentivando a sua auto-instruc¢do. Desta forma, o educando

passa a ter um papel participativo, construindo seu conhecimento com auxilio do docente.
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PALAVRAS-CHAVE: leptospira, sorologia, patologia.

ABSTRACT

Leptospira in swine is characterized by occurrence of reproductive disorders, being
considered an occupational disease for men. The aim of this study was to evaluate the
alterations caused by Leptospira infection in swine, as well as the potential of such to act as a
source of infection for slaughterhouses’ workers in the cities of Teresina-PI e Timon-MA.
Blood, kidney, lung, uterus and ovary samples from 100 pigs, were collected in clandestine
slaughterhouses, as well as 5 mL of blood from 51 workers who participated of slaughters or
took care of these animals, for the realization of Polymerase Chain Reaction (PCR). For the
histopathological analysis kidney, lung, uterus and ovaries samples from 10 pigs were used.
From these, five animals had negative serology, which constituted the control group and five
had positive serology. The histopathological exam revealed diffuse lymphocytic inflammatory
infiltrate in the uterus of four animals. The histopathological lesions observed in ovaries from
four animals were characterized by focal mononuclear inflammatory cell infiltrate. The
polymerase chain reaction performed on human blood did not detect DNA of Leptospira.

KEYWORDS: leptospira, serology, pathology.

INTRODUCAO
As leptospiroses constituem um grupo importante de zoonoses de ampla difusao em
todo o mundo (PLANK & DEAN, 2000). Sdo causadas por bactérias da ordem Spirochaetales
e género Leptospira (COSTA, 1995; FARR, 1995).
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A leptospirose em suinos caracteriza-se pela ocorréncia de transtornos reprodutivos,
como abortamento no terco final da gestacdo. Em casos graves, a leptospirose € uma doenca
febril multissist€émica, principalmente com insuficiéncia hepdtica, renal e envolvimento
pulmonar (LEVETT, 2001).

As leptospiroses sdo consideradas, também, doengas de natureza ocupacional. Desse
modo, o homem que lida diretamente com as criacdes pode ser infectado a partir do contato
direto com animais doentes ou portadores, ocorrendo mais freqiientemente em veterinarios,
granjeiros e magarefes. Além destas categorias profissionais, os plantadores de cana-de
acucar, os trabalhadores de arrozais, os mineiros e os lixeiros estao sob risco de exposi¢cao
(GENOVEZ, 2007).

O objetivo desse trabalho é avaliar as alteragdes provocadas pela infeccao
leptospirdsica em alguns 6rgaos de suinos, bem como, o potencial dos mesmos como fonte de

infeccdo para os trabalhadores de abatedouros dos municipios de Teresina-PI e Timon-MA.

MATERIAL E METODOS

Foram colhidas amostras de sangue de 100 suinos, abatidos clandestinamente nas
cidades de Teresina-PI e Timon-MA, para diagndstico de leptospirose pela Prova de
Soroaglutinagdo Microscopica (SAM), bem como rim, pulmao, ttero e ovdrio para Reacao
em Cadeia pela Polimerase (PCR), respectivamente, bem como 5 mL de sangue de 51
trabalhadores que participavam do abate ou cuidavam desses animais. Os locais das colheitas
foram abatedouros clandestinos sem condi¢des higi€nico-sanitdrias adequadas. Os animais
soro-reagentes e negativos para Leptospira spp. € os trabalhadores foram objetos do estudo.

A colheita de sangue dos trabalhadores dos abatedouros foi realizada duas horas
antes do abate dos animais, assepticamente, utilizando tubos a vacuo e agulhas descartdveis,
um com EDTA, para Reagcao em Cadeia pela Polimerase (PCR) e outro sem EDTA, para a

realizacdo da prova de Soroaglutinagdo Microscopica (SAM).

RESULTADOS
Das 100 amostras de soro de suinos analisadas pela prova de SAM, apenas 5%
reagiram para um ou mais sorovares de Leptospira spp.
Dos cinco animais soropositivos, todos apresentaram alteracdes tibulo-intersticiais.
Nefrite intersticial foi observada em todos os animais soropositivos, caracterizada pela

presenca predominante de linfocitos e macréfagos.
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Ao exame histopatolégico dos pulmdes, tanto 0s animais soropositivos, quanto os
soronegativos, foi observado em todos os lobos, infiltrado inflamatério de macréfagos e
linfécitos. No ttero de quatro animais havia infiltrado inflamatdrio difuso linfoplasmocitario e
em ovadrios o infiltrado tinha distribui¢do focal.

