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SILVA, Diego Dare. Avaliagdo de um sistema flash de monitoramento de glicose
em cdes com cetoacidose diabética. 64 folhas. Dissertacdo de Pds-Graduacdo —
Mestrado Profissional em Clinicas Veterinarias — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2019.

RESUMO

Foram apresentados trés produtos finais, separados por capitulos, ao Programa de
P6s-Graduacdo — Mestrado Profissional em Clinicas Veterinarias da Universidade
Estadual de Londrina, formatados nas normas da revista “Arquivo Brasileiro de
Medicina Veterinaria e Zootecnia” (ABMVZ), O primeiro produto é um artigo cientifico
intitulado “Avaliacdo de um sistema flash de monitoramento de glicose em cées com
cetoacidose diabética”. O sistema flash de monitoramento de glicose (SFMG)
Freestyle Libre fornece estimativas da glicemia através da afericdo constante da
concentracdo de glicose do liquido intersticial através de um sensor inserido no
espaco subcutaneo. O estudo foi realizado com sete caes com cetoacidose diabética
(CAD) atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Estadual de Londrina,
foram avaliadas as glicemias pareadas com um glicosimetro portétil (GP) a cada 2 a
4 horas e com o0 método da hexoquinase a cada 12 horas. As estimativas de
glicemia foram fortemente associadas r: 0,89 (p<0,0001), a diferenca média entre o
SFMG e o GP foi de 50,76 mg/dL (0 a 425 mg/dL) e o percentual médio de variacao
foi 25 % (0 a 102%). A avaliacdo destes dados usando a andlise da grade de erros
do consenso mostrou que 95,4% e 94,98% das amostras estavam nas zonas
clinicamente aceitaveis (A e B) utilizando o GP e o método da hexoquinase como
referéncia, respectivamente. Conclui-se que o SFMG avaliado deve ser utilizado com
cautela em cdes com CAD, seus valores porem variar consideravelmente porém
guando se faz a analise da grade de erros percebe-se pouca interferéncia na
conduta clinica. O segundo produto é um artigo cientifico, intitulado “Diabetes
insipidus central em dois caes”. Descreve aspectos clinico-laboratoriais, diagndéstico
e tratamento de dois cdes com diabetes insipidus central (DIC), ambos com histérico
de politria e polidipsia desde o nascimento. O terceiro produto € um artigo cientifico
intitulado “Leucemia mieloide aguda em um gato com infec¢éo regressiva pelo virus
da leucemia felina”. Descreve um caso de leucemia mieloide aguda sem maturacao
(M1) em um felino. O diagnostico foi obtido com base na contagem de blastos em
sangue peirférico e medula 6ssea e a confirmacdo da origem mieloide se deu por
exame de imuno-histoquimica de um fragmento de medula 6ssea. O felino veio a
Obito 35 dias apds o primeiro atendimento e diagndéstico, ndo apresentava viremia
detectavel para o virus da leucemia felina porém foi detectado DNA viral (provirus)
pelo exame de PCR em aspirado esplénico (Polymerase Chain Reaction) o que
confirmou a infecgao regressiva por FelLV.

Palavras-chave: cetoacidose, flash, diabetes, insipidus, mieloide



SILVA, Diego Dare. Evaluation of a flash glucose monitoring system in dogs
with diabetic ketoacidosis. 64 sheets. Post Graduation Course Products of
Professional Master’'s in Veterinary Clinics — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2019.

ABSTRACT

Three final products were presented, separated by chapters, to the Postgraduate
Program - Professional Master's Degree in Veterinary Clinics of the Universidade
Estadual de Londrina, formatted in the norms of the journal "Brazilian Archive of
Veterinary Medicine and Animal Science" (ABMVZ). The first product is a scientific
article entitled "Evaluation of a glucose monitoring system in dogs with diabetic
ketoacidosis". The Freestyle Libre glucose monitoring system (SFMG) provides
estimates of blood glucose by constantly measuring the concentration of glucose in
the interstitial fluid through a sensor inserted into the subcutaneous space. The study
was carried out with six dogs with diabetic ketoacidosis (CAD) attended at the
Veterinary Hospital of the State University of Londrina. The glycemic parameters
paired with a portable glucose meter (GP) were evaluated every 2 to 4 hours and
with the hexokinase method every 12 hours. The glycemia estimates were strongly
associated with r: 0.89 (p <0.0001), the mean difference between SFMG and GP was
50.76 mg / dL (0 to 425 mg / dL) and the mean percentage of variation was 25% (0 to
102%). Evaluation of these data using consensus error grid analysis showed that
95.4% and 94.98% of the samples were in the clinically acceptable areas (A and B)
using GP and the hexokinase method as reference, respectively. It is concluded that
the SFMG evaluated should be used with caution in dogs with CAD, but their values
vary considerably; however, when analyzing the error grid, there is little interference
with the clinical management. The second product is a scientific paper entitled
"Diabetes insipidus central in two dogs". Describes clinical-laboratory aspects,
diagnosis and treatment of two dogs with central diabetes insipidus (DIC), both with a
history of polyuria and polydipsia since birth. The third product is a scientific paper
entitled "Acute myeloid leukemia in a cat with feline leukemia virus regression."
Describes a case of acute myelogenous leukemia without maturation (M1) in a feline.
The diagnosis was obtained based on the blasts counts in peirferous blood and bone
marrow and the confirmation of myeloid origin was given by immunohistochemical
examination of a fragment of bone marrow. The feline died 35 days after the first care
and diagnosis, did not present detectable viraemia for the feline leukemia virus, but
viral DNA (provirus) was detected by Polymerase Chain Reaction (PCR), which
confirmed FeLV regression.

Key words: ketoacidosis, flash, diabetes, insipidus, myeloid
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Avaliacdo de um sistema flash de monitoramento de glicose em cédes com cetoacidose
diabética

[Evaluation of a flash glucose monitoring system in dogs with diabetic ketoacidosis]

D. D. Silva'™: F. N. Chiaro% L. G. Biz®; M. S. Zanutto*

1*P@s-graduando stricto sensu — Mestrado Profissional em Clinicas Veterinarias,
Universidade Estadual de Londrina (UEL), diegovl13@hotmail.com

2Residente em Clinica Médica de Animais de Companhia, Hospital Veterinario (HV) -
UEL
3Centro de Ciéncias Exatas, Departamento de Estatistica, UEL

4 Centro de Ciéncias Agréarias, Departamento de Clinicas Veterinarias, HV-UEL.

RESUMO

O sistema flash de monitoramento de glicose (SFMG) Freestyle Libre fornece estimativas da
glicemia através da afericdo constante da concentracdo de glicose do liquido intersticial
através de um sensor inserido no espacgo subcutaneo. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
aplicabilidade e precisdo desse SFMG em cdes com cetoacidose diabética (CAD). Foram
incluidos neste estudo sete cdes com CAD atendidos no Hospital Veterinario da Universidade
Estadual de Londrina. O sensor foi colocado na regido cervical dorsal logo ap6s o diagnéstico
da CAD e mantido durante cinco dias. A afericdo da glicemia foi realizada simultaneamente
com o glicosimetro portatil veterinario AlphaTRAK 2 (GP) a cada duas a quatro horas e com
0 método da hexoquinase a cada 12 horas. As estimativas de glicemias foram fortemente
associadas (r: 0,89; p<0,0001) e o percentual médio de variacdo em relacdo ao GP foi de 25%
(0 a 102%). A avaliacdo destes dados usando a analise da grade de erro do consenso mostrou
que 95,4% e 94,98% das amostras estavam nas zonas A e B (clinicamente aceitaveis)
utilizando o GP e o método da hexoquinase como referéncia, respectivamente. Ndo houve

diferenca na precisdo do aparelho entre os dias (p: 0,74) porém, houve diferenca entre as


mailto:diegovl13@hotmail.com

15

faixas de glicemia (hipo, normo e hiperglicémico) (p<0,0001) e o estado de hidratacdo (p:
0,019). Conclui-se que o SFMG avaliado pode ser utilizado em cdes com CAD.

