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A IMPORTANC[A CLINICA DA ANA~LISE DO LIQUIDO CEFALORRAQUIDIANO
PARA O DIAGNOSTICOS DE AFECOES DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL DO
CAO

Resumo

O diagnéstico definitivo e o prognéstico de afec¢cbes neuroldgicas é essencial para a
realizacdo de uma terapéutica adequada e eficaz. Contudo, a disponibilidade dos
meios complementares de diagndstico (MCD), os riscos associados e a relagao
custo-beneficio tornam a selecdo dos meios de diagnéstico que conduzem a este
ultimo verdadeiramente um desafio.

O liquido cefalorraquidiano (LCR) é o produto tecidular do sistema nervoso central
(SNC) mais facilmente acessivel e € passivel de sofrer modificacdes aquando de
afeccbes que alterem as barreiras hemato-encefélicas e sangue-LCR.

Esta dissertacdo tem como objectivo determinar a importancia da analise do LCR
para o diagndstico de afeccBes do SNC do cdo. Avaliando o impacto que a analise
do LCR tem no numero dos MCD realizados por doente, estudou-se uma populacao
de 143 cdes com afeccBes neurolédgicas. A populacao foi divida em dois grupos:
grupo "LCR" (n=37), onde se colheu LCR, realizando-se a contagem total de células,
0 citodiagnéstico e o teste de Pandy, e o grupo "S/LCR" (n=106) onde esses
procedimentos nao foram realizados.

Estudou-se estatisticamente a relacdo entre grupos, o nimero de doentes com e
sem diagnostico definitivo. Verificou-se que a significAncia dos testes estatisticos
entre as varidveis nimeroMCD, pesoMCD e LCR séo ambas zero (inferiores a 0,05),
evidenciando uma relacao estatistica entre as variaveis. Com andlise das médias de
exames realizados por animal e o custo-beneficio/risco associado a todos os MCD a
gue esses doentes foram submetidos concluiu-se que a analise de LCR, per si, ndo
diminui o nimero de MCD necessarios por animal, sendo sempre essencial recorrer-
se a técnicas imagiolégicas para determinar o diagnéstico definitivo.

Contudo, verificou-se uma relagdo positiva no teste de chi-quadrado no que
concerne a existéncia ou ndo de diagnostico definitivo e a realizacdo de analises no
LCR na presenca de neuropatias (p = 0,020; p < 0,05). Assim, a andlise do LCR,
embora inconclusiva se utilizada de forma isolada, é uma ferramenta atil para a
exclusao de etiologias da lista de diagnésticos, ajudando os médicos veterinarios a
direccionar o seu raciocinio diagndstico de modo a exercerem uma pratica clinica

sélida, direccionada e razoavel.

Palavras-chave: Liquido cefalorraquidiano, neuropatias, citodiagnostico, meios

complementares de diagnoéstico.
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CLINICAL IMPORTANCE OF CSF ANALYSIS IN THE DIAGNOSIS OF CANINE
CENTRAL NERVOUS SYSTEM DISORDERS

Abstract

In order to implement an adequate and effective treatment for a neuropathy it's
crucial to determine the definite diagnosis and prognosis. Notwithstanding,
ascertaining a diagnosis can be challenging due to lack of availability of methods of
diagnosis, associated risks and cost-benefit ratio.

The cerebrospinal fluid (CSF) is an accessible secretion, which may suffer alterations
in its normal characteristics in the presence of a pathologic process that damages
the blood-brain and blood-CSF batrriers.

This dissertation aims to determine the importance of CSF analysis towards the
diagnosis of canine neuropathies. 143 dogs with neurologic disorders were examined
in order to assess if the CSF analysis influences the number and type of other
methods of diagnosis required per pacient. The study population was divided into two
different groups: the "CSF" (LCR in portuguese) group (n=37) in which there were
obtained and analyzed CSF samples, performing the total cell count, differential cell
count and Pandy test; and the W/O-CSF group (S/LCR in portuguese) in which none
of those procedures were done.

The inter-relations between groups, the number of diseased dogs, with and without
diagnosis were statistically evaluated. The significance of both tests was zero (<
0.05) meaning that there is a statistical relation between the variables. The analysis
of the mean of exams performed per pacient and their cost-benefit ratio lead to the
conclusion that the CSF analysis doesn't decrease the number of methods of
diagnosis performed per patient and ergo the imaging tests are crucial to an accurate
diagnosis. However, the chi-square test concerning the existence or not of a
diagnosis and the CSF implied a significant relationship between both variables (p =
0.020; p < 0.05). Thus, the CSF analysis, regardless of being inconclusive, is a very
helpful mean of diagnosis, helping clinicians to exclude etiologies from their
diagnosis' list, to target their clinical reasoning and to make their practice as

steadfast and accurate as possible.

Key words: Cerebrospinal fluid, neuropathy, cytologic diagnosis; methods of

diagnosis.
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Parte | - Descricao das actividades desenvolvidas durante o estagio

O trabalho desenvolvido no estagio curricular’, nas suas mdltiplas vertentes, constitui a base
desta dissertacdo. O estigio teve uma duragdo aproximada de seis meses (de 20 de
Setembro de 2011 a 23 de Marco de 2012) e foi efectuado na Clinica Veterinaria Referéncia
Veterinaria (RRV).

Este estagio teve como orientador o Director clinico da clinica referenciada, o Dr. Jodo
Carlos Gil da Silva Ribeiro e incidiu exclusivamente em neurologia clinica e neurocirurgia de
animais de companhia, tendo sido dado particular enfoque a componente imagiolégica
(estudos radiograficos simples e com contraste - mielografia - e ressonancia magnética -
RM) como uma ferramenta de grande importancia no diagndstico diferencial neurolégico. De
notar que todos os pacientes examinados na RRV procuram esta clinica para consultas de
referéncia ou de segunda opinido.

Os objectivos fulcrais deste periodo de trabalho foram: alicercar conhecimentos basicos
sobre a anatomofisiologia do sistema nervoso (SN), central e periférico e a obtencdo de
casuistica que nos permita realizar um exame neurolégico sélido e preciso, que se objective
na neurolocalizacdo correcta correspondente a sede do processo que determina a avaliacéo
neurologica.

Nesse ambito fez parte das minhas funcdes como estagiario, auxiliar na realizacdo das
consultas, prestar assisténcia ou realizar os exames necessarios a cada paciente, a par da
ajuda necessaria as enfermeiras ou a qualquer outro médico veterinario (MV) de servico na

clinica®.
Parte Il - Revisao bibliogréfica

A. Objectivos

A compreensdo da neuroanatomia dos animais de companhia constitui um grande desafio
gue por vezes desencoraja as mais entusiasticas intengbes. No entanto, esse conhecimento
€ um dos pilares basilares duma correcta localizacdo no SN de lesBes nos doentes
neuroldgicos (Colago, 2003). Tentando evitar a tentagdo de estudar as neuropatias mais
comuns, ou talvez as mais interessantes, deve-se tentar sempre aplicar a maxima usada em
matematica e fisica: "to go back to first principles”. Com isto em mente, esta dissertacao
dedicou-se a um componente do sistema nervoso central (SNC), o liquido cefalorraquidiano
(LCR), revendo as suas aplicagbes clinicas, de modo a poder-se afinar as técnicas de
colheita e as analises e aferir a importancia dos resultados obtidos para a pratica clinica,
comparando-0 com outros exames complementares de diagnostico.

Let's go back to basics.

t Estagio obrigatdrio incluido no programa curricular do Mestrado Integrado de Medicina Veterinéaria, da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade Técnica de Lisboa.
% para mais informac@es concernentes ao estagio, consulte o Anexo 1.
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B. Introducéo

Devido a intimidade entre o LCR e 0 SNC, a colheita do LCR e sua andlise (laboratorial ou
imagiologica) podem providenciar elementos informativos que permitem a exclusdo ou
inclusdo de listas de diagndsticos diferenciais possiveis (Hoerlein & Gage, 1978; Furr &
Andrews, 2008). Mesmo que, por vezes, fornecam informacdes inconclusivas que caregcam
de técnicas imagiolégicas, o LCR pode, ainda assim, fornecer informacdes importantes,
principalmente na auséncia de meios complementares de diagndstico de imagem, como a
mielografia, tomografia computorizada (TC) ou a ressonancia magnética (RM).

Assim sendo, é fulcral que o MV tenha em mente as técnicas de colheita (quais os locais de
colheita e como escolher 0 mais adequado a cada caso; quais as implicacbes de erros na
técnica de colheita), as analises que se podem realizar no LCR (quais as caracteristicas
fisiolégicas e as alteragbes do LCR; o que se pode realizar na clinica e como; quando é que
se deve recorrer a laboratérios externos e quais as analises a requerer). O que resultou de
mais importante com a feitura desta dissertacdo e que se gostaria de fazer passar como
mensagem € a importancia de criar uma mente aberta, que analisa 0s sinais clinicos
isoladamente, sempre mantendo um espirito critico, de modo a realizar uma analise aos

métodos utilizados, sendo sempre passivel de corrigir e adaptar a metodologia caso-a-caso.
C. Reviséo bibliogréfica
1. Anatomohistologia

1.1-LCR-o0inicio

A atribuicdo da existéncia de fluido no sistema cavitario do SNC é um conceito que remonta,
pelo menos, ao século XVII A.C., tendo sido mencionado no Papiro Cirargico Egipcio
divulgado por Edwin Smith, a par das primeiras descricbes de meninges, da superficie
externa do cérebro e das "pulsacdes intracranianas” (Breasted, 1992).

O LCR é um fluido corporal estéril que, fisiologicamente, é de aparéncia transllcida e
limpida, protegendo, servindo de suporte e nutrindo todo o SNC (Braund, 1986; DelLahunta,
2009). Alguns autores referem que o LCR é um ultra-fitrado de plasma, embora
concentracdo e propor¢gdo dos seus contituintes bastante dispares das do plasma

sanguineo, tendo baixo teor proteico (Furr & Andrews, 2008).

1.2 - Introducéao historica

Claudius Galenus (129 D.C. - cerca de 200 D.C.) descreveu o sistema ventricular,
explicando como dissecar o cérebro de um Bos taurus (Finger, 1994). Durante séculos
acreditou-se que este sistema de cavidades estaria cheio de um fluido chamado de "espirtio
vital" e, segundo Nemesius (cerca de 390 D.C.), a cada ventriculo era associada uma

funcéo diferente. Assim, a percepc¢do aos ventriculos laterais (VL), a cogni¢do ao terceiro



ventriculo (TV) e a memoria ao quarto ventriculo (QV) (Finger, 1994; Sharples & van der
Eijk, 2008). Hoje sabemos que ndo so o sistema ventricular cerebral, mas também o ducto
central medular, o espago subaracndide e os espagos perivasculares estdo preenchidos
pelo LCR (Figura 1) (Junqueira & Carneiro, 2005; DelLahunta, 2009).

Figura 1 - Estrutura celular das meninges (Adaptado de: De Lahunta & Glass, 2009).
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2 - O desenvolvimento embrionario do Sistema Ventricular Cerebral

O cérebro inicia o seu desenvolvimento embrionario a partir da parte rostral do ducto neural
(Dellmann & McClure, 1986), que ao expandir da origem a trés dilatacbes, a saber: as
vesiculas cerebrais primarias, nomeadamente, no sentido rostrocaudal, o prosencéfalo, o
mesencéfalo e o rombencéfalo (McGeady, Quinn, FitzPatrick & Ryan, 2006). Cada uma
dessas vesiculas sofrerdo divisbes que irdo estar associadas a dilatacdes internas que irdo

formar o sistema cavitario cerebral, como esta expresso na tabela 1.

Tabela 1 - Vesiculas cerebrais primarias, suas respectivas subdivisdes cerebrais e ventriculos associados.
(Adaptado de: McGeady, Quinn, FitzPatrick & Ryan, 2006).

Vesiculas Cerebrais Primarias Subdivisdes Cerebrais Ventriculos Associados
Prosencéfalo Telencéfalo Ventriculos Laterais
Diencéfalo Terceiro Ventriculo
Mesencéfalo Mesencéfalo Agueduto Mesencefalico
Rombencéfalo Metencéfalo Parte rostral do Quarto Ventriculo
Mielencéfalo Parte caudal do quarto Ventriculo

Os VL, esquerdo e direito, acompanham o crescimento das vesiculas do telencéfalo, que
dardo origem aos hemisférios direito e esquerdo, e compreendem o cérebro propriamente

dito. Esse crescimento da-se a nivel da lamina terminalis, sendo que esta estrutura localiza-



se no plano mediano dos hemisférios cerebrais e é o limite rostral do TV (Fletcher 2006;
DeLahunta, 2009).

O TV tem forma circular, sendo circundado pela adeséo intertalamica e comunica com cada
VL através do foramen interventricular, ou de Monro (Willis Jr., 1993; Cunningham, 1997), e
com o aqueduto cerebral mesencefélico (Masty, 2008).

Figura 2 - Sistema Ventricular Cerebral Canino (Adaptado de: De Lahunta & Glass, 2009).
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O aqueduto cerebral ou de Sylvius consiste huma curta e estreita estrutura tubular que se
interpde entre o terceiro e quarto ventriculos, localizados respectivamente rostral e
caudalmente (Dellmann & McClure, 1986; Barone & Bortolami, 2004; Evans & DelLahunta,
2010).

O QV tem forma losangular e é delimitado dorsalmente pelo cerebelo (metencéfalo) e
ventralmente pela medula oblonga (mielencéfalo). Caudalmente ao pedunculo cerebelar
caudal, esta cavidade, quando se dobra para unir os pedunculos cerebelares esquerdo e
direito e "entrar" no cerebelo, contém os chamados recessos laterais, ou de Luschka, na
juncdo do metencéfalo com o mielencéfalo (Dellmann & McClure, 1986; Masty, 2008;
DeLahunta, 2009). A Figura 2 apresenta de forma esquematica o sistema ventricular
cerebral canino.

O lumen do ducto neural também persiste durante o desenvolvimento embrionério, e da

origem ao ducto central da medula espinhal (McGeady et al., 2006).



3 - Neurohistologia

A producado do LCR é da responsabilidade de capilares sanguineos que estéo localizados
por todo o SNC e também na leptomeninge (DeLahunta, 2006; King, 2005). A leptomeninge
€ a designacdo dada ao conjunto das duas meninges mais internas, dos trés estratos
constituintes das meninges. Por sua vez, as meninges sao definidas como o conjunto de
membranas que revestem o SNC e que se situam abaixo do peridsteo dos 0ssos do cranio.
As meninges dividem-se, do exterior para o interior da seguinte forma: duraméater (continua
com o periésteo do cranio, mencionando-se o espaco sub-dural apenas como um espaco
virtual); pela aracnoide (constituida por um estrato celular em contacto com a duraméter e
por um sistema trabecular); e pela pia-mater. Estas duas Ultimas estao interligadas e sao
muitas vezes denominadas por pia-aracndide ou leptomeninge, como mencionado
anteriormente (Schadé & Ford, 1971; Jenkins, 1972; Burkitt, Young & Heath, 1994; Fletcher,
1998; Junqueira & Carneiro, 2005; King, 2005; Fletcher, 2013).

As trabéculas da aracnoide realizam as ligacdes entre esta e a pia-mater, e 0s espacos
inter-trabeculares sao designados por espaco subaracnoéide, onde se encontra e flui o LCR
(Jungueira & Carneiro, 2005; King, 2005; Fletcher, 2013).

S&o apenas as células ependimogliais que estabelecem contacto com a superficie dos
ventriculos (Reichenbach & Wolburg, 2004; Del Bigio, 2010; Wolburg & Paulus, 2010). As
regides do chdo de cada VL, continuas com as do teto do TV e o terceiro e quarto
ventriculos tém como revestimento células ependimais e a pia mater vascular - que em
conjunto compdem as telas da corbide (Barone & Bortolami, 2004; King, 2005; Cauzinille,
2007; Fletcher, 2013). O epitélio destas telas, composto por células ndo-neuronais e
originando-se da neuroectoderme, constitui um subtipo de macroglia® (Banks, 1993).
ProjeccBes das telas da cordide invadem os ventriculos formando estruturas vilosas - 0s
plexos cordides (PC) (McGeady et al., 2006). Os PC consistem numa monocamada célular,
cubdide a colunar, incorporada em tecido conjuntivo que pode ser visto como a interface
entre 0 sangue e o LCR na medida em que consiste num epitélio fortemente aderente
envolvendo um estroma sanguineo (Strazielle & Ghersi-Egea, 2000; Damkier, Brown &
Praetorius, 2010). Essa células contém cilios que se projectam para o interior dos
ventriculos e tém movimento coordenado no sentido do fluxo do LCR (Storts & Montgomery,
2001).

Dentro de cada ventriculo, os PC diferem na sua morfologia. Assim sendo, verifica-se que
nos VL o PC é formado por uma estrutura ondulada, fina como uma folha, contrariamente ao
TV e QV em que o PC é composto por inimeras vilosidades (King, 2005; Damkier et al.,
2010; Wolburg & Paulus, 2010). No caso do TV, o PC faz saliéncia do tecto da cavidade e,

em termos de complexidade, encontra-se num estado intermédio comparando com 0s

% As células da macroglia incluem os astrdcitos, os oligodendrécitos e as células ependimogliais (Banks, 1993; Wolburg &
Paulus, 2010).
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outros ventriculos, sendo que o PC do QV é o mais lobulado e complexo, localizado
caudoventralmente ao cerebelo (Wolburg & Paulus, 2010). De notar que, contrariamente ao
gue acontece com as células ependimais no geral, o epitélio do PC contém microvilosidades
em grande numero e longas em comprimento, enquanto que cilios isolados ou grupos de
cilios sdo raramente observados (Wolburg & Paulus, 2010).

O suporte sanguineo do PC é garantido pelas artérias cordides que sdo ramos da artéria
car6tida interna (Praetorius, 2007). Os capilares do SNC sdao morfologicamente iguais aos
capilares de todo o organismo, com células endoteliais sobre uma membrana basal. O
endotélio capilar ndo é fenestrado, excepto no PC (Burkitt et al., 1994), garantindo uma
grande permeabilidade, o que representa a base fisiologica para a producdo do LCR
(Wolburg & Paulus, 2010). Os capilares fenestrados juntamente com a lamina basal, tecido
conjuntivo laxo e células epiteliais formam a barreira sangue-LCR (BSLCR), enquanto que a
barreira-hemato-enceféalica (BHE) é constitida pelo endotélio capilar ndo fenestrado do SNC,
pela astroglia, lamina basal, pericitos e macréfagos perivasculares (Furr & Andrews, 2008;
Damkier et al., 2010). A Figura 3 mostra um desenho esquematico de ambas as barreiras e

das estruturas que as constituem.

3.1-ABHE e aBSLCR

A existéncia destas barreiras foi o resultado do estudo de Paul Ehrlich (1885). Através desse
estudo foi possivel concluir que a injeccdo intravenosa de um corante 4cido nao corou o
parénquima cerebral, com excepcdo do PC e dos 6rgdos circunventriculares (OCV) *.
Complementando este estudo, Edwin Goldwin (1993), colaborador de Ehrlich, utilizou o
corante azul de triptano, porém injectou-o directamente no LCR verificando que o PC e os
OCV néao foram tingidos, mas que o parénquima cerebral sim (Wilson & Oehninger, 2007;
Wolburg & Paulus, 2010).

E devido a existéncia de conexdes celulares que se torna compreensivel o facto de todas as
trocas que ocorrem entre o sangue, o parénquima cerebral e LCR serem altamente
selectivas (Cunningham, 1997). Tendo especial atencdo apenas ao LCR, tem-se sempre
gue diferenciar o PC de todas as outras areas de contacto entre 0 LCR e o parénguima
cerebral. De grosso modo, nho PC a BSLCR é muito permeavel ao oxigénio, ao diéxido de
carbono, a agua e a grande maioria de substancias lipossolliveis como o alcool e os
anestésicos (Guyton & Hall, 2000). Por outro lado, quando apenas existem células
ependimérias com gap junctions e zonulae occludens pouco estanques, essas ligacoes
tornam possiveis a difusdo de moléculas com maiores pesos moleculares e dimensdes
(Nicholls, Martin & Wallace, 1992). As diferentes permeabilidades e estruturas moleculares

séo directamente responsaveis pela produgéo ou fun¢des do LCR.

* Existem seis OCV, a saber: a glandula pineal, a area postrema, o 6rgdo subcomissural, o 6rgdo subfornical, o organum
vasculosum da lamina terminal e neurohipdfise (Fuller & Burger, 2007; Ross et al., 2003a)
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Figura 3 - Representacdo esquemética das BHE e BSLCR presentes no SNC. O parénquima cerebral (a
amarelo) tem a componente vascular (capilares continuos) rodeada pela lamina basal (LB) e pela glia-
perivascular - a astroglia com os seus processos podais e os pericitos (Willis Jr., 1993; Ross, Kaye & Pawlina,
2003a; King, 2005; Mathiisen, Lehre, Danbolt & Ottersen, 2010). Esses constituintes celulares, juntamente com a
presenca de zonnulae occludens entre as células endoteliais dos vasos sanguineos (VS) cerebrais formam a
BHE (Fletcher, 1998; Ross et al. 2003b; King, 2005). As células ependimais formam o revestimento do espacgo
ventricular na superficie interna cerebral e do canal central medular (Fletcher, 1998; Del Bigio, 2010; Ressel,
2010). Porém, estas células ndo sdo uma barreira fisiolégica e estabelecem interconexdes através de gap
junctions e de zonulae occludens pouco estanques. A glia limitans, ou membrana limitante glial (constituida em
conjunto por processo podais astrogliais interligados por gap junctions), forma o limite externo do parénquima
cerebral com as meninges. Contudo, a glia limitans também ndo tem propriedades de barreira (Del Bigio, 2010;
Wolburg & Paulus, 2010). Os VS da pia-mater sdo protegidos pela BHE contrariamente aos VS do PC onde néo
existem barreiras para que o LCR possa ser produzido apartir do sangue. Porém, para prevenir as trocas entre o
sangue e 0 LCR, existe a BSLCR composta por zonulae adherens e zonulae occludens entre as células epiteliais
do PC e os tanicitos - literalmente células esticadas - nos OCV (Dellmann & Carithers, 1996; Fletcher, 1998;
Fuller & Burger, 2007). Os capilares desses 6rgdos e do PC sdo fenestrados e extremamente permeaveis
(Wolburg & Paulus, 2010). (Adaptado de Wolburg & Paulus, 2010).
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4 - Producgéo do LCR

As opinides dividem-se quanto a classificagdo do LCR. Classicamente, o LCR é descrito
como um ultrafitrado de plasma (Wamsley & Alleman, 2004; Furr & Andrews, 2008;
DeLahunta, 2009). No entanto, pelas conclusdes retiradas por Rougemont e seus colegas
(1960), o LCR néo deve ser ssim considerado visto ser mais hiperténico do que o plasma e
porque as concentracfes dos ibes sodio, potassio, cloro e bicarbonato sdo diferentes das

concentracoes esperadas de um ultrafiltrado (Damkier et al., 2010).



Contudo, existe consenso cientifico no facto de que o LCR é produzido, principalmente, pelo
epitélio dos PC ventriculares (Detweiler, 1989; Willis Jr., 1993; Cunningham, 1997; Damkier
et al., 2010). Um estudo determinou que 58% do LCR é produzido pelos PC dos ventriculos
(23% pelo QV e os restantes 35% pelos VL e TV, em conjunto). O mesmo estudo refere que
42% do LCR tem origem no préprio espaco subaracnéide (DelLahunta, 2009). Mais
especificamente, para além dos PC, o LCR é secretado pelas superficies ependimais dos
ventriculos, pelos capilares da leptomeninge (Detweiler, 1989; Chrisman, 1991;
Cunningham, 1997; DelLahunta, 2009), pelos VS cerebrais e medulares (Bailey & Vernau,
1997; Furr & Andrews, 2008) e ainda pelos espagos perivasculares que rodeiam os VS que
entram no cérebro (Guyton & Hall, 2000).

A producéo de LCR resulta do conjunto de varios processos bioquimicos, a saber: difusdo
facilitada e transporte activo, com mecanismos celulares que requerem gastos energéticos
(Smith & Kampine, 1990), o que explica o grande numero de organitos celulares
(mitocbndrias, reticulos endoplasmaticos rugoso e liso e complexos de Golgi) presentes no
epitélio dos PC (Dellmann & Carithers, 1996). Toda esta mecéanica celular baseia-se em
canais de transporte de ides, nomeadamente de sédio (Na*), potassio (K*), cloro (CI) e
bicarbonato (HCOg3), que funcionam de modo extremamente eficiente (Damkier et al., 2010).
A secrecdo do LCR é independente da pressdo hidrostatica vascular e pressao
intraventricular, mas depende do gradiente osmatico resultante das movimentacdes idnicas
(Cunningham, 1997; Johnston & Papaiconomou, 2002; Furr & Andrews, 2008; Wolburg &
Paulus, 2010), sendo que quaisquer substancias que alterem a osmolaridade do LCR
resultam em variacdes na taxa de producdo do mesmo (Braund, 1986; Ducoté & Dewey,
2008; Furr & Andrews, 2008).