A reagdo em cadeia pela polimerase, realizada em sangue humano, revelou resultado

negativo para deteccdo de DNA.

DISCUSSAO

Todos os animais soropositivos apresentaram nefrite intersticial, sendo que a les@o
localizava-se, principalmente na regido cortical. Estudos mostraram que o local preferencial
da lesdo renal na leptospirose é no espaco tubulo-intersticial, principalmente nos tibulos
proximais, locais onde a Leptospira fica aderida e libera toxinas, que danificam as células
epiteliais (ALVES et al., 1987).

No histopatolégico dos pulmdes, o infiltrado localizava-se nas regides peribronquial,
peribronquiolar e era de intensidade maior nos animais soropositivos quando comparados aos
animais soronegativos (teste de Mann-Whitney, p = 0,0017). No exame histopatolégico do
utero observou-se que era de intensidade varidvel de localizacdo periglandular e perivascular,
glandulas endometriais com epitélio tumefeito e vacuolizado. Reagdo inflamatéria, como a
observada neste estudo foi observada por outros autores (BATISTA, 2006; MINEIRO, 2007).
As lesdes histopatoldgicas observadas em ovérios neste estudo foram relatadas em bovinos
(MINEIRO, 2007).

O diagndstico de leptospirose em amostras de soros humanos ainda nao foi realizado;
portanto, ainda ndo sabemos se existe correlacdo entre a infec¢do suina e humana. Este fato
decorreu da impossibilidade da anélise dos soros humanos no laboratério onde foi realizada a
sorologia dos animais. Em funcdo dessa limitagdo, tivemos que enviar o soro para um
laboratdrio de referéncia, autorizado a realizar diagndstico de leptospirose humana (Instituto
Adolfo Lutz) encontrando-se em fase de anélise.

A técnica de PCR inicialmente foi negativa, mas estd em processo de padronizagao

para possamos apresentar um resultado mais definitivo.

CONCLUSOES
A infeccdo por Leptospira spp. em suinos, estd presente em animais de Teresina-PI e

Timon-MA, ja em humanos, pela Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR), ndo revelou
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nenhum caso positivo. A reagdo inflamatéria em ovdrio e ttero de suinos infectados por

Leptospira spp. € discreta.
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ALTERACOES MACROSCOPICAS ENCONTRADAS EM ORGAOS DE BOVINOS
ABATIDOS EM FRIGORIFICO NA REGIAO SUL DO PARA
CATTLE ORGANS CHANGES FOUND IN SLAUGHTERED AT SLAUGHTERHOUSE

IN THE SOUTHERN OF PARA
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ABSTRACT
The objective was to quantify the most frequent causes of condemnation viscera in a
slaughterhouse located in the south of Pard State, under the Federal Inspection Service. Data
analysis reveals that tecnopatias (contamination) showed important condemnation in the
viscera and organs in the south of Para. Classification of diseases most frequently found were:
infectious (12.76%), parasitic (19.14%), undefined (3.54%), idiopathic (63.12%), metabolic
(0.23%) and circulatory changes (1.18%). The liver was main organ condemned.

KEYWORDS: Inspection, public health, condemnation of viscera, slaughter cattle.

INTRODUCAO
A producdo de carne faz parte de um mercado capitalista que visa lucros sendo

atividade de destaque no cendrio econdmico nacional e internacional, em que o Brasil é o
maior exportador de carne bovina do mundo, detentor de 32% das exportagdes mundiais
(IBGE, 2010). Da mesma forma, cresce as exportacdes de mitddos pelo Brasil, tendo a chance
de atender um mercado em que gosto diferente € sinonimo de lucro. Segundo dados da
Associacdo Brasileira da Induastria Exportadora de Carne (ABIEC), em 2008, foram
exportados 84.570 toneladas de middos, que renderam R$ 313 milhdes aos frigorificos, sendo
assim, de interesse dos empresarios do ramo aproveitar melhor os subprodutos.