Palavras-chave: glicemia, monitoramento, diabetes, Freestyle Libre, glicose intersticial.

ABSTRACT

The Flash Glucose Monitoring System (SFMG) Freestyle Libre provides blood glucose
estimates by constantly measuring glucose concentration in the interstitial fluid through a
sensor inserted into the subcutaneous space. The aim of this study was to evaluate the
applicability and accuracy of this SFMG in dogs with diabetic ketoacidosis (CAD). Seven
dogs with CAD treated at the Veterinary Hospital of the State University of Londrina were
included in this study. The sensor was placed in the dorsal cervical region soon after the
diagnosis of CAD and maintained for five days. Blood glucose measurement was performed
simultaneously with the AlphaTRAK 2 (GP) portable veterinary glucometer every two to four
hours and the hexokinase method every 12 hours. Estimates of blood glucose were strongly
associated (r: 0.89; p <0.0001) and the mean percentage of variation in relation to GP was
25% (0 to 102%). The evaluation of these data using consensus error grid analysis showed
that 95.4% and 94.98% of the samples were in zones A and B (clinically acceptable) using the
GP and hexokinase method as reference, respectively. There was no difference in the
accuracy of the device between days (p: 0.74) but there was a difference between blood
glucose ranges (hypo, normo and hyperglycemia) (p <0.0001) and hydration status (p: 0.019).
It is concluded that the SFMG evaluated is accurate and can be used in dogs with CAD.

Key words: blood glucose, monitoring, diabetes, Freestyle Libre, interstitial glucose
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INTRODUCAO

A cetoacidose diabética (CAD) é uma complicacdo grave do diabetes mellitus onde
ocorre aumento na producdo e acumulo de cetoacidos (beta-hidroxibutirato, acetoacetato,
acetona) levando a acidose metabdlica. O principal fator desencadeante é a deficiéncia
relativa ou absoluta de insulina que associada a um aumento de hormonios contra-
regulatorios, leva a uma superproducdo de corpos ceténicos (DUROCHER, et al 2008;
NELSON, 2015).

O diagnodstico consiste nos achados laboratoriais: hiperglicemia/ glicosuria,
hipercetonemia/ cetonuria e acidose metabolica. Estes geralmente estdo associados a
manifestacdes clinicas condizentes com doenca metabdlica grave como anorexia, letargia,
vomito e desidratacdo (NELSON, 2015). O ponto chave para o tratamento da CAD em cées ¢
a administracao de insulina exdgena seja por via intravenosa sob a forma de infusdo continua
ou por via intramuscular. Desta forma, o objetivo é cessar a lipolise e consequente formacao
de corpos cetonicos. O tratamento emergencial também inclui corrigir desequilibrios hidro-
eletroliticos e acido-base e abordar doencas concomitantes que possam ser causa de
resisténcia a insulina (MACINTIRE, 1993).

Para a administracdo adequada de insulina é necessario um monitoramento frequente
da glicemia. Recentemente uma forma alternativa de monitoramento glicémico introduzida na
medicina veterinaria sdo os sistemas de monitoramento continuo de glicose (SMCG). Estes
aparelhos foram desenvolvidos para o uso em humanos ha mais de duas décadas e desde
entdo, estdo cada vez mais sendo aplicados em cdes e gatos. Atraves de um sensor introduzido
no espaco subcutaneo, avaliam de forma continua a concentracdo de glicose no fluido
intersticial que apresenta boa correlacdo com a glicemia (SURMAN & FLEEMAN, 2013).

A primeira geracdo desses sistemas permitia apenas uma andlise retrospectiva dos

valores de glicemia ap6s a desconexdo e o carregamento dos dados, além disso, 0 monitor era
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ligado ao sensor através de um fio, tornando necessario a sua fixacdo ao corpo do animal
(REINEKE et al., 2010; AFFENZELLER et al., 2011). Os aparelhos mais recentes permitem
visualizar os valores de glicemia em tempo real e apresentam conexdo sem fio entre o sensor
e o monitor (MORETTI et al., 2010; DIETIKER-MORETTI et al., 2011; HAFNER et al.,
2013; SURMAN & FLEEMAN, 2013). A maioria dos trabalhos avaliando esses sistemas em
caes e gatos utilizaram animais estaveis, sem comorbidades. Apenas um trabalho avaliou a
utilizacdo de um SMCG em pacientes felinos e caninos com cetoacidose diabética, o
MiniMed Gold (Medtronic, USA), que demonstrou ter acuracia aceitavel (REINEKE et al,
2010), porém o aparelho utilizado ndo permite a visualizacdo dos valores em tempo real,
apenas apos a sua desconexao e descarregamento dos dados em um software o que torna seu
uso obsoleto na pratica clinica.

Recentemente, foi introduzido no mercado nacional uma nova categoria de aparelho, o
Sistema “Flash” de Monitoramento de Glicose (SFMG) FreeStyle Libre (Abbott Diabetes
Care, USA). Este avalia a concentracdo de glicose do espaco intersticial que é equivalente a
glicemia e fornece o resultado na tela do monitor toda vez que este é aproximado do sensor. E
0 Unico com um sensor que ndo necessita de amostras de sangue para calibracdo e tem
duracdo de até 14 dias. Até 0 momento apenas dois estudos avaliaram esse aparelho em caes.
O primeiro avaliou o aparelho em cdes diabéticos estaveis e mostrou boa precisdo e
aplicabilidade clinica (CORRADINI et al., 2016). Mais recentemente um segundo estudo
avaliou esse aparelho em cdes com cetoacidose diabética que também mostrou boa precisdo
clinica quando comparado ao método laboratorial de referéncia (MALERBA et al., 2019).

O objetivo deste trabalho é avaliar a precisdo e aplicabilidade clinica do SFMG
Freestyle Libre em cdes com cetoacidose diabética atendidos no Hospital Veterinario da

Universidade Estadual de Londrina.
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MATERIAL E METODOS
CRITERIOS PARA SELECAO DOS CASOS

Foram incluidos no estudo sete cdes com CAD atendidos no Hospital Veterinario da
Universidade Estadual de Londrina. CAD foi definida como glicemia > 240 mg/dL, pH < 7.3
e/ou bicarbonato < 15 mmol/L na presenca de hipercetonemia (beta hidroxibutirato > 1,9
mmol/ L) e/ou cetonuria. Estes também deveriam apresentar sinais clinicos compativeis,
como desidratacdo, anorexia, letargia ou vomito. Animais com volume globular inferior a
30% ou superior a 55% foram excluidos do estudo visando diminuir a interferéncia do volume
globular na precisdo do glicosimetro portatil que foi um dos métodos utilizados como
referéncia (PAUL et al, 2011).

Antes da inclusdo dos cdes no estudo, os proprietarios assinaram um termo de
consentimento e o protocolo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da

Universidade Estadual de Londrina (CEUA N° 86/2017).