O transporte activo de ibes Na+ pelo endotélio do PC para os ventriculos é o grande
responsavel pelo gradiente osmético que permite a producdo do LCR (Masuzawa, Ohta,
Kawamura, Nakahara, & Sato, 1984; Ernst, Palacios & Siegel, 1986; Cunningham, 1997,
Guyton & Hall, 2000). Através de canais especificos, o Na* é transportado, juntamente com
Cl, HCO; e K, garantindo assim a concentracdo i6nica necessaria para 0 movimento
selectivo de agua através do "sistema de canalizacdo celular® - as aquaporinas (Dreifus,
2009; Damkier et al., 2010; Del Bigio, 2010; Wolburg & Paulus, 2010; Keep & Smith, 2011).
Outros processos, como o transporte da glicose do sangue para o LCR, também ocorrem
porém, com importancia relativa e comparada muito menor (Guyton & Hall, 2000).

O LCR é produzido a uma taxa constante. Existem variacdes entre espécies, mas foi
estimado que a taxa de producédo de LCR no céo é de cerca de 0,05 mililitro, por minuto, por
grama (ml/min/g), uma taxa média de 47 a 66 microlitro por minuto (uL/min) (Oppelt, Patlak
& Rall, 1964; Ducoté & Dewey, 2008; Furr & Andrews, 2008; DeLahunta, 2009).



5 - Fluxo

Visto que a producgdo do LCR é continua, h& constantemente um deslocamento de fluido
"antigo" - fluxo de massa - que sera drenado para a circulagdo sistémica via sinusoéides
durais (Cunningham, 1997; Damkier et al., 2010). Desde o seu local de secrecdo, o LCR
circula pelo sistema ventricular. Com maior pormenor, iniciando o fluxo nos VL, o LCR flui
para o TV passando pelos foramens interventriculares, misturando-se com o LCR aqui
produzido e continuando para o QV através do aqueduto mesencefélico. Do QV, saindo
pelos recessos laterais ou de Luschka, o LCR flui para a cisterna > magna ou
cerebelomedular, entre o cerebelo e a medula oblonga. (Chrisman, 1991; Schaller, 1999;
Guyton & Hall, 2000; King, 2005). Dai entéo flui para o espaco subaracndéide que rodeia o
cérebro e a medula espinhal (Smith & Kampine, 1990; Willis Jr., 1993; Cunningham, 1997;
DelLahunta, 2009; Fletcher, 2013).

O fluxo do LCR no espaco subaracnoéide também é dependente das alteracdes de pressao
das cavidades toracica e abdominal, da sistole cardiaca e das pulsagbes arteriais
intracranianas. Relacionando a sistole com expiracédo e a diastole com a inspiracédo, o LCR
pode movimentar-se caudal e cranialmente, respectivamente. Porém, o fluxo caudal é o que
predomina, em parte devido aos efeitos gravitacionais (Buser & Imbert, 1975; Thomson,
Kornegay & Stevens, 1990; DelLahunta, 2009; Fletcher, 2013). Este fluxo também é
auxiliado pelos cilios (cilia) presentes nas células ependimais (Schadé & Ford, 1971).

Do espaco subaracndide, algum liquido passa ao longo da medula espinhal, sendo que a
maior parte flui por cima da convexidade do cérebro (Cunningham, 1997), passando
dorsalmente ao cerebelo, ventral ao tentorium e por cima do cérebro onde tem acesso as
vilosidades aracndides nas paredes dos seios venosos (Guyton & Hall, 2000; Furr &
Andrews, 2008; DeLahunta, 2009).

6 - Absorcao

O parénquima cerebral e a medula espinhal sdo desprovidos de vasos linfacticos (Johnston
& Papaiconomou, 2002). O LCR ¢é absorvido de trés formas: pelas vilosidades aracnoides,
pelas vénulas no espago subaracnoide e pela circulacdo linfatica de alguns nervos
cranianos e raizes nervosas (Hoerlein & Gage, 1978; King, 2005).

As vilosidades aracndides sao saliéncias da aracndide que perfuram a duramater de modo a
atingir os seios venosos, nomeadamente 0 seio venoso longitudinal, ou sagital, superior
(Burkitt et al., 1994; Ortiz, 2004; Junqueira & Carneiro, 2005; King, 2005). Ao conjunto das
vilosidades aracnéideais da-se a denominacdo de granulagdes aracnoides (Schadé & Ford,
1971; Guyton & Hall, 2000; Johnston & Papaiconomou, 2002; Rosenberg, 2004; DelLahunta,

2009). O endotélio dessas granulacdes apresenta vesiculas grandes o suficiente para

° Regides onde o espaco subaracnéide se encontra distendido fisiologicamente denominam-se cisternas (Schadé & Ford,
1971; Willis Jr., 1993; Schaller, 1999).



possibilitarem o fluxo livre de moléculas proteicas, LCR e, até mesmo de células como 0s
eritrcitos e os leucacitos (Guyton & Hall, 2000).

Pollay e Welch (1962) descrevem que estas vilosidades funcionam como vavulas
unidireccionais que permitem o fluxo de LCR para o limen do seio venoso quando a
pressdo de LCR excede a pressdo venosa (Schadé & Ford, 1971; Hoerlein & Gage, 1978;
Smith & Kampine, 1990; Furr & Andrews, 2008; DelLahunta, 2009). Quando a pressao
venosa ultrapassa a pressédo de LCR as vilosidades colapsam, impedindo que o sangue
passe para 0 espaco subaracnodideu (Fletcher, 1998; DeLahunta, 2009; Fletcher, 2013). A
pressao de LCR, que fisiologicamente apresenta valores entre 80 a 150 mmH,O (milimetros
de agua), é determinada pela taxa de secrecéo e de absorcdo (Detweiler, 1989). Deste
modo, qualquer ocorréncia que interfira com a drenagem venosa ou do LCR, alterando a
normal circulacédo ou obstruindo a passagem de LCR, como um traumatismo ou uma leséao
gue ocupe espaco por efeito de massa, pode aumentar a pressdao do LCR e ter como
consequéncia, por exemplo, a hidrocefalia obstrutiva (Detweiler, 1989; Chrisman, 1991;
Willis Jr., 1993; King, 2005; Del Bigio, 2010). Por outro lado, quando a pressédo do LCR
diminui, atingindo valores inferiores a 60 mmH,O, a absor¢cdo cessa (Rosenberg, 2004).
Esta absorgéo é classificada como a absorgao priméria do LCR (Wilson & Oehninger, 2007).
As vénulas do espaco subaracnoéideu também realizam a absorcéo de LCR, essencialmente
devido a pressdo osmdtica e a pressao venosa sanguinea (King, 2005). Outros locais de
absorcdo de LCR incluem a circulagéo linfatica ao redor das raizes nervosas e dos nervos
espinhais nos foramens intervertebrais e associados aos pares cranianos I, Il e VIl quando
eles passam pelos ossos do cranio, embora com menor importancia (Johnston &
Papaiconomou, 2002; King, 2005; Wilson & Oehninger, 2007; DeLahunta, 2009; Fletcher,
2013). Para além disso, o LCR também passa pela lamina cribiforme do etméide, sendo ai
absorvido, caso contrario ocorre 0 que se denomina de rinorréia onde o LCR escoa pela
cavidade nasal. Ainda uma quantidade infima de LCR no espacgo intersticial pode ser
absorvido pelos VS do parénquima cerebral (Hoerlein & Gage, 1978; Zhang, Richards, Kida
& Weller, 1992; Johnston & Papaiconomou, 2002; DeLahunta, 2009).

7 -OLCR e as suas fungbes

Todos estes mecanismos fisiolégicos que garantem o fluxo e circulacdo do LCR séo os
responséaveis por uma importante funcdo desempenhada por este fluido corporal: O LCR é
um lugar de intercambio e excre¢do (Schadé & Ford, 1971; Cauzinille, 2007; Ruotsalo,
Poma, da Costa & Bienzle, 2008). Nao s6 na cavidade craniana, mas em toda a extensao do
SNC, ele serve como meio de transporte a uma variedade de compostos, desde
neurotransmissores (Furr & Andrews, 2008), a produtos resultantes do metabolismo celular
do SNC, a neuro-hormonas e nutrientes entre o sangue e o parénquima do SNC (Ducoté &

Dewey, 2008), até mesmo a células e restos celulares resultantes da descamacédo do
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epitélio e, em caso de afec¢des, podemos encontar agentes etioldgicos e células resultantes
de reacces inflamatérias/infecciosas caso as BHE/BSLCR tenham sido corrompidas
(Jenkins, 1972; Radaelli & Platt, 2002; Vandevelde, Jaggy & Lang, 2003; Nghiem &
Schatzberg, 2010).

Como mencionado, o PC é responsavel por varias trocas ionicas entre o sangue e o LCR,
de modo que este liquido exerce uma funcdo muito importante como tampao quimico para o
parénquima (Cauzinille, 2007; DeLahunta, 2009; Keep & Smith, 2011). Ele regula o
ambiente quimico onde o SNC se encontra, mantendo assim o equilibrio idnico necessario
para o funcionamento neuroglial. E assim que o LCR garante um maior controlo e uma
maior estabilidade iénica/quimica do que o plasma sanguineo, funcionando também como
um "sistema linfatico", o que é designado por sink-action (Hoerlein & Gage, 1978; Fletcher,
1998; Furr & Andrews, 2008; Ruotsalo et al., 2008; DeLahunta, 2009; Keep & Smith, 2011).
Sobre o equilibrio i6nico, principalmente no que diz respeito as concentragdes dos ides H* e
HCOg', é descrito que o LCR também pode ter alguma ac¢do nos centros respiratorios, visto
gue os estudos de Mitchell (1963) e de Pappenheimer (1965), e seus respectivos
associados, localizam receptores sensiveis a concentracdo de H* no LCR a superficie e
abaixo da superficie da medula oblonga (Jenkins, 1972).

Através de propriedades mecéanicas e hidraulicas o LCR é responsavel por minimizar os
efeitos das alteracdes de pressao, quer intracraniana (PIC), quer no canal vertebral (Schadé
& Ford, 1971; Cauzinille, 2007; Furr & Andrews, 2008).

A densidade do LCR (1.004 — 1.006) e a sua pressao hidrostatica garantem suporte fisico
(flutuabilidade) e o amortecimento de choques e traumatismos do SNC, por exemplo,
reduzindo eficazmente o peso normal do cérebro até trinta vezes (Hoerlein & Gage, 1978;
Furr & Andrews, 2008).

Também foi sugerido por Fankhauser (1962) que o LCR possui propriedades bactericidas e
anti-toxicas e in vitro também mielinoliticas (Fankhauser, 1962; Jenkins, 1972).

Como muitas afec¢gdes do SNC podem modificar a composi¢do normal do LCR, pode-se
dizer entdo que uma das funcdes/aplicagdes clinicas do LCR é servir como indicador de

alteracdes do SNC, dai a importancia da realizacéo da sua colheita (Jenkins, 1972).

8 - Colheita de LCR

O LCR é o unico produto tecidular, facilmente acessivel, passivel de sofrer alteragcbes em
afeccbes do SNC (Parent, 1999). A sua colheita € um dos exames invasivos em neurologia
gue esta ao dispor dos médicos veterinarios (Cauzinille, 2007). No entanto, ela nao é feita
rotineiramente por muitos na practica clinica diaria, embora o material e a técnica
necessarias ndo estejam fora do alcance da maioria (Cook & DeNicola, 1988; Lorenzs,
Coates & Kent, 2011a).
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8.1 - Indicag¢des para colheita

A analise do LCR é sensivel para a deteccédo de alteragcbes do SNC, embora ndo ocorram
consistentemente modificagbes na sua constituicdo em todas as afeccdes neuroldgicas
centrais. (Wamsley & Alleman, 2004; Cauzinille, 2007; DeLahunta, 2009; Di Terlizzi & Platt,
2009; Lorenzs et al., 2011a). De qualquer forma, sempre que se suspeite de uma afeccdo
do SNC com causa desconhecida, justifica-se a colheita de LCR, mesmo que n&o ocorram
alteracdes em outros exames preliminares, como o hemograma e o exame de bioquimicas
séricas (Coles, 1979; Parent, 1999; Freeman, 2005; Di Terlizzi & Platt, 2009).

Na generalidade, lesbes neoplasicas, traumaticas, vasculares, inflamatérias (infecciosas ou
nao-infecciosas) causam alteracdes no LCR (Ruotsalo et al., 2008; Di Terlizzi & Platt, 2009;
Marcos & Santos, 2011).

Encefalopatias, geralmente, séo indicagdes de colheita e andlise de LCR, em particular se
se suspeitar de etiologia inflamatéria, infecciosa ou nao-infecciosa, visto que ocorrem
alteracdes na celularidade e no teor proteico (Ducoté & Dewey, 2008).

Lesdes na medula espinal (mielopatias), sejam focais, multifocais ou difusas, podem levar a
modificacbes do estado normal do LCR. Porém, é importante que a colheita seja feita antes
da administracdo de contraste para mielografia, visto que a injeccdo do mesmo tem como
consequéncia a alteracdo do LCR durante trés a cinco dias (Parent, 1999; Cauzinille, 2007;
Ducoté & Dewey, 2008; DeLahunta, 2009).

As radiculopatias também podem ser indicacBGes de andlise de LCR, tendo em conta que as
meninges envolvem as raizes nervosas distalmente até passarem a ser nervos periféricos
(Ducoté & Dewey, 2008).

Lesbes congénitas, degenerativas, nutricionais, metabdlicas, tdéxicas ou idiopaticas podem
nao causar alteracbes no LCR. Mesmo assim, nessas situacdes, a analise do liquido pode
ser importante, tendo poder diagndstico de exclusdo (Lorenzs et al.,, 2011a; Marcos &
Santos, 2011).

A analise repetida e seriada de LCR do mesmo doente pode ser um éptimo método para
avaliar a sua resposta ao tratamento, assim como para obter dados para basear uma

cessacao da terapéutica (Coles, 1979; Parent, 1999).
8.2 - Técnica de colheita

8.2.1 - Generalidades

A colheita é realizada ap0s a anestesia geral de modo a garantir a contencdo do animal,
para além de diminuir o desconforto da punc¢éo (Jenkins, 1972; Braund, 1986; Freeman,
2005, Delahunta, 2009). O protocolo anestésico a utilizar deve ter em consideragéo o tipo de
doente e ser adaptado de modo a evitar ao maximo complicagbes. Por exemplo, em animais
com suspeita de aumento da PIC, embora seja um assunto controverso, como mostra o

estudo de Mayberg (1995), deve-se evitar o uso de ketamina na pré-medicacao pois diminui
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a pressao de perfuséo cerebral, aumenta a frequéncia cardiaca, a presséo de LCR e a PIC,
aumentando o risco de hérnia (Dawson, Michenfelder & Theye, 1971; Shapiro, Wyte &
Harms, 1972; Schwedler, Miletich & Albrecht, 1982; Mayberg, Lam, Matta, Domino & Winn,
1995; Muir, Hubbel, Skarda & Bednarski, 2000; Wamsley & Alleman, 2004).

Para a correcta e segura colheita de LCR é necessario que o clinico tenha perfeito
conhecimento das estruturas anatdmicas e da técnica precisa (Coles, 1979). O animal deve
ser posicionado® em decubito lateral direito, com o dorso junto & borda da mesa (Jenkins,
1972; Braund, 1986; Wamsley & Alleman, 2004).

E essencial que a técnica seja realizada com a maior assépsia possivel. A regido a
puncionar deve ser preparada realizando-se a tricotomia e desinfeccdo da mesma, de forma
semelhante a assépsia cirargica (Jenkins, 1972; Braund, 1986; Vandevelde et al., 2003,
DelLahunta, 2009). Para ndo comprometer as condi¢cdes assépticas, o MV deve usar luvas
estéreis (Bradley, Daroff, Fenichel & Jankovic, 2004; Freeman, 2005; DeLahunta, 2009).
Podem ser retirados com seguranca, aproximadamente 1 a 2 mL de LCR’, ndo sendo
indicada a colheita por aspiracdo (pressao negativa) por aumentar o risco de dano celular e
hemorragia, hérnia, coma e até morte (Braund, 1986; Chrisman, 1991; Vandevelde et al.,
2003; Wamsley & Alleman, 2004).

Durante o procedimento o animal deve ser mantido totalmente imdvel, visto que a
movimentacdo da agulha pode causar danos, por vezes irreverssiveis. Porém, se for
necessario aumentar-se o fluxo de LCR durante a colheita, pode proceder-se a aplicacéo de
presséo digital na jugular (Braund, 1986).

As amostras de LCR sdo mais susceptiveis de estar alteradas, ou de fornecer dados
preciosos, quando sao obtidas caudalmente a lesdo. Esse facto rege a escolha do local a
puncionar, obviamente, analisando os doentes caso-a-caso (Thomson et al., 1990; Wamsley
& Alleman, 2004; Di Terlizzi & Platt, 2009).

8.2.2 - Cisterna cerebelomedular (atlanto-occipital)

A puncgéo na cisterna cerebelomedular é a técnica mais comumente realizada e a descrita
por alguns autores como sendo a melhor (Braund, 1986; Chrismas, 1991; Lamb, Croson,
Cappello & Cherubini, 2005; Platt, Dennis, Murphy & Stefani, 2005).

Apbs a preparacdo do paciente, ele deve ser posicionado em decubito lateral direito, com a
cabeca flectida, num angulo de cerca de 90 graus com a coluna. O nariz é elevado de modo
a que o focinho se mantenha paralelo & mesa (ao plano sagital). E extremamente importante
ter cuidado com flexdo excessiva do pescoc¢o devido ao risco de comprometer a respiracao
e para evitar dobras no tudo endotraqueal, o que ir4 interferir com a anestesia (Jenkins,
1972; Braund, 1986; Wamsley & Alleman, 2004; Cauzinille, 2007; DeLahunta, 2009). Para

prevenir esta complicacdo pode-se utilizar tubos endotraqueais flexometalicos, feitos de

® Todos os posicionamentos para a pungao e colheita de LCR sao descritos para pessoas com mao dominante esquerda.
" Um mililitro de LCR por cada 5 Kg de peso vivo (Chrisman, 1991; Ducoté & Dewey, 2008; Di Terlizzi & Platt, 2009).
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silicone com um fio de nylon ou ago incorporado de modo a resistir a dobras e colapso
(Clutton, 1999; Ducoté & Dewey, 2008; Di Terlizzi & Platt, 2009).

A escolha das agulhas varia de acordo com o tamanho e peso do animal. Geralmente, para
a maioria dos cées sdo utilizadas agulhas espinhais com mandril, com cerca de 40
milimetros (mm) (1% polegadas (pol)) de comprimento e 20 a 22 gauge (G). Por vezes, pode
ser necessario recorrer-se a agulhas entre 50 mm (2 pol) a 90 mm (3% pol) para caes com
peso superior a 25 Kg, racas gigantes ou animais obesos de racas médias. Para caes com
peso inferior a 8 Kg recomenda-se a utilizacdo de catéteres com 15 mm (0,5 pol) de 22 G
(Braund, 1986; Vandevelde et al., 2003; Desnoyers, Bédard, Meinkoth & Crystal, 2008).

As referéncias anatémicas para a puncao séo a protuberancia occipital externa (POE) e as
asas do atlas (primeira vértebra cervical - C1) (Jenkins, 1972; Duncan, Oliver, Mayhew,
1987). Posiciona-se o polegar da méo direita na POE, o indicador e o dedo médio cada um
numa das asas de C1, formando um tridngulo imaginario. O ponto central da area desse
triangulo, ou melhor, o ponto médio da altura desse triangulo, é o local a puncionar (Figura
4). Com o bisel direccionado para um dos lados, a agulha é inserida, perfurando a pele, a
fascia e o musculo, dirigindo-a para o angulo da mandibula (Braund, 1986; Chrisman, 1991;
Vandevelde et al., 2003; DeLahunta, 2009; Di Terlizzi & Platt, 2009).

Sente-se uma ligeira resisténcia ao penetrar a membrana atlanto-occipital e a duramater, em
simultaneo (Braund, 1986; Vandevelde et al., 2003; Di Terlizzi & Platt, 2009). A profundidade
de insercdo da agulha varia com a espécie e raca do doente. De grosso modo, diz-se que a
profundidade para cées pequenos é de cerca de 0,5a 1 cm, e 2 a4 cm para cades de racas
grandes ou gigantes (Braund, 1986; DelLahunta, 2009). O estilete da agulha é entéo retirado
com a méao esquerda e o LCR pode fluir pela agulha, sendo recolhido para um tubo estéril
(Di Terlizzi & Platt, 2009; Lorenzs et al., 2011a). Quanto mais pratica o operador tem, menor

risco esta associado a esta técnica (Chrisman, 1991).

Figura 4 - Referéncias anatémicas para a colheita de LCR na cisterna atlanto-occipital. O A identifica a
protuberancia occipital externa e a B estéo identificadas ambas as asas do atlas. O asterisco marca o centro do
tridngulo e é o local de insercé@o da agulha para colheita de LCR (Figura original).
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8.2.3 - Cisterna lombar

A colheita por puncéo lombar é descrita como sendo mais segura do que a técnica descrita
para a cisterna cerebelomedular (Kishimoto, Yamada, Ueno, Kobayashi & Wisner, 2004). Se
o animal sofre de alguma afec¢cdo medular é indicado fazer-se puncédo e colheita lombar
porque esta mais proximo da lesdo (Vandevelde et al., 2003).

A escolha da agulha deve variar de acordo com o porte do animal. De um modo geral, as
agulhas recomendadas sdo as agulhas espinhais de 40 mm ou 55 mm e 20 a 22 G (Braund,
1986; Vandevelde et al., 2003; Desnoyers et al., 2008).

A puncao lombar baseia-se na mesma técnica para a administracdo de contraste para
mielografia. O local ideal de insercdo da agulha varia consoante os autores. Segundo
Duncan, Oliver & Mayhew (1987), entre outros, a agulha é inserida no espaco intervertebral
L5-L6 nos cées (Ramirez & Thrall, 1998; Cauzinille, 2007; Di Terlizzi & Platt, 2009). Outros
autores referem os espacos L4-L5 em cédes de racas grandes e gigantes, e L5-L6 em caes
de raca pequena (Ducoté & Dewey, 2008). O que determina o local da punc¢édo nesta técnica
€ a relacdo entre os segmentos espinhais lombossagrados e as vértebras no animal adulto
(Tabela 2).

O espaco subaracnoide no conus medularis € mais pequeno dificultando a colheita e
tornando susceptivel a contaminacdo sanguinea iatrogénica, embora esta nao esteja
associada a grandes riscos de lesdo medular, nem a sinais clinicos (Jenkins, 1972; Spano &
Hoerlein, 1978; Braund, 1986; Duncan, Oliver, Mayhew, 1987; Di Terlizzi & Platt, 2009).

Tabela 2 - Relag&o entre os segmentos espinhais lombossagrados e as vértebras no cdo adulto. Adaptado de De
Lahunta & Glass, 2009).

Numero de

Namero de

Localizagéo dos

Segmentos sagrados

. segmentos na transicao
segmentos sagrados | vértebras lombares
sagrados lombossagrada
3 7 L5 Nenhum

O animal deve ser posicionado em decubito lateral direito com a coluna lombar ligeiramente
arqueada, flectindo-se os membros pélvicos (Braund, 1986; Di Terlizzi & Platt, 2009). Apds a
preparacdo do local da puncdo € necessério localizar-se as estruturas que servem como
referéncias anatbmicas. Primeiro, é necessario identificar-se a crista do ileo. Imediatamente
cranial a crista encontra-se o processo espinhal da vértebra L6. Assim, dependendo da
escolha do MV, pode-se facilmente encontrar a articulagdo intervertebral desejada. A agulha
€, entdo, posicionada na linha média, cranial ao processo espinhal e inserida direccionada
cranialmente, num angulo de, aproximadamente, 45 graus (Wamsley & Alleman, 2004).
Depois de penetrar o ligamento amarelo a agulha deve entrar no canal medular. Esta fase
de perfuracdo pode estar associada a uma resisténcia, maior ou menor, podendo mesmo

ndo se sentir resisténcia em particular (Braund, 1986; Di Terlizzi & Platt, 2009). Pode-se
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sentir uma ligeira contraccao da cauda ou de um dos membros pélvicos pela estimulacéo de
uma raiz nervosa ou cauda equina pela insercdo da agulha (Di Terlizzi & Platt, 2009; Wood,
Garosi & Platt, 2012).

