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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de P6s-Graduacdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

LIQUIDO CEREBROESPINHAL DE CAES COM DOENCAS DO
SISTEMA NERVOSO CENTRAL

AUTOR: DAKIR POLIDORO
ORIENTADOR: ALEXANDRE MAZZANTI
Santa Maria, 03 de MARCO de 2016.

Foi realizado um estudo retrospectivo dos resultados do liquido cerebroespinhal (LCE) de
caes, atendidos pelo Servico de Neurologia (SN) do Hospital Veterindrio Universitdrio (HVU) da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), de 2004 a 2015, com o objetivo de analisar os
resultados obtidos do LCE de cdes com sinais neuroldgicos, e comparar as alteragcdes encontradas no
LCE em dois locais de colheita no mesmo paciente e verificar se esse exame auxiliou o clinico em
reforcar a suspeita clinica das principais doencas do sistema nervoso central. Dos 507 pacientes que
foram submetidos a andlise do LCE, apenas as andlises de 144 (26,5%) cdes se adequaram aos
critérios de inclusdo. Dentre estes, cdes com cinomose representaram 21,6% (n=31), doenca do disco
intervertebral (DDIV) 52,7% (n=76), tumores intracranianos (IC) 13,2% (n=19) e tumores envolvendo
a medula espinhal (ME) 8,3% (n=12). A pleocitose linfocitica esteve presente em 78,3% (29/37) das
amostras de cdes com cinomose e em 23,2% (10/43) das amostras de cdes com DDIV. J4 a dissociagcdo
albuminocitoldgica foi encontrada em 73% (19/26) das amostras de caes com tumores IC e em 64,3%
(9/14) das amostras de cdes com tumores envolvendo a ME. Para os cdes acometidos pela DDIV,
houve significincia estatistica (p < 0,05) entre o grau de disfung@o neuroldgica e o total de células
nucleadas e total de proteinas encontrados no LCE destes caes. Em 29 cées, houve a colheita do LCE
tanto na cisterna magna (CM) quanto na cisterna lombar (CL) e em 12 (41,4%) os resultados foram
diferentes entre as duas amostras colhidas do mesmo c@o, onde dois (6,9%) apresentaram alteracao na
amostra colhida cranial a les@o. Pode-se concluir que a pleocitose linfocitica foi a principal alteragdo
encontrada no LCE de cdes com cinomose e DDIV e dissociagdo albuminocitolégica nas neoplasias,
intracranianas e medulares, cdes acometidos pela DDIV apresentaram sinais neuroldgicos mais
severos conforme o TCN e o TP aumentaram e o LCE sofreu alteracdo, mesmo colhido cranial ao
local da lesdo e auxiliou o clinico em reforcar a suspeita clinica, mas ndo confirmou, as principais
doengas neuroldgicas em caes.

Palavras-chave: Liquor, inflamacdo, pleocitose, dissociacdo albuminocitoldgica
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CEREBRAL SPINAL FLUID OF DOGS WITH CENTRAL NERVOUS
SYSTEM DISEASES
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A retrospective study including the analysis of the cerebrospinal fluid (CSF) of dogs
neurologically affected was conducted by the Neurology Service (NS) of the Veterinary Teaching
Hospital (VTH) at the Federal University of Santa Maria (FUSM), between 2004 and 2015. The aim
of this study was to analyze the results of the CSF of dogs with neurological signs, and compare the
changes found in the CSF in two sampling sites in the same patient and see if this test helped the
clinician to strengthen clinical suspicion of the major diseases of the central nervous system. Of the
507 patients that underwent CSF analysis, only the analysis of 144 (26.5%) dogs were suited to
inclusion criteria. The main diagnosed neurological diseases were distemper (21.6% [n=31]),
intervertebral disc disease (IVDD) (52.7% [n=76]), intracranial (IC) tumors (13.2% [n=19]) and
tumors which affected the spinal cord (SC) (8.3% [n=12]). Lymphocytic pleocytosis was present in
78.3% (29/37) of samples from dogs with canine distemper and in 23.2% (10/43) of samples from
dogs with IVDD. The albuminocytologic dissociation was found in 73% (19/26) of samples from dogs
with IC tumors and in 64.3% (9/14) of the samples from dogs with tumors involving the SC. For dogs
affected by IVDD, there was statistical significance (p <0.05) between the degree of neurological
dysfunction and the total nucleated cells (TNC) and total protein (TP). In 29 dogs, CSF was collected
from both the cistern magna (CM) and the lumbar cistern (CL) and in 12 (41.4%) the results were
different between the samples of the same dog, where two cases (6, 9%) showed alterations in the
sample collected cranial to the injury. It can be concluded that the lymphocytic pleocytosis was the
main alteration found in the CSF of dogs with distemper and IVDD and albuminocytologic
dissociation in tumors, intracranial and affecting the spinal cord. Dogs affected by IVDD had more
severe neurological signs as TNC and TP increased and the CSF was altered even collected cranial to
the lesion site and helped the clinician to strengthen the clinical suspicion., but not confirm, the major
neurological diseases in dogs.

Key words: Liquor, inflammation, pleocytosis, albuminocytologic dissociation
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1. INTRODUCAO

O liquido cerebroespinhal (LCE), também chamado liquido cefalorraquidiano ou
liquor, € um fluido claro e incolor que banha e permeia todo o sistema nervoso central (SNC)
e, desta forma, o protege e o nutre uniformemente (Platt & Garosi, 2012). Ele se origina do
plexo coroide dos ventriculos laterais, terceiro e quarto ventriculos do encéfalo e ¢é
posteriormente absorvido pelas vilosidades aracnoides presentes nos seios venosos € veias
cerebrais (De Lahunta & Glass, 2009).

O LCE ¢ considerado o resultado da ultrafiltracio do plasma e seu fluxo ¢é
predominantemente rostrocaudal, fluindo através do sistema ventricular até o canal central da
medula, onde posteriormente chega a regido da cauda equina (Platt & Olby, 2013), embora o
fluxo possa também ocorrer no sentido cranial devido a influéncia direta da pulsacdo do
sangue no plexo coroide e do ciclo cardiaco (De Lahunta & Glass, 2009).