SISTEMA FLASH DE MONITORAMENTO DE GLICOSE

O SFMG Freestyle Libre consiste de um sensor descartavel e um monitor. O sensor
tem forma arredondada e apresenta um filamento flexivel (5 mm de comprimento) que deve
ser introduzido no espaco subcutaneo de forma transcutanea por meio do aplicador fornecido
pelo fabricante. Apds 60 minutos da aplicacdo do sensor, este transmite a glicemia atual para
0 monitor toda vez que é aproximado (distancia inferior a 4 cm). Também aparece na tela uma
seta indicativa se a glicemia esta aumentando ou diminuindo e um grafico com o histérico das
altimas oito horas.

O aparelho mede a concentracdo de glicose do liquido intersticial do espaco
subcutaneo que € equivalente a concentracdo de glicose no plasma. O sensor utiliza 0 método

da glicose-oxidase, que mede uma corrente elétrica proporcional a concentragdo de glicose.
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Esta afericdo é realizada a cada um minuto e pode ser visualizada sempre que o0 monitor é
aproximado do transmissor, caso isso ndo ocorra o sensor armazena os valores de glicemia em
intervalos de quinze minutos durante até oito horas. Os limites de deteccdo do aparelho sdo de
20 a 500 mg/ dL, valores abaixo ou acima desse limite sdo transcritos como “Lo” e “Hi”
respectivamente.

No presente estudo, o sensor foi introduzido no espacgo subcutaneo da regido cervical
dorsal, lateralmente aos processos espinhosos. Uma area em torno de 5 x 5 cm foi
tricotomizada, realizado limpeza com éalcool 70%, e o sensor inserido com o auxilio do
aplicador fornecido pelo fabricante, fixado com uma fita adesiva de polietileno
microperfurado com adesivo acrilico hipoalergénico (Transpore™ — 3M) e uma atadura de
algodé@o cobriu toda a regido cervical para uma maior protecdo do sensor. Foi realizada a
inspecdo do local de aplicacdo diariamente para avaliar a presenca de inflamacdo ou

desprendimento do sensor.

PRECISAO DO SFMG

Para a avaliacdo da precisdo do SFMG foi realizada a afericdo de forma simultanea da
glicemia pelo SFMG e pelo glicosimetro portatil (GP) AlphaTRAK 2 (Zoetis, USA) a cada
duas a quatro horas durante cinco dias. Varios trabalhos avaliaram esse GP veterinario em
cdes e gatos e demonstraram boa precisdo quando comparado ao método laboratorial da
hexoquinase (COHEN et al, 2009; ZINI et al, 2009). Também foram coletadas amostras
pareadas de sangue total por puncdo da veia jugular externa e armazenadas em um tubo
heparinizado a cada 12 horas, para afericdo da glicemia pelo método laboratorial da
hexoquinase (Dimension® Vista 1500, Siemens AG, Germany). Apos a coleta do sangue, foi
realizada a separagdo do plasma e a afericdo da glicemia foi realizada em até 30 minutos para

minimizar alteracdes no resultado devido consumo de glicose pelas células sanguineas.
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As amostras pareadas foram separadas pelos dias (1° ao 5°), pelas faixas de glicemia
(hipoglicemia: <70 mg/dL, normoglicemia 70 — 180 mg/dL, hiperglicemia > 180 mg/dL) e
pela escala de hidratacdo (0 a 3). A hidratacdo foi avaliada com base em uma escala de
avaliacdo clinica (DAVIS et al, 2013), sendo classificada em 0 — normohidratado; 1 —
desidratacéo leve; 2 — desidratacdo moderada e 3 — desidratagéo grave.

O volume globular (%) foi avaliado a cada 24 horas, animais que apresentaram VG >

55% ou inferior a 30% foram descartados do estudo.

ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram avaliados utilizando software estatistico (R Core Team, 2019).
A correlacéo total entre os valores de glicemia pareados foi obtida utilizando-se o teste de
Pearson.

VariagOes na precisdo do aparelho em funcédo do dia de utilizacdo, da faixa de glicemia
ou da escala de hidratacdo foram avaliadas utilizando-se a correlagdo de Spearman e o teste de
Kruskal-Wallis com base na diferenca dos valores SFMG e GP. A diferenca foi considerada
significativa se p<0,05.

As diferencas entre os resultados pareados SFMG/GP e SFMG/hexoquinase foram
plotados em relacéo aos valores de referéncia (GP e método da hexoquinase) usando o grafico
de diferencas Bland & Altman (BLAND & ALTMAN, 1986).

A precisdo clinica da glicemia obtida pelo SFMG, em relacdo aquelas obtidas pelo
método da hexoquinase e pelo GP, foi avaliada pela analise da grade de erro do consenso
(PARKES et al, 2000). Os valores obtidos foram distribuidos em zonas que representam o
risco resultante de uma medida incorreta: a zona A representa erros sem efeito clinico; a zona
B representa valores que apresentam um desvio maior que 20% dos valores de referéncia, mas

com pouco ou nenhum efeito no resultado clinico; zona C, erros que provavelmente afetardo o
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desfecho clinico; zona D, pode ter risco médico significativo e zona E, erros que podem

induzir a uma conducdo clinica de consequéncias perigosas (PARKES et al, 2000).

RESULTADOS
APLICABILIDADE

O SFMG foi bem tolerado nos pacientes que permaneceram com 0O Sensor por cinco
dias, sua aplicacdo foi facil e aparentemente indolor em todos os cées, utilizou-se o aplicador
fornecido pelo fabricante. Nos dois primeiros animais utilizados no estudo o sensor foi
mantido durante 14 dias, nestes pacientes houve dermatite de contato importante ao adesivo
que vem junto ao sensor e a fita adesiva utilizada para fixacdo. A dermatite de contato se
resolveu poucos dias apds a retirada do sensor, apenas com tratamento topico.

Nos demais cées, o sensor foi retirado ao final do quinto dia, ndo havendo sinais

significativos de inflamacdo cutanea (Fig. 1 B). Todos os cdes do estudo receberam alta

hospitalar ao quinto dia.




22

Figura 1 — Sensor Freestyle Libre no quinto dia de utilizacdo em um cdo, SRD, 10 anos, com CAD, atendido no
Hospital Veterinario da Universidade Estadual de Londrina. A — Sensor implantado na regido cervical com uma
fita adesiva para protecdo; B — Sensor ap0s a retirada da fita protetora; C — Monitor Freestyle Libre mostrando a

glicemia atual, o grafico das ultimas 8 horas e a seta de tendéncia; D — Sensor ap0s cinco dias de utilizacéo;

PRECISAO DO SFMG

Foram obtidas 239 amostras pareadas entre 0 SFMG e o GP, destas 7% (16) na faixa
hipoglicémica, 33% (80) na faixa normoglicémica e 60% (143) na faixa hiperglicémica.
Foram coletadas 62 amostras pareadas entre 0 SFMG e o0 método da hexoquinase, 3% (2) na
faixa hipoglicémica, 24% (14) na faixa normoglicémica e 79% (46) na faixa hiperglicémica.
Em um cdo houve mau funcionamento do sensor e este foi excluido do estudo, portanto a
analise estatistica foi realizada com os dados de seis cées.

As glicemias medianas obtidas pelo SFMG, GP e hexoquinase foram respectivamente
198, 212 e 246 mg/dL. Utilizando o GP como referéncia, o0 SFMG subestimou os valores de
glicemia em 79,9% dos dados, hiperestimou em 19,3% e foram idénticos em 0,8% (Fig. 2B).
Com o método da hexoquinase como referéncia, 0 SFMG hipoestimou as glicemias em 84%
das amostras, hiperestimou em 14% e foi idéntico em 2 % das amostras (Fig. 2A). A diferenca
entre 0os métodos foram plotadas em um gréafico de dispersdo de Bland & Altmann (1986), a
média das diferencas entre os resultados obtidos pelo SFMG e o GP foi 50,76 mg/dL (0 a 425
mg/dL) e o percentual médio de variagdo foi 25 % (0 a 102%). Entre 0 SFMG e 0 método da
hexoquinase a média das diferencas foi 42,17 mg/dL (0 a 322 mg/dL) e o percentual médio de
variagao foi 19% (0 a 73%)).