Caso nao haja saida de LCR pode-se proceder a ligeira e cuidadosa rota¢do da agulha e/ou
retirar-se a mesma alguns milimetros até que se veja LCR. No entanto, a taxa de fluxo e a
guantidade de LCR que se obtém na puncao lombar é geralmente inferior do que na colheita
na cisterna cerebelomedular (Di Terlizzi & Platt, 2009).

8.4 - Contra indicacdes

Ambas as técnicas descritas sdo realizadas sob anestesia geral, de modo que se a
anestesia for uma contra indicacdo deve-se medir bem o risco-beneficio antes de se decidir
realizar a colheita de LCR. Aqui estédo incluidos os doentes com afecgdes intracranianas
(Ducoté & Dewey, 2008; Di Terlizzi & Platt, 2009; Lorenzs et al., 2011a).

Um risco especifico da pungéo € o traumatismo iatrogénico do tronco cerebral ou da medula
oblonga pela insercao da agulha (Wamsley & Alleman, 2004; Platt et al., 2005; Lujan Feliu-
Pascual, Garosi, Dennis & Platt, 2008; Di Terlizzi & Platt, 2009).

A assépsia da técnica deve ser garantida para prevenir a possivel introducdo de agentes
infecciosos dentro do SNC (Cook & DeNicola, 1988; Di Terlizzi & Platt, 2009). E por isso que
uma contra indicacdo a puncdo € a existéncia de infeccdo cutdnea a nivel da regido a
puncionar (Coles, 1979).

A colheita também néo é aconselhavel em casos de aumento da PIC, como por exemplo em
animais com traumatismos (Chrismas, 1991; Rand, Parent, Percy & Jacobs, 1994;
Vandevelde et al., 2003). O aumento da PIC pode estar associada a hérnias transtentoriais
ou cerebelares. Com isto, torna-se 6bvio qgue em doentes em que a priori jA se saiba ou
suspeite de herniacbes a colheita de LCR esta contra indicada (Rand et al., 1994; Lujan
Feliu-Pascual et al., 2008; Di Terlizzi & Platt, 2009). E 0 mesmo se aplica a animais com
suspeitas de massas que ocupem espaco, hemorragias intracranianas, edema cerebral,
hidrocefalias graves, traumatismo cervical e sindrome de Chiari, situacbes em que esta
contraindicada a realizacdo de puncdes (Wamsley & Alleman, 2004; Di Terlizzi & Platt,
2009).

Em casos de suspeita de instabilidade vertebral cervical e de luxacdo atlanto-axial a colheita
de LCR nao esta indicada, assim como em doentes com coagulopatias (Wamsley &
Alleman, 2004; Di Terlizzi & Platt, 2009).

8.5 - Consequéncias/complicagfes

Todos os procedimentos médicos tém um risco associado, e as punc¢des cerebelomedular e
lombar ndo sdo excepcgdes. A insercdo de agulha e colheita de LCR podem provocar um
gradiente de pressdo suficiente para que ocorra movimentacdo caudal de estruturas

intracranianas, ou seja hérnia. Hérnia cerebelar pode comprimir estruturas como a medula
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oblonga e centros vitais do tronco cerebral, provocando graves depressdes respiratorias,
coma e, por vezes morte (Chrismas, 1991; Lujan Feliu-Pascual et al., 2008; Di Terlizzi &
Platt, 2009).

Ja foram descritos casos de meningites como consequéncia de ma assépsia ou de
contaminacéo da agulha antes da colheita (Bradley et al., 2004).

Caso a agulha ndo se mantenha no plano correcto de insercdo, um vaso do seio venoso
vertebral pode ser perfurado, resultando no aparecimento de sangue na agulha. Geralmente
ndo ocorrem efeitos secundarios nos animais e, visto que estes seios estdo fora da medula
espinhal, o LCR estara livre de contaminagdo sanguinea iatrogénica (Braund, 1986). No
entanto, pode acontecer que durante a picada apareca um fina linha de sangue na agulha
resultante dos vasos da pia-aracndide. Esse sangue por vezes pode nao interferir na analise
do LCR, principalmente se o liquido fluir e limpar a agulha espontaneamente (Braund, 1986;
Gomes et al., 2009).

Sinais como inclinacdo da cabeca e hemiparésia podem ocorrer devido a lesdo de nucleos
vestibulares e de feixes motores descendentes na parte ventral do QV. Embora possam
ocorrer, estes sinais geralmente ndo sdo permanentes, sendo transitérios entre um a sete
dias (Chrismas, 1991). Porém, casos de tetraparésia ndo-ambulatéria e seringo hidromielia
permanentes pdés-puncao ja foram descritos, resultando na realizacdo de eutanasia dos
doentes (Parent, 1999; Lujan Feliu-Pascual et al., 2008).

9 - O LCR no animal saudavel - caracteristicas e técnicas laboratoriais

A analise de rotina do LCR deve incluir: avaliacdo fisica e macroscopica, contagem de
células, determinacéo do teor proteico e avaliacao citolégica (Coles, 1979; Freeman, 2005).
Se o0 volume de LCR é limitado, a contagem total e diferencial de células deve ser a
prioridade (Parent, 1999).

9.1 - Avaliacgéo fisica e macroscopica

9.1.1 - Coloragéo

O LCR normal é incolor, com uma aparéncia semelhante a 4gua, e geralmente qualquer
coloracdo no LCR representa uma alteragdo (Ducoté & Dewey, 2008; Di Terlizzi & Platt,
2009; Nghiem & Schatzberg, 2010).

9.1.2 - Turvagéo

Como mencionado, o LCR tem uma aparéncia aquosa e 0 seu aspecto normal é translicido
e transparente (Wamsley & Alleman, 2004; Di Terlizzi & Platt, 2009).
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9.2 - Analises qualitativas

9.2.1 - Proteina total

Comparado com o plasma sanguineo, o LCR tem uma concentracdo proteica extremamente
baixa, com apenas cerca de 0,5% da concentracdo de proteina total ([PT]) do sangue
(Fishman, Ransohoff & Osserman, 1958; Aldred, Brack & Schreiber, 1995; Di Terlizzi & Platt,
2009; Nghiem & Schatzberg, 2010).

Tal como no Homem, nos cées a [PT] aumenta ao longo do neuro-eixo, no sentido rostro-
caudal. E por essa razdo que em amostras obtidas na cisterna atlanto-occipital se verificam
valores de [PT] inferiores do que nas colhidas por puncéo lombar (Bailey & Higgins, 1985;
Thomson et al.,, 1990; Wamsley & Alleman, 2004; Nghiem & Schatzberg, 2010). Em
colheitas na cisterna magna os valores considerados normais para a [PT] s&o entre 15 a 25
miligramas por decilitro (mg/dl) (ou menor do que 25 mg/dL), enquanto que nas amostras da
cisterna lombar os valores variam entre 20 a 45 mg/dL (ou menor que 45 mg/dL) (Fishman
et al., 1958; Nghiem & Schatzberg, 2010). Pensa-se que é devido a lenta circulacao de LCR
na regido lombar, com a consequente acumulacdo de proteina, embora outros estudos
defendam dever-se ao aumento da permeabilidade da BSLCR as proteinas nessa regiao
(Fishman et al., 1958; Thomson et al., 1990; Di Terlizzi & Platt, 2009).

Practicamente a totalidade das proteinas do LCR sdo originarias do plasma sanguineo,
sendo a albumina o constituinte maioritario (cerca de 80 a 95%) (Aldred et al., 1995; Reiber
& Peter, 2001; Reiber, 2003; Freeman, 2005; Di Terlizzi & Platt, 2009). Existem também
vestigios de outras proteinas sintetisadas pelos PC, como por exemplo a transtirretina, a
transferrina e a proteina de ligacdo ao retinol, a alfa-macroglobulina, beta e gama-
globulinas, a prostaglandina D, entre outras (Aldred et al., 1995; Forterre, Raila, Forterre,
Brunnberg & Schweigert, 2006; Di Terlizzi & Platt, 2009).

Como os métodos quantitativos de determinacdo proteica no LCR ndo estdo sempre
rapidamente disponiveis, existem técnicas semi-quantitativas rapidas e acessiveis na pratica
clinica diaria, sem ser necessario equipamentos dispendiosos (Jacobs, Cochrane, Lumsden
& Norris, 1990; Freeman, 2005). De todas as proteinas mencionadas, as globulinas
compdem a fracgdo proteica mais importante a medir. A técnica mais simples de aferir a
presenca de globulinas no LCR é o método de Pandy (Coles, 1979; Meyer, Coles & Rich,
1992; Rakich & Latimer, 2003).

Este teste consiste na mistura de LCR com fenol. Num pequeno tubo de ensaio com cerca
de 1 ml do reagente de Pandy® adicionam-se duas a trés gotas de LCR. Se nessa amostra
de LCR estiver presente uma concentracdo de globulinas superior ao normal, a reacgao ir4
resultar no aparecimento de filamentos ou estruturas floculares brancas. O resultado é dado

numa escala de 0 a 4+ de acordo com a abundancia dos produtos floculares que resultam

.o reagente de Pandy consiste em 10g de acido carbdlico cristalisado em 100 ml de 4gua destilada (Coles, 1979; Desnoyers
et al., 2008).
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da reaccédo, sendo o 0 a normalidade (sem reaccdo) e o 4+ uma reac¢do exuberante, com
uma elevada concentracdo de globulinas, sendo que este teste tem uma sensibilidade de
aproximadamente 50 mg/dL (Coles, 1979; Meyer et al., 1992; Rakich & Latimer, 2003;
Desnoyers et al., 2008). E importante ndo esquecer que caso a amostra de LCR tiver sido
contaminada com sangue durante a puncao este teste pode nado ser fiavel, visto que as
globulinas do sangue resultam em falsa positividade (Coles, 1979). No entanto, tendo em
conta a natureza semi-quantitativa, a ndo reprodutividade dos resultados e a limitacdo na
deteccdo de aumentos ligeiros na [PT], tem sido sugerido outro método de detecéo,
nomeadamente o uso das tiras de andlise de urina (urinary dipstick) (Jacobs et al., 1990;
Meyer et al., 1992; Rakich & Latimer, 2003; Freeman, 2005; Desnoyers et al., 2008; Marcos
& Santos, 2011). A tabela 3 ajuda na interpretacdo das tiras de urina e os resultados da [PT]
estimada.

Decisdes clinicas que se baseiam em leituras com resultados iguais ou superiores a "++"
sdo altamente confiaveis. Porém, as tiras de urina apenas tém aplicacdo como teste de
triagem, compreendendo que resultados falsos negativos e falsos positivos podem ocorrer
guando os valores sdo vestigiais ou 1+ (Jacobs et al., 1990; Rakich & Latimer, 2003; Di
Terlizzi & Platt, 2009). Assim, esta estimativa deve ser seguida de analises quantitativas em
laboratorios de referéncia (Parent, 1999; Di Terlizzi & Platt, 2009).

Tabela 3 - Estimativa da [PT] do LCR através da utilizacdo de urinary dipsticks (N-Multitix SG, Bayer, Miles,
Diagnostic Division). Para a elaboragdo desta tabela foram recolhidos dados dos seguintes autores: Villiers &
Blackwood, 2005 e Peleteiro, Marcos, Santos, Correia, Pissarra & Carvalho, 2011.

Resultado da urinary dipstick [PT] estimada Interpretacéo
Negativo

__ < 30 mg/dL Dentro dos valores normais
Vestigios ("traces")
+ 30 mg/dL
++ 100 mg/dL

Anormal

+++ 300 mg/dL
++++ > 2000 mg/dL

9.3 - Contagem de células

O numero total de células observadas e a caracterizagdo das mesmas séo ferramentas de
extrema importancia na analise correcta do LCR para o diagnostico de afec¢bes do SNC
(Desnoyers et al., 2008; Di Terlizzi & Platt, 2009).

9.3.1 - Contagem total de células (CTC)

A CTC é realizada com o auxilio de hemocitometros, visto que as técnicas hematologicas

ndo sao suficientes para a deteccdo de células no LCR devido a baixa concentracéo celular
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do LCR saudavel e, por vezes, até do LCR do animal doente. Cameras como as de
Neubauer, Nageotte ou de Fuchs-Rosenthal sdo utilizadas, apds permanacerem durante 10
a 15 minutos num ambiente himido facilitanto a adesdo das células ao vidro (Boogerd, et
al., 1988; Moroff, Eich & Dabay, 1994; Abate, Bollo, Lotti & Bo, 1998; Desnoyers et al., 2008;
Di Terlizzi & Platt, 2009). A contagem ¢é feita apds o enchimento de ambas as camaras do
hemocitdmetro com LCR néo diluido (Wamsley & Alleman, 2004).

Os eritrécitos e as células nucleadas sdao contadas separadamente (Di Terlizzi & Platt,
2009). A CTC nucleadas em animais saudaveis € infeiror ou igual a cinco células por
microlitro (cél/pL) e tipicamente nao existem eritrécitos (excepto se ocorrer contaminagao
durante a colheita) (Wamsley & Alleman, 2004; Ducoté & Dewey, 2008).

Deve-se ter cuidado especial na diferenciacdo entre eritrocitos e leucécitos. Os eritrocitos
sdo pequenos, biconcavos, alaranjados, bastante translicidos e podem ser crenados. Os
leucécitos, por outro lado, sdo maiores, por vezes granulares, acinzentados e muito menos
tranlicidos em comparacdo com os eritrocitos. Porém, leucocitos pequenos podem ser
facilmente confundidos com eritrécitos, resultando em CTCs erradas (Wamsley & Alleman,
2004; Desnoyers et al., 2008).

Um método simples de diferenciacdo celular neste tipo de contagem é a técnica do Azul de
Metileno, descrita por Fry e seus colaboradores (2006). Ao adicionar-se este corante na
amostra de LCR a analisar, com o auxilio de um tubo de microhematdcrito, garante-se que
as células nucleadas sejam coradas facilitando a distincdo entre estas e os eritrécitos (Fry,
Vernau, Kass & Vernau, 2006; Marcos & Santos, 2011; Wood et al., 2012).

Amostras colhidas por puncao lombar a cdes saudaveis apresentam contagens celulares

inferiores do que as colhidas na cisterna magna (Ducoté & Dewey, 2008).

9.3.2 - Contagem diferencial de leucécitos (CDLs) e Citodiagnostico (CDx)

Devido a baixa celularidade que o LCR geralmente apresenta, é necessario recorrer-se a
técnicas de concentracdo para possibilitar a avaliacdo citolégica (Desnoyers et al., 2008;
Taylor, 2009). Porém, o contrdrio também se verifica, ou seja, um dos factores
determinantes para a contagem diferencial de mondcitos, linfécitos e qualquer outro tipo de
célula presente® no LCR é um elevado ntimero total de células (Lehmitz, 1988).

As técnicas mais comumente utilizadas s&o as camaras de sedimentacdo e a
citocentrifugacdo. Ambos 0s processos se baseiam em principios fisicos em que as células,
devido as forgas gravitacionais ou centrifugas, se depositam numa lamina de vidro, que
posteriormente sera fixada e corada (Komp, 1972; Némeckova, 1991; Cellio, 2001).

Contudo, apds uma observacdo detalhada, a preservagéo celular (citomorfologia) é maior

°E importante ter em mente que no LCR, seja de animais saudaveis ou com afec¢fes neuroldgicas centrais, outros tipos de
células, como células ependimais, do plexo cordide, meningeais ou, muito raramente, até mesmo neurdnios, podem estar
presentes. Desse modo, em vez do termo "Contagem Diferencial de Leucdcitos”, seréd mais correcto aplicar-se a designagao de
Citodiagnéstico (Kolmer, Spaulgding & Robinson, 1952).
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com métodos menos agressivos, como as técnicas de sedimentacédo (Dyken, Shirley, Trefz
& El Gammal, 1980).

A sedimentagcdo é o procedimento recomendado na auséncia de citocentrifugas e que
facilmente pode ser realizado no consultério pelo préprio MV ou outro profissional treinado
para tal (Taylor, 2009).

Esta técnica é vantajosa na medida que é moderadamente rdpida e proporciona um
rendimento celular de aproximadamente 60%, sendo que a distribuicdo da contagem celular
reflete a verdadeira distribuigéo na amostra (Cellio, 2001; Taylor, 2009).

As desvantagens desta metodologia consistem na perda de pequenas células e na possivel
activacao de células mononucleares, o que pode resultar num aumento das dimensées
celulares, vacuolizagdo e aumento da actividade fagocitica (Cellio, 2001; Dyken et al., 1980).
As camaras de sedimentacdo devem ser preparadas previamente a colheita de LCR. Um
tubo de centrifuga cortado a meio, ou a extremidade lisa do corpo de uma seringa de 5 mL,
€ posicionado e colado perpendicularmente a lamina de vidro através de vaselina. Apenas é
necessario um volume de 0,5 mL de LCR, que devera repousar aproximadamente 30
minutos, dando tempo as células para sedimentarem e aderirem a lamina de vidro. Apos
esse intervalo de tempo o sobrenadante € retirado com o auxilio de uma agulha e uma
seringa, a parafina é cortada e o tubo retirado, possibilitanto que a lamina seja, entao, fixada
e corada (Cellio, 2001; Taylor, 2009).

A citocentrifugacdo é a técnica mais usada por laboratérios especializados. O factor que
condiciona a sua utilizacdo na pratica clinica diaria é o dispendioso equipamento (Komp,
1972; Kontopolous, Minns, O'Hare & Eden, 1986; Némeckova, 1991; Cellio, 2001).

A citocentrifugacdo do LCR é vantajosa na medida em que (1) é simples e fornece
resultados rapidos, preservando razoavelmente a citomorfologia; (2) as células apresentam-
se bem espalhadas facilitando a distincdo e correcta avaliagdo da morfologia citoplasméatica
e nuclear das células; (3) por um lado, utiliza um maior volume de LCR do que o
hemocitdmetro, minimizando a possibilidade de a amostra ser classificada como acelular e
(4) por outro lado, comparada com técnicas de sedimentacdo, sédo necessérias aliquotas
muito pequenas, obtendo-se resultados com volumes de, aproximadamente, 0,2 ml
(Yamashita et al., 1979; Whitmore, Hochberg, Wolfson, Royalty & Taft, 1982; Cellio, 2001).
A amostra de LCR é centrifugada directamente para uma lamina de vidro num ciclo de cerca
de 500 a 1000 rotagBes/minuto, durante 5 minutos. O sobrenadante é removido, a lamina &
fixada e corada, sendo a contagem feita, posteriormente, com o auxilio de um microscépio.
E recomendavel que sejam obtidas pelo menos duas laminas por andlise (Komp, 1972;
Cellio, 2001; Taylor, 2009).

No entanto, ter um espirito critico na interpretacdo de contagens celulares € essencial. De
acordo com o estudo de Christopher e seus colaboradores (1988) com a aplicacdo da

citocentrifugacéo, aproximadamente um quarto das 145 amostras de LCR canino com CTCs
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normais apresentaram alteragcdes morfolégicas nas células. Esses resultados alertam para o
facto de que CTCs dentro dos valores aceitaveis, nem sempre devem ser consideradas
como normais sem antes terem sido avaliadas as caracteristicas morfolégicas das células
presentes na amostra (Christopher, Perman & Hardy, 1988). Para além disso, existe a
possibilidade de se observar um aumento na vacuolizagdo celular e destruicdo de alguns
leucécitos secundariamente a centrifugacao (Cutler & Spertell, 1982; Cellio, 2001). Desde a
década de 80 do século passado que as técnicas de citocentrifugacdo tém vindo a ser
aprimoradas, aperfeicoando o diagnéstico de afeccbes neuroldgicas, minimizando assim as
alteracOes celulares mencionadas (Christopher et al., 1988; Némeckova, 1991).

Fixar e corar as laminas sdo procedimentos essenciais para a CDLs e CDx. A utilizacdo de
um corante que confira uma coloracdo escura ao fundo do campo Optico dificulta a
observacdo e avaliacdo celular. Desse modo, a escolha do corante € importante. Varios
tipos de corantes e técnicas podem ser utilizadas, como Romanowsky (Diff-Quick, May-
Grunwald-Geimsa, Wright's, Geimsa ou combina¢des) ou colora¢cdes multicolores como a
Papanicolau (Boogerd et al., 1988; Vernau, 2000; Freeman, 2005; Marcos & Santos, 2011).
A percentagem de linfocitos, plasmdcitos, mondcitos, macrofagos, neutrofilos e eosindfilos é
contada, assim como a sua classificacdo de acordo com a dimensao e aparéncia e taxa de
mitose. A distribuicdo celular normal deve ser predominantemente mononuclear com a
presenca ocasional de neutréfilos (Vernau, 2000; Ducoté & Dewey, 2008). Mais
especificamente, as células presentes num LCR de um animal saudavel sdo, na maioria,
pequenos linfocitos e células monocitdides. A presenca de neutrofilos até 20% do namero
total de células nucleadas é considerado normal. Eosindfilos podem ser encontrados

ocasionalmente em pequeno namero (Freeman, 2005; Marcos & Santos, 2011).

10 - Processamento da amostra

O LCR é extremamente labil e o correcto processamento e manipulacdo das amostras
garantem a preservacdo da morfologia celular (Cutler & Spertell, 1982). Isso implica que a
analise seja feita rapidamente apds a sua colheita de modo a evitar resultados duvidosos.
Embora se desconheca qual o intervalo de tempo aceitavel para se analisar o LCR com
confianga, € comumente aceite que se deve analisa-lo até 30 a 60 minutos apos a sua
obtencdo (Fry et al.,, 2006; Desnoyers et al., 2008; Dimas & Puccioni-Sohler, 2008; Di
Terlizzi & Platt, 2009; Taylor, 2009).

Poucos sdo os MV que analisam o LCR imediatamente apds a colheita nas suas
instalacdes, remetendo as amostras para laboratérios especializados. Com isso, 0 tempo
médio entre a colheita e a analise do LCR pode atingir varias horas, o que potencialmente
acarreta implicag6es clinicas significativas (Steele, Marmer, O’Brien, Tyson & Steele, 1986;

Glantz et al., 1998; Bienzle, McDonnell & Stanton, 2000; Fry et al., 2006).
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O baixo teor proteico e lipidico do LCR normal sao dois factores limitantes na preservacao
deste, devido & instabilidade das membranas celulares em fluidos hipoténicos (Steele et al.,
1986; Glantz et al., 1998).

Assim sendo, o LCR deve ser recolhido para pequenos reservatorios estéreis, dividindo-se
pelo menos duas aliquotas: 1) uma para determinacdo da [PT] e contagem de células nas
instalagbes e 2) outra, onde se adicione, preferencialmente, um agente estabilizante, para
possiveis estudos futuros. Porém, é improvavel que ocorram erros interpretativos na analise
citologica do LCR caso a [PT] da amostra seja igual ou superior a 50 mg/dL. Se a andlise
nado for realizada na primeira hora poés-colheita, o0 LCR pode ser refrigerado de modo a
garantir uma lenta degradacédo celular, mantendo-se estavel por 4 a 8 horas, ndo tendo
efeitos nefastos sobre outros componentes como proteinas e glicose (Wamsley & Alleman,
2004; Fry et al., 2006; Rosato, Gama & Santana, 2006; Desnoyers et al., 2008; Di Terlizzi &
Platt, 2009; Taylor, 2009; Nghiem & Schatzberg, 2010).

Existem alguns agentes estabilizantes que podem ser adicionados as amostras de modo a
prolongar o tempo-util das aliquotas. Soro autélogo, soro fetal de vitelo (FCS), formalina
tamponada a 10% e hetamido sdo exemplos de estabilizantes/preservantes. No entanto, as
caracteristicas dos agentes utilizados e as suas respectivas diluicdes devem ser levadas em
atencdo para os célculos dos resultados. No caso de soro, seja autdlogo ou FCS, o teor
proteico estard aumentado devido as proteinas séricas, e no caso do hetamido a diluicdo
afecta a CTC, de modo que qualquer determinacdo desses constituintes deve ser feita
previamente a adicdo do estabilizante ou entdo devem aplicar-se factores de correc¢édo nas
andlises futuras®®. Para que a utilizacdo da formalina seja eficaz é necessario adicionar uma
gota por cada 0,25 mL de LCR; o hetamido deve estar numa proporcdo de um para um
(2:1), o FCS deve estar numa concentracdo de 20% (volume:volume) ou utilizar-se soro-
autdlogo a 10% (volume:volume) (Bienzle et al., 2000; Fry et al., 2006; Deshoyers et al.,
2008; Taylor, 2009).