No cerne dos problemas sanitdrios encontrados na inspecao de miudos estdo a falta

de uma real implementacdo das Boas Praticas Agropecudrias no campo, com controle das
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principais doencas que acometem os animais, compromentendo visceras e levando ao

descarte. Outro ponto importante sao as tecnopatias, dentre elas, a contaminacao das visceras
durante a linha de abate, gerando assim, descarte de visceras. Nesse contexto, o Servigo de
Inspecdo Federal (SIF) além da grande importancia que representa como 6rgao fiscalizador,
em relacdo a saude publica €, sem duvida, aquele no qual se pode projetar, através de seus
relatdrios, estudos epidemioldgicos regionais e nacionais. O presente trabalho teve como
objetivo quantificar as causas mais freqlientes de condenacdes de visceras em frigorifico
localizado na regido sul do Estado do Pard, sob regime do Servico de Inspe¢do Federal.
MATERIAL E METODOS

Os dados foram compilados junto ao SIF de frigorifico exportador da regidao sul do
Estado do Pard, através de mapas estatisticos de registro do nimero didrio de animais abatidos
e rejeicdo de orgaos de bovinos, no periodo de abril a maio de 2011. Para analise dos dados,
as alteracdes foram agrupadas segundo sua provavel causa em origem infecciosa, parasitaria,
indefinidas e idiopdticas, metabdlicas e alteracdes circulatorias. A classificagao das alteragdes
em causa infecciosa resultou de alteracdo especifica, como por exemplo, abscesso, da forma
de reacdo, e presenca de exsudato/infiltrado de origem desconhecida. As parasitarias
decorreram da presenca do parasito, do 6rgdo acometido e reacdo. Ja as alteragdes indefinidas
e idiopéaticas foram com base nas infinitas causas que poderiam resultar a alteragdo. As causas
metabodlicas e circulatérias decorreram principalmente de alteracdes na assimilacdo e/ou
desassimilacdo de substincias e, que afetam o aparelho cardiovascular. Os dados foram
submetidos a estatistica descritiva, sendo apresentados na forma de médias e percentuais
através de planilha Excel.

RESULTADOS

As principais visceras/6rgdos que apresentaram alteracdes foram cabeca, Lingua, Coragdo,
Rins, Intestinos, Cauda e Figado, perfazendo um total de 588 condenacdes. A Tabela 1 apresenta a
freqiiéncia e distribuicdo das condenacdes durante o periodo de coleta em frigorifico da regidao sul do
Pard. A andlise dos dados revela que as tecnopatias (contaminac¢des) apresentaram contribui¢ao
importante nas condenagdes de visceras e 6rgdos na regido sul do Pard.

Tabela 1. Frequencia e distribui¢ao das alteracdes em visceras e 6rgaos, em frigorifico da regido sul
do Pard, 2011.

Orgio/Viscera Nimero Tecnopatias Doencas
Cabeca 87 13,1% (77/588) 1,70% (10/588)
Lingua 22 3,74% (22/588) -
Coracéo 18 1,19% (07/588) 1,87% (11/588)

Rins 206 0,34% (02/588) 34,70% (204/588)
Intestino 95 2,38% (14/588) 13,78% (81/588)
Cauda 33 5,61% (33/588) -

Bucho 02 0,34% (02/588) -
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O Pesafior do mvw«d@apa”m
Figado 125 1,36% (08/588) 19,90% (117/588)
TOTAL 588 28,06 % (165/588) 71,95% (423/588)

As doengas foram definidas a partir de seus efeitos observaveis, baseado na macro-
anatomopatologia, (JONES;HUNT;KING, 2000). As doengas encontradas com maior
freqii€nciaforam agrupadas segundo sua causa em: Infecciosas — representando 12,76%
(54/423) das causas, onde os principais 6rgdos acometidos foram figado (22/54), coracao
(11/54), rins (11/54) e cabeca (10/54); Parasitdria que representou 19,14%, onde o principal
orgdo acometido foi o intestino (81/423); Indefinidas, representando 3,54%, onde o principal
orgdo acometido foi o figado (15/54); Idiopéticas, representando 63,12%, sendo o figado
(79/423), rins (147/423) os principais 6rgaos acometidos; Metabdlicas, representando 0,23%,
com o figado (1/423) o mais atingido; e Alteracdes Circulatorias,representando 1,18%, em
que o principal 6rgido acometido foi os rins (6/423). A Tabela 2 apresenta a distribuicdo e
frequencia das patologias (causas de condenagdo) nos respectivos 6rgaos, em frigorifico da
regido sul do Par4, sob inspecao federal.