A correlacédo entre os valores pareados do SFMG e o GP e dos valores pareados do
SFMG e 0 método da hexoquinase foi significativa, r: 0,89 (p < 0,0001) (Fig. 2 C e E). Esta
correlagdo quando separada pelas faixas de glicemias diminuiu consideravelmente. Utilizando

0 GP como referéncia, na correlagdo com os valores do SFMG foi r: 0,33, r: 0,49, r: 0,74 nas
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faixas hipoglicémicas, normoglicémicas e hiperglicémicas, respectivamente. A correlacéo

entre os dois métodos de referéncia, GP e hexoquinase foi r: 0,94 (p < 0,0001).
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Figura 2. Gréfico de Bland-Altmann da diferenca entre os valores de glicemia obtidos pelo SFMG e o método
da hexoquinase em cées com CAD (A). Gréafico de Bland-Altman da diferenca entre os valores de glicemia
obtidos pelo SFMG e o GP em cées com CAD (B). Gréfico da correlacdo de Pearson entre os valores de
glicemia obtidos simultaneamente pelo SFMG e pelo método da hexoquinase em cdes com CAD (C); Gréfico da
correlagdo de Pearson entre os valores de glicemia obtidos simultaneamente pelo SFMG e pelo GP em cdes com

CAD (D).

Houve diferenca estatistica entre as faixas de glicemia (Kruskal-Wallis; p<0,0001)
sendo ligeiramente menos preciso na faixa hipoglicémica. Com relagdo a hidratagcdo, houve

diferenca significativa na precisdo do aparelho (Kruskal-Wallis; p: 0,019), sendo menos

700




24

preciso em animais desidratados. Nao houve diferenca estatistica na precisdao do SFMG entre
os dias (Kruskal Wallis; p: 0,739).

Pela analise da grade de erro do consenso (Parkes et al, 2000), utilizando o0 GP como
referéncia, 49,79% dos valores de glicemia cairam na zona A, 45,61% na zona B totalizando
95,4% das amostras. Apenas 4.6 % dos dados cairam na zona C, nenhum dado caiu na zona D
ou E. Utilizando o método da hexoquinase como referéncia, 60,35% dos valores de glicemia

cairam na zona A, 34,48% na zona B e 5,17% na Zona C. Nenhum dado caiu na zona D ou E

(Fig. 3).
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Figura 3. Avaliacdo pela analise da grade de erros do consenso (PARKES et al, 2000) do SFMG Freestyle Libre
em cdes com CAD. Os eixos das ordenadas representam os valores de glicemia obtidos pelo SFMG e os eixos
das abscissas representam os valores de glicemia obtidos pelos métodos de referéncia da hexoquinase (A) e do

GP (B).

DISCUSSAO

Esse estudo foi realizado para avaliar o uso clinico e a precisdo de um SFMG em cédes
com cetoacidose diabética. O monitoramento frequente da glicemia é imprescindivel em
animais com CAD e geralmente é realizado através de glicosimetros portateis com amostras
de sangue capilar. O uso de um SFMG dispensa a coleta de mdltiplas amostras de sangue,
portanto diminui o estresse durante a internacdo e também a carga de trabalho da equipe
médica. Além disso os valores glicémicos podem ser obtidos com um intervalo de tempo bem
menor, proporcionando um ajuste mais precoce da insulinoterapia, otimizando desta forma o
tratamento (SURMAN & FLEEMAN, 2013; MALERBA et al, 2019).

Apesar de cada sensor ter durabilidade de até 14 dias, este estudo ateve-se aos
primeiros cinco dias de tratamento ap6s o diagnostico de CAD que € o periodo onde um
monitoramento mais frequente da glicemia é requerido. Também é neste periodo onde ocorre
uma maior incidéncia de fatores que poderiam influenciar na precisdo do SFMG como
desidratacdo, hipoperfusdo tecidual, acidose metabdlica e rapidas flutuacbes da glicemia
devido infusdo de insulina de acdo rapida ou de solu¢do com glicose intravenosa (JACOBS et
al, 2010; REINEKE et al, 2010).

A correlacéo entre os valores de glicemia obtidos pelo SFMG e os valores de glicemia
do paciente tanto pelo GP quanto pelo método da hexoquinase foi significativa r = 0,89 (p <
0,0001). Semelhante ao trabalho anterior que avaliou esse mesmo aparelho em cdes com

cetoacidose diabética, onde a correlagdo foi r = 0,88 durante a CAD e r = 0,93 ap0s a sua
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resolugdo (MALERBA et al, 2019). Em um estudo avaliando um outro SMCG em cdes e
gatos com CAD, a correlacéo foi de r = 0,86 (p < 0,001) (REINEKE et al, 2010).

No presente estudo, a correlacdo foi menor quando separada pelas faixas de glicemia
sendo inferior na faixa hipoglicémica (r = 0,33) do que na normoglicémica (r = 0,49) e
hiperglicémica (r = 0,74). Esta menor correlagdo na faixa hipoglicémica era esperada, devido
a um menor nimero de amostras quando comparado as outras faixas de glicemia. Corradini et
al (2016) também relatou menor correlacdo na faixa hipoglicémica avaliando este SFMG,
porém, também teve um reduzido nimero de amostras nessa faixa glicémica. Houve diferenca
estatistica da precisdo do aparelho entre as faixas de glicemia (p > 0,05), sendo menos preciso
na faixa hipoglicémica. Esta menor precisdo do Freestyle Libre em menores concentracdes de
glicose também ¢ descrita em pacientes humanos (FOKKERT et al, 2017).

Houve diferenca na precisdo do aparelho entre os diferentes escores de hidratacéo,
sendo menos preciso em animais desidratados (p<0,05). Em um trabalho avaliando um outro
SMCG em cdes com CAD também houve associacao entre o estado de hidratacdo e a precisdo
do aparelho sendo ligeiramente mais preciso em cées hidratados (REINEKE et al, 2010). Em
humanos ndo se recomenda o0 uso desse SFMG em pacientes gravemente enfermos ou
desidratados pois os resultados podem ndo ser precisos (BLUM, 2018), portanto deve ser
utilizado com cautela em cées com desidratacdo importante.

Diversos fatores podem interferir na concentracdo de glicose intersticial, hd uma
constante difusdo de glicose pelos capilares e liberacdo de glicose no intersticio. Apesar de
haver um equilibrio entre a concentracdo de glicose no plasma e no intersticio essa difusdo
ndo é imediata e pode ocorrer um atraso quando ocorre uma mudanca rapida na glicemia.
Rebrin & Steil (2000) perceberam um atraso de cinco a 12 minutos para um equilibrio entre a
glicose plasmatica e intersticial. Em gatos, o atraso médio foi de 11,4 minutos (intervalo: 8,8-

19,7 minutos) ap6s um bolus intravenoso de glicose (MORETTI et al, 2010). Em estudos em
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humanos avaliando o Freestyle libre o tempo de atraso foi de 4,5 a 4,8 minutos (BAILEY et
al, 2015). Isto é relevante em animais com CAD visto que geralmente sdo utilizadas insulinas
de acdo rapida e estes animais necessitam constantemente de infusdo de solu¢bes com glicose.
Neste estudo, ndo foi avaliado o periodo necessario para o equilibrio da concentracdo de
glicose no intersticio apds uma brusca mudanca da glicemia, porém sabe-se que é uma causa
de imprecisao durante a CAD.