A composicdo do LCE é controlada por interfaces ou barreiras semipermedveis
formadas por células que o separa do tecido nervoso (encéfalo e medula espinhal) da
circulacdo sistémica. A barreira hematoencefdlica, hematoliquérica e liquor-encefélica
controlam a producgdo e a absorcdo do LCE e sdo necessdrias para sobrevivéncia das células
do tecido neural, pois quando ha a quebra destas barreiras, as células inflamatorias, proteinas
e substancias toxicas invadem o SNC através da circulacdo sanguinea (Di Terlizzi & Platt,
2009).

O exame do LCE ¢ considerado um importante indicador de doencas que acometem
do SNC (Vernau et al., 2008). Anormalidades na cor, na celularidade e na concentragao de
proteinas do LCE contribuem para um diagndstico presuntivo, (Dewey & Da Costa, 2016) e
permitem com que as doencas possam ser individualmente classificadas, ou seja,
inflamatorias, infecciosas, neopldsicas, entre outras (Tipold, 1995). A andlise do LCE pode
fornecer ainda, com menor frequéncia, um diagndstico mais especifico quando hé a presenca
de agentes infecciosos como bactérias e fungos ou até mesmo células neoplésicas (Di Terlizzi
& Platt, 2009).

Os resultados obtidos no LCE devem ser avaliados com cautela, pois ndo é incomum
que os achados nao reflitam as lesdes que realmente estdo afetando o SNC (De Lahunta &
Glass, 2009). Desta forma, mesmo que a andlise do fluido possa fornecer rapidamente ao

clinico informacgdes tuteis como a escolha do tratamento e futuros exames adicionais, 0s
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resultados do LCE devem ser interpretados juntamente com o histdrico, sinais clinicos e
outros testes diagndsticos (Platt & Olby, 2013).

A colheita do LCE ¢ indicada quando se suspeita de doencas que afetam o SNC (Di
Terlizzi & Platt, 2009), mas se torna contraindicada em casos aonde o paciente ndo pode ser
submetido a anestesia geral, apresenta instabilidade vertebral ou suspeita de aumento da
pressdo intracraniana (Platt & Garosi, 2012).

O LCE pode ser colhido da cisterna magna (CM) entre o 0sso occipital e primeira
vértebra cervical (atlas) ou da cisterna lombar (CL) entre os espacos vertebrais lombares L5-
L6. A andlise pode ser feita por meio da determinacdo do nimero de células nucleadas, da
concentracdo de proteinas, caracteristicas fisicas e macroscopicas, avaliagdo de componentes
quimicos, de anticorpos e presenc¢a de agentes infecciosos (De Lahunta & Glass, 2009; Roerig
et al., 2013; Srugo et al., 2011; Vernau et al., 2008). A amostra é geralmente colhida caudal
ao local da lesdo devido o sentido do fluxo (rostrocaudal), mas se recomenda a colheita nos
dois locais (CM e CL) quando houver a suspeita de uma doenca multifocal (Dewey & Da
Costa 2016). A quantidade minima de LCE para andlise é de 0,5 ml, mas pode se colher
seguramente 0,2 ml/kg na maioria dos animais sem causar danos ao tecido nervoso (Platt &
Olby, 2013).

Atualmente, com o aumento da disponibilidade e acessibilidade de exames de imagem
mais especificos como a ressonincia magnética (RM), a necessidade da andlise do LCE
passou a ser questionada e, por muitas vezes, s6 € realizada quando ha suspeita de alguma
doenca inflamatéria do SNC (Bohn et al., 2006).

Considerando paises como o Brasil, em que a RM ¢ ainda restrita e dispendiosa, a
andlise do LCE continua a ser o exame mais importante quando se suspeita de doenca do
SNC. Diante disso, o objetivo deste estudo € analisar os resultados obtidos do LCE de caes
com sinais neuroldgicos e verificar diferencas nas andlises do LCE colhido em dois locais

distintos em um mesmo cao.
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Liquido cerebroespinhal de cies com doencas do sistema nervoso centrall
Dakir Polidoro2*; Alexandre Mazzanti2

ABSTRACT.- Polidoro, D., Mazzanti, A. 2016. [cerebral spinal fluid of dogs with central nervous
system diseases] Liquido cerebroespinhal de cdes com doengas do sistema nervoso central. Pesquisa
Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Departamento de Clinica de Pequenos Animais, Centro de Ciéncias
Rurais, UFSM, Av. Roraima 1000, Camobi, Santa Maria, RS 97105-900, Brazil. E-mail: dakirp@hotmail.com
A retrospective study including the analysis of the cerebrospinal fluid (CSF) of dogs neurologically
affected was conducted by the Neurology Service (NS) of the Veterinary Teaching Hospital (VTH) at the
Federal University of Santa Maria (FUSM), between 2004 and 2015. The aim of this study was to analyze
the results of the CSF of dogs with neurological signs, and compare the changes in the CSF in two sampling
sites in the same patient and see if this test helped the clinician to strengthen clinical suspicion of the
major diseases of the central nervous system. Of the 507 patients that underwent CSF analysis, only 144
(26.5%) dogs were suited to inclusion criteria. The main diagnosed diseases were distemper (21.6%
[n=31]), intervertebral disc disease (IVDD) (52.7% [n=76]), intracranial (IC) tumors (13.2% [n=19]) and
tumors affecting the spinal cord (SC) (8.3% [n=12]). Lymphocytic pleocytosis was present in 78.3%
(29/37) of samples from dogs with distemper and in 23.2% (10/43) of samples from dogs with IVDD. The
albuminocytologic dissociation was found in 73% (19/26) of samples from dogs with IC tumors and in
64.3% (9/14) from dogs with tumors involving the SC. For dogs with IVDD, there was statistical
significance (p <0.05) between the degree of neurological dysfunction and the total nucleated cells and
total protein. In 29 dogs, CSF was collected from the cistern magna and the lumbar and in 12 (41.4%) the
results were different between the samples of the same dog, where two cases (6, 9%) showed alterations
in the sample collected cranial to the injury. It can be concluded that the lymphocytic pleocytosis was the
main alteration found in the CSF of dogs with distemper and IVDD and albuminocytologic dissociation in
tumors, intracranial and affecting the spinal cord. Dogs affected by IVDD had more severe neurological
signs as TNC and TP increased and the CSF was altered even collected cranial to the lesion site and helped
the clinician to strengthen the clinical suspicion, but not confirm, the major neurological diseases in dogs.