Tabela 2. Frequencia das causas de condenacdo em 6rgdos/visceras de bovinos, em frigorifico da
regido sul do Pard, sob inspecdo federal, 2011.

Causas Infecciosa e Parasitaria

3 Abscessos 33,33%
Figado
Peri-hepatite 7.41%
Coragao Pericardite 20,37%
Rins Nefrite 20,37%
Cabeca Actinomicose 18,52%
Intestino Esofagostomose 100%
Causas Indefinida, Idiopatica e Metabdélica
Figado Cirrose 100%
Figado Telangiectasia 29,58%
Rins Uronefrose 55,05%
Figado Esteatose 15,35%
Alteracoes circulatdrias
Rins Isquemia 80%
Congestao 20%
DISCUSSAO

A analise dos resultados demonstra que muitas das causas de condenacdes de visceras
e Orgdos deve-se ao fato de erros durante o processo de abate (pré e pds mortem)
demonstrando que em muitos casos pode-se atribuir tal fato, a falta de treinamento dos
funciondrios bem como, erros ou descasos nos processos de autocontrole das industrias
frigorificas. A contaminacdo de carcagas, visceras ou qualquer outra porcao destinadas a fins
comestiveis pode ocorrer em qualquer etapa do processo de abate. GIOTTO et al (2007)

afirmam que dentre todas as condenagdes, os maiores problemas encontrados sdo as
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condenagdes por tecnopatias (contaminagdo e contusdo/fratura), as quais sdo responsaveis

por maior parte das perdas econdmicas, principalmente nas condenagdes parciais. Esta
situacdo também € evidenciada nos principais achados do S.ILF. em diversos abatedouros do
Brasil nos anos de 2003, 2004 e 2005, em que estas foram as principais causas de
condenagdes nos abatedouros de aves (ARMENDARIS, 2006). Parelalamente, outro fato que
vem contribuir para afirmacdo é devido aos 6rgaos que sofreram condenag¢des como lingua,
cauda, cabeca e bucho, o que mostra deficiéncia na linha de producao.

Da mesma forma que se tem deficiéncias nos processos das linhas de abate, observou-
se que a maioria das doengas que acometeram os animais foi decorrente de falhas nos manejos
de uma forma geral, uma vez que as possiveis causas podem ser decorrentes de falhas nos
manejos sanitdrio e alimentar. Em relacdo as doencas as que mais causaram danos foram as de
causas idiopdticas, com maior comprometimento dos rins e figado, com presenca de
Telangiectasia e Uronefrose, corroborando aos resultados reportados por Mello et al. (2006).
As doencas de causas indefinidas, circulatrias e metabdlicas tiveram uma menor ocorréncia,
porém merecem importancia, pois acomete visceras de valor econdmico, especialmente o
figado.

CONCLUSAO
Em decorréncia da falta de estudos, e periodo e espaco amostral, esse trabalho podera

se constituir em uma referéncia importante para futuros estudos sobre causas e ocorréncias
das patologias em visceras e 6rgaos de bovinos abatidos em matadouros-frigorificos da regiao
sul do Pard. No entanto, faz-se necessdrio treinamento adequado de funciondrios das
industrias frigorificas, bem como maior aten¢do dos produtores para 0 manejo sanitdrio e