Clarke et al, (1987) criaram uma analise de grade de erro para avaliagdo clinica de
precisdo de métodos de afericdo da glicemia baseada em suposi¢des que refletem nas praticas
clinicas dentro da medicina humana. Parkes et al (2000) adaptaram e criaram uma nova
analise de grade de erro por meio de um consenso com mais de 100 endocrinologistas. Esta
divide os valores pareados em cinco zonas de risco clinico com base no erro do sistema
avaliado. O SFMG do presente estudo apresentou 95,4% dos valores nas zonas A e B que séo
as zonas clinicamente aceitaveis, onde ha pouco ou nenhum efeito no resultado clinico, 4,6%
dos dados cairam na zona C que pode induzir a alteracdo desnecessaria no tratamento.
Nenhum dado caiu nas zonas D e E. A zona D representa mudanca na conduta clinica e pode
ter risco significativo, a zona E representa tratamento contrario ao requerido (PARKES et al,
2000).

Algumas desvantagens para o uso do SFMG em cées e gatos sdo a necessidade de fitas
adesivas e bandagens para protecdo do sensor o que gera desconforto e pode ocasionar
dermatite de contato. Isto foi minimizado quando o sensor permaneceu por apenas cinco dias
e ndo quatorze que é o periodo maximo de utilizacdo. Uma outra limitacdo € o risco de mal
funcionamento do sensor que pode ocorrer em alguns animais, em nosso estudo, um céo foi
excluido devido mal funcionamento do sensor. Diversas causas podem ser aventadas, como a
colocacdo inadequada do sensor ndo atingindo o espaco subcutdneo, a movimentagdo do

animal também pode levar a danos no filamento do sensor que fica inserido no subcutaneo ou
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levar ao desprendimento do mesmo do local de inser¢do. Também pode ocorrer hemorragia
local ou formacdo de trombo prejudicando a acuidade do sistema. Embora nédo tenha sido
encontrada uma causa evidente no momento da retirada do sensor, recomenda-se sempre a
afericdo da concentracdo de glicose sanguinea por outro método quando os valores ndao forem
os esperados ou ndo forem condizentes com os sinais clinicos apresentados.

Este estudo apresenta diversas limitagdes como o numero reduzido de animais, a
utilizacdo de apenas um sensor por animal e o reduzido numero de amostras em animais
hipoglicémicos. Para uma melhor avaliacdo serdo necessarios mais estudos com um ndmero
maior de animais avaliando diversas outras variaveis que podem afetar a precisdo do aparelho
durante a CAD.

Segundo os resultados encontrados, conclui-se que o SFMG Freestyle Libre é
clinicamente preciso e pode ser utilizado em cdes com CAD. Como esperado, a precisdo do
aparelho é inferior nesse grupo de animais quando comparado a animais estaveis, sem
comorbidades, entretanto, quando se avalia o erro do aparelho em uma grade de erro,
apresenta pouca influéncia no desfecho clinico. Recomenda-se a confirmacdo da glicemia
com outros métodos laboratoriais, sempre que os valores ndo forem os esperados ou se

aproximarem da faixa hipoglicémica, visto que a precisao foi menor nessa faixa glicémica.
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CAPITULO 2 — DIABETES INSIPIDUS CENTRAL
EM DOIS CAES
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Resumo

O presente trabalho descreve aspectos clinico-laboratoriais, diagnéstico e tratamento de dois
cdes com diabetes insipidus central (DIC), ambos com histérico de poliuria e polidipsia desde
0 nascimento. O cdo 1, sem raca definida, com trés anos de idade, foi diagnosticado com DIC
completo, onde ha deficiéncia total de vasopressina e o teste confirmatorio utilizado foi o de
privacdo hidrica modificado. O cdo 2, Yorkshire terrier, com sete anos de idade apresentou
DIC parcial e o teste confirmatorio utilizado foi o terapéutico com desmopressina. Ambos 0s
testes confirmatdrios s6 foram realizados apds uma avaliacdo clinica detalhada e a exclusao
das causas mais frequentes de polidria e polidipsia.

Palavras-chave: polilria, polidipsia, vasopressina, desmopressina, hipostendria
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Abstract

The present study describes clinical-laboratory aspects, diagnosis and treatment of two dogs
with central diabetes insipidus (DIC), both with a history of polyuria and polydipsia since
birth. The dog 1, mixed breed, three years old, was diagnosed with complete DIC, where there
was total vasopressin deficiency and the confirmatory test used was modified water
deprivation. The dog 2, Yorkshire terrier, seven years old, presented partial DIC and the
confirmatory test used was the therapeutic one with desmopressin. Both confirmatory tests
were only performed after a detailed clinical evaluation and exclusion of the most frequent
causes of polyuria and polydipsia.

Keywords: polyuria, polydipsia, vasopressin, desmopressin, hyposthenuria.

Introducéo

Diabetes insipidus (DI) é uma desordem politurica primaria com polidipsia
compensatdria sendo classificada em diabetes insipidus central (DIC), quando decorrente de
uma producdo ou liberacdo deficiente de vasopressina, e diabetes insipidus nefrogénico,
guando os rins apresentam uma resposta deficiente as acdes da vasopressina a despeito da sua
producdo normal (Nelson, 2015). A vasopressina € produzida nos nucleos supra-optico e
paraventricular do hipotalamo e armazenada na neuro-hipdéfise de onde é secretada. Em cées é
secretada de forma pulsatil e o principal estimulo para a sua liberacdo € o aumento da
osmolalidade plasmatica (van VVonderen et al, 2004).

A acdo antidiurética da vasopressina deve-se pela ligacdo desta com receptores V2
localizados na membrana basolateral (intersticial) das células do ducto coletor. A ativacdo
desses receptores leva a uma cascata de eventos celulares que culmina com a insercao de
canais de agua (aquaporina 2) na membrana apical dos ductos coletores levando a um

aumento da permeabilidade a agua da membrana luminal das células do ducto coletor. A dgua
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reabsorvida deixa a célula de forma passiva através das aquaporinas 3 e 4 localizadas no lado
basolateral da célula para o intersticio hipertdnico. Apds a reabsorcdo de agua suficiente, os
niveis séricos de vasopressina diminuem e o0s canais de aquaporina 2 sdo internalizados da
membrana apical. Desta forma, ha o controle da quantidade de dgua excretada (Robben et al,
2006).

O DIC pode ser completo, quando ndo ha producdo de vasopressina, ou parcial,
quando ha producdo, porém, insuficiente para a concentracdo adequada da urina e
conservacao de agua. Embora casos idiopaticos sejam 0s mais comuns, qualquer afec¢éo que
danifique a producdo ou a secrecdo de vasopressina pelo sistema hipotalamico-hipofisario
pode levar ao DIC (Nelson, 2015). Neoplasias primarias ou metastases em
hipotalamo/hipdfise ou estruturas adjacentes podem causar DIC principalmente em cées de
meia idade a idosos (Harb et al, 1996). Traumatismo craniano ou procedimentos cirdrgicos
como a hipofisectomia transfenoidal podem causar DIC transitério ou permanente
(Authement et al, 1989; Teshima et al, 2011). Em cdes também ha relato de hipofisite
linfocitica ocasionando DIC (Meij et al, 2012).