INDEX TERMS: Liquor, inflammation, pleocytosis, albuminocytologic dissociation.

RESUMO.- Foi realizado um estudo retrospectivo dos resultados do liquido cerebroespinhal (LCE) de caes,
atendidos pelo Servico de Neurologia (SN) do Hospital Veterinario Universitario (HVU) da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM), de 2004 a 2015, com o objetivo de analisar os resultados obtidos do LCE
de caes com sinais neurolégicos, e comparar as alteragdes encontradas no LCE em dois locais de colheita
no mesmo paciente e verificar se esse exame auxiliou o clinico em reforgar a suspeita clinica das principais
doengas do sistema nervoso central. Dos 507 pacientes submetidos a analise do LCE, apenas 144 (26,5%)
cdes se adequaram aos critérios de inclusdo. Dentre estes, cdes com cinomose representaram 21,6%
(n=31), doenga do disco intervertebral (DDIV) 52,7% (n=76), tumores intracranianos (IC) 13,2% (n=19) e
tumores envolvendo a medula espinhal (ME) 8,3% (n=12). A pleocitose linfocitica esteve presente em
78,3% (29/37) das amostras de cdes com cinomose e em 23,2% (10/43) de cides com DDIV. Houve
dissociagdo albuminocitolégica em 73% (19/26) das amostras de cdes com tumores IC e em 64,3% (9/14)
de cdes com tumores envolvendo a ME. Em cdes com DDIV, houve significancia estatistica (p < 0,05) entre
o grau de disfuncio neuroldgica e o total de células nucleadas e total de proteinas. Em 29 cies, houve a
colheita do LCE da cisterna magna e da cisterna lombar e em 12 (41,4%) os resultados foram diferentes
entre as duas amostras colhidas do mesmo cdo, onde dois (6,9%) apresentaram alteracdo na amostra
colhida cranial a lesdo. Pode-se concluir que a pleocitose linfocitica foi a principal alteragdo encontrada no
LCE de cdes com cinomose e DDIV e dissociagdo albuminocitoldgica nas neoplasias, intracranianas e
medulares, cies acometidos pela DDIV apresentaram sinais neurolégicos mais severos conforme o TCN e
o TP aumentaram e o LCE sofreu alteragdo, mesmo colhido cranial ao local da lesdo e auxiliou o clinico em
reforcar a suspeita clinica, mas ndo confirmou, as principais doencas neurolégicas em caes.

TERMOS DE INDEXACAOQ: Liquor, inflamagcio, pleocitose, dissociagdo albuminocitolégica.

L1 Recebido em ..esnsssessssenenn

Aceito para publicagao em .......coeneeneeesennns

2 Departamento de Clinica de Pequenos Animais (DCPA), Centro de Ciéncias Rurais (CCR), Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM), Av. Roraima 1000, Camobi, Santa Maria, RS 97105-900, Brasil. *Autor

para correspondéncia: dakirp@hotmail.com
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INTRODUGAO

O liquido cerebroespinhal (LCE) é um fluido claro e incolor cuja fun¢do é proteger e nutrir o sistema
nervoso central (SNC) (Platt & Garosi 2012). Esse ultrafiltrado do plasma se origina a partir do plexo
coroide dos ventriculos laterais, terceiro e quarto ventriculos, fluindo através do sistema ventricular até o
canal central da medula e, posteriormente, a regido da cauda equina (De Lahunta e Glass 2009).

Seu fluxo é predominantemente rostrocaudal, sendo absorvido pelas vilosidades aracnoides
presentes nos seios venosos e veias cerebrais (Platt & Olby 2013). Acredita-se que devido a influéncia
direta da pulsacdo do sangue no plexo coroide e do ciclo cardiaco, o fluxo do LCE possa ser também no
sentido cranial (De Lahunta & Glass 2009).

A colheita do LCE é indicada quando se suspeita de doenca inflamatodria, infecciosa, traumatica,
neoplasica ou degenerativa do SNC (Di Terlizzi & Platt 2009). Pode ser colhido da cisterna magna (CM), ou
seja, entre os espacos atlanto-occipital ou da cisterna lombar (CL) entre L5-L6. Basicamente, a analise do
LCE pode ser feita por meio de contagem celular, determinacdo da concentracao de proteinas e avaliagao
das caracteristicas fisicas e macroscopicas da amostra (Vernau et al. 2008).

Poucos artigos utilizaram as altera¢des encontradas através da analise do LCE para se tentar fazer
uma relacdo com o diagnoéstico definitivo de uma determinada doenga neurolégica e, na sua maioria,
empregaram outros métodos de auxilio ao diagnéstico como, por exemplo, a ressonancia magnética (RM)
(Thomson et al. 1990, Bohn et al. 2006, Windsor et al. 2009, Srugo et al. 2011). No Brasil e em diversos
paises sdo raros os estudos que tentaram demonstrar se a analise do LCE juntamente com o histérico e o
exame neuroldgico auxiliaram o clinico no diagndstico definitivo de uma determinada enfermidade
neurologica (Gama et al. 2005, Amude et al. 2006). Além disso, ndo ha evidencias de estudos
demonstrando alteragdes encontradas no LCE nas principais doengas neuroldgicas de cdes e, se os
achados podem auxiliar o clinico em refor¢ar ou confirmar a suspeita clinica.

Diante disso, o objetivo deste estudo foi analisar os resultados obtidos do LCE de c3des com sinais
neurolégicos e comparar as alteracdes encontradas no LCE em dois locais de colheita no mesmo paciente.

MATERIAL E METODOS

O LCE obtido pelo Servico de Neurologia (SN) do Hospital Veterinario Universitario (HVU) da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) foi analisado pelo Laboratério de Analises Clinicas (LAC) do
Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM) por meio de contagem de células nucleadas utilizando-se a
camara de Fuchs-Rosenthal e da quantificagdo direta das proteinas pelo método colorimétrico do
vermelho de pirogalol-molibdato (Behr et al. 2003).