11 - O LCR no animal doente - caracteristicas e técnicas laboratoriais

11.1 - Avaliagéo fisica e macroscopica

O aspecto fisico e a analise macroscoépica do LCR muitas vezes fornecem informacdes que
podem ajudar a direccionar o raciocinio clinico e orientar os futuros procedimentos e
analises no LCR (Desnoyers et al., 2008). A colheita e posteriores exames ao LCR devem
ser realizados nas fases agudas de modo a evitar resultados falsos negativos (Greene &
Oliver, 1983).

0 soro autélogo deve ser adicionado na concentracéo de 10% e o FCS na de 20% (Fry et al., 2006).
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11.1.1 - Coloracéo

Qualquer alteracdo na cor do LCR é sinal da perda do estado higido do paciente (Di Terlizzi
& Platt, 2009).

LCR com cor vermelha ou rosa sugerem presenca de sangue (Di Terlizzi & Platt, 2009;
Nghiem & Schatzberg, 2010). Nestas situagbes é de extrema importancia distinguir-se
hemorragias iatrogénicas (devido a técnica de pun¢éo) de hemorragias patoldgicas. Para tal
efeito deve-se centrifugar a amostra. Se apdés o ciclo de centrifugacdo surgir um
sobrenadante incolor sobre um sedimento celular vermelho, entdo a alteracdo na coloracdo
da amostra é consequéncia da presenca de eritrécitos intactos resultantes de: contaminacgéo
iatrogénica com sangue periférico ou hemorragia no espago subaracndide recente (poucas
horas) (Di Terlizzi & Platt, 2009; Nghiem & Schatzberg, 2010). Se, por outro lado, a cor
vermelha ou amarelada persisitr isso é indicativo de hemorragia crénica (Wamsley &
Alleman, 2004; Nghiem & Schatzberg, 2010). Outro método de distincdo é a realizacédo de
um esfregaco do liqguido onde podem ser visiveis plaquetas, estando contudo a
eritrofagocitose ausente caso seja uma hemorragia iatrogénica (Rakich & Latimer, 2003).
Xantocromia (ou coloracdo amarela/alaranjada do LCR) implica a presenca de bilirrubina.
Como mencionado anteriormente, se 0 LCR é xantocromico pode ser indicativo de
hemorragia crénica (ou uma hemorragia que tenha ocorrido até 10h antes da colheita). Os
eritrocitos, devido a hemorragia, entram em circulagdo no LCR e sdo metabolizados,
resultando na formacdo de bilirrubina. Esta coloracdo pode persistir por duas a quatro
semanas, mas geralmente a normalidade é alcancada entre quatro a oito dias (Wamsley &
Alleman, 2004; Ducoté & Dewey, 2008; Nghiem & Schatzberg, 2010). Muito menos comum
€ a presenca de bilirrubina conjugada no LCR devido a sua grande concentracao sérica em
algumas afecc¢des onde se observe também um grave estado ictérico. Caso as BHE/BSLCR
nao se encontrem intactas, tanto a bilirrubina conjugada como a ndo-conjugada podem
atingir o LCR (Wamsley & Alleman, 2004; Ducoté & Dewey, 2008; Lorenz & Coates, 2011).
Esta coloracdo também pode ocorrer com 0 aumento da [PT] e em casos de inflamacdes ou
neoplasias do SNC (Di Terlizzi & Platt, 2009; Nghiem & Schatzberg, 2010).

Outras coloragfes descritas, mas que muito raramente ocorrem, sdo a amarelo/esverdeada
e a cinzento/preto. O LCR pode apresentar-se amarelo/esverdeado devido a uma grande
elevac@o na concentracdo de células nucleadas que pode ser observada em inflamacdes
purulentas ou neoplasias (Wamsley & Alleman, 2004). Se granulos de melanina, ou até
mesmo melandcitos, estiverem presentes no LCR, este pode adquirir uma coloracéo
acinzentada a negra (Seehusen, Reeves & Fomin, 2003; Wamsley & Alleman, 2004; Kim,
Royal, & Villamil, 2009). A tabela 4 resume, esquematicamente, as diferentes coloracoes

gue sao possiveis de se observar no LCR.
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Tabela 4 - Coloragdes do LCR e sua etiologia (Adaptada de Wamsley & Alleman, 2004).

Amarelo/Laranja _
Cor Vermelho ) Amarelo/Verde Cinzento/Preto
(Xantocromia)

Hemorragia iatrogénica | Bilirrubina associada com | Aumento da concentragdo | Presencade

L ungéo hemorragia patologica de células nucleadas melandcitos ou de
Significado (pungaa) gia pareo . - . .
(inflamag®es purulentas; granulos de melanina
Hemorragia patolégica Hiperbilirrubinémia neoplasias)

11.1.2 - Turvacéao

Sempre que o LCR ndo se encontre transparente € considerado alterado. Qualquer
aumento na turvacdo é atribuido a particulas no fluido e tipicamente ao aumento da
celularidade do LCR (Rakich & Latimer, 2003; Desnoyers et al., 2008; Di Terlizzi & Platt,
2009; Nghiem & Schatzberg, 2010). Contagens celulares superiores a 500 cél/uL séo
responsaveis pela perda do aspecto transparente do LCR* (Rakich & Latimer, 2003; Lorenz
& Coates, 2011). Também ¢é descrito que elevacées marcadas da [PT] e a presenca de
bactérias e fungos estao associadas ao aumento da viscosidade e turvagédo do LCR (Rakich
& Latimer, 2003; Nghiem & Schatzberg, 2010). Erros técnicos, como aspiracdo de gordura,

podem provocar alterac6es da turvacao do LCR (Rakich & Latimer, 2003).

11.1.3 - Coagulacao

O LCR é fluido, porém a sua viscosidade pode aumentar e, embora seja muito raro, esse
aumento pode ser suficiente para ocorrer a coagulacdo do LCR. Isso por vezes esta
associado a um grande aumento da proteina total, fibrinogénio por reac¢do das meninges,
entre outros (Coles, 1979; Ducoté & Dewey, 2008).

11.2 - Anadlises qualitativas

11.2.1 - Proteina

Em afecc¢bes neurologicas o aumento da [PT] ocorre devido a perda da integridade da BHE
e BSLCR, com consequente transsudacdo de proteinas sanguineas para o LCR
proporcionalmente a concentracdo sérica e ao peso molecular ou devido a produgéo de
globulinas intratecais (Sorjonen, 1987; Johnson, 2001; Rakich & Latimer, 2003). Apo6s a
realizacdo dos testes rapidos para determinacéo qualitativa da [PT], descritos previamente,
surge a necessidade de quantificar com precisdo os aumentos na concentragdo proteica do
LCR (Parent, 1999; Di Terlizzi & Platt, 2009).

" Ducoté e Dewey (2008) decrevem que o LCR perde seu aspecto translicido com aumentos na celularidade em contagens
superiores a 200 linfécitos/uL e/ou a 400 eritrocitos/uL.
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11.2.1.1 - Proteina total

Para a quantificagdo de [PT] do LCR assume-se que: (1) todas a moléculas proteicas séo
cadeias polipéptidas puras com 16% de azoto na sua composi¢cdo molecular e (2) que das
centenas de proteinas existentes, todas reagem quimicamente do mesmo modo.
Obviamente, a primeira premissa é falsa e a segunda nem sempre se verifica. Ndo obstante,
essas suposi¢cdes simplistas tornam o doseamento e a quantificacdo de proteinas em fluidos
biolégicos praticos, embora empiricos (Johnson, 2001).

Existem varias técnicas moleculares ao dispor de laboratérios de referéncia, sendo que os
mais comumente utilizados séo as técnicas electroforéticas e espectofotométricas (Johnson,
2001; Taylor, 2009).

As mesmas técnicas de electroforese que se utilizam na quantificacdo de proteina total
sérica podem ser aplicadas ao LCR, caso se disponha de volumes suficientes. Porém, é
aconselhavel o recurso a métodos de alta-resolucé@o tais como o uso de electroforese por
imunofixacéo e coloracdo por prata, que aumentam a sensibilidade do teste, 10 a 100 vezes,
assim como permitem a analise de amostras ndo concentradas (Symons & Brown, 2000;
Johnson, 2001; Karcher & Landers, 2001; Alberts et al., 2002; Rakich & Latimer, 2003;
Walker, 2005).

As técnicas espectofotométricas mais utilizadas sdo as que recorrem a corantes, baseando-
se na capacidade das proteinas de estabelecer ligacBes quimicas a essas substancias
(Meyer et al., 1992; Johnson, 2001). Os corantes utilizados na esmagadora maioria dos
testes sdo os membros pertencentes a série de Azul Brilhante de Coomassie e o Vermelho
Pyrogallol (Johnson & Lott, 1978; Heick, Bégin-Heick, Acharya & Mohammed, 1980; Fuijita,
Mori & Kitano, 1983; Mohammedi et al., 1989; Johnson, 2001; Alberts et al., 2002;
Desnoyers et al., 2008). Ap6és a marcacdo das proteinas, a quantificacdo € feita no
espectofotometro, de acordo com a intensidade da luz no comprimento de onda
seleccionado, sendo directamente proporcional com a [PT] da amostra. Ou seja, quanto
mais intensa a cor obtida, maior serd a concentragdo proteica (Johnson, 2001; Karcher &
Landers, 2001; Kricka & Park, 2001) Testes como este séo fornecidos em Kkits por diversos
laboratdrios, denominados de "Kits de microproteina para determinacdo de proteinas na
urina e no LCR" (Beckman Coulter, Inc., 2010).

Recentemente, testes ELISA para deteccdo de microalbumina foram validados para
amostras de urina e de LCR de cées e gatos (Gentilini et al., 2005). Estes kits de detec¢do
de microalbumina sdo considerados testes de alta qualidade e especificidade na
determinagdo da concentracdo de albumina na urina e no LCR (Lyon et al., 2010). A
guantificacdo também ¢é feita através de espectofotometria, porém, neste caso, a
concentracdo proteica da amostra € inversamente proporcional a absorvancia (Thorpe &
Thorpe, 2005).
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11.2.1.1.1 - Dissociacao albuminocitolégica

Ao aumento da [PT] com CTC normais chama-se de dissociacdo albuminocitolégica. Este
fendmeno ocorre devido a diversas afec¢cdes do SNC que lesionam a BHE/BSLCR, que
aumentam a sintese de proteinas pelo SNC e/ou que obstruem o fluxo do LCR (Wamsley &
Alleman, 2004).

Seja devido a lesdes compressivas extradurais (afeccdes dos discos intervertebrais,
mielopatia cervical estendtica, quistos medulares sinoviais, neoplasias, entre outras) ou
como consequéncias de alteracbes intramedulares (neoplasias, seringohidromielia,
mielopatias  degenerativas, necrose isquémica devido a tromboembolismos
fibrocartilagineos, traumatismos, vascuite), desde que haja lesdes das barreiras do SNC,
interrupcdes do fluxo/absorgéo de LCR ou producao intratecal de globulinas, este fenbmeno
pode verificar-se (Rakich & Latimer, 2003; Wamsley & Alleman, 2004; Freeman, 2005).

11.2.1.2 - Albumina e Quociente de albumina

Como mencionado anteriormente, a albumina, produzida pelo figado, representa cerca de
80-95% do teor proteico do LCR. No animal saudavel a concentragdo de albumina no LCR é
sempre inferior a concentragcdo sérica e o racio entre albumina do LCR e do sangue é
mantido constante (Sorjonen, 1987; Di Terlizzi & Platt, 2009). Deste modo, um aumento na
concentracao de albumina no LCR e consequentes elevacgfes do racio de albumina sérica e
do LCR sao indicadores de lesdo das BHE e BSLCR (Sorjonen, 1978; Sorjonen, Cox &
Swango, 1989; Gentilini et al., 2005).

O racio entre a albumina do LCR (LCR.alb) e a albumina sanguinea (S.alb) € denominado
de quociente de albumina (QA)*? e é considerado normal se for inferior a 2,35 (Sorjonen,
1987; Di Terlizzi & Platt, 2009).

Semelhantes aos kits de microproteina mencionados em 11.2.1.1, existem Kkits para a
determinagéo de microalbumina em amostras de urina e LCR (Hutchison & Paterson, 1988;
McCormick, Shihabi & Konen, 1989; Toto, 2004). Estes testes imunoturbidimétricos
baseiam-se em reacgbes com complexo antigénio-anticorpo, com anticorpos anti-albumina
presente na amostra, sendo a quantificacdo realizada através de espectofotometria
(Johnson, 2001; DiaSys Diagnostic Systems GmbH, 2008).

11.2.1.3 - Enzimas

Existem trés possiveis origens para as enzimas alcangarem o LCR: (1) o sangue, (2) as
células presentes no LCR e (3) o tecido ou tumores do SNC. Tem sido extremamente (til
investigar a actividade de algumas enzimas no LCR para a determinagdo do diagnéstico e
prognostico no decorrer de afeccdes do SNC (Bailey & Vernau, 1997; Rosato, Gama &
Santana, 2006).

2 QA = LCR.alb (mg=dL) / S.alb (g=L).
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Enzimas como a creatina kinase (CK) e a aspartato-aminotransferase (AST), entre outras,
sdo proteinas de grandes dimensBes que num animal saudavel ndo ultrapassam as
BHE/BSLCR. Assim sendo, um aumento das actividades enzimaticas destas no LCR tém
sido consideradas como indicadores de lesdo e necrose do SN, visto ndo ocorrerem em
simultdneo no sangue (Chrisman, 1985; Cook & DeNicola, 1988; Feldman, 1997; Thrall,
2004; Nazifi, Karimi, Hosseini nezhad, Hosseini & Esmailnezhad, 2006; Jaggy, 2010).
Adicionalmente, o prognostico é considerado reservado quando se observam actividades
elevadas da AST e CK (Indrieri, Holliday & Keen, 1980; Feldman, 1997; Rosato et al., 2006).

11.2.1.4 - Globulinas e Imunoglobulinas

As globulinas dividem-se em varias frac¢des, sendo que a que tem maior significancia nas
afeccbes neurolégicas é a fraccdo das gama-globulinas (y-globulinas). Nesta classe
incluem-se as imunoglobulinas (lg), a saber a IgG, IgM e IgA (as principais Ig presentes no
LCR) (Sorjonen, 1987; Sorjonen, Cox & Swango, 1989; Bailey & Vernau, 1997). O seu
doseamento, através de técnicas electroforéticas, acresce importantes informagdes para o
diagnostico, ndo sendo alteradas pela corticoterapia (Cohn, 1997; Cizinauskas, Jaggy &
Tipold, 2000; Behr, Trumel, Cauzinille, Palenché & Braun, 2006).

11.2.1.4.1 - Perfis electroforéticos da proteina no LCR.

Figura 5 - Perfis electroforéticos proteicos no LCR. Adaptado de Behr et al., 2006. Estes perfis ilustram quatro
situacdes que se podem encontrar aquando da realizagdo da quantificagéo proteica por electroforese. O tipo 1 é
o perfi de um animal saudavel. O tipo 2 mostra um pico das globulinas no LCR, mas nédo no sangue, simulando a
producéo intratecal de Ig. O tipo 3 representa perfis anormais, tanto no LCR como no sangue, sugestivo de
alteracdes das BHE/BSLCR num doente com uma afecgdo do SNC. O tipo 4 ilustra um perfil que ndo deve ser
interpretado porque o LCR tem concentragdes proteicas inferiores a 20 mg/dL e apresentam perfis de integracdo
distorcidos (Behr et al., 2006).

Tipo 1 Tipo 2
Sangue LCR Sangue LCR
Type 3 Type 4
Sangue LCR Sangue LCR
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11.2.1.4.2 - IgG

A IgG é a imunoglobulina com maiores dimens@es que se pode encontar, em pequenas
concentragcdes, no LCR de animais saudaveis, tendo geralmente origem no plasma
sanguineo. Na presenca de afeccdes do SNC as concentragfes desta Ilg podem aumentar
no LCR, seja por extravasamento sérico, seja por producdo intratecal. Visto que os
aumentos no LCR sao acompanhados de eleva¢gBes no plasma sanguineo, o racio entre
ambas as concentracbes serd de maior utilidade do que os seus valores absolutos,
determinando-se se esse aumento € consequéncia de actividade do saco tecal (Tipold,
Pfister & Vandevelde, 1993; Tipold, Pfister, Zurbriggen & Vandevelde, 1994; Jones, Cartee &
Bartels, 1995; Di Terlizzi & Platt, 2009).

O indice-lgG (do inglés: IgG index)*® é um valor que reflecte com precisdo a producéo
intratecal de IgG no SNC. O indice-lgG é considerado normal se o seu valor for inferior a
0,27, com um QA normal (Tipold et al., 1993; Behr et al., 2006; Di Terlizzi & Platt, 2009).
Com a excepcédo da forma nervosa da esgana, em quase todos os cdes que padecem de
afec¢bes inflamatdrias infecciosas do SNC existe um aumento da producéo intratecal da
IgG, com consequente aumento do indice-lgG. Doencas degenerativas, compressées
medulares ou alteracdes isquémicas podem apresentar niveis de IgG normais ou
ligeiramente aumentados, tal como a grande maioria das neoplasias do SNC que
apresentam concentracdes normais desta Ig (Bichsel, Vandevelde, Vandevelde, Affolter &
Pfister, 1984; Tipold et al., 1993; Tipold, 1995).

11.2.1.4.3 - IgM

A presenca de IgM no LCR néo é considerada normal. A sua detec¢éo ocorre nos primeiros
estadios da resposta humoral, sendo também a primeira das imunoglobulinas a normalizar a
sua concentracdo na auséncia do estimulo inflamatério. Deste modo, é Gbvio que este
paradmetro tem uma maior especificidade para se poder afirmar a existéncia de afecc¢des
inflamatorias infecciosas do que a IgG, caso ocorra um aumento na sua concentragdo no
LCR (Di Terlizzi & Platt, 2009).

11.2.1.4.4 - IgA

A IgA, uma imunoglobulina envolvida nas primeiras linhas de defesa do organismo, nas
mucosas, é encontrada em grandes concentracdes no LCR de cdes com meningite-arterite
responsiva a corticosteréides (MARC). Embora possam ocorrer aumentos em afecgbes
como esgana ou meningoencefalites granulomatosas, é recomendavel a sua medicdo no
LCR quando se suspeita de MARC (Tipold, 1995; Tipold, Vandevelde & Zurbriggen, 1995;
Burgener, Van Ham, Jaggy, Vandevelde & Tipold, 1998; Schwartz, Moore & Tipold, 2008; Di
Terlizzi & Platt, 2009; Maiolini, Carlson, Schwartz, Gandini & Tipold, 2012).

B0 indice-1gG é calculado pela seguinte formula [racio 1gG LCR/sangue]: [racio albumina LCR/sangue] (Eeg-Olofsson, Link &
Wigertz, 1981).
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11.2.2 - Glicose

A glicose do LCR pode ser rapidamente quantificada na pratica clinica diaria com o recurso
a um glucémetro, embora alguns laboratérios externos facam essa determinag&o por rotina
(Wood et al., 2012).

A concentracgdo de glicose no LCR é dependente de 3 factores: 1) da integridade da BHE, 2)
dos niveis de glicose no sangue e 3) da actividade de microorganismos glicoliticos. A
informacéo dada pela concentracdo de glicose no LCR deve ser sempre comparada com as
concentracdes sanguineas. Porém, por mais que a glicose sérica aumente
indiscriminadamente, existe uma saturacao cinética que controla a concentracdo deste
acucar no LCR (Fishman, 1964; Spano e Hoerlein, 1978).

Os niveis normais de glicose no LCR devem encontrar-se entre 0os 60 e 0os 80% do valor
sérico. Aumentos ligeiros podem sugerir compressdes medulares, encefalites, abcessos e
neoplasias cerebrais. Contudo, alguns tumores sao responsaveis por baixos niveis de
glicose no LCR (hipoglicorraquia) por diminuicdo do seu transporte caso haja
comprometimento meningeo (Petersdorf, Garcia & Swarner, 1959; Spano e Hoerlein, 1978;
Rosato, Gama & Santana, 2006; Wood et al, 2012).

Outros exemplos de hipoglicorraquia sdo a esgana canina e a actividade de bactérias
glicoliticas responséaveis por infeccbes piogénicas (meningites bacterianas) (Petersdorf &
Harter, 1961; Spano e Hoerlein, 1978; Wood et al., 2012).

11.3 - Contagem de células

O aumento do numero de células no LCR designa-se por pleocitose. A pleocitose é
caracterizada durante as contagens total e diferencial de células (Wamsley & Alleman, 2004;
Taylor, 2009).

11.3.1-CTC

Grosseiramente, Wood, Garosi e Platt (2012) agrupam os diferentes possiveis diagndsticos
diferenciais mais comuns em trés diferentes intervalos, tendo em conta os valores obtidos
nas CTCs (Tabela 5).

Tabela 5 - Diferentes diagnésticos diferenciais baseados na contagem total de células de amostras de liquido
cefalorraquidiano. Adaptada de Wood, Garosi & Platt, 2012.

CTCs Diagnosticos Diferenciais mais comuns
5-25 cél/uL Vascular, Traumatismo, HD, Convulsdes, Neoplasias
25 - 50 cél/uL Inflamatério, Traumatismo, Neoplasia, HD
> 50 cél/pL Inflamatadrio (estéril ou infeccioso), Traumatismo

HD - Hérnias discais.
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11.3.2 - CDLs e CDx

Na tabela 5 é Obvia a sobreposicao de diversos diagndsticos diferenciais, o que realga a
necessidade de recorrer-se ao CDx, com o intuito de alargar o espectro dos possiveis
exames complementares que se podem realizar no LCR (Wood et al., 2012). Para além
disso, a pleocitose em si nhdo tem correlacdo com a gravidade da afeccdo nem com o seu
prognostico. O aumento do nimero de células no LCR apenas reflete o grau de involvimento
das meninges, ou das células ependimais, durante a doenca (Wamsley & Alleman, 2004).
Assim sendo, a CTC e o CDx sao Uteis quando coadjuvados com a historia pregressa,
anamnese, 0 exame neurolégico, o conjunto de sinais e outros exames complementares de
diagnostico. Tendo estas limitacdes em mente, a avalicdo das sub-populagées linfociticas
pode ser de grande ajuda na caracterizacdo da afecgéo (Tipold, 2003).

De acordo com o tipo celular predominante, classifica-se os diferentes tipos de pleocitose
em mononuclear, neutrofilica, mista ou eosinofilica (Wamsley & Alleman, 2004; Di Terlizzi &
Platt, 2009). No entanto, é importante recordar que nao so6 células inflamatérias podem estar

presentes no LCR (Kolmer, Spaulgding & Robinson, 1952).

11.3.2.1 - Pleocitose mononuclear

A pleocitose mononuclear é caracterizada por um aumento da concentracdo, ou
percentagem (superior a 75%), de linfocitos e/ou de células monocitéides/macréfagos no
LCR (Coles, 1986; Di Terlizzi & Platt, 2009; Marcos & Santos, 2011).

Este tipo de pleocitose é caracteristica de infec¢cBes virais, podendo ser também observada
em infeccBes protozoérias, em hérnias discais, em mal-formac@es e instabilidades vertebrais
com inflamagfes consequentes da medula espinhal e neoplasias (Abate et al., 1998; Bohn,
Wills, West, Tucker & Bagley, 2006; Garosi et al., 2010).

A MARC, na forma atipica prolongada € caracterizada por uma pleocitose mononuclear e
por vezes mista, diferenciando-a da sua forma clinica mais comum com pleocitose
neutrofilica (Cizinauskas et al., 2000; Gandini, Brini, Belloti & Cipone, 2003; Kis, Forsek,
Matijatko, Kucer & Simoniji, 2008; Lowrie, Penderis, McLaughlin, Eckersall & Anderson,
2009).

11.3.2.1.1 - Linfécitos

A presenca de linfocitos reactivos, médios ou grandes, no LCR, mesmo em contagens
normais, pode ser um sinal de compromisso das barreiras protectoras do SNC. Alteracdes
morfoldgicas associadas a aumentos nas CTCs ocorrem em diversas afec¢des. Plasmacitos
sdo células que, por vezes, podem ser observadas no LCR em neoplasias e infecgbes
agudas ou em afecgdes com producdo de imunoglobulinas a nivel do SNC (Di Terlizzi &
Platt, 2009; Marcos & Santos, 2011).
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Este tipo de pleocitose (quando mais de 50% das células observadas séo linfécitos) é
caracteristico, mas ndo exclusivo, de infec¢des virais. A esgana canina (Morbilivirus) é a
infeccdo viral mais comumente observada no cdo e caracterizada por uma pleocitose
linfocitica moderada com aumentos ocasionais de macrofagos (Abate et al., 1998; Tipold,
1995; Amude, Alfieri & Alfieri, 2006a; Amude, Alfieri & Alfieri, 2007; Wood et al., 2012). Estas
infeccdes, geralmente, apresentam um predominio de linfocitos e de plasmadcitos no LCR,
podendo esta pleocitose ser também observada na MARC crénica, nha meningoencefalite
granulomatosa (MEG) e nas meningites necrosantes (mais de 80% de linfocitos observados
em CTCs ndo muito elevadas) (Tipold & Jaggy, 1994; Mufiana & Luttgen, 1998; Ki$ et al.,
2008; Lowrie et al., 2009; Tipold & Schatzberg, 2010; Marcos & Santos, 2011; Wood et al.,
2012).

