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RESUMO

Encefalite por definicdo é qualquer afeccdo que resulte em inflamacéo e leséo tecidual com
alteracdo estrutural ou funcional do encéfalo. O diagnostico da causa da encefalite usualmente
inclui exames laboratoriais, anélise de liquido cerebrospinal (LCE) e exames de imagem
avancada, porém, nem sempre esses métodos diagndsticos estdo disponiveis ou em alguns casos
ha contraindicacGes para a realizagdo dos referidos exames. Uma alternativa para se obter o
diagnostico de lesdo encefélica é a utilizacdo de biomarcadores, que vem sendo amplamente
estudados na medicina humana e sdo mensurados em fluidos corporais como soro, plasma e
LCE. A mensuracdo de um biomarcador especifico de lesdo neuronal, de forma simples, rapida
e minimamente invasiva traz muitos beneficios ao paciente. Em humanos a proteina fibrilar
glial acida (GFAP) é liberada exclusivamente na presenca de lesdo encefalica e esta
correlacionada com mau prognostico e recuperacao tardia dos pacientes, sendo provavelmente
uma boa op¢do como biomarcador em cdes. Na Medicina Veterinaria ha poucos estudos sobre
biomarcadores de lesdo neuronal, e ainda ndo ha dados consistentes sobre a expressao da
proteina em cdes com encefalite e a mensuracdo desta em fluidos corporais como soro e LCE.
Assim sendo, o objetivo geral deste trabalho é comparar os niveis de GFAP no soro de cées
com e sem encefalite e no LCE de alguns cdes com encefalite. O estudo avaliou 31 cées, sendo
21 cdes doentes com sinais clinicos de encefalite ou meningoencefalite (Grupo Doente — GD)
e 10 caes saudaveis sem sinais clinicos de doenca e exames laboratoriais dentro dos intervalos
de referéncia (Grupo Controle — GC). O intervalo de inclusdo dos animais neste estudo foi de
outubro de 2016 a junho de 2017. Neste estudo um aumento da GFAP no soro de 6/21 cées do
GD foi observado, enquanto que no GC nenhum animal apresentou niveis séricos elevados
acima do ponto de corte. A média do biomarcador no soro de animais do GD foi de 2,49 ng/ml,
no LCE foi de 33,07 ng/ml, e no soro dos cées do GC foi de 0,11 ng/ml. A analise estatistica
ndo paramétrica Kruskal Wallis ndo conseguiu explicar os resultados do estudo, devido ao
grande namero de resultados igual a zero do GD e a heterogeneidade dos dados. Considera-se
a estatistica descritiva para a conclusdo deste trabalho. Assim sendo, pondera-se que o GD
obteve média superior a0 GC na mensuracdo da GFAP no soro. Foi possivel verificar que
animais com encefalite apresentam elevacdes séricas de GFAP ap6s cinco dias de lesdo
encefalica, que o biomarcador apresentou uma alta especificidade e que animais saudaveis ndo
apresentam niveis detectaveis do biomarcador no soro. O estudo também sugere uma maior
sensibilidade do LCE para a realizacdo do teste e que o kit ELISA utilizado no estudo obteve
uma boa eficécia para uso em caes.

Palavras-chave: Animal. Encéfalo. Cérebro. Lesdo. Proteina.
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ABSTRACT

Encephalitis by definition is any condition that results in inflammation and tissue damage
with structural or functional alteration of the encephalon. Diagnosis of the cause of
encephalitis usually includes laboratory tests, cerebrospinal fluid (CSF) analysis and advanced
imaging tests; however, these diagnostic methods are not always available or in some cases
there are contraindications to these tests. An alternative to the diagnosis of brain injury is the
use of biomarkers, which have been widely studied in human medicine and are measured in
body fluids such as serum, plasma and CSF. Measurement of a specific neuronal lesion
biomarker in a simple, fast and minimally invasive manner brings many benefits to the
patient. In humans the glial fibrillary acidic protein (GFAP) is released exclusively in the
presence of brain injury and is correlated with poor prognosis and late recovery of the
patients, probably being a good option as a biomarker in dogs. In Veterinary Medicine there
are few studies on neuronal lesion biomarkers, and there is still no consistent data on the
expression of the GFAP protein in dogs with encephalitis and the measurement of this in body
fluids such as serum and CSF. Therefore, the general objective of this study is to compare the
levels of GFAP in the serum of dogs with and without encephalitis and in the CSF of some
dogs with encephalitis. The study evaluated 31 dogs, 21 dogs with clinical signs of
encephalitis or meningoencephalitis (Sick Group - SG) and 10 healthy dogs with no clinical
signs of disease and results of laboratory tests within the reference range (Control Group -
CQG). The inclusion interval of the animals in this study was from October 2016 to June 2017.
In this study an increase of GFAP in the serum of 6/21 SG dogs was observed, whereas in CG
no animal had elevated serum levels above the cuttoff point. The mean of the biomarker in the
serum of SG animals was 2.49 ng / ml, in the CSF it was 33.07 ng / ml, and the serum of the
CG dogs was 0.11 ng / ml. The nonparametric statistical analysis Kruskal Wallis failed to
explain the results of the study, due to the large number of results equal to zero of the SG and
the heterogeneity of the data. We consider the descriptive statistics for the conclusion of this
work. Therefore, it is considered that the SG obtained a mean higher than the CG in the
measurement of serum GFAP. It was possible to verify that animals with encephalitis show
serum elevations of GFAP after five days of brain injury, that the biomarker presented a high
specificity and that healthy animals did not present detectable levels of the biomarker in the
serum. The study also suggests a greater sensitivity of the CSF for the test and that the ELISA
kit used in the study obtained a good efficacy for use in dogs.

Keywords: Animal. Brain. Encephalon. Lesion. Protein.
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1 INTRODUCAO

Anatomicamente o Sistema Nervoso Central (SNC) é formado pelo encéfalo (cérebro,
cerebelo e tronco encefalico) e medula espinhal (PRADA, 2015). Alteracdes no SNC de cées
refletem sinais clinicos diferentes do que ocorre em humanos devido as diferencas na fungédo
do encéfalo entre as espécies (NETO, 2015). Encefalite é a inflamacéo e leséo tecidual com
alteracdo estrutural ou funcional do encéfalo que pode ser causada por afeccdes virais, fungicas,
bacterianas, inflamatorias, vasculares, traumaticas e etc. (DAMIANI et al., 2013). A lesdo pode
ser focal, multifocal ou difusa e a manifestacdo clinica de doenca intracraniana depende da
regifo do encéfalo acometida (FERNANDEZ; BERNARDINI, 2010; TAYLOR, 2015).

Na avaliacdo clinica de cdes com doencas neuroldgicas centrais, usualmente ha
indicacdo para realizacdo de exames de imagem avancada, porém, alguns fatores sdo limitantes,
como a indisponibilidade do equipamento fora de grandes centros e alto custo dos exames.
Outro recurso muito utilizado na avaliacdo de cdes com encefalite é a analise de liquido
cerebrospinal (LCE), porém, nesse caso um dos fatores limitantes de maior importancia é a
condicdo clinica do paciente, uma vez que para o procedimento ha necessidade de anestesia
geral (NISHIDA et al., 2014; ELIAS, 2016)

Em pacientes com afec¢des neuroldgicas é importante avaliar a extensdo da lesdo para
que o progndstico e tratamento sejam estabelecidos. Varios biomarcadores especificos do SNC
ja estdo sendo utilizados na Medicina Humana, pois podem ser mensurados nos fluidos
corporais e auxiliar neste processo, além de permitir a monitorizacdo da evolucéo da doenca de
forma pouco invasiva, principalmente em pacientes criticos (RECH et al., 2006; ELIAS, 2016).

Uma preocupacao dos pesquisadores é que alguns biomarcadores, a exemplo da proteina
S-100p e da Enolase Neuronal Especifica (NSE) podem estar presentes na corrente sanguinea
independentemente de lesdo neuronal, fator este que poderia interferir nos resultados quando se
busca avaliar lesdo neuronal (LEI et al., 2015).

Lei et al., em 2015, pesquisaram a Proteina Fibrilar Glial Acida (GFAP) em pacientes
humanos com lesdes cerebrais traumaticas graves e relatam possivel superioridade deste exame
frente a demais biomarcadores, devido a sua especificidade para o tecido neuronal. A GFAP é
liberada em fluidos corporais na presenca de morte de astrocitos, ndo sendo assim
rotineiramente encontrada na circulagdo periférica de pacientes saudaveis, 0 que a torna
aparentemente mais fidedigna para diagnosticar lesdo cerebral e determinar o prognostico (LEI
etal., 2015).



15

Os dados sobre o uso da GFAP na Medicina Veterinaria, sobre a expressdo da proteina
em cdes com encefalopatias e a mensuragéo desta em fluidos corporais sdo escassos. Assim
como em humanos, a proteina parece ser boa candidata a biomarcador de lesdo no SNC de caes.
Assim sendo, o objetivo geral deste trabalho foi testar a Proteina Fibrilar Glial Acida no soro e
LCE de cées com sinais neuroldgicos centrais e no soro de cdes saudaveis (sem sinais clinicos

de doenca).
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2 REFERENCIAL TEORICO
A literatura utilizada sera apresentada em forma de topicos para melhor adequacédo dos assuntos

abordados.

2.1 ENCEFALITE

O sistema nervoso do céo é dividido em duas grandes areas: Sistema Nervoso Central
(SNC), constituido pelo encéfalo (mesencéfalo, ponte, bulbo e cerebelo) e medula espinhal, e
Sistema Nervoso Periférico (SNP), constituido... (ANDRADE NETO, 2015a; PRADA, 2015).
Das lesbes que podem ocorrer no SNC de todas as espécies de animais, as inflamatdrias sdo
importantes causas de sinais neurolégicos nos animais (TIPOLD, 2009). A inflamacao pode ser
consequéncia de doencas infecciosas ou representar um processo autoimune. Muitas vezes 0s
resultados da avaliacdo neuroldgica de pacientes com doenca inflamatoria do SNC s&o pouco
especificos, a inflamacéo afeta medula e encéfalo simultaneamente em sua maioria, produzindo
sinais de uma doenca multifocal (meningoencefalites ou meningoencefalomielites) com sinais
clinicos semelhantes, dificultando o diagnéstico (HIGGINBOTHAM; KENT; GLASS, 2007;
ANDRADE NETO, 2015a). Devido a apresentacdo aguda e progressiva tipica da
meningoencefalite ou meningoencefalomielite, geralmente os pacientes chegam ao setor de
emergéncia instiveis e muitas vezes em condigdo grave (SCHATZBERG; NGHIEM, 2012).