Os sinais clinicos do DI geralmente limitam-se a polilria e polidipsia, mas podem
haver outras manifestacdes clinicas associados a causa subjacente (Harb et al, 1996).
Alteracfes ao hemograma e bioquimica sérica ndo sdo comuns, a urinalise animais com DIC
geralmente apresentam hipostendria como Unica alteracdo. Densidade urinaria nos valores de
isostendria (1,008-1,015) ndo descartam a doenca em cdes com a forma parcial da doenca
(Harb et al, 1996; Nelson, 2015).

O diagnostico baseia-se na exclusdo das causas mais frequentes de polidria/ polidipsia
e em testes especificos como o teste terapéutico com a desmopressina ou o teste de privacdo
hidrica modificado (Harb et al, 1996; Nichols, 2000). O tratamento do DIC consiste na

administragdo exdgena de vasopressina ou analogos como a desmopressina, 0 prognostico é
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dependente da causa subjacente, em casos idiopaticos ou congénitos geralmente ha uma boa
resposta ao tratamento (Nelson, 2015).

O objetivo deste trabalho é relatar dois casos caninos de DIC atendidos pelo Setor de
Clinica Médica do Hospital Veterindrio da Universidade Estadual de Londrina ressaltando

aspectos clinico-laboratoriais, diagndstico e tratamento.

Relato de caso 1

O caso 1 trata-se de um canino, sem raca definida, macho, de trés anos de idade, 8,15
Kg, ndo castrado, com queixa de politria e polidipsia desde o nascimento. Também foi
referido nocturia e ingestdo da propria urina quando havia alguma privacdo a ingestdo de
agua. Ao exame fisico e exames complementares (hemograma, bioquimica sérica,
ultrassonografia abdominal total), ndo apresentou alteracdes significativas exceto leve
hipocalemia (Tab. 1). A urinélise observou-se hipostenuria acentuada (densidade urinaria de
1,002) como Unica alteracdo. Foi realizado urocultura sem crescimento bacteriano. A relacédo
proteina/ creatinina urinaria foi de 0,13 mg/ dL.

Tabela 1. Valores de bioquimica sérica e hemograma de dois cdes com DIC atendidos no
Setor de Clinica Médica do Hospital Veterinario da Universidade Estadual de Londrina.

Exame Caso 1 Caso 2 Valores de Referéncia
Creatinina (mg/ dL) 1,3 1,2 (0,5-1,5)
Uréia (mg/ dL) 45 39 (21,4 -60)
Alanina aminotransferase (U/L) 68 32 (11-87)
Fosfatase alcalina (U/L) 63 54 (12 -110)
Proteinas totais (g/ dL) 74 6,5 (6-8)
Glicose (mg/ dL) 110 102 (70-110)
Sédio (mmol/ L) 1447 1454 (132 - 152)
Potassio (mmol/ L) 3,58 3,99 (3,9-59)
Calcio ionizado (mmol/ L) 1,36 1,35 (1,25-1,5)
Hematocrito (%) 38.8 51,8 (37 -55)
Leucdcitos totais (/mms3) 12800 8900 (6000 — 17000)
Plaquetas (/mm3) 300000 421000 (200000 — 500000)

Como o cdo ndo apresentava alteragdes clinico-laboratoriais condizentes com outras
causas de polidria e polidipsia foi internado para realizacdo do teste de privacdo hidrica

modificado. Inicialmente, mensurou-se a ingestdo diaria de agua ad libitum que foi em torno
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de 3,7 litros (450 mL/Kg/dia). No dia seguinte foi iniciada a restricdo hidrica gradual, sendo
que no primeiro dia foram oferecidos 300 mL/Kg de &gua, no segundo 200 mL/Kg, no
terceiro 100 mL/Kg e no quarto dia foi mantida a ingestdo diaria de 100 mL/Kg. As
densidades urinarias nos quatro dias foram em ordem cronoldgica de 1,006, 1,004, 1,001 e
1,002.

No quinto dia a privacgdo hidrica total teve inicio, essa fase consiste na privacao total
da ingestdo de agua até que o animal perca 3 a 5% do peso corpdreo ou a densidade urinaria
ultrapasse 1,030. O fornecimento de alimento foi interrompido 12 horas antes do inicio e
durante o teste. Inicialmente a vesicula urinaria foi esvaziada por sondagem uretral e a
densidade urinaria avaliada, o peso inicial do animal foi de 8,15 Kg. A cada duas horas o
animal foi pesado ap0s esvaziamento vesical e a densidade urinéria foi avaliada. Durante a
privacdo hidrica o cdo apresentou densidade urinaria abaixo de 1,002 durante as seis horas
observadas (Tab. 2), tempo que levou para perder 3,7% do peso corporal (de 8,15 Kg para
7,85 Kg), mostrando incapacidade de concentrar a urina em resposta a desidratacdo. Neste
momento, aplicou-se o acetato de desmopressina (preparacdo intranasal 0,1 mg/ml), sob
forma de colirio, duas gotas em cada saco conjuntival e o cdo apresentou densidade urinaria
de 1,014 e 1,022, duas e quatro horas apds respectivamente, confirmando o diagndstico de
DIC. Apos quatro horas da aplicacdo da desmopressina a ingestdo de agua foi gradativamente
reinstituida. Prescreveu-se terapia com acetato de desmopressina, porém o proprietario optou
pelo ndo tratamento por este ser dispendioso, o cdo foi acompanhado durante cinco anos e ndo

apresentou qualquer outra alteragdo clinica.
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Tabela 2. Valores de densidade urinaria e peso (Kg) do cdo 1 durante o teste de privacao
hidrica modificado realizado no Setor de Clinica Médica do Hospital Veterinario da
Universidade Estadual de Londrina.

Tempo (horas) Densidade urinaria Peso (Kg)
00:00 1,002 8,15 Kg
02:00 1,001 8,05 Kg
04:00 1,001 7,95 Kg
06:00 1,002 7,85 Kg
*Aplicacdo de desmopressina

08:00 1,014

10:00 1,022

12:00 1,016

Relato de caso 2

O caso 2 trata-se de um canino, Yorkshire terrier, fémea, sete anos, 4,7 Kg, castrado,
com historico de poliuria e polidipsia desde o nascimento. O proprietario também referiu
cistite e urolitiase recidivantes, o animal ja havia sido submetido a trés procedimentos de
cistotomia para retirada de calculos vesicais em uma outra instituicdo, a ultima delas ha cerca
de um ano.

No momento do atendimento a Unica queixa referida pelo proprietéario foi PU/ PD, o
animal ndo apresentou alteracdes dignas de nota ao exame fisico, hemograma, bioquimica
sérica e ultrassonografia abdominal (Tab. 1). Foi realizado urindlise que mostrou densidade
urinaria de 1,008, o animal j& havia realizado diversas urinalises anteriores onde a densidade
urinaria variou de 1,002 a 1,016. No momento do atendimento o animal ndo apresentou sinais
de inflamacdo/infeccdo de trato urinario e na urocultura ndo houve crescimento bacteriano, a
relacdo proteina/creatinina urinaria foi de 0,1 mg/dL. A ultrassonografia abdominal também
ndo apresentou alteracdes dignas de nota. O teste de supressdo com baixa dose de
dexametasona ndo mostrou hipercortisolismo.