alimentar dos rebanhos da regido.
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ABSTRACT
The objective of this study was to evaluate chitosan-based film as a barrier in the formation of
postoperative intestinal adhesions in rabbits. For this, we used 30 cleft Adult male New
Zealand breed, weighing three pounds and clinically healthy, 15 of whom underwent
enterotomy (control group) and 15 overlapping the enterotomy and the film based on chitosan
incision on the intestinal (treatment group). Five animals from each group were evaluated at
seven, 14 and 21 days postoperatively, when she performed the microscopic enteroraphy site.
In the histopathological evaluation, there was a significant difference (p < 0.05) among the
subgroup C7, where 80% of the samples the score was considered strong, and T7 that 80% of
the samples was considered a moderate score on the concentration of fibroblasts and
angiogenesis. In relation to the variable necrosis, this was observed in 40% of samples and
0% T7 C7 is therefore statistically different (p < 0.05).
KEYWORDS: adhesions, biocompatible materials, chitosan, peritoneum
INTRODUCAO

As aderéncias sao uma das mais graves complicacdes das intervengdes cirirgicas
abdominais, podendo resultar em processos obstrutivos. ERGUL & KORUKLUOGLU
(2008) citam que em 1872 foi descrito por Thomas Bryant um caso de obstrugdo intestinal
causada por aderéncias intra-abominais apds remocao de um tumor ovariano, o que reforga a
preocupacdo ao longo de vérias décadas quanto aos métodos de prevengdo destes processos.
Ainda segundo estes mesmos autores as aderéncias peritoniais sdo o resultado de uma
resposta bioquimica e celular que ocorre numa tentativa de reparar o peritdnio, sendo,
portanto benéficas como parte do processo cicatricial.

Biomateriais que atuam como sistema de barreira ndo devem favorecer a aderéncia
sobre suas superficies e t€ém como principal funcdo a protecdo fisica das serosas. Eles

precisam ser de facil aplicag¢do tanto por via laparoscopica quanto por meio de procedimentos
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cirirgicos abertos. Prover cobertura de todo o peritdnio injuriado, permanecendo efetivo

durante toda a cicatrizacdo € também desejidvel. Assim, para o bom desempenho dos
biomateriais, caracteristicas como flexibilidade, resisténcia mecéanica e permeabilidade sdao
fundamentais (DALLAN, 2005). A quitosana € um polimero natural, amplamente distribuido
na natureza e obtido pela desacetilacdo da quitina proveniente da carapaga de crusticeos,
apresentando reconhecidas propriedades antimicrobiana (bactericida, bacteriostatica,
fungicida e fungistatica) e cicatrizante (CRAVEIRO & CRAVEIRO, 2000).

Neste estudo avaliou-se um sistema de barreira para prevencdo de aderéncias
intestinais, usando um filme a base de quitosana, cujas propriedades benéficas vém sendo
exploradas em diversas frentes terap€uticas, observando as alteracdes histologicas
apresentadas com e sem o filme a base de quitosana.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Setor de Cirurgia Experimental da Escola de
Veterindria da Universidade Federal de Goids, com aprovacdo do CEPA-UFG (Comité de
Etica em Pesquisa com Animais da UFG) N° 066/2008, utilizando-se 30 coelhos jovens,
machos, da raca Nova Zelandia, clinicamente saudaveis e com peso médio de 3,2Kg.

Os animais foram divididos em dois grupos: A) controle - 15 animais submetidos a
enterotomia e enterorrafia e B) tratamento - 15 animais submetidos a enterotomia e
enterorrafia, seguidas do recobrimento do sitio cirdrgico intestinal por um filme a base de
quitosana. Cada grupo experimental foi ainda dividido em trés subgrupos de cinco animais
cada, conforme o periodo pds-operatdrio para a realizacdo da eutandsia em camara de CO?2,
sendo: C7 — controle sete dias; T7 — tratamento sete dias; C14 — controle quatorze dias; T14 —
tratamento quatorze dias; C21 — controle vinte e um dias e T21 — tratamento vinte e um dias.

Os coelhos dos grupos controle e tratamento foram submetidos a laparotomia mediana
retro-umbilical, seguindo-se uma enterotomia de aproximadamente trés centimetros de
extensdo no segmento ceco-colico, com padrao de enterorrafia em pontos simples separados,
utilizando-se fio poliglecaprone 5-0. Nos animais do grupo tratamento, sobre o sitio da
enterorrafia fixou-se, por meio de quatro pontos simples separados e com o mesmo tipo de fio
supracitado, um filme a base de quitosana, previamente hidratado em solu¢do de soro
fisiolégico 0,9% e medindo 4X2 cm’.