Em quadros de lesGes corticais os sinais podem variar entre delirio, excitacao,
sonoléncia, desatencdo, crises epilépticas e comportamento compulsivo (TAYLOR, 2015). Se
a lesdo ocorre em regido de tronco encefalico, sinais como depressdo acentuada sdo observados.
Outros achados clinicos incluem: letargia, nistagmo, tremores, atrofia muscular, deméncia,
perda de memoria, e déficits de nervos cranianos (DAMIANI et al., 2013; TAYLOR, 2015).

Em relacdo a classificacdo da encefalite, também ha de se considerar eventualmente
estruturas que poderdo estar acometidas pelo processo inflamatdrio, ou seja, meningite (apenas
as meninges), mielite (medula espinhal), meningoencefalite (medula espinhal e encéfalo
simultaneamente) e meningoencefalomielite (meninges, encéfalo e medula espinhal) (DE
LAHUNTA, 2009; RADAELLI; PLATT, 2002; MAIORKA, 2015).

A meningoencefalomielite (MEM) deve fazer parte da lista de diagnosticos diferenciais
quando ha sinais compativeis com encefalite (RADAELLI; PLATT, 2002). Animais com MEM
geralmente apresentam a doenga de forma aguda e progressiva com sinais de lesdo focal ou
multifocal. A inflamag&o ocorre nas meninges e parénquima neuronal (prosencéfalo, tronco
encefélico, cerebelo e/ou medula espinhal (SCHATZBERG; NGHIEM, 2012).
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2.1.1 Sinais Clinicos, Exame Neuroldgico e Localizacdo da Lesao

O exame clinico no paciente com doenca neurologica inclui investigacdo com dados de
resenha e anamnese, exame fisico geral, exame neurologico completo e procedimentos e
exames complementares conforme a necessidade clinica (DE LAHUNTA, 1983).

O inicio, a evolucédo e o curso da doenca sdo de extrema importancia para auxiliar a
tracar os diagnosticos diferenciais especificos. Apds uma anamnese cuidadosa, o0 inicio e a
evolucdo da doenga devem ser estabelecidos como hiperagudo ou agudo (inicio por minutos a
horas), subagudo (inicio ao longo de dias), crénico (inicio em varios dias, semanas ou meses)
ou episddico (o animal retorna ao estado normal entre os episédios) (SCHATZBERG,;
NGHIEM, 2012).

Por meio do exame neurolégico pode-se confirmar a presenca de lesGes no SNC e a
localizacdo da lesdo, a fim de se obter o diagndstico anatdmico. O exame neuroldgico €
realizado com as seguintes observacdes: estado mental/comportamento, marcha, reacoes
posturais, nervos espinhais e reflexos medulares, nervos cranianos, tdnus muscular e analise
sensorial (DE LAHUNTA, 2009; NETO, 2015c).

Uma vez localizada a lesdo, o Médico Veterinario pode associar as informacGes do
diagnostico anatémico aos dados de resenha, histdrico clinico e a evolucgdo da doenga, instituir
uma lista de diagnosticos diferenciais para entdo estabelecer um plano diagnéstico apropriado
(DE LAHUNTA, 2009; ANDRADE NETO, 2015c).

2.1.2 Etiologia, Diagndsticos Diferenciais e Prognostico das Encefalites

As etiologias das encefalites podem ser de origem infecciosa (viral, bacteriana, fangica,
por protozoarios, parasitaria e por Riscketsias), inflamatdria ndo infecciosa (idiopatica,
imunomediada e autoimune), degenerativas, neoplasicas, nutricionais, traumaticas e vasculares
(DE LAHUNTA, 1983; MAIORKA, 2015; ANDRADE NETO, 2015a).

Doencas inflamatdrias ndo infecciosas sdo comuns no cdo, e pode-se citar as
imunomediadas e as auto-imune [meningoencefalite granulomatosa (MEG), meningoencefalite
necrozante, leucoencefalite necrosante, meningite-arterite responsiva ao corticoide, entre
outras], sem predilecdo por sexo e mais comuns em animais adultos jovens e de meia-idade
(SCHATZBERG; NGHIEM, 2012; ANDRADE NETO, 2015a).
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As meningoencefalites infecciosas sdo causadas por diversos agentes infecciosos e
ocorrem em todo 0 mundo, porém sdo mais prevalentes em algumas localizagGes geogréficas.
Na América do Sul, os virus da cinomose canina (CDV) e da raiva, fungos como Criptococcus
neoformans, protozoarios como o Toxoplasma gondii e Neospora caninum e ricketsias como a
R. rickettsii sdo encontrados como agentes mais comuns em cdes com meningoencefalite
infecciosa (SCHATZBERG; NGHIEM, 2012). As causas infecciosas sd0 mais comuns em
animais jovens, porém podem ocorrer em animais idosos (ANDRADE NETO, 2015a;
TAYLOR, 2015). O prognostico da meninfoencefalite de origem infecciosa depende da
etiologia, duragdo, evolucdo e gravidade dos sinais clinicos neurolégicos (SCHATZBERG;
NGHIEM, 2012).

Cées infectados pelo virus da cinomose canina geralmente desenvolvem alteracfes
sistémicas graves com deplecdo linfoide importante, viremia e acometimento de varios
sistemas, como pele, glandulas enddcrinas e exocrinas, epitélio gastrointestinal, sistema
respiratorio e genitourinario. No SNC o virus causa lesdes multifocais na substancia cinzenta e
branca, que pode cursar com necrose e polioencefalomalacia. A gravidade da doenca é
influenciada pela presenca de imaturidade do sistema imune ou por imunossupressao
(GREENE; APPEL, 2006).

Infecgdes bacterianas no SNC sdo incomuns nos animais de companhia quando
comparadas com meningoencefalites bacterianas em humanos, porém néo se sabe se isto ocorre
por baixa frequéncia nos animais ou se o diagnostico é dificil devido a evolugdo clinica
hiperaguda ou aguda com sinais sistémicos e oObito precoce (RADAELLI; PLATT, 2002;
GREENE; APPEL, 2006; DIOGO; CAMASSA, 2015; MAIORKA, 2015).

Na presenca de sinais clinicos de doenca no SNC com sinais de inflamacéao/infeccao da
orofaringe e febre, otite média ou otite interna, a suspeita de infec¢do bacteriana deve ser
considerada. A leucocitose pode ou ndo estar presente nesses casos (RADAELLI; PLATT,
2002). A infeccdo pode ocorrer por solugdo de continuidade, via hematégena com foco
infeccioso distante, bacteremia e embolia séptica com lesdo da barreira hemato-encefalica
(BHE), iatrogénica durante procedimentos invasivos (ex.: colheita de LCE) e traumatica com
invasdo direta (ex.: mordeduras) (RADAELLI; PLATT, 2002; MAIORKA, 2015). Dependendo
da bactéria envolvida na infecgdo pode ocorrer a forma ndo piogénica ou piogénica com a
formacgéo de abscessos epidurais, subdurais ou cerebrais (MAIORKA, 2015).

Os principais agentes infecciosos encontrados na América do Sul que causam

meningoencefalite no cdo e no gato estdo listados na tabela 1.
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Quadro 1 - Principais agentes infecciosos conhecidos por causar meningoencefalites em cées
e gatos na America do Sul.

AGENTE CAES
BACTERIANA Bactérias aerdbicas e anaercbicas
RICKETSIA Rickettsia rickettsii
Ehrlichia spp.
Anaplasma spp
VIRAL Virus da cinomose canina (CDV)
Virus da raiva
PROTOZOARIO Neospora caninum

Toxoplasma gondii
Babesia spp. (raro)
Leishmania spp
FUNGICO Criptococcus spp.
Coccidioides immitis
Blastomices dermatitidis
PARASITARIO Dirofilaria immitis (raro)
Fonte: Schatzberg e Nghiem (2012, p. 342) adaptado.

Doencas congénitas e do desenvolvimento sdo mais comuns em animais jovens, como
por exemplo a hidrocefalia, lisencefalia e hipoplasia cerebelar, enquanto que a epilepsia
idiopética, ocorre mais comumente na fase adulta (ANDRADE NETO, 2015a).

Intoxicacdes e lesdes traumaticas ndo tem predilecdo por idade, porém animais jovens
sd0 mais susceptiveis. A estricnina, metaldeido, organoclorados, organofosforados, chumbo,
etilenoglicol, inseticidas, rodenticidas, medicamentos, produtos de uso doméstico e drogas
ilicitas sdo os agentes tdxicos mais frequentemente encontrados nas encefalopatias tdxicas
(ANDRADE NETO, 2015a; TAYLOR, 2015).

Doencas vasculares como hipertensao (encefalopatia hipertensiva),
hipercoagulabilidade e vasculite (acidente vascular encefalico) sdo causas comuns de encefalite
em humanos e menos descritas em animais (DAMIANI et al., 2013; TAYLOR, 2015). E
importante também investigar disturbios metabolicos como encefalopatia hepaética,
hipoglicemia, uremia grave, alteragdes eletroliticas, hiperosmolaridade, hipoadrenocorticismo,
desidratacéo e coma por hipotireoidismo como doengas de base (TAYLOR, 2015).