Visto que o cdo ndo apresentava alteracBes clinico-laboratoriais condizentes com
outras causas de poliuria e polidipsia foi iniciado o teste de diagndstico terapéutico com
desmopressina para confirmacéo do DIC. Antes do inicio do teste a quantidade de agua diéria

ingerida foi estimada com base em uma média de 3 dias consecutivos e foi de 1048 mL/ dia
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(223 mL/Kg). Também foi utilizada a solucdo de desmopressina spray nasal (0,1 mg/ mL) no
saco conjuntival, uma gota em cada olho a cada 12 horas durante sete dias e a ingestao hidrica
diéria e a densidade urinaria foi reavaliada. O animal apresentou diminuicéo superior a 50%
da ingestdo diaria de &gua com o tratamento e a densidade urindria no momento da

reavaliagdo foi 1,032 (Tab. 3) confirmando o diagndstico de DIC.

Tabela 3. Valores de ingestdo hidrica diaria e densidade urinaria apés o teste terapéutico com
desmopressina e com 45 dias de tratamento em um cdo com DIC atendido no setor de Clinica
Médica da Universidade Estadual de Londrina.

Inicial 7 dias de tratamento 45 dias de tratamento
Densidade urinaria 1,008 1,032 1,030
Ingestdo de 4gua (ml/Kg/dia) 223 90 96

Foi instituido a terapia com acetato de desmopressina comprimido (0,05 mg) a cada 12
horas e o animal foi reavaliado com 45 dias de terapia. O proprietario referiu ingestdo diaria
de &gua inferior a 100 mL/Kg, o animal deixou de apresentar noctlria significativa. A
densidade urindria na reavaliacdo clinica foi de 1,030, ndo foi relatado qualquer efeito adverso

com a terapia durante este periodo.

Discussao

O diabetes insipidus central ndo € frequente no cdo, porém é um diagnostico
diferencial importante sempre que PD (ingestdo de agua > 100 mL/Kg/dia) e PU (quantidade
de urina > 50 mL/Kg/dia) estdo presentes, especialmente quando ha hipostenuria (Nelson,
2015; Harb et al, 1996). PU e PD sdo sempre 0s sinais clinicos mais marcantes e geralmente
Gnicos em animais com DI, embora outros sinais possam coexistir relacionados a causa
subjacente como neuroldgicos em casos de trauma ou neoplasia (Authement et al, 1989;
Nelson, 2015). Os animais do presente estudo apresentavam PU/PD importante desde o

nascimento e ndo apresentaram alteracdes clinicas adicionais no momento do diagndstico. No
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primeiro caso a ingestdo de agua era 450 mL/Kg/dia e no segundo, 223 mL/Kg/dia. O desejo
insaciavel por dgua pode levar cdes com DI a ingestdo de qualquer liquido incluindo a propria
urina (Nelson, 2015), o que foi relatado no caso 1.

A hipostenuria é definida como densidade urinaria menor que 1,008 e indica que a
osmolalidade da urina € inferior a do plasma. Urinalises aleatdrias de cédes e gatos com DI
comumente mostram densidades urinarias menores que 1,006 (Aroch et al, 2005; Nelson,
2015). Séo poucas as condicdes que levam a essa extrema diluicdo urinaria, dentre elas, as
principais sdo diurese po6s desobstrucdo uretral, fluidoterapia em excesso, uso de diuréticos,
hiperadrenocorticismo, diabetes insipidus central ou nefrogénico e polidipsia psicogénica
(Nelson, 2015). Em um estudo de 20 casos de cdes com DIC, 16 destes apresentavam
densidade urinaria menor que 1,008, os demais na faixa isostenurica (Harb et al, 1996). O céo
1 apresentou densidade urinaria menor que 1,006 em todas as avaliaches anteriores a
administracdo de desmopressina, no caso 2 os valores variaram da faixa hipostendrica até
ligeiramente acima da faixa isostenurica (1,002 a 1,016).

No caso 1, ap0s a exclusdo das causas mais frequentes de PU/PD, o diagnostico
definitivo foi realizado com base em um teste de privacdo hidrica modificado que avalia se o
animal é capaz de liberar vasopressina endogena de forma adequada em resposta a
desidratacdo e se 0s rins respondem a esse horménio (Mulnix et al, 1976). O tempo necessario
para que o cdo desidratasse 3%, que € a desidratacdo necessaria para que se tenha o pico de
secrecdo de vasopressina, foi de apenas seis horas. Isto remete a forma completa da doenca
visto que cdes com deficiéncia total de vasopressina desidratam rapidamente, demorando de
trés a dez horas para perder 3% do peso corporal. Cées com a forma parcial da doen¢a ou
polidipsia psicogénica podem demorar um periodo de tempo maior (Nelson, 2015). O cdo ndo

apresentou nenhuma resposta a desidratacdo visto que permaneceu hipostenurico durante toda
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essa fase de restricdo hidrica ndo alcancando nem a faixa isostendrica (Tab. 2) o que reforca o
diagnostico de DIC completo.

Neste primeiro caso ndo foi possivel um acompanhamento terapéutico visto que o
proprietario optou pelo ndo tratamento. Desde que o animal tenha acesso irrestrito a agua, a
auséncia de terapia ndo traz maiores consequéncias, haja visto que o animal consegue manter
a homeostase através da ingestdo compensatoria de liquidos. A principal desvantagem € que
se, por algum motivo, o animal venha a interromper 0 consumo de agua, podera apresentar
desidratacdo hipertdnica importante dentro de poucas horas, visto que a deficiéncia de
vasopressina impossibilita a concentragdo adequada urinaria e conservagdo de agua (Harb et
al, 1996; Nelson, 2015).

No caso 2 o teste confirmatdrio foi o teste terapéutico com desmopressina, um analogo
da vasopressina que apresenta maior efeito antidiurético, minimo efeito vasoconstritor e €
mais resistente a degradacdo metabolica que o hormdnio natural (Richardson e Robinson,
1985). Atualmente, tem-se priorizado a utilizacdo deste teste visto a sua maior praticidade e
seguranca. O teste de privacdo hidrica modificado, apesar de tradicionalmente indicado na
literatura, traz maiores riscos relacionados a desidratacdo hiperténica (Nelson, 2015). A
resposta ao tratamento foi avaliada apenas ao sétimo dia visto que a hipertonicidade da
medular renal pode estar comprometida em animais com polidria crdnica o que pode impedir
a concentracdo adequada da urina nos primeiros dias (Nichols, 2000). A diminuicdo da
ingestdo diaria de agua superior a 50% como aconteceu neste caso confirma o diagnostico de
DIC (Nichols, 2000). Como em densidades urinarias anteriores ao tratamento, o animal
atingiu a faixa isostendrica e até ligeiramente acima (1,016), pode-se concluir tratar-se de uma
deficiéncia parcial de desmopressina e ndo completa como no caso anterior.

Uma condig&o atipica no caso 2 é o historico de urolitiase vesical recidivante, sabe-se

que para a formacdo de urolitos vesicais, a concentracdo urinaria € um fator importante e
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desencadeante, porém neste caso a urina era extremamente diluida devido ao DIC. E a
primeira vez que urolitiase é relatada em um cdo com DI. Pode-se inferir como um possivel
fator desencadeante a infeccdo bacteriana de trato urinario inferior, fato confirmado em
urindlises e uroculturas anteriores, porém os procedimentos de cistotomia ndo foram
realizados em nossa instituicdo e os urdlitos ndao foram avaliados quanto a sua composi¢édo
mineral. Estas infecgdes vesicais bacterianas podem estar associadas a extrema diluicdo
urinaria visto que a alta osmolalidade/densidade urinaria € um fator protetor (Seguin, 2003).
Harb et al. (1996) relataram crescimento bacteriano em quatro de 17 uroculturas realizadas
em cdes com DIC. No momento do diagnostico o cdo do caso 2 ndo apresentava qualquer
sinal clinico ou laboratorial de inflamacédo/infeccdo vesical ha pelo menos um ano e na
urocultura ndo houve crescimento bacteriano.