Apés a eutandsia dos animais, para a avaliacdo microscOpica, foram colhidos
fragmentos do sitio cirurgico intestinal dos animais de ambos os grupos, sendo esses fixados

em formol tamponado a 10%, processados e incluidos em parafina. Na sequéncia, foram
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confeccionados cortes de 4um, distendidos sobre laminas histolégicas e corados com

Hematoxilina e Eosina (HE), para posterior andlise em microscopio 6ptico. Na andlise
histopatoldgica foram considerados heteréfilos, eosindfilos, células mononucleares, células
multinucleares, fibroblastos e angiogénese e extensio de necrose, segundo critérios adaptados
de GIANLUPI & TRINDADE (2004). As varidveis do exame histopatolégico foram
classificadas de acordo com os escores ausente, discreto, moderado e acentuado. Os
resultados da avaliacdo microscopica foram avaliados com os testes de qui-quadrado e exato
de Fisher, sendo que valores de p< 0,05 foram considerados significantes.
RESULTADOS

Nao houve diferenca significativa (p> 0,05) entre os subgrupos C7 e T7 quanto aos
valores dos heterdfilos, eosindfilos, infiltrado de células gigantes (CG) e células
mononucleares. Contudo, quanto a varidvel fibroblastos e angiogénese constatou-se diferenca
entre esses subgrupos, ja que em 80% das amostras de C7 o escore foi acentuado e em 80%
de T7 o escore foi moderado. No que diz respeito a varidvel necrose, esta foi observada logo
acima do peritdnio visceral no sitio da enterorrafia e englobando o filme a base de quitosana,
sendo caracterizada por massa eosinofilica amorfa com restos celulares e, por vezes,
acompanhada por grupamentos bacterianos. Esse material foi observado em quantidade
acentuada em 40% das amostras do subgrupo T7.

DISCUSSAO

As alteracOes microscopicas verificadas no subgrupo TI14, caracterizadas
particularmente pela presenca de heterdfilos, ndo estd de acordo com as observacdes de
ROBBINS & COTRAN (2005), pois, para estes autores, neste momento da cicatrizagdo ja
nao se esperaria encontrar grandes quantidades de heterdfilos, visto que estas células
alcancam seu pico maximo em até 24 horas e, apds 48 horas, tendem ao declinio. Em
lagomorfos, a persisténcia dessas células talvez possa ter suporte nas observacdes de
REDROBE (2002), de que os coelhos rapidamente produzem resposta inflamatéria a corpos
estranhos, sendo as mesmas mantidas até as fases mais tardias da reagao tissular. A elevacao
da concentracdo de heteréfilos pode ainda ser creditada a capacidade da quitosana de acelerar
a infiltracdo de PMN e de outras substancias que promovem a migracdo celular local no sitio
de uma ferida, o que € importante para a organizacao celular conforme sugerem UENO et al.
(2001).

Sabe-se que o eosindfilo participa de reacoes imunes mediadas por IgE

(hipersensibilidade tipo I) e infec¢des parasitdrias, tornando-se especialmente numeroso em
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casos de reagdes do tipo anticorpo/antigeno (BANKS, 1991). Assim, a diferenca encontrada

quanto a quantidade de eosindfilos entre os subgrupos C14 e T14 pode ser atribuida a reacao
do tipo corpo estranho ou anticorpo/antigeno. Ja, segundo afirmac¢des de FUDGE (2000), o
coelho pode apresentar discreto a moderado aumento de eosindfilos durante a reparacdo de
feridas sendo, portanto, uma caracteristica desta espécie.