Inimeras afeccBes do sistema nervoso central provocam o aumento da concentracdo de
linfécitos no LCR, desde alteracbes cerebrovasculares, a hérnias discais ou outros
traumatismos, a infeccdes por protozoarios e neoplasias (Vandevelde & Spano, 1977,
Lorenzs et al., 2011a; Srugo, 2011; Wood et al., 2012).

As contagens celulares sdo, muitas vezes, inconclusivas para o diagnostico de neoplasias
do SNC. Porém, no caso de linfoma/linfosarcoma, por vezes, a citologia do LCR é
diagnéstica, observando-se células linféides grandes e uniformes juntamente com uma
populacdo de linfocitos normais. Essas grandes células observadas, denominadas de
células linfoblasticas, sdo facilmente reconhecidas pela presenca de um nucleo rico em
cromatina condensada, um nucléolo proeminente e por apresentar ruptura da membrana
nuclear (Vandevelde & Spano, 1977; Rosin, 1982; Pfaff, March & Fishman, 2000; Tipold,
2003; Ducoté & Dewey, 2008). Contudo, ndo se deve excluir neoplasias das listas de
diferenciais apenas pela existéncia de CTCs normais, ja que, mesmo no caso do

linfoma/linfosarcoma, podem existir contagens e CDx normais (Lefbom & Parker, 1995).

11.3.2.1.2 - Células monocitéides

Em algumas afec¢des do SNC os mondcitos séo activados e transformados em macrofagos.
Os macrofagos representam uma reaccdo inespecifica a inflamacdo, hemorragia ou
degenerescéncia. Durante o CDx, por vezes, é possivel observarem-se essas células
vacuolizadas e/ou contendo material fagocitado, como detritos celulares, microorganismos
ou eritrécitos (eritrofagocitose - sinal de hemorragia patolégica nao iatrogénica) (Meadows,
MacWilliams, Dzata & Delauche, 1992; Tipold, 2003; Wood et al., 2012).

Como referido previamente, em casos de esgana a pleocitose mononuclear linfocitica é
caracterisitica. Porém, por vezes, a populacdo celular predominante sdo os mondcitos. E,
embora ndo muito comum, j& foi descrita a presenca de inclusfes intracitoplaméticas em
mondécitos no LCR de um céo diagnosticado com esgana (Alleman, Christopher, Steiner &
Homer, 1992; Tipold, 1995; Abate et al., 1998, Ducoté & Dewey, 2008).
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11.3.2.2 - Pleocitose neutrofilica

O termo "supurativo" € empregue quando existe um predominio de neutréfilos. A pleocitose
neutrofilica é caracteristica de infeccbes bacterianas (supurativas) e na fase aguda da
MARC asséptica. Menos comumente, as encefalites virais (como a esgana canina) e
fungicas também podem ter como consequéncia um aumento da populagdo de
polimorfonucleares neutréfilos. Estes neutrdfilos observados no LCR no decorrer de
processos infeciosos tém maior tendéncia a apresentar degenerescéncia do que o0s
relacionados com doencas ndo-infecciosas (Radaelli & Platt, 2002; Seehusen, Reeves &
Fomin, 2003; Tipold, 2003; Ducoté & Dewey, 2008; Wood et al., 2012).

AlteracBes assépticas também podem ser caracterizadas por este tipo de pleocitose, a
saber afec¢des inflamatérias agudas como traumatismos, encefalites idiopaticas,
hemorragias, enfartes, embolismo fibrocartilaginoso, necrose, meningite asséptica pos-
meilogréfica e neoplasias (Tipold, 2003; Ducoté & Dewey, 2008; Wood et al., 2012).

Varios tipos de tumores podem provocar esta alteracdo no LCR. Muitos autores descrevem
gue os meningiomas (principalmente os localizados na fossa caudal) estdo correlacionados
com pleocitoses neutrofilicas. Porém, Dickinson e seus associados (2006), num estudo
retrospectivo de 19 anos, concluiram que o LCR colhido de doentes com meningiomas
intracranianos ndo apresentavam pleocitoses neutrofilicas e altas CTCs como seria de
esperar pela literatura existente (Ducoté & Dewey, 2008; Wood et al., 2012).

Esta descrito também que pleocitoses neutrofilicas sdo comuns por periodos superiores a
72 horas apoés a realizacdo de mielografias (Widmer, Blevins, Cantwell, Cook & DeNicola,
1990; Snyder, Tarigo & Neel, 2007; Di Terlizzi & Platt, 2009; Wood et al., 2012).

11.3.2.3 - Pleocitose mista

Uma pleocitose mista, como o proprio nome indica € caracterizada por uma mistura de
populagcdes celulares nomeadamente linfocitos mononucleares, neutréfilos e,
ocasionalmente eosindfilos e plasmécitos (Wood et al., 2012).

Uma populacdo mista é frequentemente observada em doencas inflamatérias por
protozoarios, infecgbes bacterianas cronicas, em lesdes necréticas e, mais comum e
predominantemente, na MEG (Meadows, MacWilliams, Dzata & Delauche, 1992; Tipold,
2003; Ducoté & Dewey, 2008; Wood et al., 2012). Pleocitoses ligeiras a moderadas podem
ser o resultado de inflamagdes secundarias a, por exemplo, mielomalacias hemorragicas,
isquémia, enfarte ou até mesmo de hérnias discais. (Di Terlizzi & Platt, 2009; Marcos &
Santos, 2011).

Nos casos de hérnias discais do tipo | pode encontrar-se um aumento da celularidade, com
populacdes mistas de leucdcitos, com o predominio de linfocitos. Essas alteragfes sdo mais
comuns em hérnias discais toracolombares do que em cervicais, especialmente em

processos a avancar para a cronicidade (Windsor, Vernau, Sturges, Kass & Vernau, 2008).
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Pleocitoses mistas também sdo observadas (com cardcter moderado a grave) quando
associada a infeccbes fungicas (Criptococcose, Blastomicose e Aspergilose), a
Toxoplamose e Neosporose, Erlichiose e Histoplasmose (Meadows, MacWilliams, Dzata &
Delauche, 1992; Maretzki, Fisher & Greene, 1994; Wood et al., 2012).

E importante notar-se que os neutrofilos degeneram mais rapidamente do que as células
mononucleares. Se o tempo decorrido entre a colheita e as contagens celulares for muito

elevado isso pode ter implicacdes para o diagndéstico (Steele et al., 1986).

11.3.2.4 - Pleocitose eosinofilica

As pleocitoses eosinofilicas sdo raras. Este tipo de pleocitose € descrito para a
meningoencefalomielite eosinofilica responsiva a coérticos (ou eosinofilica idiopatica),
havendo evidéncias de predisposi¢cies para racas como Golden retrievers e Rottweilers
(Smith-Maxie, Parent, Rand, Wilcock & Norris, 1989; Bennett, Allan, Guilford, Julian &
Johnston, 1997; Salvadori, Baroni, Arispici & Cantile, 2007; Di Terlizzi & Platt, 2009;
Windsor, Sturges, Vernau & Vernau, 2009).

Tal como nos humanos, é possivel encontrar-se um predominio de eosindfilos no LCR em
infeccbes protozoarias (e.g. Neosporose), fungicas (e.g. Criptococose), em migracdes
parasitarias aberrantes, ocasionalmente em MEG, neoplasias e, muito raramente, em
infeccdes virais como a esgana e a raiva (Vernau, 2000; Seehusen, Reeves & Fomin, 2003;
Ducoté & Dewey, 2008; Di Terlizzi & Platt, 2009; Windsor, Sturges, Vernau & Vernau, 2009;
Nghiem & Schatzberg, 2010; Wood et al., 2012).

11.3.2.5. - Outras alteracdes

A presenca de plasmdécitos no LCR pode ocorrer em casos de MEG, MEN ou outras
doencas inflamatérias estando, porém, associados a respostas inflamatérias ndo-especificas
(Wood et al., 2012).

Por vezes, em amostras citocentrifugadas, agentes infecciosos, incluindo bactérias, fungos
(como o Cryptococcus), protozoarios, Ehrlichia, Histoplasma e corpos de inclusdo de esgana
podem ser observados (Alleman, Christopher, Steiner & Homer, 1992; Meadows,
MacWilliams, Dzata & Delauche, 1992; Abate et al., 1998; O'Toole, Sato & Rozanski, 2003;
Wood et al., 2012).
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Tabela 6 - Diagndsticos diferenciais de possiveis afecc¢des do sistema nervoso central tendo em consideragao

as contagens celulares do liquido cefalorraquidiano. Adaptada de Wood, Garosi & Platt, 2012.

Pleocitose Pleocitose ) ) Pleocitose Eritrécitos
. Pleocitose Mista o o
Mononuclear Neutrofilica Eosinofilica e Linfécitos
e Encefalomielites | ¢ Encefalomielites | ¢ MEG e MEE e Trauma
virais bacterianas *  Protozoarios « Migraces * Vascular
. MARC (SRMA) o MARC [SRMA] . Erhlichiose ];arasitérias
Fungos
¢ MEN/LEN e Neoplasia (e.g. * g . e  Protozoarios
e Neoplasia (e.g. Meningioma) ¢ Neoplersms e  Fungos
Linfoma) «  Fungos *  Embolia
e MEG fibrocartilaginosa

. Protozoarios

. Alteragdes

Protozoarios
Necrose

Herniac6es dos

. Enfarte
. Mielomalacia

. Migragcdes

Degenerativas discos intervertebrais i
o ) parasitarias
(incluindo e Traumatismo/

compressodes) Hemorragia

e  Mielografia

(artefacto)

Menos comumente visualizam-se no LCR células neoplasicas, embora seja possivel em
tumores exfoliativos como linfoma, histiocitose maligna e carcinoma do plexo coréide, sendo
gue 0s processos neoplasicos apresentam contagens diferenciais extremamente
inespecificas (Tipold, 2003; Wood et al., 2012).

Na mielomécia ou em afeccdes desmielinizantes podem encontrar-se mielina (seja
fagocitada por macréfagos ou mielina livre - fragmentos de mielina) (Cutler & Spertell, 1982;
Bauer, Bassett, O’'Neill & Acke, 2006; Wood et al., 2012).

Em doencas de armazenamento lisossomal é possivel observar-se inclusées no interior das
células mononucleares, sendo que a sua aparéncia depende do produto metabdlico
armazenado (Wood et al., 2012).

Um estudo realizado por Gongalves e seus colegas (2010) sobre as alteracdes no LCR em
cdes com epilepsia, demonstrou que existe uma correlagdo negativa entre a CTCs e o
tempo decorrido entre a ultima convulsdo e a colheita de LCR (Gongalves, Anderson,
Innocent & Penderis, 2010)

Se as pleocitoses eosinofilicas sé@o, per si, incomuns, a presenca de parasitas no LCR &
extremamente improvavel, tendo sido descrito um caso da presenca de uma larva de
Angiostrongylus vasorum no LCR de um pug (Negrin, Cherubini & Steeves, 2008).

A tabela 6 apresenta os diagnosticos diferenciais de possiveis afeccgbes do sistema

nervoso central, tendo em consideracéo as contagens celulares do LCR.

11.4 - Culturas de microoganismos

Para o diagnéstico de uma meningoencefalomieite infecciosa podem ser realizadas culturas

bacterianas, aerdébias e anaer6bias. Contudo, em medicina veterinaria, as culturas
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bacterianas de LCR raramente sdo de grande valor para a determinacdo do agente
etiolégico. Isso pode ocorrer porque o0 agente se encontra encarcerado num abcesso, ou
porque estd presente em pequenas quantidades. Por vezes os sinais de infeccdo séo
secundarios a um metabolito bacteriano, e ndo devido ao agente per si, resultando em
culturas negativas. O mau processamento do LCR e dos meios de cultura também podem
influenciar o sucesso desta técnica. Assim, resultados positivos séo raros, sendo espectavel
uma alta percentagem de falsos negativos (Peters, Pohlenz, Jaton, Ninet & Bille, 1995;
Radaelli & Platt, 2002; Di Terlizzi & Platt, 2009; Wood et al., 2012).

Culturas de fungos e isolamento viral também podem ser realizados com algum sucesso no
LCR. No entanto, continua a ser um teste insensivel, tendo sido substituido por técnicas

moleculares ou doseamento de anticorpos ou antigénios (Wood et al., 2012).

11.5 - Técnicas moleculares

A reaccao de polimerase em cadeia (PCR) é uma Optima técnica pra identificacdo do
material genético - acido desoxirribonucleico (DNA) ou acido ribonucleico (RNA) - de
agentes infecciosos que ndo se detectam por culturas bacterianas (Di Terlizzi & Platt, 2009).
Na medicina humana, o uso do PCR para deteccdo de agentes no LCR revolucionou o
diagnéstico de infecgbes do SNC. No caso da medicina veterinaria, o PCR deve ser tido em
consideracdo para o diagnostico de meningoencefalites de etiologia desconhecida,
idealmente conjuntamente com testes seroldgicos (Debiasi & Tyler, 2004; Nghiem &
Schatzberg, 2010; Nilsson, Elfving & Pahlson, 2010).

Contudo, embora seja extremamente Util, os resultados de PCR obtidos devem ser tidos em
conta criteriosamente, pois esta técnica ndo é desprovida de falhas. Para além disso, um
PCR negativo ndo deve ser assumido como auséncia de agentes infecciosos. Falsos
negativos ocorrem devido a varias razbes, a saber 1) o material genético do agente
infeccioso pode estar presente em infimas quantidades, ndo sendo possivel a sua
polimerizagdo em cadeia, 2) estar presente apenas no parénquima e ndo no LCR, 3)
simplesmente o agente j4 ndo esta presente, embora a afec¢do ainda tenha sintomatologia
e 4) estarem presentes no LCR inibidores de PCR (Nghiem & Schatzberg, 2010; Di Terlizzi
& Platt, 2009).

Existem vérias alteracbes ao PCR convencional, sendo que, dependendo do agente
suspeito, devem-se aplicar as ténicas mais sensiveis e especificas para a obtengcédo do
diagnéstico (Nghiem & Schatzberg, 2010).

O PCR convencional é usado para a amplificagdo da grande maioria dos agentes
infecciosos como o Morbilivirus, Toxoplasma gondii, Neospora caninum, Ehrlichia canis,
Rickettsia rickettsii (McBride et al., 1996, Stiles, Prade & Greene, 1996; Goodman, et al.,
2003; Jalal, Nord, Lappalainen & Evengard, 2004; Amude, Alfieri & Alfieri, 2006b; Kidd et al.,
2008, Jaderlund, Bergstrom, Egenvall, Hedhammar, 2009). Schatzberg e colegas (2003)
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demonstraram que uma ferramenta semelhante ao PCR para o diagnéstico de
toxoplasmose ou neosporose é o PCR-multiplex (Schatzberg et al., 2003). No caso de
suspeita de esgana, o PCR com transcricao reversa (RT-PCR) é o ideal e mais sensivel
para o diagndstico ante-mortem, amplificando o RNA viral (Frisk, Konig, Moritz &
Baumgartner, 1999; Saito, Alfieri, Wosiacki & Negra, 2006). A tabela 7 resume quais 0s
agentes mais relevantes que podem ser responsaveis por doengas infecciosas do SNC do
cdo e quais os testes que se podem realizar para o seu diagndstico.

O Anexo 3 contém uma tabela resumo das caracteristicas normais e anormais do LCR.

Tabela 7 - Testes de doencas infecciosas no liquido cefalorraquidiano. Adaptada de Wood, Garosi & Platt, 2012.

Agente infeccioso Titulo de anticorpo PCR
Morbillivirus + +
Ehrlichia canis + +
Rickettsia rickettsii + +
Toxoplasma + +
Cryptococcus* - -

* Para o diagnéstico de Cryptococcus a titulag@o de antigénio é altamente sensivel e especifica.
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Parte Il - Parte pratica/Componente experimental

1 - Material e Métodos

A componente pratica desta dissertacdo visou compilar as possiveis alteracbes que se
podem verificar no LCR aquando da presenca de afeccées do SNC do céo, de modo a
aferir-se a importancia da realizacdo da andlise deste liquido por rotina em doentes
neuroldgicos. Também se decidiu estudar as possiveis relacdes estatisticas entre a colheita
ou ndo de LCR e a obtencado de um diagnostico definitivo e se a obtencdo de LCR tem
alguma influéncia no nimero e no peso de exames necessarios para a obtencao de um

diagndstico.

1.1 - Material de estudo

O material de estudo para a feitura desta dissertacdo foi o LCR colhido de animais
examinados na Clinica Veterinaria Referéncia Veterinaria durante o estagio curricular, com
duracéo de 6 meses™. Dentre a casuistica total de 171 animais, 156 séo cées e apenas 143
€ que constituiram o objecto de estudo. A colheita e analise de LCR foram realizadas em 37
doentes, sendo a sua escolha totalmente dependente da neurolocalizacdo da lesdo e da
autorizacdo escrita prévia dos proprietarios. A distribuicdo de sexo, idade e raca dos
doentes é totalmente aleatéria, tendo em conta que 0s animais estudados pertencem a
proprietarios que recorrem aos servicos meédicos veterinarios por referéncia de outros MV ou
a procura de segundas opiniées. Informacdes adicionais sobre a casuistica encontram-se no
Anexo 1. Assim sendo, temos dois grupos distintos: o grupo "LCR" (n = 37) onde estdo

representados os animais em que se colheu LCR, e o grupo "S/LCR" (Sem LCR; n = 106).
1.2 - Material

1.2.1 - Colheita e analise de LCR

Todo o material utilizado para os procedimentos descritos na alinea 1.3 do presente capitulo
estdo de acordo com a bibliografia pesquisada, salvo algumas excepg¢bes em que se
realizaram algumas adaptacdes devido a indisponibilidade de material ou constrangimentos
de orgamento.

Genericamente foram utilizadas trés agulhas para puncgéo, todas elas Spinocan (Braun®),
nomeadamente agulhas de 75 mm ou de 40 mm, ambas com 22G ou a de 75 mm com 25G.
O poco de sedimentacdo era feito com uma lamina de vidro (Laminas Micro Slides,
Normax®), com uma seringa (Braun) de 5 mL cortada a meio e posicionada com a
extremidade lisa do corpo e fixa com auxilio de plasticina (J. Ribeiro, comunicacao pessoal,
25 Setembro, 2011).

 para mais informagBes consultar Anexo 1 - Breve descricdo das actividades realizadas durante o estagio curricular e
casuistica.
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As CTCs eram feitas com recurso a uma camara de Neubauer (0,200mm - 0,0025mm?,
Brand Blaubrand ®). Ambas as camaras eram cheias com o LCR e a contagem era
realizada com o auxilio de um microscopio 6ptico (Olympus CH-2%).

Para o CDx, a lamina era fixada com metanol e corada com corantes azul e vermelho
(Microscopy Hemacolor, Reactivo Corante Azul e Vermelho, Merck®). A observacéo era feita
novamente no mesmo microscopio optico.

Para o teste de Pandy, para além do reagente de Pandy (acido carbdlico) foram utilizados
tubos de ensaio de plastico onde se realizava a reaccao.

1.2.2 - Andlise estatistica

Os dados da casuistica foram compilados em tabelas com Microsoft®Word:Mac2011 e em

folhas de Microsoft®Excel:Mac®***

, onde se construiram alguns gréaficos, apresentados na
seccao "Resultados". Para o tratamento estatistico dos dados utilizou-se o programa
IBM®SPSS®Statistics version 20.

Neste estudo tém-se diversas variaveis a analisar, a saber:

e Espécie - realizou-se apenas uma analise estatistica descritiva desta variavel.

e Idade - embora néo tenha havido uma escolha do intervalo de idades dos doentes, é
interessante realizar-se uma estatistica descritiva desta variavel.

e LCR - esta variavel nominal refere-se a colheita ou ndo de LCR, sendo que o "1" é
utilizado para caracterizar os animais em que se obteve uma amostra de LCR e 0 "0"
os doentes em que nao se realizou a puncao e colheita de liquido.

e Dx - esta variavel nominal refere-se ao diagndéstico definitivo. Se se tiver alcancado o
diagndstico os animais sédo reprensentados por um "1", caso contrario utiliza-se o "0".

¢ NUmeroMCD - numero de meios complementares de diagnéstico (MCD) utilizados
por animal.

e PesoMCD - para a obtencdo do diagndstico séo utilizados MCD. Cada exame
realizado tem custos e riscos associados, ndo deixando de parte o tempo necessario
para a realizacdo de cada exame e a obtencdo dos resultados. Numa tentativa de
medir todas essas caracteristicas criou-se a variavel PesoMCD, representando o
"peso" simbdlico que cada exame, individualmente, tem no processo diagndstico
(Tabela 8). Assim sendo, para cada animal, determinou-se o0 "peso" total que o0s
MCD tiveram durante o seu exame diagndstico, somando-se o0s pesos individuais de
cada exame realizado. Tendo em conta os factores referidos acima decidiu-se
atribuir os seguintes valores: Estudo radiografico - 1; Colheita e andlise de LCR - 2;

Mielografia - 3; Ressonancia magnética - 4; Outros: testes sanguineos - 1.
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Tabela 8 - Meios complementares de diagnéstico e seus respectivos pesos.

MCD Rx LCR Mielografia RM Outros

Peso 1 2 3 4 1

MCD - Meios complementares de diagndéstico; Rx - Estudo radiogréfico; LCR - colheita e analise de liquido cefalorraquidiano;
RM - Ressonancia magnética; Outros - Testes sanguineos.

1.3 - Métodos

1.3.1 - Colheita e andlise de LCR

Todos os doentes a quem se recolheu LCR foram submetidos a uma avaliagdo céardio-
respiratoria previamente a inducdo anestésica e administracdo de anestesia geral pelo
cardiologista da clinica.

A colheita de LCR foi realizada seguindo as directrizes descritas anteriormente na revisédo
bibliografica (em 3.8 - Colheita de LCR). A escolha do local de puncao baseou-se sempre na
neurolocalizacdo da lesdo ou lesGes presentes, apds a realizacdo de um completo e
minucioso exame neuroldgico. Na eventualidade da necessidade de recorrer-se a
mielografia, as colheitas foram feitas sempre imediatamente antes da administracdo de
contraste.

A preparacdo de todos os animais foi realizada pelos estagiarios responsaveis pelos caso,
auxiliados pelas enfermeiras do servico. Apds a tricotomia e higienizacdo do local de
puncéo, os doentes eram posicionados e a colheita era realizada pelo Dr. Jodo Ribeiro.

As colheitas foram feitas com agulhas de puncdo lombar escolhidas de acordo com a
profundidade a puncionar (ver 1.2 para descricdo das agulhas utilizadas).

Durante as punc¢fes/colheitas, algumas das primeiras gotas de LCR eram colhidas
directamente para um poc¢o de sedimentacdo preparado previamente. Essa aliquota era
deixada a repousar durante, aproximadamente, 30 minutos antes de se proceder a
realizacdo da CTC e do CDx.

As amostras para CTCs eram obtidas com o auxilio de uma seringa estéril (ndo se aplicando
pressdo negativa), apenas recolhendo as gotas que se formam no canhdo da agulha. O
LCR assim obtido era utilizado para as contagens celulares totais numa camara de
Neubauer e a contagem era realizada no microscopio éptico.

Para obter a melhor acuidade na realizagdo desta andlise, padronizou-se o método de
contagem. Assim, em ambas as camaras do hemocitdmetro os quatro quadrados de cada
extremidade (a laranja na Figura 6) e o quadrado central (a azul na Figura 6) sdo contados.

Grosseiramente, os 10 quadrados contados correspondem a 1uL.
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Figura 6 - Hemacitdmetro (camara de Neubauer) e representacdo esquematica de uma das zonas de contagens

de células da camera (Figura original).
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Para o CDx, ap0s o tempo de sedimentacdo de cerca de 30 minutos, o excesso do liquido
era retirado com pipetas de plastico descartaveis e a lamina fixada, corada e vista no
microscopio. Nem toda a extensdo da lamina era observada, apenas a superficie onde o
LCR esteve em contacto com a lamina durante a sedimentacdo. No caso de pleocitose,
eram determinadas as proporcdes das células presentes.

Todas as contagens eram anotadas num diario clinico e posteriormente incluidas nos
registos clinicos de cada doente num sistema informatico.