Foram selecionados os registros dos exames processados no LAC entre novembro de 2004 e
agosto de 2015. O LCE foi colhido de forma asséptica com o auxilio de agulhas espinhais calibre 22
(Gauge), armazenados em tubos estéreis do tipo Eppendorf e analisados em um intervalo de tempo
inferior a 30 minutos (Dewey 2003). Foram incluidos LCE de cides que continham dados completos de
histérico clinico, anamnese, exame neuroldégico e com diagndstico definitivo das principais doencas
neurolégicas envolvendo o SNC e confirmadas por meio de cirurgia ou necropsia. Foram excluidos do
estudo, aquelas amostras que apresentavam contaminacdo iatrogénica por sangue, volume insuficiente
para analise, que eram oriundas de cdes que estavam sob tratamento com corticosteroides ou de cies que
tinham apenas diagndstico presuntivo.

0 numero de amostras incluidas no estudo foi maior do que o nimero de cies, ja que em um
mesmo paciente, ocorreu a colheita em dois locais distintos, ou seja, na CM e/ou CL. Os resultados da
analise do LCE utilizados na avalia¢ao incluiram o total de células nucleadas (TCN) e o total de proteina
(TP). Com base nos valores de referéncia utilizados, foi considerado como alterado, o LCE que continha
um TCN >5 células/ul e um TP >25mg/dl e >45mg/dl quando colhidas na CM e CL, respectivamente
(Dewey & Da Costa 2016). Amostras com TCN aumentado foram referidas como pleocitose e amostras que
continham um TP elevado sem alteracdo no TCN, foram denominadas de dissociagdo albuminocitolégica
(DAC) (Dewey & Da Costa 2016). De acordo com a magnitude, as pleocitoses foram denominadas leve (6-
50 células/ul), moderada (51-100 células/pl) e severa (>100 células/pul) (Amude et al. 2006).

Nos casos em que havia pleocitose, foi realizado diferencial leucocitario a fim de estabelecer o
predominio celular (linfécito, mondcito, eosinéfilo ou neutréfilo). Quando ndo houve predominio de
nenhuma célula (<50%), a pleocitose foi denominada mista (Di Terlizzi & Platt 2009). Por normas
estabelecidas no LAC-HUSM, a diferenciacdo celular foi realizada somente quando havia mais de 10
células/pl.

Os caes que foram acometidos pela doenca do disco intervertebral (DDIV) foram classificados de
acordo com a gravidade de disfun¢ao neurolégica em graus, sendo: Grau I, somente hiperestesia espinhal,
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sem deficiéncias neurolégicas; Grau II, tetraparesia/paraparesia ambulatéria; Grau I,
tetraparesia/paraparesia ndo ambulatdria; Grau 1V, tetraplegia/paraplegia com presenca de nocicepgao; e
Grau V, tetraplegia/paraplegia com auséncia de nocicepgio caudal a lesdo (Kranenburg et al. 2013).

Os dados obtidos da correlacdo entre o grau de disfungdo neurolégica dos cides acometidos por
DDIV e o TCN e TP presente no LCE destes, foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk, ao
nivel de significincia de 5% e também foi empregado a regressao binomial negativa para os dados usando
a funcdo de ligacdo logaritmica, indicando significincia estatistica para p<0,05. As andlises foram
executadas por meio do software livre R (R Core Team 2015). Ja para os cies acometidos por cinomose, os
resultados obtidos foram analisados mediante estatisticas descritivas, incluindo as médias e valores
(minimo e maximo) calculados para as variaveis ordinais e continuas (TCN e o TP).

RESULTADOS

No periodo compreendido pelo estudo (2004-2015), foram enviados ao LAC-HUSM amostras de LCE de
507 caes atendidos pelo SN do HVU da UFSM. Desse total, foram excluidas as amostras de 204 caes que
continham apenas diagnostico presuntivo. Dos 303 cides com diagnéstico definitivo, 86 (28,4%) foram
excluidos devido as amostras estarem contaminadas por sangue, 43 (14,2%) por falta de dados ou
informagdes incompletas, 18 (5,9%) por amostra insuficiente para andlise e 12 (4%) por estarem sob
corticoterapia durante a colheita.

Das 144 amostras incluidas no estudo, quatro afec¢des neuroldgicas se destacaram por
representar 95,8% do total (138/144): DDIV (76/144 [52,8%]), cinomose (31/144 [21,5%]), tumores
intracranianos (IC) (19/144 [13,2%]) e tumores envolvendo a medula espinhal (ME) (12/144 [8,3]%). Os
demais cdes inclusos neste estudo foram diagnosticados com: meningoencefalite bacteriana (n=1),
acidente vascular encefalico (n=1), meningite arterite responsiva ao corticosteroide (n=1), cisto aracnoide
(n=1), meningoencefalite por Toxoplasma gondii (n=1) e meningoencefalite necrotizante do Pug (n=1),
cada um representando 0,7% do total. Vinte e nove caes incluidos neste estudo foram submetidos a
colheita do LCE em dois locais distintos (CM e CL), por isto, o nimero total de aliquotas analisadas foi de
173.

Dos 31 casos de cinomose, 15 pacientes foram submetidos a colheita em dois locais diferentes,
resultando em 46 amostras analisadas. Destas, 37 (80,4%) apresentaram pleocitose, sete (15,2%) DAC e
duas (4,3%) estavam dentro dos parametros normais. Das amostras com pleocitose, a linfocitica foi
predominante (78,4% [29/37]) e, em oito (21,7%), a diferenciagdo celular ndo foi realizada. A pleocitose
foi classificada como leve em 19 (51,3%), moderada em 13 (35,1%) e severa em cinco (13,5%). A média
do TCN foi de 57 (1-420) e 55 (1-285) células/ul na CM e CL, respectivamente. J4 a média do TP foi de 77
(21-250) e 107 (21-191) mg/dl na CM e CL, respectivamente (Quadro 1).