Em animais idosos as doencas degenerativas e neoplasicas sao frequentes, mas podem
ocorrer em animais jovens. Sd0 exemplos de doencas degenerativas: desmielinizacéo,
leucodistrofias, encefalopatias mitocondriais, degeneracdes espongiformes, doencas do

armazenamento lisossomal, degeneracdo neuronal prematura (abiotrofia), doenca de Lé&fora,
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sindrome da disfuncdo cognitiva, lipofuscinose ceroide neuronal e abiotrofia cortical cerebelar
(ANDRADE; NETO, 2015a).

2.1.3 Diagnostico

2.1.3.1 Exames de triagem do paciente neurolégico

Para se obter o diagnostico da causa da encefalite é recomendada a realizacédo de exames
complementares, como exames laboratoriais de rotina (hemograma, andlise bioquimica,
hemogasometria e urindlise), exames laboratoriais direcionados (Reacdo em Cadeia de
Polimerase (PCR’s), sorologias, eletroforese de proteinas, avaliagdo hormonal e dosagem sérica
de &cidos biliares), exame bioquimico, citoldgico e microbiolégico do liquido cerebrospinal
(LCE), ressonancia magnética (RM), tomografia computadorizada (TC), mielografia,
ultrassonografia  doppler transcraniana, radiografia (RX) e eletroencefalografia
(FERNANDEZ; BERNARDINI, 2010; ANDRADE NETO, 2015b; CARVALHO, 2015).

Nas situaces em que ha suspeita de comorbidades, a exemplo de doencas metabdlicas,
neoplésicas e degenerativas indica-se a realizacdo de ultrassonografia abdominal e radiografia
de térax (ANDRADE NETO, 2015c).

Pacientes com alteracbes em outros sistemas (descompensagdo cardiovascular ou
respiratoria, por exemplo) e/ou sinais de aumento da pressdo intracraniana (PIC) devem ser
estabilizados inicialmente em carater de urgéncia antes de prosseguir com a investigacédo
diagndstica. Quando o paciente esta estavel, na presenca de sinais clinicos de MEM, o clinico
deve diferenciar entre MEM idiopética e infecciosa com base nos sinais clinicos, anélise do
LCE e neuroimagem avancada (SCHATZBERG; NGHIEM, 2012).

O LCE ainda é o fluido mais utilizado para diagnosticar doencas encefélicas e
multifocais devido ao seu contato direto com o encéfalo, sendo considerado o fluido biol6gico
de maior importancia para analises laboratoriais com o objetivo de fornecer informagdes
precoces de alteracdes centrais (TRENCHEVSKA et al., 2012; DEWEY; COSTA; DUCOTE,
2016).

O LCE banha o cérebro e a medula espinhal, é derivado do plasma e é produzido no
plexo coroide do ventriculo lateral, terceiro e quarto ventriculos, mas também por capilares
sanguineos cerebrais, células parenquimatosas e ependimarias (DEWEY; COSTA; DUCOTE,
2016). A analise do liquido cerebrospinal (LCE) é uma ferramenta importante para a
investigacao de doencas do SNC (SOILA, 2015).
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Mudangas bioquimicas no cérebro podem ser refletidas no LCE. Sua coloracéo é clara
e geralmente tem um baixo teor de proteinas e pouca celularidade (RADAELLI; PLATT, 2012;
ZETTERBERG et al., 2016). Quando a barreira hematoencefalica estd comprometida na
presenca de uma doenca no SNC, os valores de proteina, celularidade e demais aspectos podem
estar alterados (RADAELLI; PLATT, 2012). E raro encontrar microrganismos e células
neoplésicas no LCE, porém quando isso ocorre € possivel determinar o diagnostico definitivo
(DEWEY; COSTA; DUCOTE, 2016).

As indicacOes para a colheita e analise do LCE sao: encefalopatias (qualquer doenca
encefalica, inclusive episddios convulsivos, devem levar o clinico a considerar a anélise do
LCE como elemento do plano diagndstico), doencas da medula espinhal ou mielopatias (as
quais nao foram esclarecidas por meio de exames de imagem) e doencas que afetam as raizes
de nervos espinhais (DEWEY; COSTA; DUCOTE, 2016).

No entanto, a indicac¢do da puncao do LCE ir& depender dos diagnésticos diferenciais e
da avaliacdo minuciosa das vantagens e desvantagens do procedimento para o0 caso em questéo.
E necessario salientar que em casos de suspeita de aumento da pressdo intracraniana (PIC) ha
risco de ocorrer herniacdo de algumas estruturas cerebrais e comprometimento do tronco
encefalico, que muitas doencas do SNC ndo levam a altera¢cdes no LCE, que as alteracbes
encontradas no LCE geralmente sdo inespecificas e que o clinico deve avaliar se a técnica e a
anestesia ndo estdo contraindicadas ao paciente (FERNANDEZ; BERNARDINI, 2010).

N&o ha vantagem aparente na puncdo lombar em comparacdo com a cisterna magna
(cerebelo-medular) em termos de riscos de herniacdo. O uso de manitol, hiperventilacdo e
corticosteroides podem ser utilizados para minimizar o risco de herniacdo na suspeita de
aumento da PIC ao realizar a puncéo para a colheita do LCE. Exames de RM ou TC devem ser
realizados diante da suspeita de efeito de massa com aumento da PIC antes da indicacdo da
colheita do LCE (DEWEY; COSTA; DUCOTE, 2016).

As contraindicagdes para a colheita do LCE sdo comprometimento do estado clinico do
paciente para ser submetido a anestesia geral, evidéncias de coagulopatias, instabilidade ou
suspeita de doenca no local da pungéo (ex.: instabilidade atlanto-axial), hidrocefalia, trauma
cranioencefalico, exames de imagem confirmando lesdes encefalicas que causem efeito de
massa, sinais clinicos sugestivos de aumento da pressao intracraniana e falta de experiéncia do
clinico no momento da colheita (riscos de penetracdo inadvertida do parénquima cerebelo-
medular) (RADAELLI; PLATT, 2012; DEWEY; COSTA; DUCOTE, 2016).

Varios exames e testes diagndsticos podem ser realizados utilizando amostras de LCE,

como a contagem total de células, diferenciagéo celular e nivel de proteina. A glicose pode ser
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mensurada e equivale a 60 a 80% da glicemia (Quadro 2). Na suspeita de doencas infecciosas
e inflamatdrias pode-se realizar culturas fangica e bacterioldgica, eletroforese de proteinas,
sorologias, amplificacdo do material genético por meio de reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) e citometria de fluxo (DEWEY; COSTA; DUCOTE, 2016). Biomarcadores, como
proteinas, podem ser mensurados no LCE para diagndstico de encefalopatias (PELINKA et al.,
2004). Os valores de referéncia para a analise do LCE estdo no quadro 2.

Quadro 2 - Aspectos normais do LCE e valores de referéncia

PARAMETRO CAO
COR Incolor
INDICE DE REFRACAO 1,3347 —1,3350
PESO ESPECIFICO / DENSIDADE 1,004 — 1,006
PROTEINAS TOTAIS 10 — 27 mg/dI (cervical)
<45 mg/dl (lombar)
ALBUMINA 5—28 mg/dl
TESTE DE PANDY Negativo
FITA DE URINA:
PH 8+/-1
PROTEINAS Tragos a 30
GLICOSE Tragos a +
SANGUE Negativo
QUANTIDADE DE CELULAS <5/mm3 (cervical)
<2/mm? (lombar)
TIPO CELULAR mononucleares

Fonte: Ferndndez e Bernardini (2010, p. 109).

Na cultura microbioldgica do LCE a identificacdo de microorganismos ndo é comum,
porém quando a cultura é positiva, 0os agentes infecciosos encontrados sao: E. coli,
Streptococcus, Klebsiela spp, Stafilococcus spp, Pasteurela spp, Actinomyces spp, Nocardia
spp, Fusobacterium, Bacteroides spp, entre outros anaerébicos (RADAELLI; PLATT, 2002).

Para a contagem celular e morfologia celular, a analise do LCE deve ser realizada dentro
de 30 minutos a partir do momento da colheita, porém ha evidéncias de que a contagem de
células é segura em até 48 horas apds a colheita se for adicionado soro autélogo na amostra. O
tratamento prévio com corticosteroides pode reduzir a inflamacdo no SNC, podendo afetar os
resultados da anélise do LCE em pacientes com doencas inflamatorias (DEWEY; COSTA,
DUCOTE, 2016).
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Outros métodos diagnosticos incluem os biomarcadores, que sdo rotineiramente
estudados e utilizados em pacientes humanos com doencas encefalicas, uma vez que auxiliam
a determinar a gravidade da doenca e consequentemente o prognostico (SCHRIEFER;
CARVALHO, 2008; COSTA; GAGO; GARRETT, 2011). Outras vantagens em se utilizar os
biomarcadores é que podem oferecer, de forma nédo invasiva, dados objetivos, acessiveis e
praticos, relacionados com a presenca de dano cerebral e a extensdo da lesdo (COSTA; GAGO;
GARRETT, 2011).

2.2 BIOMARCADORES

Um biomarcador é uma molécula que indica alteracdo na fisiologia, que pode ser medido
objetivamente como indicador de processos bioldgicos normais ou patoldgicos, intervencdes
terapéuticas, respostas farmacoldgicas e eficdcia de um tratamento (KEWAL, 2015b). Os
biomarcadores podem ser moléculas simples como metabdlitos, carboidratos, esteroides ou
lipideos, assim como moléculas mais complexas, como peptideos e proteinas (ex.: insulina,
hemoglobina A e C e proteina C reativa) e células, que sdo biomarcadores ainda mais
complexos (ex.: plaquetas, autoanticorpos e células T). A complexidade do biomarcador
aumenta na medida que a complexidade do fenétipo clinico do paciente também aumenta
(KEWAL, 2010).

A tecnologia de diagnéstico molecular vem sendo estudada por pesquisadores e
utilizada para diagnosticar varias doengas, como céancer, distarbios metabdlicos, infeccdes e
doencas no SNC (KEWAL, 2015a). Na industria farmacéutica o foco é diferente, o0s
biomarcadores sdo estudados para descoberta de novas drogas. Um exemplo é o
desenvolvimento de farmacos de anticorpos monoclonais baseados na farmacogenética
(farmacocinética e farmacodindmica) e farmacogenémica (marcadores de hapl6tipos,
alteracdes na expressdo, ou inativacao de genes, que podem estar correlacionados com fungéo
farmacologica e resposta terapéutica) na oncologia (KEWAL, 2010; KEWAL, 2015).