Algumas gotas do liquido colhido eram utlizadas para a realiza¢do do Teste de Pandy. Num
pequeno tubo de ensaio de plastico, com cerca de 2 a 3 ml de Reagente de Pandy,
acrescentavam-se 3 a 4 gotas do LCR, observava-se o resultado da reaccéo e anotava-se
no diario clinico. Todos os resultados eram observados por pelos menos duas pessoas e
confirmados sempre pelo Dr. Jodo Ribeiro devido ao caracter subjectivo do teste.

O resto das amostras que ndo eram utilizadas para contagens celulares ou Pandy eram
guardadas refrigeradas. ApOs os exames imagiologicos (mielografia e/ou RM) decidir-se-ia
se seriam necessarios mais testes, nomeadamente testes que recorressem a técnicas
moleculares.

Nos doentes em que se supeitava de doencas inflamatorias infecciosas essas amostras
seriam, entdo, encaminhadas para laboratérios externos. Em todos os pacientes realizava-
se, se acordado pelos proprietarios dos doentes, uma bateria de exames, a saber:
determinacdo de proteina totais e perfil electroforético proteico e pesquisa de agentes
infecciosos. Neste (ltimo caso pesquisou-se Morbillivirus, Ehrlichia canis, Cryptococcus,

Neospora e Toxoplasma.

1.3.2 - Tratamento estatistico

As variaveis sexo, idade, LCR, S/LCR, NUmeroMCD e PesoMCD foram sujeitas a analises
estatisticas descritivas, determinando-se as suas frequéncias absolutas e relativas, médias,
variancias e desvios-padréo, quando justificavel.

Para determinar se a utilizacdo de testes paramétricos ou ndo-paramétricos seria a mais

correta, utilizou-se o teste de Kolmogorov—Smirnov para testar a normalidade da distribuic&o
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das variaveis em estudo: NUmeroMCD e PesoMCD. Este teste avalia se uma amostra é
retirada de uma dada distribuicdo, ou se duas amostras sdo provenientes da mesma
distribuicéo (Anexo 5).

Apb6s verificada a normalidade das variaveis, foram também averiguadas as possiveis
relagBes entre as variaveis NUmeroMCD-LCR e PesoMCD-LCR através do teste nao
paramétrico para duas variaveis independentes de Mann-Whitney U (Anexo 6).

Analisou-se a relacdo entre as variaveis LCR e Dx através do teste de chi-quadrado,
estudando a relacdo entre duas variaveis categoricas considerando a independéncia das
variaveis como a hipotese nula (Ho). Neste estudo em especifico a Hyo € que a obtencédo de

um diagnéstico definitivo € independente da colheita e analise de LCR (Anexo 7).
2 - Resultados

2.1 - Estatistica descritiva

Durante o estagio curricular foram observados 171 casos (ver "Anexo 1 para informacfes
adicionais). No Gréfico 1 esta representada a distribuicdo dos doentes, tendo em conta a

espécie examinada™.

Gréfico 1 - Frequéncias absolutas e relativas da totalidade da casuistica (N = 171), de acordo com as espécies
examinadas durante os 6 meses de estagio.

Distribuicao de casos: Espécie

0.6

Cutros
| 1
B2
Gatos
-
91.2
Ches
0 40 a0 120 160 200
. | Ches | Galos | Outros
% 91.2 82 0.6
®N° de casos | 156 | 14 | 1

A idade nédo foi uma variavel controlada neste estudo, porém para fins descritivos achou-se

interessante analisar a distrubuicdo de idades (tabela 9).

Tabela 9 - Estatistica descritiva da variavel idade em anos.

N Minimo Maximo Média

Idade 143 0.5 17 6.98

* No gréfico 1, os "Outros" refere-se a apenas um furdo.
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Dos 156 caes que foram referidos a RRV, apenas foram colhidas amostras de LCR em 37
animais, nos quais se efectuaram sempre a CTC, o CDx e o teste de Pandy. Outros liquidos
foram colhidos, porém nao foram realizadas as contagens diferenciais e/ou o teste de Pandy
em todos, de modo que para haver uniformidade nos casos analisados essas amostras nao
foram incluidas no estudo™.

Em 1 dos 37 casos efectuou-se apenas a colheita e analise de LCR, sendo que em todos 0s
restantes 36 animais, do grupo LCR, recorreu-se sempre a pelo menos um método
imagioldgico auxiliar de diagnostico. De acordo com a histéria pregressa, o exame
neuroldgico, os exames realizados e os resultados neles obtidos, agrupou-se os doentes em

5 diferentes classes, como se pode verificar no Grafico 2.

Gréfico 2 - Frequéncias absolutas e relativas do grupo onde se colheu e analisou o liquido cefalorraquidiano
(N=37). Os animais foram agrupados em 5 diferentes grupos, de acordo com os resultados dos meios
complementares de diagndstico realizados. Esta divisdo agrupa os doentes em 4 "classes" de afec¢es ou
alteragbes do SNC, caso se tenha obtido o diganostico definitivo e uma classe referente aos animais "Sem

Diagnostico"”.
Frequéncias absolutas e relativas: n = 37
Bl e

sem Disndetion | A 11
. | — 5
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Wascular .
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Com as diferentes classes criadas anteriormente e tendo em conta as respectivas
frequéncias relativas, verifica-se, no Grafico 3, que grande parte dos casos onde se
procedeu a puncao e colheita de LCR (n = 37) eram animais com altera¢cdes degenerativas

(8,4% para n = 143) ou inflamatérias (6,3% para n = 143).

'® Dos 156 caes observados, 13 deles ndo foram incluidos no estudo por ndo se terem informagdes suficientes com relagcéo ao
LCR deles obtido.
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Gréfico 3 - Frequéncias relativas dos doentes com colheita de LCR (n = 37).

Frequéncias relativas dos doentes com
colheita de LCR (n = 37)

Wascilar
3%

Considerando apenas o grupo "LCR" verifica-se que a maioria dos animais onde se colheu
LCR pertencem as classes de alteracfes degenerativas (32%), inflamatérias (24%), sendo
gue numa grande percentagem de doentes ndo se alcancou um diagnostico definitivo (30%).
Com relagdo o grupo "S/LCR" realizou-se uma classificacdo em classes semelhante a

descrita anteriormente, representada no Gréfico 4.

Gréfico 4 - Frequéncias absolutas e relativas dos casos sem colheita de LCR (n = 106). Os animais deste grupo
(n = 106) foram agrupados em 10 grupos: nove deles referentes a alteragbes ou afecgbes diagnosticadas e 1
deles que diz respeito aos animais sem diagndstico final.

Frequéncias absolutas e relativas dos casos sem colheita de LCR
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No grupo "S/LCR" observa-se também uma grande percentagem de casos sem diagndstico
definitivo (51,9%), sendo que em termos diagndsticos definitivos a classe "Degenerativo” € a

gue se apresenta com maior percentagem (19,8 %) de doentes. Cruzando a informacéo do

44



7

grupo "LCR" com a do grupo "S/LCR" é interessante verificar-se que as classes com maior
frequéncias absolutas em ambos os grupos sdo as das alteragbes "Degenerativas”, das
afecc¢bes "Inflamatérias” e dos doentes "Sem Diagndstico” (Gréfico 5).

Como mencionado anteriormente, em apenas um dos casos do grupo "LCR", pertencente a
classe "Inflamatérias" e diagnosticado com Mielite por Morbillivirus (esgana), foi realizada
unicamente a colheita de LCR, sem recurso a qualquer outro MCD, contrariamente a todos
0s outros animais onde se recorreram a pelo menos 2 MCDs (Gréfico 6).

Gréfico 5 - Frequéncias relativas das diferentes classes de alteragdes do SNC (n = 143).

Frequéncias relativas das diferentes classes de alteragoes
do sistema nervoso central (n = 143)
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Gréfico 6 - Frequéncia absoluta de casos com LCR relacionando o nimero de meios complementares de
diagnostico realizados e suas respectivas classes (n = 37).

Frequéncia absoluta de casos com LCR relacionando o
numero de meios complementares de diagnéstico
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Fez-se a mesma deternimacdo do nimero de MCD realizados por classes de afec¢bes para
0s animais pertencentes ao grupo "S/LCR" (Grafico 7).
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Gréfico 7 - Frequéncia absoluta de casos sem LCR relacionando o nimero de meios complementares de diagnostico realizados e suas respectivas classes (n = 106).

Frequéncia absoluta de casos sem LCR relacionando o numero de meios
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Independentemente das classes de afeccdes, mas comparando as variaveis NameroMCD
nos grupos "LCR" e "S/LCR" obteve-se a seguinte tabela resumo (Tabela 10).

Tabela 10 - Frequéncias absolutas do nimero de meios complementares de diagnostico realizados nos
diferentes grupos (LCR e S/LCR).

NUmeroMCD Total
0 1 2 3 4
0 55 17 11 23 0 106
LCR
0 1 19 2 15 37
Total 55 18 30 25 15 143

LCR O - corresponde ao grupo "S/LCR"; LCR 1 - refere-se ao grupo "LCR".

Tendo em conta os MCD que se realizaram em cada caso, para além do nimero, decidiu-se
avaliar o "peso" que o conjunto de exames realizados representa para cada animal. Como
explicado na sec¢cao Material e Métodos, criou-se uma nova variavel denominada PesoMCD
referente ao peso total que todos os MCD realizados por animal tém durante o exame clinico
dos doentes. A tabela 11 contém a distribuicdo dos diferentes pesos nos grupos "LCR" e
"S/LCR".

Tabela 11 - Frequéncias absolutas do peso dos meios complementares de diagnéstico realizados nos diferentes
grupos (LCR e S/LCR). Para cada animal somou-se o peso relativo de cada exame realizado obtendo-se um
PesoMCD Total.

PesoMCD Total
0 1 2 4 5 6 7 8 10
55 9 0 12 7 3 0 20 0
LCR
0 0 1 0 0 20 1 0 15
Total 55 9 1 12 7 23 1 20 15

LCR O - corresponde ao grupo S/LCR; LCR 1 - refere-se ao grupo LCR.

2.2 - Estatistica comparada

Realizou-se o teste de Kolmogorov—Smirnov para testar a normalidade da distribuicdo das

variaveis em estudo NimeroMCD e PesoMCD (tabelas 12 e 13; Anexo 5).

Tabela 12 - Teste de normalidade de Kolmogorov—Smirnov para a variavel numero de meios complementares de

diagnéstico realizados.

LCR Kolmogorov-Smirnov?

Estatistica Grau de liberdade Significéncia
0 .316 106 .000
1 .336 37 .000

a. Correccéo da Significancia de Lilliefors

NUmeroMCD
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Tabela 13 - Teste de normalidade de Kolmogorov—Smirnov para a variavel peso dos meios complementares de

diagnostico realizados.

LCR Kolmogorov-Smirnov®

Estatistica Graus de Liberdade Significancia
0 .306 106 .000

PesoMCD
1 .329 37 .000

a. Correccéo da Significancia de Lilliefors

ApOs verificar que as variaveis NumeroLCR e PesoLCR ndo tém distribuicdo normal,
decidiu-se realizar um teste ndo-paramétrico para variaveis independentes de modo a aferir
a possivel relagdo entre o numero e o peso dos MCD com a existéncia de diagndstico,
dentro dos grupos "LCR" e "S/LCR". O teste escolhido foi o de Mann-Whitney U. As tabelas
14 e 15 sdo referentes a variavel NUmeroMCD e as tabelas 16 e 17 dizem respeito ao
PesoMCD (ver Anexo 6).

Tabela 14 - Médias do nimero de meios complementares de diagndsticos realizados nos grupos "LCR" e
"S/LCR", tendo em conta a existéncia ou ndo de diagndstico definitivo.

Diagnéstico Média NumeroMCD

Dx 0 2,5
LCR

Dx 1 3,0

Dx 0 0,3
S/ILCR

Dx1 1,0

LCR - grupo onde se realizou colheita de LCR; S/LCR - grupo onde ndo se realizou colheita de LCR; Dx 0 - sem diagnéstico;

Dx 1 - com diagndstico; NUmeroMCD - variavel nimero de meios complementares de diagndstico realizados.

Tabela 15 - Testes ndo paramétricos para variaveis independentes (NimeroMCD e LCR), com especial destaque
para o teste de Mann-Whitney U e a SignificAncia assintética a negrito.

NumeroMCD
Mann-Whitney U 607.000
z -6.488
Significancia Assintética .000

Tabela 16 - Médias do peso de meios complementares de diagndsticos realizados nos grupos "LCR" e "S/LCR",
tendo em conta a existéncia ou ndo de diagndstico definitivo.

Diagndstico Média PesoMCD

Dx 0 6,8
LCR

Dx 1 7,8

Dx 0 0,7
S/ILCR

Dx1 4,6

LCR - grupo onde se realizou colheita de LCR; S/LCR - grupo onde néo se realizou colheita de LCR; Dx 0 - sem diagnéstico;

Dx 1 - com diagndstico; PesoMCD - variavel peso dos meios complementares de diagndstico realizados.
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Tabela 17 - Testes ndo paramétricos para variaveis independentes (PesoMCD e LCR), com especial destaque

para o teste de Mann-Whitney U e a SignificAncia assint6tica a negrito.

PesoMCD
Mann-Whitney U 492.000
z -7.006
Significancia assintética .000

De modo a aferir se existe alguma relacéo entre as varidveis LCR e Dx fez-se o teste de
Chi-quadrado (tabela 18 e Anexo 7).

Tabela 18 - Teste de Chi-quadrado para as variaveis LCR e Dx numa tabela de dupla entrada (2x2) e 1 grau de
liberdade.

Valor | Grausde | Sig. Assimp. Sig. Exacta | Sig. Exacta
Liberdade | (de dois lados) (de dois (de um lado)
lados)
Pearson Chi-Square 5.418° 1 .020
Correccao de
4.563 1 .033
Continuidade®
RAC]
acio de 5.564 1 018
semelhanca
Teste Exacto de
. .022 .016
Fisher
N de casos validos 143

a. 0 células (.0%) tiveram contagens expectaveis com menos de 5. A contagem minima expectavel é de 17.08.
b. Calculada apenas para uma tabela de 2x2.

2.3 - AlteracBes do LCR e as suas respectivas classes

De acordo com as classes acima descritas desenharam-se as tabelas 19 a 22. Cada tabela
refere-se a uma classe diagnéstica, estando descritas as CTC, o CDx, o Teste de Pandy, o

diagnostico definitivo e algumas observagdes pertinentes aos casos onde se colheram LCR.

Tabela 19 - Resultados da andlise dos LCR do caso referente a classe "Vascular".

Aspecto | CTC CDx Pandy Diagnostico Observacgoes
Incolor e Pleocitose Trombo/ tromboembolismo
162 (++++) ) T B
transparente mononuclear fibrocartilagineo

CTC - Contagem total de células; CDx - Citodiagnéstico; Pandy - Teste de Pandy.
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Tabela 20 - Resultados da andlise dos LCR dos casos referentes a classe "Inflamatério”.

Aspecto CTC CDx Pandy Diagnéstico Observacoes
Incolor e Pleocitose Linfocitos atipicos e
transparente 7 mononuclear ) Neosporose neutroéfilos

esporadicos
] o ] Contaminagéo
Pleocitose Meningite-arterite ;
Turvo e ) . ) sanguinea e
o Incontavel neutrofilica (++) responsiva a
xantocrémico o presenca de
(80%) corticos (MARC) . .
eritrofagocitose
Incolor e Pleocitose
108 ) MARC
transparente mononuclear
Incolor e ) Meningoencefalite | Com corticoterapia
Pleocitose . .
transparente 24 (+) granulomatosa e ciclosporina
mononuclear
(MEG)
Incolor e Pleocitose
53 ) MEG
transparente mononuclear
Incolor e Pleocitose .
10 (+) Esgana PCR positivo
transparente mononuclear
Incolor e Pleocitose mista
transparente > 1000 (predominio de (++) Esgana Positivo a IgM e 1gG
neutréfilos)
Incolor e Pleocitose
17 ) MEG
transparente mononuclear
Incolor e Pleocitose
170 B +) MARC
transparente neutrofilica

CTC - Contagem total de células; CDx - Citodiagnoéstico; Pandy - Teste de Pandy.

Tabela 21 - Achados clinicos da analise dos LCR do caso referente a classe "Anomalias".

Aspecto CTC CDx Pandy Diagnostico Observagoes

Incolor e Pleocitose .

19 ) Hemivértebras T6 e T7 | --------m--mmmmmmmo--
transparente mononuclear
Xantocromico i Pleocitose ; o Contaminagéo

Incontavel ) Sindrome de Chiari i
mononuclear sanguinea

Incolor e Populacao i o

4 ) Sindrome de Chiari | ----------m--mmomoee-
transparente mononuclear
Incolor e Populagéo o

4 ) Sindrome de Chiari | ----------m--mmomoee-
transparente mononuclear

CTC - Contagem total de células; CDx - Citodiagnoéstico; Pandy - Teste de Pandy.
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Tabela 22 - Resultados da andlise dos LCR dos casos referentes a classe "Degenerativo".

Aspecto CTC CDx Pandy Dx Observacoes
Incolor e Dois neutrdfilos
transparente ) Populacdo mista 0 Hérnia discal e uma célula

(HD) mononuclear
observados
Incolor e Pleocitose neutrofilica
27 - (+++++) (2] 1Y/ [ ————
transparente (90% de neutrofilos)
Incolor e Nenhuma célula
transparente 1 ) HDIV observada no
CDx
Incolor e . Uma célula
Populacéo
transparente 3 “) HDIV mononuclear
mononuclear
observada
Xantocrémico ) Populagdo mista com Contaminagao
Incontavel L . (+) HDIV .
inimeros eritrocitos sanguinea
Incolor e Nenhuma célula
transparente 2 ) HDIV observada no
CDx
Incolor e Nenhuma célula
transparente 1 ) HDIV observada no
CDx
Incolor e Observados trés
transparente 3 Populacdo mista ) HDIV mononucleares
e um neutrdfilo
Incolor e Nenhuma célula
transparente 2 ) HDIV observada no
CDx
Incolor e . Uma célula
Populacéo
transparente 2 ) HDIV mononuclear
mononuclear
observada
Incolor e ) Presenca de
Pleocitose
transparente 30 ) HDIV hematoma no
mononuclear
canal medular
Incolor e Pleocitose
40 ) HDIV | —eeeeeeeeeeeeee
transparente mononuclear

CTC - Contagem total de células; CDx - Citodiagnéstico; Pandy - Teste de Pandy.
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3 - Discussao

3.1 - Estatistica descritiva

No que concerne as frequéncias, absolutas e relativas, de casos por espécie, verificou-se
gue a esmagadora maioria (91,2%) dos casos examinados sao canideos (Gréafico 1). Tendo
em conta que apenas 14 gatos e 1 furdo foram observados durante os 6 meses de estagio,
decidiu-se que o material de estudo para a presente dissertacao seria apenas 0s canideos,
devido & sua maior representatividade (91,2%) na casuistica®’.

Como todos os animais observados na RRV sdo referéncias de outros MV, a variavel
espécie nao pdde ser controlada de modo a obter-se uma distribuicdo mais uniforme dos
doentes. Contudo, € interessante notar essa discrepancia entre 0 nimero de caes e gatos
examinados. E dificil compreender o porque desta disparidade de valores, porém podem-se
supor algumas razdes, a saber:

e muitas das afeccbes do SNC nos gatos tém etiologia infecciosa, de modo que os
gatos que vivam exclusivamente sem acesso ao exterior tém exposicoes reduzidas a
esses agentes;

e pelo mesmo motivo, alteracdes resultantes da exposicao a téxicos ndo sao comuns
em gatos que ndo tém acesso ao exterior;

e a rotina diaria que os proprietarios ttm com o0s seus animais de estimacdo da
espécie canina aumenta a exposicdo destes a certos agentes infecciosos,
predispondo-os a certas afeccdes do SNC;

e grande parte dos traumatismos sofridos pelos felideos sdo relacionados com quedas
em altura ou atropelamentos, sendo que a taxa de sobrevivéncia a esses
traumatismos ndo é muito elevada (Bergman, 2006);

e pode-se afirmar que um nUumero muito mais baixo de gatos sdo referenciados,
guando comparado com o0s caes. Provavelmente, os proprietarios escolhem nado
investir no tratamento de doengas neurolégicas, sendo que os gatos nem chegam a
clinica de referéncia.

Os graficos 2 a 5 apresentam a distribuicdo da casuistica tendo em consideracdo as
afecgbes diagnosticadas. Mais especificamente no grafico 5, verifica-se que a classe com
maior percentagem de casos € a classe das alteragfes "Degenerativas" com 23,1% (para n
= 143) e as doencgas "Inflamatorias" com 9,8% (para n = 143). Dentro das alteracbes
degenerativas, as com maior relevancia e mais diagnosticada durante o estagio sdo as
hérnias discais. Isso ndo constiui uma surpresa e realmente vai de encontro com a
bibliografia que afirma que as HDIV séo as alteracdes mais frequentemente observadas na
clinica (Coates, 2004; Lorenzs et al., 2011b).

7 para mais informac@es sobre os "Gatos" veja 0 Anexo 4; nao foi realizada colheita de LCR no furdo.

52



Com grande relevancia na distribuicdo de casos estdo os doentes pertencentes a classe
"Sem Diagnostico", com uma frequéncia relativa de 46%, para n = 143 (grafico 5). Este valor
elevado pode representar em si a dificuldade em se atingir o diagnéstico definitivo, contudo,
existem varios factores e razdes que justificam este valor elevado:

e muitos dos casos referenciados que chegam a RRV apenas realizam a primeira
consulta (onde se faz o exame neurolégico e a neurolocalizagcdo). Com a
neurolocalizagdo, histéria pregressa e sintomatologia traca-se um plano diagnéstico
e sugere-se uma lista de MCDs que possam ser de auxilio para a determinacédo da
etiologia. Porém, muitos proprietarios ndo prosseguem com o plano sugerido, seja
pelo facto de terem limitacdes econdmicas, seja porque as alteragcdes neuroldgicas
nao justificam o investimento.

e 3 dos animais observados chegaram a consulta apresentando um nivel de disfuncao
neuroldgica de grau 5 (paraplégia com perda da sensibilidade a dor profunda) na
escala de Wheeler, ha mais de 24 horas. Tal como a bibliografia refere, o
prognostico € mais reservado a medida que o grau de lesdo aumenta, fazendo com
gue os proprietario tenham decidido ndo continuar a investigacdo diagnéstica e
tentativa de tratamento (Scott, 1997; Scott & Mckee, 1999; Sharp & Wheeler, 2005).

e 2 dos cdes examinados apenas apresentavam nivel de disfungdo neurologica de
grau 2 (paraparésia ambulatoria) na escala de Wheeler. Embora a neurolocalizacdo
(T3-L3) e os défices neurologicos sejam altamente sugestivos de alteracdes
degenerativas, nomeadamente de HDIV, visto ndo terem sido realizados quaisquer
exames que possam corroborar a suspeita diagndéstica, estes casos foram incluidos
na classe "Sem Diagnéstico" (Scott, 1997; Scott & Mckee, 1999; Sharp & Wheeler,
2005; Levine, 2007).

e O descrito no ponto anterior também se aplica para casos com sintomatologia
neurolégica e histérias pregressas sugestivas de doencas inflamatérias ou de
neoplasias. Muitos destes casos nao realizaram puncéo e colheita de LCR e/ou RM,
onde se poderiam descartar ou confirmar certos diagndésticos, sendo que esses
casos passam a ser incluidos na classe "Sem Diagndstico” também.

No que diz respeito a classe "Neoplasias" seria de se esperar um maior nimero de casos
com esse diagnéstico, principalmente tendo em conta que a idade média dos animais
examinados neste casuistica é de 6,9 anos (tabela 9). Visto que 0 curso mais comum para
afecgbes neoplasicas s@o descritas para animais com idades superiores a 5 anos, era
expectavel que houvesse uma maior frequéncia absoluta de animais nesta classe. A razéao
pela qual apenas 3 casos (com uma frequéncia relativa de 2% nos 143 animais em estudo -
gréficos 4 e 5) tenham sido incluidos nesta classe é que, embora surgissem Varios animais
em que as suspeitas clinicas recaiam nas alteracfes neoplasicas, em virtude de ndo se

terem obtido diagnosticos definitivos, por ndo realizacdo de MCD que confirmassem essas
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suspeitas, decidiu-se que esses casos fossem incluidos na classe "Sem Diagndstico"
(Dobson, Samuel, Milstein, Rogers & Wood, 2002; Garosi, 2004; Santos, 2012).