A DDIV representou um total de 76 casos e, em quatro deles, a pun¢do do LCE foi feita em mais de
um local, totalizando 80 amostras analisadas. Em 25% (20/80) das aliquotas havia DAC, 53,8% (43/80)
pleocitose e 21,2% (17/80) estavam dentro dos valores de referéncia. A pleocitose linfocitica foi a mais
frequente (23,2% [10/43]), seguida da neutrofilica (7% [3/43]) e da mista (2,3% [1/43]). Nao foi possivel
realizar a diferenciacdo celular em 67,4% (29/43) das amostras. A relagdo entre o grau de disfuncdo
neurolégica para os 43 pacientes acometidos por DDIV e a severidade da pleocitose encontrada no LCE
destes cies, foi representada no Quadro 2.

Os dados obtidos da correlagido entre o grau de disfun¢do neuroldgica e o TCN e TP de caes
acometidos pela DDIV ndo apresentaram normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk, ao nivel de 5% de
significancia (p<0,01 para o TCN e p<0,01 para o TP). Quando empregado a regressdo binominal negativa
para o TCN destes cdes, a estimativa do coeficiente para o grau de disfuncao neuroldgica foi significativa
com valor positivo de 0,358 (p<0,01) (Quadro 3), e para o TP, a estimativa do coeficiente para grau de
disfunc¢ao neurolégica foi significativa com valor positivo de 0,223 (p<0,01) (Quadro 3).

Na Fig. 1 sdo apresentados os diagramas de caixa para o TCN em fung¢io do grau de disfungio
neurolégica. O valor mediano de TCN para o grau I e grau Il foi de 4, para o grau IlI foi de 4,5, para o grau
IV foi de 8,0 e para o grau V foi de 10. Na Fig. 2 sdo apresentados os diagramas de caixa para o TP em
funcdo grau de disfun¢ao neuroldgica. Os valores medianos de TP para os graus I, I, Il, IV e V foram de
26,2,22,1,32,4,55,6 e 40,8, respectivamente.

Em sete dos 19 caes diagnosticados com tumor intracraniano houve colheita do LCE na CM e na
CL totalizando 26 aliquotas analisadas. Destas, 19 (73,1%) apresentaram DAC, cinco (19,2%) pleocitose e
duas (7,7%) estavam dentro dos padroes de referéncia. Das cinco amostras que apresentaram pleocitose,
apenas uma teve diferenciagido celular realizada e foi classificada como pleocitose neutrofilica severa.
Todas as demais (n=4) foram classificadas com pleocitose leve sem possibilidade de diferencia¢io celular.
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Nos 12 casos diagnosticados com tumores que afetaram a medula espinhal, apenas dois foram
submetidos a punc¢do na CM e na CL, totalizando 14 amostras. Em 64,3% (9/14) delas ocorreu DAC. Em
quatro (28,6%) houve pleocitose, sendo duas pleocitose linfocitica e duas pleocitose neutrofilica. Apenas
uma amostra (7,1%) estava dentro dos valores de referéncias. As quatro amostras com pleocitose foram
classificadas em leve (n=1), moderada (n=1) e severa (n=2) (Quadro 4).

0 paciente diagnosticado com encefalite por Toxoplasma gondii foi submetido a colheita em dois
locais diferentes, que resultaram ambas em DAC. O cido acometido por acidente vascular encefélico
também apresentou DAC. Os pacientes com meningoencefalite bacteriana e meningite arterite responsiva
ao corticosteroide apresentaram pleocitose neutrofilica severa e pleocitose linfocitica moderada,
respectivamente. A amostra do cdo com cisto aracnoide estava dentro do padrdo normal. No cdo com
meningoencefalite necrotizante do Pug, houve pleocitose linfocitica moderada.

Independentemente do diagndstico, em 29 cdes (20,1%) a colheita do LCE ocorreu em dois locais
(CM e CL) e, em 12 deles, houve resultados distintos. Todas as amostras que foram colhidas préximo a
lesdo estavam alteradas. Quando ocorreu pleocitose em uma amostra, mas ndo em outra (amostra normal
ou apenas com DAC), a aliquota que continha aumento na celularidade foi colhida préxima a lesao
(Quadro 5).

DISCUSSAO

Com o avanco das técnicas de diagndstico por imagem, os estudos envolvendo o LCE passaram a ser
descritos em associacdo a outras técnicas de exames complementares, como a ressonancia magnética, por
exemplo, e ndo mais como um teste chave no auxilio ao diagnéstico (Bohn et al. 2006).

Entre 2004 e 2015, o SN do HVU da UFSM realizou a colheita do LCE em 507 cies, e destes, 204
foram excluidos do estudo devido a falta de um diagnéstico definitivo. Dos 303 cdes com diagnéstico
definitivo, 159 foram excluidos. Chama a aten¢do a alta frequéncia de cdes (28,4%) excluidos por
contaminagdo sanguinea iatrogénica no momento da colheita, o que pode acarretar no falso aumento do
TP e do TCN na amostra (Platt & Olby 2013). Das amostras excluidas pela contaminac¢ao iatrogénica por
sangue, 88,4% delas foram colhidas da CL. E comum que isto ocorra com maior frequéncia nas amostras
colhidas da CL devido ao grau de dificuldade na puncéo deste local e, por isso, colher o LCE da CM diminui
os riscos de contaminacgdo (De Lahunta & Glass 2009). Uma menor causa de exclusio (5,9%) foi o volume
insuficiente para andlise, jA que sdo necessarios pelo menos 0,5 ml de LCE para uma analise completa
(Platt & Olby 2013). Recomenda-se comprimir as veias jugulares externas, para aumentar o fluxo devido a
relacdo entre a pressdo sanguinea e a producido de LCE, manobra esta que pode auxiliar em casos de
doengas compressivas da medula espinhal ou que acarretam no aumento exacerbado do TP liquoérico
tornando-o mais viscoso, dificultando seu fluxo e, consequentemente, sua colheita (De Lahunta & Glass
2009). Finalmente, foi baixa (4%) a frequéncia de exclusdo de aliquotas de cdes que estavam sob
corticoterapia no momento da colheita. Isso se fez necessario devido a capacidade que estes anti-
inflamatérios tém de diminuir o TCN presente no LCE (Platt & Garosi 2012).