Os biomarcadores sdo divididos em trés grandes categorias: 1. 0s que acompanham a
progressao da doenca e auxiliam na tomada de uma decisdo clinica ja conhecida; 2. os que
detectam um efeito de uma determinada droga; 3. os que auxiliam como parametros de

substituicdo em ensaios clinicos (KEWAL, 2010).
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2.2.1 BIOMARCADORES DE LESAO ENCEFALICA

De forma semelhante a outros exames de funcdo para outros 6rgdos, a mensuracao de
um biomarcador de lesao cerebral de forma simples e rapida podera proporcionar beneficios ao
paciente (PELINKA et al., 2004).

Dentre uma extensa gama de biomarcadores utilizados em pacientes com encefalite, a
proteina glial fibrilar &cida (GFAP), proteina S-100B e a enolase neuronal especifica (NSE) sao
amplamente estudadas (ZUREK, FEDORA, 2012; ZENAIDE, FLORES, 2013).

Estudos também apontam a Ubiquitina Hidrolase C terminal L1 (UCH-L1), proteina
mielinica basica (MBP), neurofilamento-H fosforilado (pNF-H), Interleucina 6 (IL-6), fator
neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) e a proteina tau como biomarcadores de leséo
neuronal e inflamagdo no SNC (MORTBERG et al., 2011; YANG et al., 2017).

Os niveis da proteina S-100B e da NSE se elevam rapidamente no sangue apos lesdo
encefalica, porém ambas ndo especificas de lesdes no SNC. A proteina S100-B se eleva em
casos de infarto de miocardio, infarto de melanoma maligno e ap6s uma reanimacao cardio-
pulmonar devido as compressdes toracicas e lesdes de condrocitos. A NSE também € detectada
no soro de pacientes com doengas pulmonares (WIESMANN et al., 2010; ZENAIDE;
FLORES, 2013).

2.2.2 PROTEINA FIBRILAR GLIAL AciDA — GFAP

Descrita pela primeira vez em 1971, a proteina glial fibrilar acida (GFAP — Glial
Fibrillary Acidic Protein) foi caracterizada como uma proteina filamentosa intermediaria
encontrada exclusivamente no citoesqueleto de astrécitos no SNC. Estudos posteriores
relacionaram a proteina com resposta tissular a lesdo cerebral (LENZ, 1996; ZUREK;,
FEDORA, 2012).

As células gliais possuem inimeras funcdes, entre elas destacam-se a fungéo estrutural
e nutritiva para outras células formando uma rede de filamentos para sustentacdo. As células da
glia também oferecem nutrientes para as células do encéfalo e medula espinhal, participam da
resposta imunoldgica cerebral, estocam glicogénio e fornecem energia ao cérebro, formam
tecido cicatricial em areas lesionadas no SNC, modulam sinapses no SNC, participam da
composicdo e manutencdo da barreira hematoencefalica, intermedeiam o transporte de
substancia entre neurénios e células sanguineas, entre outras funcbes (LENZ, 1996; SATO et
al., 2013; TODA et al., 2017; ZUREK; FEDORA, 2012).
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Os astrécitos sdo as maiores células gliais e mais abundantes na glia, sendo encontrados
dois tipos: fibrosos e protoplasmaticos. Os astrécitos protoplasméticos sdo encontrados na
substancia cinzenta, enquanto que os astrdcitos fibrosos sdo encontrados na substancia branca.
Sdo caracterizados por sua grande quantidade de processos fibrosos e importancia na sintese de
proteinas filamentosas intermediérias como a GFAP (LENZ, 1996).

Em condicdes fisioldgicas a GFAP ndo é secretada de forma ativa, sendo assim, esta
ndo é detectavel ou € sintetizada em baixas concentracées em individuos saudaveis (FOERCH
et al., 2012). Os polimeros filamentosos de GFAP sdo insoluveis, porém quando ha destruicédo
de astrocitos, os filamentos de GFAP séo liberados na forma soltvel no liquido cerebrospinal
(LCE), facilitando também sua difusdo no plasma quando a barreira hematoencefélica esta
danificada (SATO et al., 2013; TODA et al., 2017).

Apbs ocorrer lesdo encefalica e/ou medular as células gliais, principalmente os
astrdcitos, reagem rapidamente sintetizando grande quantidade de GFAP a fim de reparar o
dano, aumentando substancialmente os niveis plasmaticos da proteina (ZUREK, FEDORA,
2012). Os niveis de GFAP no sangue e no LCE de pacientes humanos com lesdo neuronal,
aumentam significativamente quando comparados com pacientes saudaveis (grupo controle) e
estdo relacionados a varias doengas neurolégicas, como o Lupus Eritematoso Sistémico (LES),
esclerose multipla, doenca de Alzheimer, hemorragia subaracndidea e lesdo cerebral traumatica
(FRASER et al., 2011; SHAFIE et al., 2013).

Em pacientes humanos com acidente vascular cerebral, foi demonstrado que a GFAP é
liberada rapidamente na presenca de sangramento cerebral, enquanto que em acidentes
isquémicos a proteina aumenta de forma mais lenta e gradativa, sendo indicada a mensuragao
desta para diferenciar o acidente vascular agudo de acidente isquémico em pacientes na triagem
pré-hospitalar a fim de aumentar a frequéncia de trombolise e encurtar o tempo até o inicio do
tratamento (FOERCH et al., 2012).

A liberagdo da GFAP ndo ¢ influenciada por fatores extracranianos como ocorre com a
S-100B e a NSE, podendo ser caracterizada como um biomarcador especifico do SNC, sendo
que a elevacdo de seus niveis esta relacionada com mau prognostico e recuperagdo tardia dos
pacientes (FRASER et al., 2011; ZUREK; FEDORA, 2012).

Pelinka et al. (2004), pesquisaram a GFAP no soro de 101 pacientes humanos com
trauma cranioencefalico e 13 pacientes politraumatizados sem trauma cranioencefalico
utilizando um “kit ELISA”, observando que as concentracfes séricas da proteina nos pacientes
com lesdo cerebral estavam marcadamente aumentadas, enquanto que nos pacientes

politraumatizados sem leséo cerebral o resultado foi negativo. Os resultados do estudo sugerem
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que o a liberacdo da proteina sé ocorre na presenca de dano neurolégico e que a mesma pode
ser um biomarcador especifico de lesdo encefalica. A classificagdo de Marshall foi fortemente
correlacionada com os niveis séricos de GFAP, refletindo a relacdo do aumento da proteina
com a extensdo do dano cerebral (PELINKA et al., 2004).

Fraser et al. (2011) estudaram a GFAP como biomarcador no progndstico de criangas
internadas em unidades de terapia intensiva pediatrica (UTIP) apds trauma cranio-encefalico
submetidas aos tratamentos com hipotermia e normotermia. As criancas foram avaliadas com
a escala de Glasgow e a categoria de desempenho cerebral pediatrico (PCPC) para determinar
a gravidade da lesdo. Onde, PCPC 1 é normal, 2 € incapacidade leve, 3 é incapacidade
moderada, 4 € incapacidade grave, 5 € estado vegetativo e 6 € morte. Os autores relatam o
aumento da GFAP no LCE e no soro de criancas com lesdo encefalica e uma correlagdo positiva
entre os niveis mais elevados do biomarcador em pacientes com PCPC >2, inferindo que a
GFAP pode ser indicada para se avaliar o progndéstico da lesdo (FRASER et al., 2011).

Mortberg et al. (2011) pesquisaram a elevacéo sérica da proteina GFAP, S-100B, NSE
e BDNF em 31 pacientes humanos em coma internados em unidades de terapia intensiva do
Hospital Universitario de Uppsala apds parada cardio-respiratdria e atividade elétrica sem pulso
(PCR-AESP) e reanimacéo cardiovascular, submetidos a hipotermia. Os autores mensuram 0s
biomarcadores de forma seriada nos tempos 1, 2, 6, 12, 24, 48 e 96 horas ap0s a parada cardiaca
e verificaram que os niveis séricos de GFAP se elevaram significativamente apds 48 horas da
parada cardiaca, enquanto os demais biomarcadores se elevaram mais precocemente, com
destague para a proteina S-100B, sugerindo que em humanos a GFAP pode ndo detectar lesGes
cerebrais nas primeiras 48 horas p6s-parada cardiorrespiratdria e lesdo cerebral, por apresentar
seu pico sérico apo6s 48 horas de lesdo encefalica e iniciar um decréscimo ap6s 96 horas
(MORTBERG et al., 2011).

Toda et al. (2017) estudaram a elevacdo dos niveis de GFAP e auto-anticorpos anti-
GFAP no LCE de 82 cdes de variadas ragas com diferentes doencas no SNC. 32 cées
apresentavam confirmacdo diagnostica de meningoencefalite necrotizante (NME), sendo 16
Pugs e os demais de ragas variadas. Um grupo controle foi formado com cées saudaveis, sendo
cinco Pugs, 16 Beagles e quatro Labradores, todos com exames normais. Um teste ELISA
humano foi utilizado no estudo e os resultados foram promissores. Os autores verificaram que
caes saudaveis da raca Pug podem apresentar valores de GFAP elevados no LCE mesmo com
exames de RM normais e auséncia de sinais clinicos, que a GFAP se manteve mais elevada nos
caes com NME do que em cédes com outras doencas no SNC e que a maioria dos cdes com NME

e aumento de GFAP foram da raca Pug. Os autores concluiram que a GFAP pode ser um bom
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biomarcador para o diagnostico de NME e que o aumento da GFAP em cées da raga Pug com
e sem NME pode auxiliar na melhor compreenséo da patogénese da doenca. Os autores
sugerem que cdes da raca Pug precisam ser mais estudados para verificar a possibilidade de
apresentarem fragilidade de astrdcitos e consequente extravasamento da GFAP no LCE mesmo
na auséncia de doenca no SNC (TODA et al., 2017).