Quando se observam as frequéncias da variavel NUumeroMCD em ambos os grupos, "LCR"
e "S/LCR", obtém-se informacdes interessantes (graficos 6 e 7). Primeiro analisamos o
namero de MCD realizados aos doentes pertencentes ao grupo "LCR" das classes com
maiores frequéncias absolutas: Degenerativas e Inflamatorias (gréafico 6). No que diz
respeito a classe "Degenerativas" do grupo "LCR" verifica-se que a maior parte dos doentes
(11 em 12) realizaram 4 MCDs, a saber: Rx, colheita e andlise de LCR, Mielografia e RM.
Todos os animais dessa classe foram diagnosticados com HDIV, o que explica a realizacdo
dos exames.

Quando ha suspeita de HDIV é necessario recorrer-se a imagiologia de modo a aferir
exactamente qual o disco herniado e as lesdes medulares envolvidas. Para isso, partindo de
um simples estudo radiogréfico, realizaram-se também mielografia e RM, obtendo-se, assim,
uma noc¢do tridimensional da hérnia e, caso haja, quais as lesdes secundarias que
resultaram da extrusdo ou protusdo do disco-intervertebral. Isso justifica a realizacdo de 4
MCD em quase todos 0s animais desta classe. Em plena verdade, é importante referir que a
colheita de LCR para casos de HDIV ndo é diagnéstica sem o auxilio a técnicas
imagioldgicas. Porém, tendo em conta que a técnica de administragdo do contraste
mielografico por via intra-tecal involve a inser¢cdo de uma agulha espinhal, nestes 12 animais
colheu-se LCR antes da injecdo do contraste, realizando-se também a sua andlise (Ross &
Modic, 1992; De Haan, Shelton & Ackerman, 1993; Olby, Mintana, Sharp & Thrall, 2000;
Tanaka, Nakayama & Takase, 2004; Robertson & Thrall, 2011).

Referindo-se a classe "Inflamatérias" do grupo "LCR" vé-se que a maioria dos doentes (6
em 9) foram submetidos a 2 MCD, a saber: a colheita e analise de LCR e RM (grafico 6).
Obviamente que nestes animais em que a suspeita diagndstica cai sobre as afeccbes
inflamatérias (infecciosas ou ndo) a mielografia teria menor valor diagndéstico quando
comparada com a RM e com a andlise do LCR, justificando esta distribuicdo (Dewey, Kortz
& Bailey, 1998).

Focando, agora, o grupo "S/LCR", as classes em que as frequéncias do nimero de MCD
sdo maiores sdo as das neuropatias "Degenerativas" e dos casos "Sem Diagndstico"
(grafico 7). O que foi dito sobre o nimero de MCD realizados para a classe "Degenerativas"
do grupo "LCR" aplica-se perfeitamente a classe respectiva do grupo "S/LCR". Tendo em
conta que os MCD com maior valor diagndstico para estas alteracdes sdo 0s exames
imagioldgicos, isso explica o facto de 15 em 21 cées terem sido submetidos a um estudo
radiogréfico, mielografia e RM (3 MCD). Nestes animais ndo se realizaram colheita e analise
de LCR visto néo terem sido obtidas as autorizagbes por parte dos proprietarios, seja por

razBes econdmicas, ou porque decidiram que a relacdo custo-beneficio ndo o justificava, ou
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por ambos os motivos (De Haan, Shelton & Ackerman, 1993; Olby, Mintana, Sharp & Thrall,
2000; Tanaka, Nakayama & Takase, 2004).

No que diz respeito a classe "Sem Diagnéstico" do grupo "S/LCR" ndo é surpresa que a
maior frequéncia absoluta da varidvel NameroMCD seja o OMCD (44 em 55) (gréfico 7).
Obviamente que numa classe onde estao representados os animais sem diagnostico é de
se esperar que haja um grande namero de doentes que nédo realizaram quaisquer MCD.
Com esta informacgéo, vendo que a frequéncia de animais que realizaram 4 exames,
pertencentes a classe "Degenerativas" do grupo "LCR", é a mais elevada de todas, torna-se
facil compreender que a esses animais também corresponde o maior "peso" total de MCD

realizados, com um PesoMCD de 10 (tabelas 10 e 11).

3.2 - Estatistica comparada

Decidiu-se estudar como é que a realizacdo da colheita e analise do LCR influencia o
namero de exames realizados por animal para a obtencdo de um diagndstico. Para isso, o
primeiro passo foi determinar se a variavel NUumeroMCD apresenta uma distruibuicdo normal
(tabela 12 e Anexo 5). Aplicou-se o teste de Kolmogorov-Smirnov onde a Hy é de que a
variavel NimeroMCD pertence a uma distribuicdo normal e a H; é que esta variavel nao
esta normalmente distribuida.

Tendo em conta que o valor de significancia para esta variavel é zero (significancia < 0,05)
entdo a Hy é rejeitada, aceitando-se que o numero de MCD realizados por paciente ndo esta
numa distribuicdo normal.

Assim sendo, realizou-se o0 teste estatistico nao-paramétrico de Mann-Whithey U,
relacionando as variaveis LCR e NumeroMCD, avaliando se estas variaveis diferem
significativamente (tabela 15 e Anexo 6).

Visto que o valor da significAncia assintética é¢ zero (< 0,05), assume-se que
estatisticamente existe uma diferenca ho nimero de MCD realizados quando se efectua
também a colheita e analise de LCR. Se se observar as médias do numero de MCD
realizados nos grupos "LCR" e "S/LCR", tendo em conta a existéncia ou nédo de diagndstico
definitivo (tabela 14), verifica-se que existe uma grande discrepancia entre os valores.
Considerando apenas 0s casos com diagndéstico, a média do NumeroMCD para o grupo
"LCR" é 3,0 enquanto que para o grupo "S/LCR" é 1,0. Obviamente que o grupo "LCR" tera
valores superiores de NUmeroMCD pela realizacéo da colheita e analise de LCR. Contudo,
mesmo que retiremos esse valor da equacdo, a diferenca de médias continuard a ser
significativo, sendo que o grupo "S/LCR" estatisticamente apresenta uma média de
NUmeroMCD inferior & do grupo "LCR". Por outras palavras, aparentemente a colheita e
andlise de LCR ndo parece diminuir o nimero de MCD necessérios para a obtengcédo de um

diagnostico definitivo de animais com afec¢fes neurolégicas.
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Jé& foi referido que a maioria das neuropatias diagnosticadas s@o pertencentes a classe de
alteracdes degenerativas, com principal destaque para as HDIV. Também ja foi mencionado
gue a importancia do LCR nestes casos € relativa pois, embora o LCR possa conter
caracteristicas anormais, essas anormalidades ndo sdo diagnésticas sendo sempre
necessario recorrer-se a técnicas imagiolégicas (Ross & Modic, 1992; De Haan, Shelton &
Ackerman, 1993; Olby, Mlntana, Sharp & Thrall, 2000; Tanaka, Nakayama & Takase, 2004;
Robertson & Thrall, 2011).

A dimenséo do grupo "LCR" pode ter alguma influéncia neste teste estatisitico. Verifica-se
uma percentagem de 70% de casos com diagnéstico neste grupo (gréafico 3) contra os 48%
de casos diagnosticados no grupo "S/LCR" (grafico 4). Porém, nao se pode dizer que 70%
em 37 (26 animais) seja estatisticamente significativo contra 48% em 106 (51 animais).

No entanto, se por um lado o diagndstico ndo é obtido com um numero inferior de MCD, é
interessante verificar-se se os exames realizados representam um "peso" inferior caso haja
a colheita e analise de LCR. Ou seja, se o "peso" dos MCD do grupo "S/LCR" com
diagndstico ndo for muito dispar do valor do peso dos MCD para o grupo "LCR", isso pode
ser uma justificacdo para a andlise de LCR. Para isso estudou-se, primeiramente, se a
variavel PesoMCD tem uma distribucdo normal através do teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov onde a Hy é de que a variavel PesoMCD pertence a uma distribuicdo
normal e a H; é que esta variavel ndo esta normalmente distribuida (tabela 13 e Anexo 5).
Visto que o valor de significancia (Sig) para esta variavel é zero (Sig < 0,05) entdo a Hq é
rejeitada, aceitando-se que o peso de MCD realizados por paciente ndo esta numa
distribuicdo normal.

Com isso, realizou-se o teste estatistico ndo-paramétrico de Mann-Whitney U, relacionando
as variaveis LCR e PesoMCD, avaliando se estas varidveis diferem significativamente
(tabela 17 e Anexo 6). Como o valor da significAncia assintotica € zero (< 0,05), assume-se
gue estatisticamente existe diferenga no peso relativo que os MCD realizados tém quando
se efectua também a analise de LCR. Se se observar a estatistica sobre as médias do peso
de MCD realizados nos grupos "LCR" e "S/LCR", tendo em conta a existéncia ou nao de
diagnostico definitivo (tabela 16) verifica-se que existe uma grande diferenga entre os
valores.

Considerando apenas os casos com diagndstico, a média do PesoMCD para o grupo "LCR"
é 7,8 enquanto que para o grupo "S/LCR" é 4,6. E 6bvio que o grupo "LCR" tera valores
superiores de PesoMCD pela realizagdo da colheita e analise de LCR. Contudo, mesmo que
retiremos o valor do peso relativo da colheita e analise de LCR da equacéo, a diferenca de
médias continuard a ser significativo, sendo que o grupo "S/LCR", estatisticamente,
apresenta uma média de PesoMCD inferior & do grupo "LCR". Aparentemente, a colheita e
andlise de LCR néo parece diminuir o peso relativo que os MCD tém para a obtencédo de um

diagnostico definitivo de animais com neuropatias. Por outras palavras, a realizacdo de
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andlises no LCR implica maiores riscos, custos, recursos e tempo dispendido por doente,
sem garantir que haja a obtencéo do diagndstico caso nao se recorra a outros MCD.
Analisar o custo-beneficio de procedimentos médicos € sempre algo de dificil execucao,
principalmente porque € impossivel medir o aspecto emocional da deciséo da realiza¢éo ou
nao de certo MCD.

Outra justificacdo para esta disparidade de valores é o que ja foi mencionado anteriormente
para a variavel NumeroMCD, que a maioria das neuropatias diagnosticadas sé&o
pertencentes a classe de altera¢des degenerativas, principalmente as HDIV. Também ja foi
explicado que para estes casos o uso de métodos imagiolégicos é fulcral para a obtencédo
do diagnéstico. E tendo em conta que para a variavel PesoMCD a mielografia representa um
peso individual de 3 e a RM de 4, isso explica porque que se verificam pesos tdo elevados
nos grupos com diagnéstico (Ross & Modic, 1992; De Haan, Shelton & Ackerman, 1993;
Olby, Miuntana, Sharp & Thrall, 2000; Tanaka, Nakayama & Takase, 2004; Robertson &
Thrall, 2011).

Contudo, a bibliografia refere que, embora nem sempre conclusivo, a analise do LCR é uma
ferramenta importante para o diagnéstico de neuropatias. Assim sendo, de modo a aferir se
realmente existe alguma relevancia clinica na realizagdo da colheita de LCR para a
obtencdo do diagnéstico definitivo, realizou-se o teste de chi-quadrado relacionando as
variaveis LCR e Dx (Di Terlizzi & Platt, 2009).

Assumindo como Hy que a colheita e analise de LCR nao facilita a determinacdo do
diagnéstico definitivo e como Hipétese alternativa (H;) que as variaveis estao relacionadas e
gue o LCR auxilia no diagnéstico de afeccbes do SNC, realizou-se o teste e obteve-se o0s
resultados apresentados na tabela 18 e Anexo 7.

Neste teste, para um nivel de significancia (a) de 0,05 ou intervalo de confianca de 95%,
obteve-se um valor p18 = 0,020, sendo que p < 0,05. Assim sendo, rejeita-se a H,, aferindo-
se gue a colheita e analise de LCR é uma ferramenta diagndstica complementar no
diagnéstico de neuropatias.

Com base na bibliografia estudada este resultado n&o é de dificil compreensédo. O LCR sofre
diversas alteracdes no decorrer de neuropatias devido a lesdo das BHE/BSLCR e devido a
estimulacdo tecal para produgdo de imunoglobulinas, entre outras causas. Deste modo
afere-se que, embora inconclusivo para algumas afecgdes, a colheita e analise do LCR tem
importancia diagnostica para afec¢cdes do SNC do cdo (Bichsel et al., 1984; Tipold et al.,
1993; Tipold, 1995; Wilson & Oehninger, 2007; Di Terlizzi & Platt, 2009; Wolburg & Paulus,
2010).

'8 0 valor de p representa a probabilidade de se obter uma estatistica de teste pelo menos tdo extrema como a que foi
realmente observada, assumindo que a Ho € verdadeira (Goodman, 1999).
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3.3 - Alteragdes do LCR e as suas respectivas classes

No que concerne a informacdo obtida nas analises realizadas aos LCR colhidos é
interessante verificar se as alteragfes observadas estdo de acordo com o que a bibliografia
pesquisada refere para cada classe de diagnoéstico referida previamente.

Relativamente ao descrito para as alteragbes vasculares so foi observado um caso (tabela
19). Os parametros CTC, CDx e proteina estdo de acordo com o descrito. Varios autores
descrevem que em alteracdes vasculares o LCR geralmente apresenta-se xantocrémico,
porém, podem ndo ocorrer quaisquer alteracdes no liquido e este apresentar-se limpido e
incolor, como neste caso. (Olby, 2004; Wamsley & Alleman, 2004; De Risio, 2012).

Na classe das afeccdes inflamatérias (tabela 20) é onde existe uma maior disparidade de
observacdes. Exceptuando-se os dois animais diagnosticados com esgana onde todas as
alteracdes no LCR sao as expectaveis de acordo com a pesquisa bibliografica, nas outras
afeccdes foram observados alguns parametros que nédo vao de encontro com a revisdo
realizada (Alleman et al., 1992; Abate et al., 1998; Amude et al., 2006a; Amude et al., 2007,
Di Terlizzi & Platt, 2009; Wood et al., 2012).

No que diz respeito ao caso onde foi diagnosticado Neosporose, todos 0s parametros
observados estdo de acordo com o esperado excepto o teste de Pandy. O previsto numa
infeccdo protozoaria € que haja um aumento das concentragfes de IgG e de IgM, resultando
num teste de Pandy positivo contudo, neste caso, observou-se um resultado negativo
(Bichsel et al., 1984; Tipold et al., 1993; Tipold, 1995; Vernau, 2000; Di Terlizzi & Platt, 2009;
Garosi et al., 2010; Nghiem & Schatzberg, 2010; Lorenzs et al., 2011a; Wood et al., 2012).
Esta negatividade pode estar relacionada com erros técnicos durante a realizacéo do teste,
seja por utilizacdo de reagente de Pandy insuficiente, como por uso de uma amostra de LCR
muito escassa. A prépria sensibilidade deste teste é uma limitacdo do seu uso visto que
aumentos muito ténues de Ig podem ser indetectaveis (Coles, 1979; Meyer et al., 1992;
Desnoyers et al., 2008).

Nos trés casos diagnosticados como MARC é interessante ver como os resultados do LCR
de dois deles contém discrepancias comparando com o0s parametros expectaveis. No
primeiro caso verificou-se que, aquando da pung¢do lombar, surgiu sangue no canh&o da
agulha lombar. Isso obviamente pode ser devido a hemorragia iatrogénica ou a hemorragia
patolégica. Depois de alguns segundos notou-se que o fluido retomou o seu aspecto limpido
e translicido a medida que ia sendo colectado na seringa. Mesmo assim, a amostra total
gue foi utilizada para amostra manteve esse aspecto macroscoépico. Contudo, durante o CDx
observou-se a presenca de eritrofagocitose. A bibliografia refere que esse sinal é indicativo
de hemorragias patoldgicas, levantando algumas duvidas com relacdo a causa do
aparecimento de sangue aguando da puncdo. Este paciente realizou, posteriormente, RM
onde foi descartada a presenca de qualquer tipo de hemorragia, e confirmando-se a a

presenca de uma alteracdo inflamatoria (Rakich & Latimer, 2003).

58



No segundo caso, o Unico parametro que se enquadra com a revisao bibliografica € a CTC,
gue se encontra aumentada. Porém, tanto o CDx e o teste de Pandy fogem do que seria de
se esperar. A pleocitose caracteristica da MARC é formada maioritariamente por uma
populacdo de polimorfonucleares neutréfilos. No entanto, neste caso, verifica-se uma
pleocitose mononuclear. Alguns autores referem que, por vezes, esta pleocitose pode ser
observada na MARC, contudo, ela é comumente vista em afecces como a MEG ou
infecgdes virais (Cizinauskas et al., 2000; Gandini, et al., 2003; Tipold, 2003; Ki$ et al., 2008;
Di Terlizzi & Platt, 2009; Lowrie et al., 2009; Tipold & Schatzberg, 2010). Do mesmo modo, o
teste de Pandy para esta afeccdo espera-se que apresente positividade; o que ndo se
verifica de todo. Tendo em conta as altera¢cdes encontradas neste liquido o que justifica este
diagndstico sao outras variaveis que nada tém a ver com o LCR: a saber a raca e a idade do
animal e o quadro clinico apresentado. Este doente era um canideo de raca Beagle, com
dois anos de idade, que se apresentou a consulta com hiperestesia e dor cervical. O LCR
deste doente apresenta alteracdes citoldgicas tipicas de MARC crénica o que, associado a
sintomatologia e as caracteristicas do animal, levaram-nos a crer que se tratava de MARC
(também denominada de Sindrome da dor do Beagle) (Albassam, Houston, Greaves &
Barsoum, 1989; Hayes, Roberts & Halliwell, 1989; Tipold et al., 1993; Snyder et al., 1995;
Platt, 2004).

Sobre os trés casos com diagndstico de MEG, dois deles apresentaram as altera¢Bes mais
comumente descritas, sendo que no terceiro caso o teste de Pandy foi negativo, quando
seria de esperar um aumento das proteinas totais e da IgG (Tipold et al., 1993; Tipold, 1995;
Thomas, 1998; Suzuki et al., 2003). O mesmo gque foi dito aquando do caso de Neosporose
guanto ao teste de Pandy aplica-se neste doente. A negatividade pode estar associada com
erros técnicos durante a realizacdo do teste de Pandy, seja por utilizacdo de reagente
insuficiente, como por uso de uma amostra de LCR muito escassa. A prépria sensibilidade
do teste pode limitar o seu uso visto que aumentos muito ténues de Ig podem ser
indetectaveis (Coles, 1979; Meyer et al., 1992; Desnoyers et al., 2008).

As anomalias diagnosticadas (tabela 21) tém como consequéncias compressdes cerebrais
e/ou medulares. Assim, € mais provavel encontrar-se as alteracbes que ocorrem em
gualquer processo compressivo, observando-se um aspecto macroscopico dito normal, com
0 LCR limpido e translucido, com CTCs normais, ou ligeiramente aumentadas e pleocitoses
mononucleares, e com concentragdes proteicas geralmente elevadas. Exceptuando-se o
LCR com contaminagdo sanguinea, 0s outros casos enquadram-se no que a bibliografia
descreve sobre as alteracdes espectaveis. Novamente, o teste de Pandy foi negativo em
todos os casos e embora seja mais comum um ligeiro aumento das concentracdes proteicas
em compressfes destas naturezas, também sdo descritos valores normais para as

concentracdes de proteina (Vandevelde & Spano, 1977; Bohn et al., 2006; Windsor et al.,
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2008; DiTerlizzi, 2009; Lorenz, 2011; Marcos & Santos, 2011; Srugo, 2011; Wood et al.,
2012).

No que diz respeito as alteragBes degenerativas (tabela 22) é descrito que os LCR de
animais com hérnias discais apresentem LCR limpidos e transparentes, com CTCs normais
ou ligeiramente aumentadas e pleocitoses variaveis (as mais comuns a mononuclear e a
neutrofilica, podendo ocorrer mistas) (Vandevelde & Spano, 1977; Bohn et al., 2006;
Windsor et al., 2008; DiTerlizzi, 2009; Lorenz, 2011; Marcos & Santos, 2011; Srugo, 2011,
Wood et al., 2012). Isso verifica-se em todos 0os casos com a Unica excepc¢ao do animal
onde durante a colheita ocorreu contaminagdo sanguinea. Isso justifica a xantocromia do
LCR e também a positividade do teste de Pandy. Tendo em conta as proteinas, esta
descrito que nestes casos as proteinas totais estdo elevadas, principalmente devido ao
aumento da concentracdo de IgG (Bichsel et al., 1984; Tipold et al., 1993). Porém, isso s6
foi observado em dois casos, um deles devido a contaminagdo sanguinea. No animal onde
se verificou a xantocromia, ndo se quantificou os niveis de IgG nem no LCR, nem no
sangue, devido que ndo se sabe se este aumento se deve pela producdo intratecal ou
simplesmente contaminagdo com as Ig do sangue circulante. A negatividade do teste de
Pandy pode ser explicada pela sensibilidade do teste em si, sendo que aumentos ligeiros
podem nado ser detectaveis. Outro motivo a ponderar € que na bibliografia predomina a
referéncia a aumentos dos niveis proteicos mas, alguns autores referem que valores dentro
da normalidade também sdo comuns, 0 que pode ser o caso nestes doentes (Coles, 1979;
Meyer et al., 1992; Wamsley & Alleman, 2004; Desnoyers et al., 2008; Wood et al., 2012).
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4 - Concluséao

O diagnostico de afecgdes neuroldgicas pode ser um desafio. Entre lesbes degenerativas,
inflamatorias, vasculares, neopldsicas, e muitas mais, para além de uma correcta
neurolocalizagédo através de um minucioso exame neurolégico, € essencial um bom plano
diagnéstico. Para isso, € preciso avaliar-se o custo-beneficio e o risco de todos os MCD
disponiveis, minimizando o niamero e o peso relativo que cada MCD tem, mas visando
sempre obter-se um diagnéstico definitivo, o seu progndstico e um tratamento adequado.
Sabe-se que animais com lesBes neurolégicas nem sempre apresentam LCR com
caracteristicas anormais, do mesmo modo que a etiologia da neuropatia influencia
grandemente as possiveis alteracdes do liquido. Ou seja, o LCR de doentes com sinais
Obvios de uma afeccdo neuroldgica pode apresentar caracteristicas dentro da normalidade
ou alteracbes inconclusivas. Por exemplo, lesBes degenerativas podem ter como
consequéncia um LCR que, em si, ndo fornece informacg@es diagnosticas da afeccao, sendo
sempre necessario recorrer-se a uma, ou mais, técnicas imagioldgicas.

Concluiu-se que, em doentes com neuropatias, a realizacdo da colheita e analise de LCR
nao diminui nem o nimero nem o peso dos MCD presentes no plano diagnéstico do animal.
A analise do LCR, per si, ndo € suficiente para a obtencdo de um diagndstico definitivo,
sendo necessario o recurso a outros MCD. Contudo, isso ndo torna a colheita e a andlise do
LCR inuteis como ferramenta diagndstica. Verificou-se que existe uma relacdo positiva
significativa entre a obtencdo de diagnostico e a colheita de LCR. A discussao dos sinais
encontrados nos 37 LCR colhidos sdo exemplo de que a informacdo do LCR pode ser
importante. Se, por um lado, por vezes o LCR é apenas assertivo quanto a presenca de uma
afeccdo no SNC, mas ndo de sua etiologia, por outro lado, em outros casos, a andlise do
LCR pode ajudar a direccionar o plano diagnostico, auxiliando e proporcionando a escolha
de exames mais especificos e sensiveis.

Com isso, conclui-se que a colheita e analise do LCR, embora ndo seja uma ferramenta
diagnéstica infalivel e 100% conclusiva, € um MCD que auxilia na exclusdo de possiveis
causas das alteracBes neurologicas observadas, direccionando e facilitanto o raciocinio
critico do MV para a obtencdo de um diagndstico definitivo, para além de poder servir como
método de afericdo sobre se a terapéutica escolhida estd a ser eficaz no tratamento de

neuropatias.
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Anexo 1 - Breve descri¢cdo das actividades realizadas durante o estagio curricular e

casuistica.

1 - Actividades desenvolvidas no estagio

Durante um periodo de seis meses decorreu o estagio pertencente ao plano curricular do
Mestrado Integrado de Medicina Veterinaria, da Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade Técnica de Lisboa. As funcbes por mim desempenhadas foram
supervisionadas e orientadas pelo Dr. Joao Carlos Gil da Silva Ribeiro e correspondia as de
auxiliar na realizacdo das consultas, assisténcia ou realizagdo dos exames necessarios a
cada paciente, participar em procedimentos cirurgicos, assim como ajudar no que fosse
necessario quer as enfermeiras quer a qualquer outro médico veterinario (MV) de servi¢o na
clinica.