Dos cdes submetidos a colheita de LCE, quase a totalidade (95,8%) apresentavam quatros doencas
neurolégicas (cinomose, DDIV e tumores IC e ME). Em um estudo recente, realizado por esse mesmo
grupo de estudo, a prevaléncia das doencas neuroldgicas degenerativas, inflamatorias/infecciosas e
traumaticas de caes, foi alta (Chaves et al. 2014), o que justifica 0 maior nimero de amostras obtidas de
cdes com DDIV e cinomose. Os mesmos achados foram obtidos por Bohn et al. (2006) ao compararem o
LCE com os achados de imagem por meio da ressonancia magnética.

0 virus da cinomose infecta o SNC através de células mononucleares que atravessam a barreira
hematoencefalica circulando juntamente com o LCE (Vandevelde & Zubriggen 2005). Além da quebra
desta barreira, a marcada desmielinizagcdo em torno dos ventriculos, faz com que haja aumento no TCN e
no TP do LCE (Pan et al. 2013). Pleocitose linfocitica é a alteracdo mais comum em cdes com cinomose
(Amude et al. 2007), a semelhang¢a do que observamos neste estudo. De qualquer forma, a presenca da
pleocitose linfocitica é apenas um indicativo e ndo uma confirmacéo, pois outras doencas inflamatoérias
podem apresentar este tipo de alteracdo como as meningoencefalites necrotizantes (Platt & Olby 2013). A
DAC também foi encontrada nesse estudo e pode também ocorrer em cides com cinomose, conforme
mencionaram Platt e Garosi (2012), jA que nesta doen¢a ha marcada producdo intratecal de globulina
induzida pelo virus. A pleocitose neutrofilica é uma alteragdo pouco comum em casos de cinomose, mas
pode aparecer quando os sinais neurolégicos forem agudos (Dewey 2003), situacdo ndo verificada em
nenhuma das amostras. Em duas aliquotas (4,4%), ndo houve alteracdo do LCE. A analise do LCE é o teste
de diagndstico individual mais importante em pacientes com suspeita de doenca inflamatéria do SNC
(Thomas 1998), mas nem todos os cdes com cinomose terdo alteracdes no LCE (Shell 1990), pois durante
o estagio agudo da desmielinizacdo dos ventriculos, ndo ha reacdo inflamatéria e o TCN pode estar normal
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(Tipold et al. 1992). Quanto a gravidade da pleocitose, quase a totalidade dos casos graves ocorreram em
cdes com cinomose, provavelmente pelo virus induzir maior resposta inflamatéria quando comparada as
demais doengas listadas neste estudo (Thomas 1998). Entretanto, quase metade dos cdes com cinomose
avaliados desenvolveram pleocitose leve, achado este ja relatado por Platt e Garosi (2013), no qual o TCN
ndo costuma ultrapassar 50 células/pl.

As doencas degenerativas do SNC estdo entre as mais diagnosticadas na neurologia canina e,
dentre elas, a mais prevalente é a DDIV (Chaves et al. 2014). Acredita-se que sua alta prevaléncia esta
relacionada com a dominancia de cdes de ragas pequenas e condrodistroficas (Pellegrino et al. 2010).
Apesar da presenca ou ndo de dor profunda ser o critério progndstico mais confiavel para cdes acometidos
por DDIV (Platt & Garosi 2012), a associagdo entre a severidade da disfun¢do neurolégica e o TCN no LCE
de caes com DDIV pode também ser ttil (Srugo et al. 2011). Neste estudo, 80% das amostras colhidas de
cdes com DDIV tinham alteragdes liqudricas. Apesar de a DDIV ser capaz de cursar com pleocitose, isso
depende da cronicidade da lesdo, em que aquelas mais agudas tém maior chance de cursarem com essa
alteracdo (Platt & Garosi 2013). O LCE de caes com DDIV apresenta diferentes tipos de pleocitose, que
variaram conforme o estudo realizado, predominando pleocitose neutrofilica (Srugo et al. 2011, Levine et
al. 2014). Neste estudo, a pleocitose linfocitica foi mais frequente. Para Windsor et al. (2008), a inflamacio
neutrofilica observada em ciaes com DDIV tendem a se tornar linfocitica com a evolu¢do da doenca.

Em 67,4% dos cdes com DDIV com pleocitose nio foi possivel realizar a identificacdo celular, visto
que apresentavam celularidade inferior a 10 células/pl. Mesmo assim, recomendamos a diferenciagao
celular das amostras que apresentam menos de 5 células/pl, pois a predominancia de um tipo de celular
pouco observada pode auxiliar no diagnéstico de uma determinada doenca. Em 21,2% das amostras de
cdes com DDIV nido se verificaram alteragdes no TCN e tampouco no TP. A razdo para esta variagio
quantitativa pode estar ligada ao local da coleta, a cronicidade da lesdo, ao grau de deficiéncias
neurologicas e até mesmo pela propria divergéncia no sistema de classificacdo dos resultados da analise
do LCE (Levine et al. 2014). Por outro lado, estudos que avaliaram o LCE de cdes com DDIV toracolombar,
pleocitose foi uma alteragdo comum (20%-61% das amostras), independentemente do local da coleta
(Thomson et al. 1990, Windsor et al. 2008, Srugo et al. 2011). A semelhanca de nossos achados Chamisha
et al. (2015) observaram pleocitose em 80% dos caes acometidos por DDIV em grau V, o que reflete
provavelmente quebra da barreira hematoencefalica. Uma possivel explicacdo para esse achado esta na
compressdo das meninges e da medula espinhal pelo material discal que acarreta em inflamacgdo
secundaria e, consequentemente, aumento das células inflamatérias no LCE (Srugo et al. 2011).