Sato et al. (2013), utilizaram soro de 51 cdes com DDIV e paraplegia com suspeita de
mielomalacia isquémica e hemorragica para mensurar a GFAP utilizando um kit ELISA
disponivel para seres humanos. Foi demonstrado no estudo que os niveis séricos de GFAP se
elevaram substancialmente nos pacientes que desenvolveram mielomalacia. O mecanismo
fiosiopatoldgico da doenca ainda é discutido, mas sabe-se que ap6s um trauma hemorragico
com perda da vascularizacao colateral da medula espinhal ou apds trauma medular secundario
a DDIV e consequente isquemia medular, ocorre necrose dos neurdnios de forma ascendente e
irreversivel. Nessas condicBes de lesdo neuronal ativa, a GFAP ¢é liberada para o LCE e para o
soro, sendo possivel prever o desenvolvimento da mielomalacia em cdes com paraplegia
(GRIFFITHS, 1972; SATO et al., 2013).

2.2.3 AMOSTRAS BIOLOGICAS PARA A MENSURAGAO DA GFAP POR ENSAIO ENZIMATICO E SUA

APLICABILIDADE NA MEDICINA VETERINARIA

Um bom teste de funcdo cerebral idealmente viabilizaria 0 uso de amostras de soro,
material de facil acesso e disponibilidade para os pacientes quando comparado ao LCE
(PELINKA et al., 2004).

O liquido cerebrospinhal (LCE) parece ser mais fidedigno para a mensuragdo de
biomarcadores de lesdo neuronal por sua proximidade com o encéfalo, porém dependendo da
condicdo clinica do paciente, a utilizacdo do LCE torna-se inacessivel, sendo indicados outros
fluidos corporais como sangue e urina (COSTA; GAGO; GARRETT, 2011).

Rech e colaboradores em seus estudos realizados com biomarcadores em pacientes
comatosos que sofreram anoxia cerebral pds-parada cardiorrespiratéria (PCR), refor¢aram que
a dosagem das proteinas no sangue é mais vantajosa do que no LCE para os pacientes instaveis
e com aumento da pressdo intracraniana (PIC), evitando assim 0s riscos inerentes ao
procedimento de colheita do LCE nesses pacientes (RECH et al., 2006).

A literatura veterinéria atual é escassa em informacGes sobre o uso de biomarcadores
neuronais, incluindo a GFAP, ndo ha dados consistentes sobre a expressdo da proteina em cées

com encefalite e a mensuracao desta em fluidos corporais, tampouco valores de referéncia. Faz-
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se necessario mais estudos a respeito de biomarcadores de lesdo neuronal em cées, em especial

a GFAP, que demonstra ser um biomarcador promissor para uso em animais.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Mensurar a GFAP no soro e liquido cerebrospinal de cdes com doencas neuroldgicas

centrais e no soro de cées sem sinais clinicos de doenga (higidos).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Localizar a lesdo no SNC de caes com alteragdes neuroldgicas centrais;
— Obter valores e possivel aumento da GFAP no soro de cdes com e sem
encefalopatias, e no liquido cerebrospinal (LCE) de animais com encefalopatias;

—  Verificar a eficiéncia da GFAP como biomarcador de lesdo encefalica em cées;

O trabalho sera apresentado na forma de artigo seguindo as normas da Revista de Pesquisa

Veterinaria Brasileira.
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Uso da GFAP como biomarcador em cies com e sem sinais neuroldgicos centrais?

Cristiane 0. Caetano?*, Karina K. M. da C. Flaiban3, Jodo L. Garcia* Ana Sue Sammi5, Lucas A. Gomes®

ABSTRACT. - Caetano C. 0., Flaiban K. K., Headley S. A., Garcia J. L., Sammi A. S., Gomes L. A. 2018. [Use of
GFAP as biomarker in dogs with and without central neurological signs] Uso da proteina fibrilar 4cida
como biomarcador em cdes com e sem sinais neuroldgicos centrais. Pesquisa Veterinaria Brasileira 00(0):
00-00. Departamento de Clinicas Veterinarias, Universidade Estadual de Londrina, Avenida Olavo Garcia
Ferreira da Silva, s/n, Campus Universitario, Londrina, PR, 86051-990, Brazil. E-mail:
cristianecaetano2850@hotmail.com.

This study verified the expression of the glial fibrillary acidic protein (GFAP) in the serum of dogs
with encephalitis and healthy dogs and in the CSF of some dogs with encephalitis. Twenty one serum
samples and 7 (seven) CSF samples from dogs with encephalitis or meningoencephalitis (sick group - SG)
and 10 serum samples from healthy dogs (control group - CG) were tested, totaling 31 dogs studied. The
inclusion interval of the animals in this study was from October 2016 to June 2017. The biomarker was
measured and a value in ng / ml was obtained for each sample. An increase in GFAP was observed in serum
of 6/21 SG dogs, whereas in CG no animal had elevated serum levels above the cutoff point. The mean of the
GFAP in the serum of SG animals was 2.49 ng / m], in the CSF it was 33.07 ng / ml, and the serum of the CG
dogs was 0.11 ng / ml. The nonparametric statistical analysis Kruskal Wallis failed to explain the results of
the study, due to the large number of results equal to zero of the SG and the heterogeneity of the data. In
this case, we consider the descriptive statistics for the evaluation of the results and the conclusion of this
work. Thus, because SG obtained a mean above CG in the measurement of GFAP in serum, it is suggested
that the protein is expressed only in the presence of brain lesion in dogs and that it can be used as a
biomarker to detect active brain lesion. It was also possible to verify that the studied dogs presented serum
elevations of GFAP after 5 (five) days of brain injury, that the biomarker presented a high specificity and
that healthy animals did not present detectable levels of the GFAP in the serum. The study also suggests a
greater sensitivity of the CSF for the test and that the human ELISA kit used in the study obtained a good
efficacy for use in dogs.

INDEX TERMS: Animal, brain, encephalon, lesion, protein.

RESUMO. - Este estudo verificou a expressio da proteina fibrilar glial 4cida (GFAP) no soro de cies com
encefalite e de cies saudaveis e no LCE de alguns cdes com encefalite. 21 amostras de soro e sete amostras
de LCE de cdes com encefalite ou meningoencefalite (grupo doente - GD) e 10 amostras de soro de caes
saudaveis (grupo controle - GC) foram testadas, totalizando 31 cdes estudados. O intervalo de inclusdo dos
animais neste estudo foi de outubro de 2016 a junho de 2017. O biomarcador foi mensurado e um valor em
ng/ml foi obtido para cada amostra. Foi observado um aumento da GFAP no soro de 6/21 caes do GD,
enquanto que no GC nenhum animal apresentou niveis séricos elevados acima do ponto de corte. A média
da GFAP no soro de animais do GD foi de 2,49 ng/ml, no LCE foi de 33,07 ng/ml, e no soro dos cides do GC
foide 0,11 ng/ml. A analise estatistica ndo paramétrica Kruskal Wallis ndo conseguiu explicar os resultados
do estudo, devido ao grande nimero de resultados igual a zero do GD e a heterogeneidade dos dados. Neste
caso, considera-se a estatistica descritiva para a avaliagdo dos resultados e a conclusdo deste trabalho.
Assim sendo, como o GD obteve média superior ao GC na mensuracao da GFAP no soro, sugere-se que a
proteina seja expressa somente na presenca de lesdo encefalica em caes e que possa ser utilizada como um
biomarcador para detectar lesdo encefalica ativa. Também foi possivel verificar que os cies estudados
apresentaram elevacdes séricas de GFAP apos 5 dias de lesdo encefalica, que o biomarcador apresentou
uma alta especificidade e que animais saudaveis ndo apresentam niveis detectaveis da GFAP no soro. O
estudo também sugere uma maior sensibilidade do LCE para a realiza¢do do teste e que o kit ELISA humano
utilizado no estudo obteve uma boa eficacia para uso em caes.

TERMOS DE INDEXA(,‘.[\O: Animal, cérebro, encéfalo, lesdo, proteina.

INTRODUGAO
Doencgas neurolédgicas centrais levam ao quadro de encefalite, que é a inflamacdo e lesdo tecidual
com alteracdo estrutural ou funcional do encéfalo causada por qualquer afec¢io (DAMIANI et al,, 2013). A
lesdo pode ser focal, multifocal ou difusa e a manifestagao clinica de doenca intracraniana depende da regiao
do encéfalo acometida (FERNANDEZ; BERNARDINI, 2010; TAYLOR, 2015).
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Para que o diagnéstico da doenca de base seja feito, sdo indicados varios exames complementares,
entre eles o diagnostico por imagem com Ressonancia Magnética (RM) e/ou Tomografia Computadorizada
(TC). No Brasil a indisponibilidade do equipamento fora de grandes centros e o custo elevado do exame,
pode limitar o seu uso. A analise do LCE também é muito importante, entretanto alguns pacientes podem
ndo ter condig¢des clinicas favoraveis para a realizacdo da punc¢ao do LCE (NISHIDA et al,, 2014; ELIAS,
2016).

E importante avaliar a extensdo da lesdo em pacientes com doencas neurolégicas para estabelecer
o prognostico e o tratamento. Varios biomarcadores especificos do SNC estdo sendo utilizados na medicina
humana, pois podem ser mensurados nos fluidos corporais e auxiliar nesse processo, além de permitir a
monitoriza¢do da evolugio da doenca de forma pouco invasiva, principalmente em pacientes criticos (RECH
etal., 2006; ELIAS, 2006).

Uma preocupacdo dos pesquisadores é que alguns biomarcadores, a exemplo da proteina S-100f e
da Enolase Neuronal Especifica (NSE) podem estar presentes na corrente sanguinea independentemente
de lesdo neuronal, fator este que poderia interferir nos resultados quando se busca avaliar lesdo neuronal
(LEIetal, 2015).