Visto sermos varios estagiarios no servico de neurologia, estabeleceu-se um sistema
rotativo, de modo a que cada estagiario ficasse responsavel pelo seu doente,
acompanhando-o sempre, desde o momento da consulta inicial até a alta médica. Deste
modo era da responsabilidade de cada um actualizar as fichas clinicas de cada animal,
enviar e receber qualquer resultado de andlises pertencentes ao caso, participar na
realizacao dos relatérios clinicos para os colegas MV referentes, estar presente em todas as
consultas de controlo/acompanhamento que fossem necessarias a cada caso em concreto
e, partilharmos com o0s outros estagiarios, todos 0s nossos casos, de modo a que todos
tivéssemos 0 maior proveito da casuistica existente na clinica.

Assim sendo, as dez horas da manha iniciava as minhas fun¢des na RRV, periodo em que
faziamos a reparticdo dos casos do dia isto é, logo no inicio da manha. Quando oportuno,
realizava o levantamento de todas as informacdes pertinentes aos casos que me foram
atribuidos, inquirindo os proprietarios e recolhendo dados da anamnese. Seguidamente,
efectuava o exame neuroldgico preliminar, que voltaria a ser realizado pelo meu orientador.
Ap6s a discussdo do exame neuroldgico, neurolocalizagdo e apresentagdo de or¢camentos
(caso este fosse aceite pelo proprietario) realizava os exames radiogréaficos necessarios, as
colheitas de sangue para analises, internas ou externas e as sedacdes (sempre sob a
superviséo do Dr. Pedro Braganca Parreira).

Muitos dos casos requiriam uma avaliagdo imagiolégica mais precisa, sendo essencial
recorrer ou a mielografia, ou a RM, ou a ambas. Em ambos os exames é imprescindivel a
anestesia geral dos pacientes, de modo que, ap0s a avaliagdo cardiologica (feita pelo
estagiario de cardiologia e supervisionada pelo Dr. Pedro Parreira), era da minha
responsabilidade auxiliar todo o procedimento anestésico. No caso das mielografias, apés a
administracéo do contraste OMNIPAQUE 300™ (lohexol 300 mgl/mL), feita pelo Dr. Jo&o
Ribeiro, no espaco subaracnoide, efectuava as radiografias, com o auxilio de outro colega

estagiario ou de uma das enfermeiras, em todas as incidéncias necessarias. Se para o
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correcto diagnoéstico fosse aconselhavel RM, entdo, no mesmo tempo anestésico, este
exame era realizado.

Nao foi objectivo de estdgio passar a conhecer o processo de obtencdo de imagem por RM,
nem a sua total interpretacdo, visto ser da opinido do meu orientador que seis meses nao
sdo suficientes para tal. Contudo, com a préatica passei a conhecer quais as vantagens e
desvantagens deste tipo de exame imagiolégico, assim como quais as ponderacdes de
imagens que me é possivel adquirir e qual o significado de algumas atera¢c@es de sinal que
se podem obter.

Visto ser importante em muitos dos casos realizar-se a colheita de LCR e a sua respectiva
andlise (quer na clinica, quer recorrendo ao servico de laboratérios externos), também
competia-me auxiliar nesses procedimentos. Todas as colheitas eram efectuadas pelo Dr.
Jodo Ribeiro, sendo que a preparacao do paciente fazia parte das funcbes dos estagiarios.
Apos a colheita de LCR, a contagem total de células, a contagem diferencial e o teste de
Pandy eram realizados pelo estagiario responsavel pelo caso, ou por mim se houvesse
disponibilidade.

Muitas das vezes, as estratégias terapéuticas propostas incluiam procedimentos cirlrgicos.
Nesses casos, era da responsabilidade dos estagiarios preparar o animal para os
procedimentos cirlgicos e, caso fosse necesséario, ser o ajudante de cirurgido e
instrumentista. No final das cirurgias, as monitorizacbes e o recobro do paciente eram
garantidas pelo estagiario responsavel.

Em algumas situacbes pontuais, em que 0s proprietarios ndo aceitavam a terapéutica
proposta, ou em situacdes em que clinicamente os tratamentos propostos ndo melhoram os
prognésticos significativamente, recorreu-se a eutandsia de alguns doentes. Quando
oportuno e depois de se obter os devidos consentimentos, realizavam-se necrépsias, onde
eram retidados, ou na totalidade ou por vezes sO porcbes afectadas, os 6rgdos que
constituem o SNC, a saber o cérebro, o cerebelo e a medula espinal. Algumas das
necropsias foram feitas sob a supervisdo da Dra. Ana Cristina Ribeiro, sendo que outras
foram feitas exclusivamente por mim.

De momento a RRV nao garante o funcionamento de 24h, nem durante o fim-de-semana.
No entanto, caso houvesse alguma urgéncia, era essencial que, pelo menos, dois
estagiarios estivessem disponiveis para prestar auxilio ao(s) MV(s) de servigo.

Para as actividades realizadas durante este estagio curricular foram gastas cerca de 1500

horas.
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2 - Casuistica

Apresenta-se seguidamente um breve resumo da casuistica recolhida durante o estagio
realizado na RRV.

Ao longo dos seis meses de estagio, pude auxiliar e observar um total de 171 casos. Como
referido inicialmente, todos o0s casos observados eram exclusivamente consultas de
referéncia ou de segunda opinido, da especialidade de neurologia. A distribuicdo por
espécie € de, aproximadamente, 91% de cdes (156 em 171), 8% de gatos (14 em 171) e 1
furdo (aproximadamente 1%).

De acordo com o procedimento médico explicado no nimero 1 deste anexo, durante a
avaliacdo de cada doente surge a necessidade de localizar e classificar o tipo de leséo
presente antes da realizacdo de qualquer tipo de ECD. O raciocinio clinico pode ser
organizado de acordo com 3 aspectos: 1) neurolocalizagéo, 2) VITAMIN D e 3) grau de

gravidade das lesdes espinhais.

2.1 - Neurolocalizacao

Com a realizacdo de um exame neuroldgico completo e sistematico é possivel determinar a
correcta localizacdo da(s) leséo(des). Tendo como base a distribuicdo anatémica das lesées
podemos separar-las em 5 tipos de lesdes: 1) lesdes encefalicas, 2) lesbes medulares 3),

lesBes neuromusculares, 4) lesdes multifocais e 5) outros™ (Gréfico 8).

Gréfico 8 - Distribuicéio dos casos tendo em conta a sua localizacéo neuroldgica.

Distribuicao de casos: Neurolocalizagao

Cutros -)11?
Meuromusculares i 1?
. . [
Multifocais d 10
Encefélicas |———— 32
el S {5

[i] 20 40 &0 a0 100 120 140
) | Medulares | Encefalicas | Multifocais _Meuromusculares | Outros
b 67.3 18.7 58 4.1 4.1
_'N"dec,as-:-s_ 115 | 32 | 10 | 7 | T

¥ Na categoria outros incluem-se 0s casos em que 0s sinais neuroldgicos dos pacientes eram devido a alteracfes sistémicas e
nado primariamente neuroldgicas ou casos em que com o0 exame neurolégico determinou-se tratar de alteragdes ortopédicas ou
de outros sistemas organicos.
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2.2 -VITAMIN D

Com esta avaliacdo cada caso é classificado de acordo com a etiologia através da
mnemonica VITAMIN D: V (vascular), | (idiopético, imune e inflamatorio/infeccioso), T
(trauma e toxico), A (anomalias congénitas), M (metabdlico), N (neoplasias e nutricional) e D
(degenerativo). Com esta classificagdo a constru¢cdo de uma lista de diagnésticos
diferenciais é facilitada (Garosi, 2004). A tabela 23 mostra a frequéncia absoluta de casos e
as respectivas afeccdes separadas por espécie.

Tabela 23 - Distribuicdo de afec¢tes neuroldgicas observadas e a sua respectiva frequéncia absoluta.

Numero de casos por espécie

Cao Gato Furao
Vascular 1 - -
Idiopatico 6 4 -
Inflamatdrio 11 - -
Infeccioso 7 2 -
Imune 2 - -
-y Traumatismo 8 1 -
% Toxico 1 - -
& Anomalias 8 - -
Metabdlico 2 1 -
Neoplasia 3 1 -
Nutricional - - -
Degenerativo 36 1 1
Sem diagndstico 71 4 -

2.3 - Grau de Lesao

Conhecer o grau de lesdo apds trauma medular é imprescindivel no procedimento
diagnostico para determinagdo do prognostico e para a decisdo meédico-terapéutica.
Principalmente para lesdes medulares toraco-lombares, o nivel de disfuncdo pode ser
classificado nos seguintes 5 graus®:

1. Apenas dor

2. Paraparésia ambulatéria

3. Paraparésia ndo ambulatéria

4. Paraplégia

5. Paraplégia com perda da sensibilidade & dor profunda

O prognostico € mais reservado a medida que o grau de lesdo aumenta (Scott, 1997; Scott
& Mckee, 1999; Sharp & Wheeler, 2005).

% Estes graus de leséo sdo aplicaveis em lesdes T3-L3 do motoneurdnio superior. Associado a presencga ou auséncia de dor e
capacidade motora também se observa o controlo da micgéo e da defecagéo.
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Anexo 2 - Breve descri¢cdo das actividades realizadas durante os estagios adicionais e
outras actividades.

1 - Tierspital da Vetsuisse-Fakultat, Universitat Bern, Schweiz

Este estagio teve como principal objectivo complementar o estagio curricular, comparando
protocolos médicos e tratamentos, epidemiologias e realidades econémicas diferentes.

As semanas de 4 a 11 de Dezembro de 2011 e de 9 a 17 de Junho de 2012 foram passadas
no Tierspital Bern - Vetsuisse-Fakultat, Universitat Bern®, juntamente com os residentes de
Neurologia, onde pude observar todo o seu trabalho, assim como auxiliar no que fosse
necessario.

Diariamente, as oito da manha, os residentes (Dr. Philemon Karli e Dr. Angela Fadda),
juntamente com os assistentes (Dr. Lisa Alves e Professor Doutor Marc Vandevelde, o chefe
de departamento) realizavam as rondas de neurologia. A segunda-feira consistia numa
excepcao ja que nesse dia realizavam-se as rondas de todos os casos recebidos durante o
fim-de-semana pelos internos de Medicina Interna, sendo entdo direccionados 0s pacientes
para as respectivas especialidades. Durante o periodo da manha eram realizados todos os
meios complementares de diagnéstico (MCD) necessarios aos doentes internados e
actualizavam-se os relatérios clinicos dos mesmos. No periodo da tarde realizavam-se
consultas (em francés ou alemao) onde eu fazia o exame neuroldgico aos pacientes. Todos
0s casos em que fosse necessario recorrer-se a técnicas imagiolégicas passariam a estar
sob a responsabilidade do departamento de imagem. Com isto tive a oportunidade de
observar a realizacdo de diversos MCD, a saber RM, TC, fluoroscopia, eco(cardio)grafia,
electrofisiologia e tratamentos de fisioterapia, como o uso da passadeira subaquatica.

Todas a quintas-feiras, as sete da manha, é realizado o journal club de neurologia, onde séo
discutidos alguns artigos cientificos escolhidos pelos residentes. Na semana de 9 a 17 de
Junho de 2012 foi-me atribuido para discussao o artigo "Imaging diagnosis - lack of contrast
enhancement in metastatic cerebral adenocarcinoma?".

Adicionalmente, participei nas sessdes neuroanatomopatologia, sob a supervisdo do Prof.
Dr. Marc Vandevelde, onde foram analisadas e descritas véarias fotografias de alteragbes
macroscopicas do SNC, procedendo-se a lista de diagnosticos diferenciais e a determingéo
da(s) causa(s) mais provavel(is). Também pude assitir as rondas de RM juntamente com o0s
residentes e assistentes de imagiologia.

Ao todo este pequeno estagio teve a duracdo de cerca de 100 horas.

2 Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinéaria - Universidade de Berna, Suica - Langgassstrasse 128

Postfach 8466, CH-3001 Bern, Switzerland.

2 Singh, J. B., Oevermann, A., Henke, D., Segard, E. & Gorgas, D. (2012). Imaging diagnosis - lack of contrast enhancement in
metastatic cerebral adenocarcinoma. Veterinary radiology & ultrasound, 53(2), 193-196.
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2 - Pathology Department - University of Liverpool, UK

Durante os meses de Agosto, Setembro e Outubro de 2012, realizei um estagio adicional,
sob o programa ERASMUS, no Departamento de Patologia da Universidade de Liverpool®.
Apbs o inicio da realizagdo desta dissertacdo surgiu a necessidade de complementar as
bases que tinha em citologia. Deste modo, neste departamento, pude incrementar 0s meus
conhecimentos nessa area, assim como em imunocitologia, histologia, imunohistologia e
exame post-mortem.

Apbs dois dias de treinos e introducao as técnicas de segurancga, passei a poder auxiliar 0os
residentes e patologistas séniors na realizacdo de todas as necrépsias e exames post-
mortem. Para além da necrdpsia per si, com a descricdo macroscopica dos 6rgaos, eram
colhidas amostras para histologia, sendo fixadas em formalina a 10%, para posterior
incorporagdo em parafina e corte histologico. Em todos os casos, primeiro é enviado um
relatério preliminar, contendo os achados macroscopicos, sendo posteriormente completado
com a descricdo histolégica e causa de morte mais provavel.

O mesmo procedimento é realizado para citologias ou biépsias enviadas por diversos MV do
pais, sendo que por vezes também € necessario recorrer-se a coloracdes especiais ou a
imunocitlogia/imunohistologia.

Muitos dos casos recebidos sdo enviados pela The Royal Society for the Prevention of
Cruelty to Animals (RSPCA). Todos os animais "RSCPA" sédo analisados segundo um
protocolo diferente visto que, dependendo dos achados patologicos e das conclusdes que
deles advém, estes casos podem vir a ser levadas a tribunal iniciando-se um processo
judicial, que visa a acusacao dos réus por crueldade animal.

Pude estar presente nas rondas de patologia equina, realizadas com os residentes do
Hospital de equinos (Equine Hospital), onde casos clinicos seleccionados sao apresentados
e discutidos desde a abordagem clinica inicial até ao diagndstico post-mortem.

Também fui convidado a leccionar uma aula pratica de exame post-mortem, com duragéo de
duas horas, a um grupo de 10 alunos portugueses de Medicina Veterinaria do Instituto de
Ciéncias Biomédicas Abel Salazar, de visita pelo departamento, e a apresentar um caso nas
rondas de neuropatologia, juntamente com o departamento de neurologia clinica do Hospital
de pequenos animais (Small Animal Hospital Teaching Hospital).

Ao todo este estagio teve a duracdo de cerca de 700 horas.

= Veterinary Pathology, Jordan Building, Leahurst, University of Liverpool, Chester High Road, CH64 7TE, United Kingdom.
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3 - Outras actividades

Durante o tempo de realizacdo desta dissertacdo também foram realizadas outras
actividades nao relacionadas com o estagio curricular.

Tive a oportunidade de trabalhar para a Revista Ruminantes, onde vi publicados dois artigos
da minha autoria, a saber: "O mercado da carne bovina" e "Observatério - Perspectivas do
mercado leiteiro". Adicionalmente, fui convidado para fazer a revisdo de conteidos de um
terco desse mesmo numero da revista.

Tenho ainda participado em actividades relacionadas com o projecto europeu "Animal
Welfare Indicators” (AWIN). De forma mais concreta, tenho estado a trabalhar com os
grupos de trabalho 1 e 2, referentes ao bem-estar animal de cabras de leite auxiliando na
recolha de dados, recolha e processamento de amostras biol6gicas e pesquisas adicionais.
Pela minha participacdo pude ser incluido como autor do abstract com o titulo "Conformation
of the udder, is that a problem in our dairy farms? Preliminary results" que foi aceite para
apresentacdo oral no congresso "Goat Milk Qualtiy" em Tromsg, Noruega, de 4 a 6 de
Junho de 2013.

87



Anexo 3 - Tabela-resumo das caracteristicas fisiolégicas do LCR

Tabela 24 - Tabela-resumo das caracteristicas fisioldgicas do LCR. Adaptada de Lorenzs, Coates & Kent, 2011.

Limpida

Mononuclear

< 25 (< 45 em pungdes lombares)

MARC

MEG

Limpido a turva

Limpido a turva

Aumentada (geralmente > 100)

Aumentada

Neutrofilos (ndo
Aumentada
degenerados)

Mononuclear (por vezes
» Aumentada
neutrofilos)

Medir IgA e a2-

macroglobulina

PCR e serologia para
agentes infecciosos

Bacteriano

Viral

Fangico

Protozoario

Parasitario

Limpido a turva

Limpida

Limpido a turva

Limpida

Limpido a xantocrémica

Aumentada (geralmente > 100)

Aumentada (normalmente)

Aumentada (variavel)

Aumentada

Aumentada (variavel)

Maioritariamente neutréfilos

Aumentada (geralmente > 100)
(+ degenerados)

Predominantemente
Aumentada (geralmente < 100)
mononuclear

Pleocitose mista, por vezes
o Aumentada (geralmente < 100)
eosindfilos

Mononuclear, por vezes
o Aumentada (geralmente > 100)
neutrdfilos

Pleocitose mista, por vezes
o Aumentada (geralmente > 100)
eosindfilos

PCR e culturas (por vezes os
agentes s&o visiveis)

PCR, titulos de Ac e
microscopia electronica

PCR, titulos de Ac e culturas

Titulos de Ac e PCR

Degenerativo, incluindo

compressdes
Neopléasico

Traumatico

Vascular

Limpida

Limpida

Xantocrémica

Xantocrémica

Normal a ligeiramente aumentada

Normal a aumentada

Normal a aumentada

Normal a aumentada

Mononuclear ou neutréfilos
. Aumentada (geralmente < 100)
(por vezes misto)

Mononuclear, por vezes
» Aumentada (geralmente < 100)
neutroéfilos

Eritrécitos e leucécitos Aumentada (variavel)

Eritrécitos e leucécitos Aumentada (variavel)

Contraindicado

Vascular



Anexo 4 - Gatos e os achados no LCR

Dos 14 gatos examinados na RRV durante os 6 meses de estégio realizou-se a colheita e
andlise do LCR em apenas 4 animais. A tabela 25 apresenta os resultados obtidos nas
andlises do LCR desses 4 gatos.

Tabela 25 - Resultados obtidos da andlise dos LCR obtidos de 4 dos 16 gatos examinados durante o estagio
curricular.

Aparéncia CTC CDx Pandy
Transparente e Populac&o mista
1 o > 500 . (++++)
xantocrémico (mononucleares e neutrdfilos)
2 Limpido e transltcido 10 Pleocitose mononuclear )
Limpido e transltcido 106 Pleocitose neutrofilica (++++)
Transparente e . ~
4 L > 800 - Sem informagéo
xantocréomico

CTC - Contagem total de células; CDx - Citodiagnoéstico; Pandy - teste de Pandy
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Anexo 5 - Testes de normalidade de distribuicdo de valores das varidveis NOomeroMCD

e PesoMCD. Tabelas originais obtidas pelo IBM®SPSS®Statistics version 20.

a) NomeroMCD

Tabela 26 - Resumo do processamento da analise estatistica da variavel "NiumeroMCD".

LCR Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
106 100.0% 0 0.0% 106 100.0%
NUmeroMCD
1 37 100.0% 0 0.0% 37 100.0%
Tabela 27 - Estatistica descritiva da variavel "NameroMCD".
LCR Statistic Std. Error
Mean 1.02 119
95% Confidence Interval for Lower Bound .78
Mean Upper Bound 1.26
5% Trimmed Mean .97
Median .00
Variance 1.504
0 Std. Deviation 1.227
Minimum 0
Maximum 3
Range 3
Interquartile Range 2
Skewness .689 .235
Kurtosis -1.200 .465
NUumeroMCD
Mean 2.84 .167
95% Confidence Interval for Lower Bound 2.50
Mean Upper Bound 3.18
5% Trimmed Mean 2.85
Median 2.00
Variance 1.029
1 Std. Deviation 1.014
Minimum 1
Maximum 4
Range 3
Interquartile Range 2
Skewness 174 .388
Kurtosis -1.774 .759

90




Tabela 28 - Testes de normalidade para a variavel "NumeroMCD".

LCR Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
i .316 106 .000 .740 106 .000
NumeroMCD
.336 37 .000 720 37 .000

a. Lilliefors Significance Correction
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b) PesoMCD

Tabela 29 - Resumo do processamento da andlise estatistica da variavel "PesoMCD".

LCR Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
106 100.0% 0 0.0% 106| 100.0%
PesoMCD
37 100.0% 0 0.0% 37| 100.0%
Tabela 30 - Estatistica descritiva da variavel "PesoMCD".
LCR Statistic | Std. Error
Mean 2.55 311
95% Confidence Interval Lower Bound 1.93
for Mean Upper Bound 3.16
5% Trimmed Mean 2.39
Median .00
Variance 10.250
0 Std. Deviation 3.202
Minimum 0
Maximum 8
Range 8
Interquartile Range 5
Skewness .758 .235
PesoMCD Kurtosis -1.093 465
Mean 7.54 .356
95% Confidence Interval Lower Bound 6.82
for Mean Upper Bound 8.26
5% Trimmed Mean 7.61
Median 6.00
Variance 4.700
1 Std. Deviation 2.168
Minimum 2
Maximum 10
Range 8
Interquartile Range 4
Skewness -.058 .388
Kurtosis -.884 759
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Tabela 31 - Testes de normalidade para a variavel "PesoMCD".

LCR Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
.306 106 .000 732 106 .000
PesoMCD
.329 37 .000 719 37 .000

a. Lilliefors Significance Correction
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Anexo 6 - Teste de Mann-Whitney U para as variaveis NUmeroMCD-LCR e PesoMCD-

LCR. Tabelas originais obtidas pelo IBM®SPSS®Statistics version 20.

a) NomeroMCD e LCR

Tabela 32 - Estatistica descritiva para as variaveis "NimeroMCD" e "LCR".

N Mean Std. Deviation Minimum Maximum
NUmeroMCD 143 1.49 1.419 0 4
LCR 143 .26 439 0 1

Tabela 33 - Ranks do teste de Mann-Whitney U para a variavel "NimeroMCD".

LCR N Mean Rank Sum of Ranks

0 106 59.23 6278.00
NUmeroMCD 1 37 108.59 4018.00

Total 143

Tabela 34 - Testes ndo-paramétricos para duas variavies independentes, a saber "NimeroMCD" e "LCR" 2.

NUmeroMCD
Mann-Whitney U 607.000
Z -6.488
Asymp. Sig. (2-tailed) .000
a. Grouping Variable: LCR
b) PesoMCD e LCR
Tabela 35 - Estatistica descritiva para as variaveis "PesoMCD" e "LCR".
N Mean Std. Deviation Minimum Maximum
PesoMCD 143 3.84 3.686 0 10
LCR 143 .26 439 0 1

Tabela 36 - Ranks do teste de Mann-Whitney U para a variavel "PesoMCD".

LCR N Mean Rank Sum of Ranks

0 106 58.14 6163.00
PesoMCD 1 37 111.70 4133.00

Total 143

Tabela 37 - Testes n&o-paramétricos para duas variavies independentes, a saber "PesoMCD" e "LCR" ?.

PesoMCD
Mann-Whitney U 492.000
z -7.006
Asymp. Sig. (2-tailed) .000

a. Grouping Variable: LCR.
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Anexo 7 - Teste de Chi-quadrado entre as varidveis LCR e DX. Tabelas originais
obtidas pelo IBM®SPSS®Statistics version 20.

Tabela 38 - Resumo do processamento da andlise estatistica das variaveis "Diagndstico” e "LCR".

Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
Diagnostico * LCR 143 100.0% 0 0.0% 143| 100.0%

Tabela 39 - Tabulagdo cruzada das variaveis "Diagnéstico” e "LCR".

LCR Total
0 1
Count 55 11 66
% within Diagnostico 83.3% 16.7% 100.0%
0 % within LCR 51.9% 29.7% 46.2%
) o % of Total 38.5% 7.7% 46.2%
Diagnostico
Count 51 26 77
1 % within Diagndstico 66.2% 33.8% 100.0%
% within LCR 48.1% 70.3% 53.8%
% of Total 35.7% 18.2% 53.8%
Count 106 37 143
Total % within Diagndstico 74.1% 25.9% 100.0%
% within LCR 100.0% 100.0% 100.0%
% of Total 74.1% 25.9% 100.0%
Tabela 40 - Teste de Chi-quadrado entre as varidveis "Diagndstico” e "LCR".
Value df Asymp. Sig. | Exact Sig. (2- | Exact Sig. (1-
(2-sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 5.418? 1 .020
Continuity Correction® 4.563 1 .033
Likelihood Ratio 5.564 1 .018
Fisher's Exact Test .022 .016
Linear-by-Linear
Association >-380 1 020
N of Valid Cases 143

a. 0 cells (.0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 17.08.
b. Computed only for a 2x2 table

Value Approx. Sig.

) ) Phi 195 .020
Nominal by Nominal
Cramer's V .195 .020
N of Valid Cases 143
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