Houve diferenca estatistica entre o grau de disfun¢ao neurolégica de cies acometidos por DDIV e
o TCN, ou seja, quanto maior foi o grau de disfuncdo neurolégica, mais células nucleadas foram
encontradas na amostra. O mesmo resultado foi obtido para o TP, porém, com menor intensidade quando
comparado ao TCN. De acordo com estudos anteriores (Windsor et al. 2008, Srugo et al. 2011, Levine et al.
2014, Chamisha 2015), os resultados aqui descritos refor¢cam a hipotese de que o aumento do TCN e do TP
em cdes acometidos pela DDIV estd diretamente relacionado com o aumento no grau de disfuncio
neurologica. Acredita-se que isto ocorra devido a resposta inflamatéria e a quebra da barreira entre o
sangue e a medula espinhal (Levine et al. 2014).

A semelhan¢a do que é descrito na literatura (Dickinson et al. 2006), DAC foi o achado liquérico
mais comumente observado (73%) em cdes com tumores intracranianos. Pleocitose foi menos frequente
(19,2%) e, quando ocorreu, foi leve. A pun¢do na CM ou CL para coleta de LCE é contraindicada quando ha
suspeita de tumor IC, pois o efeito massa predispde o aumento da pressdo intracraniana (PIC) e,
consequentemente, a herniacdo encefalica (Platt & Garosi 2012). Neste estudo, por nio haver a
disponibilidade de tomografia computadorizada e ressonancia magnética para a verificacdo do efeito
massa (Da Costa 2009), o critério para a colheita foi a auséncia de sinais neurolégicos de aumento da PIC,
como alteracdo do nivel de consciéncia (estupor e coma), postura (rigidez por decerebelacio ou
decerebracgao), reflexo de Cushing (hipertensao arterial e bradicardia), diminui¢cdo ou auséncia do reflexo
oculocefalico e fotomotorpupilar e anisocoria (Platt & Olby 2013). Mesmo sendo um procedimento de
risco, nio foi verificada nenhuma intercorréncia durante e apds a colheita e comprovada na necropsia por
ndo haver herniacio encefalica em nenhum desses casos.

A andlise do LCE nos casos de tumor da ME pode se apresentar sem alteracdo, ou, as vezes, é
possivel observar um aumento moderado no TP, com ou sem pleocitose (Lépez et al. 2013). Neste estudo,
64,2% apresentaram DAC. Um estudo em cdes com meningioma medular, 50% apresentaram DAC (Lépez
et al. 2013). Foi observado em 14 cides aumento do TCN sem a elevacgdo de proteinas do LCE, sendo 85,7%
de cdes com DDIV e 14,3% de cdes com cinomose. Embora seja um achado incomum, Chrismann (1992)
também observou estas alteracdes em algumas doengas do SNC, como as infecciosas, as traumadticas e as
compressivas da medula espinhal. Na tentativa de encontrar uma explicacdo para este achado, foram
mensurados os niveis séricos e plasmaticos de proteina, bem como da albumina sérica e verificar se a
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hipoproteinemia ou a hipoalbuminemia poderiam ter algum envolvimento neste achado, o que ndo
aconteceu ja que todos apresentavam niveis dentro dos padrdes de referéncia. Outra hipdtese seria a
intensidade da pleocitose, classificada como leve em todos os casos, haja vista que a média do TCN ficou
em torno de sete células/ul, considerado préoximo ao valor de referéncia estabelecida neste estudo (<5
células/ul). Embora outros estudos necessitassem ser realizados, principalmente em aumentar o nimero
de aliquotas com esse tipo de alterac¢do, sugere-se que uma inflamagao minima do SNC possa causar um
leve aumento do TCN sem alterar o TP.

Com base nos resultados aqui descritos, o LCE ndo foi capaz de confirmar o diagnéstico definitivo
das doengas, conforme relataram Vernau et al. (2008), visto que, diferentes tipos celulares foram
encontrados em uma mesma doenca, sendo as pleocitoses linfociticas e neutrofilicas e a DAC como as
principais alteraces observadas. Por outro lado, o LCE pdde caracterizar se a doencga tinha caracteristica
inflamatoria, reforgou a suspeita principal e serviu como critério no tratamento, principalmente quanto a
utilizacdo de corticosteroides com base na severidade das pleocitoses. Por este motivo, a analise do LCE
deve ser cautelosa, pois de acordo com De Lahunta e Glass (2009), os resultados obtidos podem nao
refletir as lesdes encontradas no SNC. Portanto, mesmo que o LCE possa fornecer ao clinico informacdes
uteis, o mesmo deve ser interpretado juntamente com o histdrico, os sinais clinicos e outros exames
complementares de auxilio ao diagndstico (Platt & Olby 2013).

Neste estudo, 12 cies que tiveram amostras de LCE colhidos em dois pontos distintos (CM e CL),
obtiveram resultados diferentes. A analise do LCE de um cido com DDIV toracolombar e um cdo com tumor
na ME toracolombar colhidos na CM, ou seja, cranial ao local da lesdo, apresentaram alteragdo (pleocitose
e DAC respectivamente), reforcando a hip6tese de haver também um fluxo caudo-rostral do LCE. A
colheita nesse ponto, as vezes se torna necessaria, haja vista que nas doencas compressivas da ME, como
DDIV e tumores, a pungio realizada caudal a lesdo possa ser prejudicada devido a interferéncia no fluxo
do LCE (De Lahunta & Glass 2009). Com base nisso, sugerimos que, quando possivel, a colheita de LCE
devera ser realizada em dois locais em todos os cies com suspeita de doengas no SNC.

CONCLUSOES

Pode-se concluir que a pleocitose linfocitica foi a principal alteracdo encontrada no LCE de cdes com
cinomose e DDIV e dissocia¢do albuminocitolégica nas neoplasias intracranianas e naquelas que afetaram
a medula espinhal; cdes acometidos pela DDIV apresentaram sinais neurolégicos mais severos conforme o
TCN e o TP aumentaram; o LCE sofreu alteracdo, mesmo colhido cranial ao local da lesdo e auxiliou o
clinico em reforgar a suspeita clinica, mas nao confirmou, a doengas neurolégicas em caes.
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Quadro 1. Resultado das amostras e média do total de células nucleadas (TCN) e do total de
proteinas (TP) do liquido cerebroespinhal (LCE) colhidos de cies com cinomose.