Lei et al. (2015) pesquisaram a Proteina Fibrilar Glial Acida (GFAP) em pacientes humanos com
lesdes cerebrais traumaticas graves e relatam possivel superioridade deste exame frente aos demais
biomarcadores, devido a sua especificidade para o tecido neuronal e por nao ser detectavel em individuos
saudaveis. Os niveis de GFAP aumentaram substancialmente em até 5 dias nos pacientes com TCE grave e
os valores mais altos foram nos pacientes com pior evolucao clinica ou que morreram. Os autores sugerem
que o biomarcador pode ser também preditivo de lesdes neuroldgicas em até 6 meses pos-trauma (LEI et
al, 2015).

Descrita pela primeira vez em 1971, a proteina fibrilar glial acida (GFAP - Glial Fibrillary Acidic
Protein) foi caracterizada como uma proteina filamentosa intermediaria encontrada exclusivamente no
citoesqueleto de astrocitos no SNC. Estudos posteriores relacionaram a proteina com resposta tissular a
lesdo cerebral (LENZ, 1996; ZUREK; FEDORA, 2012).

Os polimeros filamentosos de GFAP sao insoluveis, porém quando ha destrui¢do de astrdcitos, os
filamentos de GFAP sdo liberados na forma soltvel no liquido cerebrospinal (LCE), facilitando também sua
difusdo no plasma quando a barreira hematoencefalica esta danificada (SATO et al,, 2013; TODA et al,,
2017).

A GFAP pode ser um bom biomarcador para o diagndstico de Meningoencefalite Necrotizante do
Pug (NME) e o desenvolvimento de auto-anticorpos anti-GFAP nos cies com a doenga pode auxiliar na
melhor compreensdo da patogénese da doenga (SATO et al.,, 2017).

Miyake et al, estudaram em 2013 a elevacao dos niveis séricos de GFAP em cdes da raca Pug com e
sem NME e cdes de outras ragas com e sem NME. No estudo verificaram que todos os cides Pug com NME
apresentaram elevacao sérica de GFAP, além de 4 Chihuahuas e 2 Shih-Tsus com NME. Dois cdes saudaveis
da raca Pug apresentaram aumento limitrofe de GFAP no soro, enquanto que nenhum cido saudavel de
outra racga apresentou aumento sérico de GFAP. Os autores sugerem que cies da raca Pug tenham uma
maior fragilidade de astrdcitos podendo expressar a GFAP mesmo na auséncia de doengas do SNC e que a
GFAP pode ser utilizada no diagnéstico de NME em cies da raga PUG. A possivel fragilidade de astrocitos
na raca Pug pode explicar a patogénese da NME (MIYAKE et al., 2013).

Um estudo com 51 caes com Doenca do Disco Intervertebral (DDIV) e paraplegia e suspeita de
mielomaldcia foi realizado mensurando GFAP no soro. Verificou-se que os animais que desenvolveram
mielomalacia apresentaram niveis séricos de GFAP elevados substancialmente quando comparados aos
cdes que ndo desenvolveram mielomalacia, sendo possivel prever o desenvolvimento da doenga em caes
com paraplegia (SATO etal., 2013).

A GFAP é pouco estudada na Medicina Veterinaria e ndo ha dados consistentes sobre a expressao
da proteina em cdes com encefalite e a mensuragdo desta em fluidos corporais. Assim como em humanos, a
proteina parece ser boa candidata a biomarcador de lesdo encefalica em caes. O objetivo geral deste trabalho
é entdo mensurar a Proteina Fibrilar Glial Acida no soro e LCE de cies com encefalopatias e no soro de cies
sem encefalopatias.

MATERIAL E METODOS
Trata-se de um estudo prospectivo a ser realizado utilizando amostras bioldgicas de cdes que
apresentam sinais de doengas neurolégicas centrais, atendidos em um Hospital-Escola Veterinario em
Londrina-PR e cies higidos de uma populacdo nao-hospitalar de Londrina-PR.
Entre outubro de 2016 a junho de 2017 foram avaliados 31 cies, sendo 21 cdes com sinais clinicos
de encefalite ou meningoencefalite / meningoencefalomielite e 10 cdes sem sinais clinicos de doencga e
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sem alteracdes laboratoriais, todos provenientes da cidade de Londrina-PR, atendidos em um hospital-
escola veterinario.

0 presente estudo obteve aprovacio da comissio de ética no uso de animais (CEUA-UEL) no dia
20/09/2016 (protocolo n°17355.2016.05).

Desenho e critérios de inclusio

Os animais foram alocados em dois grupos: Grupo Doente (GD) referente aos animais doentes, e
Grupo Controle (GC) composto pelos animais saudaveis. Os animais do GD foram avaliados mediante
exame clinico, neurolégico e laboratoriais; o mesmo ocorreu com os animais do GC, com exce¢do do exame
neurolégico.

Os animais classificados como doentes foram selecionados sem distincdo de raca, sexo, peso e
idade. Como critério de inclusdo para este grupo, os animais precisavam apresentar sinais clinicos de
lesdo neuroldgica central por doencga primaria no SNC.

Os animais do GC classificados como saudaveis foram selecionados sem distingao de raca e sexo,
porém foram excluidos do estudo animais obesos ou com baixo escore corporal, filhotes com idade
inferior a 12 meses de idade, gestantes e lactantes. Como critério de inclusio para este grupo, os animais
precisavam apresentar parametros fisioldgicos normais no exame fisico, resultados de exames
laboratoriais (hemograma e bioquimica sérica) dentro da normalidade e auséncia de doenca sistémica
evidente.

Os cdes de ambos os grupos foram submetidos a venopuncao de veia jugular para a colheita da
amostra de sangue para a realiza¢io dos exames laboratoriais (hemograma e bioquimica sérica). Os cies
do GD que foram submetidos a colheita e analise de LCE por indicacdo clinica, tiveram as amostras de LCE
aproveitadas no estudo para a mensuragdo da GFAP.

Mensurac¢ao da GFAP

Para a dosagem da GFAP em ambos grupos, foram utilizadas amostras de soro processadas e
armazenadas conforme orientag¢des do fabricante do kit ELISA utilizado.

Foi utilizado o kit ELISA NS830 Merk Milipore para a dosagem sérica do biomarcador GFAP. O kit
contém 96 pogos para a realizacdo de 38 amostras em duplicata e 10 amostras padrdes para a
padronizacao.

Avaliac¢ao dos Resultados

Um conjunto de dados foi obtido com varidveis numéricas continuas do biomarcador e os
resultados foram analisados utilizando o programa estatistico R-Studio para obter valores de média,
mediana e desvio padrao de cada grupo. Dados epidemiolégicos foram registrados para posterior analise.
Devido a grande variabilidade nos resultados, e pelos dados nao possuirem uma distribui¢do normal,
houve a necessidade de se aplicar um teste estatistico ndo paramétrico. Neste caso, o teste selecionado foi
o Kruskal Wallis, realizado concomitantemente com a analise estatistica descritiva.

0 teste Kruskal Wallis foi realizado no programa estatistico R-Studio. Um valor de p < 0,05 foi
considerado significativo, rejeitando-se Ho, em que Ho= pGD = pGC (as médias ndo diferem entre os grupos
e ndo ha diferenca estatistica entre as médias) e H1= puGD # pGC (as médias diferem entre os grupos e ha
diferenca estatistica entre as médias).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram estudados 31 caes, sendo 21 alocados no GD e 10 no GC. Dos 21 cdes do GD, 11/21 foram
machos (52,38%) e 10/21 foram fémeas (47,61%), com idade entre 2 e 16 anos (média de 8.42 anos +/-
4.23 anos), peso entre 1,2 e 30kg (média de 13.22kg +/- 10.65kg) e ragas variadas: sem ra¢a definida 10/21
(47,61%), Teckel 2/21 (9,52%), Pastor Alemdo 2/21 (9,52%), Poodle 2/21 (9,52%), Pinscher 1/21
(4,76%), Labrador 1/21 (4,76%), Maltés 1/21 (4,76%), Pug 1/21 (4,76%), Yorkshire Terrier 1/21 (4,76%).
Foram analisadas 7 amostras de LCE (33,33%).

0 GC foi formado por 8/10 fémeas (80%) e 2/10 machos (20%), com idade entre 1 e 16 anos (média
de 8.2 anos +/- 5.59 anos), peso entre 6 a 30kg (média de 12.7kg +/- 8.89kg) e de ragas variadas: Lhasa
Apso 3/21 (30%), Poodle 2/21 (20%), Pastor Alemio 2/21 (20%), Chow Chow 1/21 (10%), Husky
Siberiano 1/21 (10%), SRD 1/21 (10%).

Foram realizadas 31 mensura¢des de GFAP no soro (21 do GE e 10 do GC) e 7 mensuragdes no
LCE. Os valores mensurados da densidade 6ptica (DO) foram obtidos e posteriormente transformados em
valores com unidades em ng/ml.

Foi observado aumento dos valores séricos de GFAP de 6/21 animais do GD enquanto que no GC
nenhum animal apresentou eleva¢do do biomarcador acima do ponto de corte. A média dos valores séricos
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de GFAP do do GD foi de 2.49 ng/ml com desvio padrio de +/- 4.38 ng/ml, enquanto que no GC a média foi
de 0.11 ng/ml, com desvio padrio de +/- 0.34 ng/ml. Os valores de GFAP sérica do grupo controle estdo
ilustrados no quadro 1.

Até o momento ndo ha estudos consistentes que confirmam os valores de referéncia para o
biomarcador mensurado no soro e LCE de cides. Em humanos sabe-se que em condigdes fisiolégicas ndo
ocorre a expressao da proteina a niveis detectaveis em fluidos biolégicos (soro, plasma, LCE e urina), devido
a integridade celular dos astrdcitos em individuos saudaveis e a especificidade da proteina como
biomarcador na presenca de lesdo cerebral (FOERCH et al., 2012; PELINKA et al.,, 2004; ZUREK, FEDORA,
2012). Infere-se com os resultados deste estudo que a GFAP seja também liberada em cies apenas na
presenca de danos as células da glia e possa ser utilizada como um biomarcador de lesdo cerebral.