YEO & KOHANE (2009), afirmam que a quitosana aumenta a funcdo de algumas
c€lulas inflamatdrias (e.g. células mononucleares) e a fagocitose, estimulando a expressao de
citocinas pré-inflamatérias como TNF-a, IL-1, TGF-f, promovendo dessa forma a granulagcao
e a organizagdo tecidual. Ainda, o filme a base de quitosana exerce resultados mais eficientes
quando utilizados em casos de aderéncias peritoniais infeccdo-induzidas. A concentracao
significativamente acentuada de células mononucleares encontrada no subgrupo T21
localizava-se na periferia dos focos de peritonite (sitio da enterorrafia revestido com o filme a
base de quitosana). Por tratar-se de um processo inflamatério cronico com 21 dias de curso, o
aumento da concentragdo destas células no subgrupo T21 pode estar associado a presenca do
foco de peritonite e também a ja conhecida atividade quimiotatica da quitosana sobre células
como linfdcitos, mondcitos e macrofagos.

CONCLUSAO

O filme a base de quitosana, quando sobreposto a uma ferida intestinal em coelhos

induz a resposta tissular com formagao de material caseoso.
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PALAVRAS-CHAVE: inspecao, patologia, saide publica
ABSTRACT
Meat production is de almost important agriculture business for Brazilian economy. So,
different aspects are considered by the Federal Inspection Service (SIF) when carrying out
inspection animal products in the slaughterhouse, bearing in mind the need to protect public
and animal health. The 434 organ samples condemnations by the 3 SIF’s in region Araguaina
—TO were classified according to yours origin in idiopathic (78), infectious (121),
multifactorial (47), parasitic (66), tecnopathy (109) and not-lesion (13). The date suggested
that good practices in sanitary management and parasite control should be performed in order
to reduce losses from parasitism.
KEYWORDS: inspection, public health, pathology.
INTRODUCAO

A atividade pecudria esta presente em mais de 75% dos estabelecimentos agricolas
brasileiros, tendo na produgcdo de carnes, expressiva representatividade nacional e
internacional (IBGE 2008). O agronegdcio brasileiro € detentor de 32% das exportacdes
mundiais, movimentando no ano de 2008 mais de 2,2 milhdes de toneladas de carne bovina
(FAO, 2008).

A inspecdo sanitdria € exclusivamente realizada por médicos veterindrios oficiais, na

chegada, e durante a permanéncia dos animais no curral (inspecdo ante-mortem) € no
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momento do abate (post-mortem). Na linha de inspe¢cdo de mitdos trabalham os auxiliares,
organizados em dez pontos estratégicos e os médicos veterindrios do Servico de Inspecdo
Federal (SIF), selecionam e julgam os 6rgaos adequados e inadequados ao consumo humano
(PINTO, 1992).

O objetivo deste estudo foi classificar segundo a etiologia, as alteragdes patologicas
dadas pelo SIF, visando melhorias na cadeia produtiva a partir de manejos adequados dos
animais ainda na propriedade de origem, bem como, no transporte € no momento do abate.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas amostras de animais abatidos em trés frigorificos-matadouros da
regido de Araguaina-TO, todos sobre regime do Servico de Inspecao Federal (SIF). As coletas
foram realizadas semanalmente em sistema de rodizio, no periodo de 12/2009 a 04/2011.
Foram coletados de 6rgdos condenados pela avaliacdo macroscOpica, segundo os critérios de
coloracdo, textura e forma dos 6rgdos, estabelecidos pelos funciondrios das linhas do SIF.

As amostras obtidas foram encaminhadas ao Laboratério de Patologia Animal da
Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia (EMVZ) da Universidade Federal do Tocantins
(UFT) para andlise microscopica (dados ndo apresentados). As amostras foram catalogadas e
identificadas, sendo posteriormente classificadas de acordo com sua patogenia em: idiopatica,
onde a causa é desconhecida; multicausal, onde a causa ndo pode ser determinada, podendo
ter vdrias origens; infecciosa, apresentando infiltrado inflamatério de causa indefinida;
parasitdria, sendo a lesdo proveniente da acdo de parasitas; ndo-lesdo, caracterizado por ndo
apresentar alteracdo patoldgica no 6rgdo e em tecnopatia, termo utilizado pela industria
frigorifica para mensurar as alteracdoes das visceras e carcagas decorrentes de erros no
processo de abate.

RESULTADOS

Na tabela 1 sdo apresentados a classificacdo dos 6rgaos condenados pelos SIFs.