RESULTADOS DAS AMOSTRAS E MEDIA DO TCN E TP DE CAES COM CINOMOSE

TCN (céls/p) TP (mg/dl) PL (n) PM (n) PS (n) DAC (n) Normal (n)
CM (n) 13 8 3 4 -
Média 57 77
Min-max 1-420 21-250
CL (n) 6 5 2 3 2
Média 55 107
Min-max 1-285 21-191
Total (n) 19 13 5 7 2

LCE=liquido cerebroespinhal; n=niimero de amostras; TCN=total de células
nucleadas; TP=total de proteinas; CM=cisterna magna; CL=cisterna lombar;
Max=maximo; min=minimo; PL=pleocitose leve; PM=pleocitose moderada;
PS=pleocitose severa; DAC=dissociagdo albuminocitol6gica
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Quadro 2. Resultado das amostras do liquido cerebroespinhal (LCE) de cies acometidos pela
doenca do disco intervertebral (DDIV).

AMOSTRAS DE LCE COLHIDAS DE CAES DIAGNOSTICADOS COM DDIV

Grau de Normal Pleocitose leve Pleocitose Pleocitose severa DAC

disfunc¢io n n moderada n n
neurologica n
Grau I - 1 - - 2
CM - 1 - - 2
CL - - - - -
Grau II 9 8 - - 4
CM 7 5 - - 3
CL 2 3 - - 1
Grau III 5 7 2 - 6
CM 4 5 1 - 3
CL 1 2 1 - 3
Grau IV - 8 3 - 6
CM - 2 - - 2
CL - 6 3 - 4
Grau V 3 11 3 - 2
CM 3 1 - - 1
CL - 10 3 - 1
Total de 17 35 8 0 20
amostras

DDIV=doenga do disco intervertebral; n=ntimero de cies;
LCE=liquido cérebro espinhal; CM=cisterna magna;
CL=cisterna lombar; DAC=dissociagio albuminocitolégica
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Quadro 3. Estimativa dos coeficientes da regressao binomial negativa, erro padrao e p-valores
para o efeito do grau de disfunc¢ido neuroldgica sobre o total de células nucleadas (TCN) e o total de
proteinas (TP) para as 80 amostras de liquido cerebroespinhal (LCE) colhidas de caes acometidos
pela doenga do disco intervertebral (DDIV).

Estimativa dos coeficientes da regressao binomial negativa, erro padrao

e p-valores
Estimativa Erro padrao p-valor

TCN

Intercepto 1,309 0,335 <0,01

Grau de disfungao 0,358 0,094 <0,01
TP

Intercepto 3,302 0,233 <0,01

Grau de disfungdo 0,223 0,065 <0,01

TCN=total de células nucleadas; TP=total de
proteinas; LCE=liquido cerebroespinhal;
DDIV=doenca do discointervertebral
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Quadro 4. Resultado das amostras e grau de severidade das pleocitoses do liquido cerebroespinhal
(LCE) de caes acometidos por tumores intracranianos (IC) e da medula espinhal (ME).

RESULTADO DO LCE DE CAES ACOMETIDOS POR TUMORES

Puncio PL (n) PM (n) PS (n) DAC (n) Normal (n)
Tumor IC
CM 3 - 1 8 1
CL 1 - - 11 1
Total 4 - 1 19 2
Tumor ME
CM - 1 - 3 1
CL 1 - 2 6 -
Total 1 1 2 9 1

n=ndimero de amostras; IC=intracraniano; ME=medula espinhal; CM=cisterna
magna; CL=cisterna lombar; PL=pleocitose leve; PM=pleocitose moderada;
OS=pleocitose severa; DAC=dissociagdo albuminocitolégica
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Quadro 5. Resultado das amostras do liquido cerebroespinhal (LCE) de ciaes submetidos a colheita
em dois locais diferentes (CM e CL) em que os resultados das amostras foram diferentes.

RESULTADOS DAS AMOSTRAS DE LCE DE CAES COM DUAS COLHEITAS (CM E CL)

Cao Diagnéstico Local da lesdao cM CL

1 Cinomose Encéfalo DAC Normal
2 Cinomose Encéfalo Pleocitose DAC

3 Cinomose Encéfalo Pleocitose Normal
4 Cinomose Encéfalo Pleocitose DAC

5 DDIV T12-T13 Normal DAC
6 DDIV L1-L2 Pleocitose Normal
7 DDIV T13-L1 Normal DAC
8 Tumor Encéfalo Pleocitose DAC
9 Tumor Encéfalo Pleocitose DAC
10 Tumor Encéfalo Pleocitose DAC
11 Tumor T4-T5 DAC Normal
12 Tumor C1-C2 Pleocitose DAC

LCE=liquido cerebroespinhal; DAC=dissociagdo albuminocitolégica;
CM=cisterna magna; CL=cisterna lombar; DDIV=doenca do disco
intervertebral; TL=toracolombar; IC=intracraniano; ME=medula

espinhal
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Fig. 1. Representacido grafica em diagrama de caixa da andlise de 80 amostras de liquido
cerebroespinhal (LCE) de caes acometidos pela doenc¢a do disco intervertebral (DDIV) em relacao
aos graus de disfuncdo neurolégica e o total de células nucleadas (TCN) para p < 0,05.
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Fig. 2. Representacido grafica em diagrama de caixa da andlise de 80 amostras de liquido
cerebroespinhal (LCE) de caes acometidos pela doenc¢a do disco intervertebral (DDIV) em relacao
aos graus de disfuncio neuroldgica e o total de proteinas (TP) para p < 0,05.
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3. CONCLUSOES

e A pleocitose linfocitica foi a principal alteracao encontrada no LCE de cdes com
cinomose € DDIV e a DAC nas neoplasias, intracranianas e naquelas que afetaram a
medula espinhal;

e (Caes acometidos pela DDIV apresentaram sinais neurolégicos mais graves conforme o
TCN e o TP aumentaram;

e O LCE sofreu alteragdo, mesmo colhido cranial ao local da lesdo, e auxiliou o clinico
em reforcar a suspeita clinica, mas ndo confirmou, as principais doengas neuroldgicas

em caes.
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