Quadro 1. Raga, peso, idade e valores séricos de GFAP nos caes do grupo controle (GC).

ANIMAL RACA IDADE (ANOS) PESO (KG) GFAP-SORO

(NG/ML)

1 Poodle 16 7,5 0

2 Lhasa Apso 5 6 0

3 Husky Siberiano 1 16 0

4 Poodle 16 6,5 0

5 Lhasa Apso 7 6 0

6 SRD 10 7 0

7 Pastor Alemé&o 1 25 0

8 Lhasa Apso 9 6 0

9 Chow Chow 4 17 1,105263*

10 Pastor Alemé&o 13 30 0

Fonte: Prépria autora.

Apés o diagndstico neuroanatémico, observou-se que 13 cdes apresentaram sindrome multifocal
(61,9%), seis cdes sindrome cerebral (28,6%), um cio sindrome cerebelar (4,75%) e um cdo sindrome
vestibular central (4,75%). Os niveis séricos de GFAP ndo apresentaram correlagdo com a localiza¢do da
lesdo neste estudo, porém ha a possibilidade de o nivel do biomarcador aumentar conforme gravidade e a
extensdo da lesdo, mesmo que seja focal (FRASER et al,, 2011).

Foi observado que os animais com tempo de evolu¢do da doenga de até 5 dias, apresentaram a
concentragdo sérica de GFAP igual a zero. Foi considerada a data de inicio do quadro clinico aquela relatada
pelo guardido na anamnese da primeira consulta até a data da colheita das amostras biolégicas. Cdes com o
tempo de evolugdo variando de cinco a sete dias e com 15 dias, apresentaram valores séricos aumentados
do biomarcador. Nesse estudo ficou evidente o aumento gradativo GFAP, o qual ocorreu usualmente apds
quatro dias de lesdo encefalica, sendo que os picos de GFAP ocorreram entre os dias 5 e 7 e dia 15, sugerindo,
portanto, que nos caes com alteracdes neuroldgicas centrais a expressdo da proteina no soro ocorra mais
tardiamente do que nos humanos. Contrapondo assim os resultados de Pelinka et al. (2004) e de Mortberg
et al. (2011) que mostraram através de seus estudos o rapido aumento da GFAP em humanos ap6s lesdes
encefalicas graves. 8/21 (38,1%) cdes ndo receberam corticosteroide previamente a colheita da amostra de
soro e/ou LCE, enquanto que 13/21 (61,9%) cdes receberam, em sua maioria um dia antes da obtengio da
amostra. Ndo foi observado melhora dos sinais clinicos em nenhum dos pacientes apds o inicio do
corticosteroide até o dia da colheita da amostra biolégica (soro e LCE).

0 aumento da GFAP foi notdrio nos animais com mais de cinco dias de sintomatologia neurolégica,
independente do uso prévio ou ndo de corticosteroide. O tempo de evolugio clinica da lesdo pode ser um
dos importantes fatores a influenciar nas concentragées do biomarcador no soro e no LCE. Por outro lado,
nos cdes do GD em que a GFAP foi mensurada num periodo inferior a 48 horas de inicio dos sinais verificou-
se que a maioria ndo expressou a referida proteina em quantidades detectaveis no soro, refor¢ando a
hipé6tese de que ha uma associagdo positiva entre tempo de lesdo e expressdo da GFAP em fluidos corporais.
Os aspectos clinicos dos pacientes, tempo de evolug¢do da doenca e os resultados séricos da GFAP do GD
estdo representados no grafico 1 e 2 e no quadro 2 respectivamente.



Grafico 1 - Concentracgdes séricas de GFAP de 21 cdes com encefalopatias (Grupo Doente) e 10 cies
higidos (Grupo Controle).
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Fonte: prépria autora.

Grafico 2 - Valores de GFAP sérica em 21 cdes com encefalopatias em relacdo ao tempo de
evolucdo dos sinais clinicos de lesdo encefalica.
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Quadro 2: Aspectos clinicos e concentragdes séricas de GFAP em cdes do grupo doente (GD).

Tempo  Animal GFAP- GFAP- Idade Peso Raga Localizagdo da lesdo Uso de Tempo deuso  Diagnéstico/Etiologia
de soro LCE (anos)  (Kg) corticosteroide de
evolugdo (ng/ml)  (ng/ml) previamente a corticosteroide
(dias) colheita da amostra (dias)
1 19 0 NM 8 11 SRD Sindrome Cerebral (Talamo-Cortical) S (Dexametasona) 1 Desconhecido
1 21 0 NM 9 10 SRD Sindrome Cerebral (Talamo-Cortical) S (Dexametasona) 6 Neoplasia
2 9 0 NM 2 10 SRD Sindrome Cerebral (Talamo-Cortical) S (Dexametasona) 1 Desconhecido
2 15 0 0 10 26 SRD Sindrome multifocal (Talamo-Cortical e tronco S (Dexametasona) 1 Desconhecido
encefélico)
3 5 0 NM 10,2 6 SRD Sindrome Multifocal (Talamo-Crtex e tronco S (Prednisona) 1 Desconhecido
encefalico)
3 17 0 NM 2 30 Pastor Sindrome Multifocal (talamo-cértex e tronco S (Dexametasona) 1 Desconhecido
Aleméo encefélico)
3 3 0 NM 8 23 Pinscher  Sindrome Multifocal (tdlamo-cortical, cerebelar, S (Prednisolona) 20 Desconhecido
vestibular e I1, VII e VIII par de NC)
4 6 0 NM 13 9 Teckel Sindrome Multifocal (vestibular e talamo- S (Prednisolona) 5 Desconhecido
cortical)
4 16 0 2,52 9 2,6 Maltés Sindrome Multifocal (cerebelar e tronco N Desconhecido
encefélico)
5 4 0 NM 16 89 Teckel Sindrome Multifocal (vestibular central e N Neoplasia
medular lombo-sacra)
5 7 7,59 NM 6 53 SRD Sindrome cerebelar N Desconhecido
6 12 852 0 14 29 Pastor Sindrome Vestibular central S (Prednisona) 1 Desconhecido
Alemao
7 2 431 NM 10 21 SRD Sindrome Multifocal (vestibular central e N Toxoplasmose
medular toraco-lombar
7 18 13,81 NM 4 26,5 SRD Sindrome Multifocal (tronco encefalico e S (Dexametasona) 1 Toxoplasmose
medular toraco-lombar)
7 20 0 5871 11 1,2 Yorkshire Sindrome Cerebral (Talamo-Cortical) S (Dexametasona) 1 Desconhecido
Terrier
9 13 0 5539 4 4,5 Poodle Sindrome multifocal (Cerebelar e tilamo- S (Dexametasona) 1 Desconhecido
cortical)
14 11 0 0 5 28 SRD Sindrome Multifocal (vestibular central, II, VIl e S (Prednisona) 1 Desconhecido
IX pares de NC)
15 1 11,34 NM 11 30  Labrador Sindrome Multifocal (talamo-cortical, tronco S (Dexametasona) 1 Desconhecido
encefalico e medular lombo-sacra)
15 8 0 NM 3 54 Pug Sindrome Multifocal (Talamo-Cortex e tronco S (Dexametasona) 1 Desconhecido
encefélico)
15 10 6,82 NM 16 4,0 Poodle Sindrome Cerebral (Talamo-Cortical) N Desconhecido
17 14 0 114,86 12 3,0 SRD Sindrome cerebral (Prosencéfalo) N Desconhecido

NM: ndo mensurado. S: sim. N: nio.

Fonte: prépria autora
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Em 7 cdes foi possivel analisar os niveis do biomarcador no soro e no LCE concomitantemente. A

analise do LCE foi realizada em seis das sete amostras colhidas nos cies do GD que apresentaram condi¢des
clinicas favoraveis ao procedimento de colheita do LCE e evidenciou em sua maioria, sinais de inflamacao,
sem presenca de bactérias. Todas as culturas bacteriolédgicas e fingicas de LCE foram negativas (Quadro 3).

Quadro 3. Analise de 6 amostras de LCE de cdes com encefalite atendidos no HV-UEL entre 2016 e 2017.

ANIMAL 11 12 13 14 15 20
COR Incolor Incolor Xantocrémica Incolor Incolor Incolor
ASPECTO Limpido Limpido Turvo Ligeiramente Limpido Limpido
turvo
GLICOSE 72 mg/dl 67 mg/dl 58 mg/dl 45 mg/dl 55 mg/dl 48 mg/dl
PROTEINA 69 mg/dl 22,3 24,3 mg/dl 650,1 mg/dl 348,6 63 mg/dl
mg/dl mg/dl
DENSIDADE 1004 1002 1006 1012 1008 1006
LEUCOCITOS 3/mm?3 Ausentes 24/mm?3 507/mm3 442/mm3 2/mm?3
HEMACIAS 15/mm®  Ausentes 61/mm?3 1/mm?3 39/mm? 592/mm?3
BACTERIAS Ausentes  Ausentes Ausentes Ausentes Ausentes  Ausentes
SEGMENTADOS - 57% 22% 40% ==
LINFOCITOS - - 28% 37% ---
MONOCITOS -—= -—= 15% 78% 23% ---
BASTONETES - - - - - -
OBSERVAGAO - - - Macréfagos - -
espumosos

Fonte: Prépria autora.
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Os valores mensurados no LCE foram maiores que os valores mensurados no soro quando
comparados no mesmo individuo, e 4 das 7 amostras de LCE foram positivas, com valores muito elevados
apo6s 7 dias de evolucgido da lesdo encefalica. A média dos valores de GFAP mensurados no LCE foi 33.07
ng/ml +/- 44.83 ng/ml, média superior a obtida no soro desses animais com encefalite.

Esses dados resultaram em uma maior sensibilidade para o LCE em compara¢do com o soro,
concordando com os resultados de estudos anteriores e reforcando que a proximidade do LCE com o
encéfalo pode ser um fator importante para a maior sensibilidade da amostra na mensuracdo de
biomarcadores (COSTA; GAGO; GARRETT, 2011).