TABELA 1: Orgios condenados pelos SIFs e classificados conforme a patogenia

ORGAO CLASSIFICACAO

CONDENACAO IDIOP. INFEC. MULTICAU. PARAS. TECN. NAO-LES. Total geral
BACO 5 5
CONGESTAO 5 5
CORACAO 11 3 3 17
CISTICERCOSE 3 3
CONGESTAO 3 3
PERICARDITE 11 11
FIGADO 48 58 44 15 3 1 169
ABSCESSO 45 45
CIRROSE 44 44
CONGESTAO 3 3
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HEPATITE 1 1
HIDATIDOSE 15 15
MELANOSE 1 1
PERIEPATITE 12 12
TELEANGIECTASIA 48 48
INTESTINO DELG. 47 47
ESOFAGOSTOMOSE 47 47
LINFONODO 14 14
ABSCESSO 1 1
LINFADENITE 13 13
PULMAO 5 1 97 12 115
ABSCESSO 3 3
ASPIRADO DE SANGUE 6 6
ASPIRADO RUMINAL 2 2
BRONQUITE 2 2
CONGESTAO 27 27
ENFISEMA 62 62
HIDATIDOSE PULMONAR 1 1
LINFONODO HEMAL 12 12
RIM 30 24 3 1 58
ABSCESSO 1 1
ANEMIA 3 3
CISTO URINARIO 18 18
CONGESTAO 1 1
ESQUEMIA 2 2
NEFRITE 21 21
URONEFROSE 12 12
TRAQUEIA 9 9
BRONQUITE 9 9
Total geral 78 121 47 66 109 13 434

DISCUSSAO

Observa-se para os trés SIFs maior ocorréncia de condenacdo de figados (38,9%),
acometidos principalmente por teleangiectasia, abscesso e cirrose, sendo esses achados
semelhantes aos obtidos por Mendes & Pilati (2007).

Perdas econdmicas relevantes estdo diretamente associadas as tecnopatias (25,1%)
acondicionada principalmente nos pulmdes (22,35%), devido a insensibilizacdo e sangria
ineficazes, decorrente da falta de treinamento dos funcionarios.

Mendes & Pilati (2009) em seus estudos no Servigo de Inspecdo Estadual (SIE)
apontam entre as principais causas de condenac¢do de rins os cistos urindrios (35,04%) e
nefrites (20,5%). Tais resultados assemelham-se aos do presente estudo, sendo que dos rins
condenados pelo SIF 36,2% tiveram como causa a nefrite e 31,03% por cisto urindrio.

Deficiéncia no manejo alimentar, sanitdrio e profildtico dos animais ainda na
propriedade de origem pode contribuir expressivamente para as causas de condenagdes
representando 53,9% desses casos. Neste sentido, as condenacdes por processos infecciosos

representam 27,9%, sendo o figado o 6rgdo mais afetado. Da mesma forma, as causas de
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condenacdo por parasitas sdo evidenciadas principalmente no intestino delgado acometidos
por Oesophagostomum spp, representando 15,2% das causas de condenagdo. Esses dados
evidenciam a deficiéncia no controle parasitario do rebanho pelo produtor. As demais causas
de condenacdes (10,8%) sdo provocadas por doencas multicausais representadas
principalmente por cirrose.

As divergéncias na rotina de inspecdo sdo evidenciadas nas condenacdes por
congestdo e por hemolinfonodo, de forma que alguns dos SIFs condenam o pulmio com
hemolinfonodo como se o 6rgio apresentasse congestido. Essas falhas podem estar atribuidas
ao aspecto semelhante das alteracdes ou pelo fato da normativa somente contemplar o termo
congestao pelas causas de condenacdes (BRASIL, 1971).

CONCLUSAO

As condenacdes das visceras sdo decorrentes principalmente de processos
infecciosos, necessitando assim de exames complementares como a histopatolégica e a
microbiologia para determinar com precisdo o agente etioldgico. Ainda, as perdas por
tecnopatias sao de grande relevancia, sugerindo um aprimoramento nas técnicas de abate e um
melhor treinamento dos funcionérios dos frigorificos.

Assim, para se aperfeicoar o ciclo de producdo, se faz necessdrio adotar melhores
praticas de manejo sanitdrio e controle parasitario com intuito de reduzir as perdas decorrentes
de parasitismo.
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