As concentracdes de GFAP no soro e no LCE e tempo de evolu¢do da doenga podem ser comparadas
no quadro 4.

Quadro 4. Concentragdes de GFAP no soro e no LCE de 7 cies com encefalite atendidos em um hospital
escola em Londrina, 2017.

TEMPO DE EVOLUCAO DA ENCEFALITE - DIAS ANIMAL GFAP - LCE GFAP - SORO
2 15 0 0
4 16 2,52 0
6 12 0 8,52
7 20 58,71 0
9 13 55,39 0
14 11 0 0
17 14 114,86 0

Fonte: prépria autora.

Alteragdes hematolégicas nem sempre ocorrem no paciente com sinais neurologicos, porém tais
exames sdo fundamentais em todos os casos (TAYLOR, 2015).13/21 (61,9%) caes apresentaram alteragdes
leucocitarias, enquanto que 8/21 (38%) apresentaram leucograma normal. 8/21 (38%) caes
desenvolveram anemia e 4/21 (19%) desenvolveram trombocitopenia.

Foram realizados exames soroldgicos e moleculares para obter o possivel diagnéstico nos pacientes
do GD: quatro PCR’s para o Virus da Cinomose Canina (sendo um positivo e trés negativos); 13 sorologias
para Toxoplasma gondii (sendo trés positivos e 10 negativos); 13 sorologias para Neospora caninum (todas
negativas); cinco PCR’s para Erlichia canis (sendo um positivo e quatro negativos); cinco PCR’s para Babesia
canis (sendo um positivo e quatro negativos) e quatro PCR’s para Anaplasma platis (todos negativos).
Perante a negatividade dos exames verifica-se pouca chance de ocorréncia de encefalites por protozoarios
e/ou hemoparasitas mais comuns presentes na regido em que o estudo foi realizado.

Apds 12 meses de estudos verificou-se que apenas 5 cdes do GD (23,8%) estdo vivos até o momento,
o que demonstra que as encefalites ocasionam uma alta taxa de mortalidade (76,2%). Todos os cdes do GD
que vieram a 6bito durante o estudo apresentaram a GFAP elevada, reforcando que o biomarcador pode
fornecer uma previsao da evolugdo clinica e auxiliar no prognéstico. Quantos aos cdes do GD que tiveram
valores de GFAP igual a zero, h4 a possibilidade de a amostra ter sido colhida no momento em que ndo houve
ainda o pico de elevagdo do biomarcador.

Algumas limita¢des influenciaram nos resultados deste estudo: ndo ter controlado a variavel tempo
(cada paciente com um tempo diferente de evolucdo clinica da doencga e as amostras bioldgicas colhidas em
diferentes momentos), ter uma Uinica mensurac¢do do biomarcador para cada paciente, diversas etiologias
como doenga de base da encefalopatia e impossibilidade de obtencdo de amostras de LCE de todos os
pacientes do GD.

Apos a avaliagdo estatistica, o p-valor resultante da analise das médias de GFAP no soro do GD e do
GC foi de 0.1942, ndo rejeitando-se Ho, ou seja, as médias dos grupos (GD e GC) ndo diferem entre si
estatisticamente, sendo necessaria uma analise estatistica descritiva dos resultados do estudo, devido aos
dados nao possuirem uma distribuicdo Normal. Isso ocorre devido a grande quantidade de amostras com
valores igual a zero.

CONCLUSAO
Conclui-se neste estudo que cdes com sinais neuroldgicos centrais podem apresentar elevagdes nos
valores de GFAP tanto no LCE quanto no soro quando comparados com cdes saudaveis. O LCE parece ser
mais sensivel que o soro na detecgdo precoce da GFAP de caes com encefalopatias. Assim, a GFAP pode ser
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utilizada como biomarcador de lesdo encefalica. Deve-se considerar o fator subjetivo em relagio ao relato
dos proprietarios no que se refere a tempo de evolugdo da doenga. Admite-se também que o kit ELISA NS830
destinado para o uso humano, pode ser utilizado em cdes com confiabilidade, ressaltando que todos os
testes possuem limitacoes.
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4 CONCLUSAO

Conclui-se neste estudo que cdes com sinais neurologicos centrais podem apresentar
elevacdes nos valores de GFAP tanto no LCE quanto no soro quando comparados com cées
saudaveis. O LCE parece ser mais sensivel que o soro na deteccdo precoce da GFAP de cées
com encefalopatias. Assim, a GFAP pode ser utilizada como biomarcador de lesdo encefélica.
Deve-se considerar o fator subjetivo em relacdo ao relato dos proprietarios no que se refere a
tempo de evolugdo da doenca. Admite-se também que o kit ELISA NS830 destinado para o uso
humano, pode ser utilizado em cdes com confiabilidade, ressaltando que todos os testes
possuem limitagoes.
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APENDICE A

Termo de ciéncia e autorizacgdo para participacdo do paciente na pesquisa
TERMO DE CIENCIA E AUTORIZAGCAO

Eu , RG:
, CPF: responsavel pelo animal

, RG-HV: / , que esta internado no

setor do HV-UEL, autorizo a participagdo do meu animal no projeto de

pesquisa intitulado “Comparacdo dos niveis de GFAP no soro de caes com e sem encefalite”,
sob coordenacao do pesquisador da Universidade Estadual de Londrina que assina abaixo. Fui
esclarecido sobre 0s objetivos do projeto, que sdo: Comparar niveis séricos de GFAP em cées
com e sem encefalite.

Também fui esclarecido quanto aos procedimentos a serem empregados e suas possiveis
consequéncias sobre o animal, 0s quais serdo:

Os pacientes serdo submetidos a exames fisico e neuroldgico, coleta de amostras de sangue para
exames de rotina ja solicitados pelo clinico e com auxilio de equipe treinada, sem oferecer
riscos e sofrimento ao animal e para a dosagem da GFAP.

Procedimentos como afericdo da pressao arterial, glicemia, oximetria de pulso, escala de
Glasgow modificada, exames fisico e neuroldgico, e hemogasometria poderao ser realizados de
forma seriada conforme a necessidade clinica do paciente.

Quando necessario sera solicitada a coleta de liquido cérebro espinhal (LCE) com o animal sob
contencdo quimica com anestesia geral. O material coletado sera aproveitado para analises da
pesquisa. Neste caso a anestesia sera realizada por profissionais especializados do setor de
anestesiologia do HV-UEL.

Tenho conhecimento de que os resultados obtidos serdo divulgados exclusiva e anonimamente
em publicacdes cientificas; e de que tenho o direito e a liberdade de suspender essa autorizacdo
a qualquer momento que julgue necessario.

Londrina, de de

Assinatura do responsavel pelo animal

Prof. Lucas Alécio Gomes

Coordenador do projeto e orientador

Centro de Ciéncias Agrarias / Departamento de Clinicas Veterinarias
Universidade Estadual de Londrina - UEL

(43) 3371-4339 / 3371-4269 / 3371-4066



ANEXO

46



Aprovacdo do projeto de pesquisa pelo comité de ética no uso de animais da UEL

ANEXO A

(CEUA-UEL).

Universidade
= Luadual de Losdrina

COMISSAQ DE ETICA NO USQ DE ANIMAIS
QF. CIRC. CEUA N° 216/2016 Londrina, D3 de Qutubro de 2018.
Prexado Pesquisador,

Cedificamas que o projgto irtitulads "Camparagdo dos niveis de GFAP no soro de c3es
com & sem encefalite”, protocelec CEUA n* 17365.20118.05. 500 a resocnsanl dade de Lucas Aléclo
Gomes, que envolve a oredigdo, manutencdn enu uilizacln de animais perfencentes aa filo
Chardata. subhile Vertebrata (exceto o homam), 5313 hns de pasyuisa centivea [ou cnsine), encontra-
s& cle 2c0rdo 2o 25 PrecRics da Lein® 11./5¢ de € de outubra ce 2008 da Necreta n 3 259, de 15
da julrs de 2009, @ com as nonmas edtadas palo Congolho Nacional ds Conbrske da Experimenia¢ac
Anicna (GONCFEAL foi aprovade nola Comissic d2 Fiea no lsa de Animais da Universdade
Estacazl de Londnna (CEUAVEL], am reunida realizadas em 200092016,

O objetivo do proelo @ comparar g8 niveis sficog do GFAF cm cdos 2om ¢ som
encefaliie Os arimais ser@o submetidos a axames s oo @ neuwro'dqico diarizments curante o
iempo ¢ nternagdo. Exsmoes lakeratonias sordo sclicitadas centorme 2 Access dade clnica oc
carz paciznte, sorém & dosagem de GFADR saré real 7rda a7 tndos a5 nanientzs em estudn. Gl

a

o

Vingnzia de Proeo 221082016 2 22/08/2017 =
| Lspécied Inhagemn Cac i Yaravel

N de anmals 5C i

Pesa/ldode ~3ky S Vanidve

5exo Machas ¢ -&meas

Qrgem Hospilal Veleimrane ! LeL

Amosbias a serem coleades | Sangue

Cumpre nAentar que 2asa pratendam-se quzisquer alterachss no pratosc o exoerimenizl
aprovado, deve-se submeter o nave protccolo 5 apreciagau da CELAMULL anlencrmente 4 exscucio
das v oadfieagiies

Colzco-me 4 cisposicdn para quaisquer esclavcinenlos que s2 Tzerem necassiriz Sem
mMais nara novamerta, aubanreva, cordizimente,

|
1
\
Profa. Dra. Claufs $oalarbulo Alves Fernancos
C’ J sora da SELANEL

llmo. St.

Prof. Dr. Lucas Alécio Gomes

Ccerdenader do Frojcto

Deparementa de Cl'ncas Yetorrinas ¢ Sentre de Ciéncos Agrivs

Cem edpia par Cacrdenagto de Hesaial Wetennane/UeL: Chefs do Deosramenty de Chvicas Wizlmioee s
121 do Canhio de Gignens Sanie s
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