O prognéstico é dependente da etiologia e esta intimamente ligado a idade. Em cées
mais jovens com DIC, o prognéstico é favoravel visto que geralmente ocorre a forma
idiopatica. Em cdes mais velhos com DIC adquirido, o progndstico é reservado a ruim,
especialmente em casos onde ha sinais neuroldgicos, visto que neoplasia € uma causa
importante nestes animais (Harb et al, 1996; Nelson, 2015). Os cdes 1 e 2 apresentavam trés e
sete anos respectivamente, porém a PU e PD foram relatadas desde o nascimento o que torna
0 prognostico mais favoravel. O cdo 1 foi acompanhado durante cinco anos apds o
diagnostico e 0 cdo 2 por um ano, ambos ndo apresentaram qualquer alteracdo clinica
adicional.

Com estes dois casos conclui-se que apesar de ndo ser uma doenca frequente, DI deve
entrar no diagnostico diferencial de doencas que cursam com polituria e polidipsia
principalmente quando ha hipostenuria. Urina na faixa isostendrica ndo descarta a doenca em

cdes com deficiéncia parcial de vasopressina. Os testes diagndsticos confirmatérios como o



43

terapéutico ou o de privacao hidrica modificado s6 devem ser realizados ap6s a exclusdo das

causas mais frequentes de polilria e polidipsia.
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Leucemia mieloide aguda em um gato com infec¢ao regressiva pelo virus da leucemia

felina

[Acute myeloid leukemia in a cat with feline leukemia virus regression]
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Resumo
Descreve-se um caso de leucemia mieloide aguda em um felino, sem raca definida, macho, 2
anos atendido no Hospital Veterinario da Universidade de Londrina. O diagnéstico de
leucemia foi obtido com base na contagem de figuras blasticas em sangue periférico e medula
6ssea. A confirmacdo da origem mieloide se deu através de imuno-histoquimica que mostrou
positividade para o marcador mieloperoxidade, lisozima e CD163 e foi negativa para
marcadores linfoides como CD20, CD79a, PAX5 e CD3. A classificagdo como M1 se deu
pela presenca de pelo menos 90% de blastos na medula dssea, e positividade para
mieloperoxidase em >3% das células. O felino veio a Obito 35 dias apds o primeiro
atendimento, durante esse periodo houve um crescimento expressivo na contagem de blastos
circulantes que chegou a 72.096/mm2. O mesmo apresentou anemia grave arregenerativa
durante todo esse periodo a despeito de quatro transfusbes sanguineas realizadas. Foi
realizado um teste rapido com metodologia ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
para deteccdo de antigenos (p27) do virus da leucemia felina (FeLV) ou anticorpos para o
virus da imunodeficiéncia felina (FIV), ambos negativos. Apos o 6bito foi realizado PCR de

aspirado esplénico que mostrou a presenca de material genético viral (provirus).
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Considerando que o animal ndo era virémico pode-se concluir tratar de uma infeccdo

regressiva por FeLV levando a leucemia mieloide aguda.

Palavras-chave: retrovirus, neoplasia, FeLV, oncogénese, anemia

Abstract
A case of acute myeloid leukemia in a feline, undefined, male, 2 years old is described. The
diagnosis was obtained based on the count of blastic figures in peripheral blood and bone
marrow. Confirmation of myeloid origin occurred through immunohistochemistry that
showed positivity for myeloperoxidase, lysozyme and CD163 and was negative for lymphoid
markers such as CD20, CD79a, PAX5 and CD3. The classification as M1 was due to the
presence of> 90% of blasts in the bone marrow, and positivity to myeloperoxidase in> 3% of
the cells. The feline died 35 days after the first care, during that period there was an
expressive growth in the count of circulating blasts that reached 72096 / mmz2. He presented
severe arregenerative anemia throughout this period despite seven blood transfusions. A rapid
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) ELISA test for feline leukemia virus (FeLV)
or feline immunodeficiency virus (FIV) antibodies, both negative, was performed. After
death, PCR was performed on a spleen fragment that showed the presence of viral genetic
material (provirus). Considering that the animal was not viremic it can be concluded that it

treats a regressive infection by FeLV leading to acute myeloid leukemia.

Keywords: retrovirus, neoplasia, FeLV, oncogenesis, anemia

Introducéo

Leucemia mieloide aguda (LMA) é uma neoplasia de origem hematopoiética incomum
em felinos caracterizada pela presenca de >20% de blastos de origem mieloide na medula
6ssea (McManus, 2005). A literatura veterindria em relacdo a LMA € limitada, especialmente
em relacdo aos felinos (Prihirunkit et al, 2008).

A maioria dos felinos com LMA é positiva para o virus da leucemia felina (FeLV). em
um estudo com 44 gatos com LMA (28) ou sindrome mielodisplasica (16), cerca de 84% dos
animais eram virémicos (Blue et al, 1988). Todas as linhagens de células hematopoiéticas sdo
susceptiveis a transformacao pelo FeLV, o que pode resultar em doencas mieloproliferativas

ou sindromes mielodisplasicas (Blue et al, 1988; Breuer et al, 1999).
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As leucemias mieloides e sindromes mielodisplasicas em humanos séo classificadas de
acordo com os critérios French-American-British (FAB). Esta classificacdo avalia a
citomorfologia e analise citoquimica de células da medula Ossea e de sangue periférico
(Bennett et al, 1976). Foi adaptada para cées e gatos posteriormente (Jain et al, 1991) o que
permitiu uma maior padronizagdo da classificagdo das leucemias nestes animais.

Leucemia mieloide aguda pode ser confundida com linféide aguda se os blastos forem
classificados apenas por esfregacos corados em Romanowsky (Prihirunkit et al, 2008),
portanto, testes adicionais como citoquimica ou imunofenotipagem geralmente sdo
necessarios. Leucemia mieloblastica aguda sem maturagdo (M1) ou com maturacdo (M2) e
eritroleucemia (M6) sdo consideradas as variantes mais comuns de neoplasias mieloides
reconhecidas em gatos. Em um estudo com 107 gatos com LMA, leucemia mieloblastica
aguda sem diferenciacdo (M1) e com diferenciacdo (M2) juntas foram as mais frequentes
(30,9%) (Jain, 1993).

Na leucemia a medula 6ssea é preenchida por figuras blasticas e a hematopoiese
normal é suprimida o que pode resultar em citopenias dos demais tipos celulares (Hisasue et
al, 2009). O objetivo deste trabalho é descrever aspectos clinico-laboratoriais de um caso de

leucemia mieloide aguda em um gato com infeccao regressiva pelo virus da leucemia felina.

Relato de caso

Foi atendido no Hospital Veterinario da Universidade Estadual de Londrina um felino,
macho, sem raca definida (SRD), dois anos, 4 kg, ndo castrado, com histérico inespecifico de
apatia, hiporexia ha 2 dias e perda de peso ha cerca de 3 semanas. Ao exame fisico, o animal
apresentava desidratacdo moderada, hepatomegalia e esplenomegalia importante, mucosas
palidas, baixo escore de condi¢do corporal (3/9), taquicardia, taquipneia, apresentando
aumento leve de linfonodos submandibulares e popliteos, ndo apresentava febre. Ao
hemograma apresentou anemia arregenerativa grave, leucocitose e presenca de blastos
circulantes semelhantes a linfoblastos (Fig. 1 A e B). Aos exames de bioquimica sérica apenas
leve azotemia pré-renal (desidratacdo). Animal foi internado e realizado a primeira transfusédo
sanguinea, deste momento até o obito, o animal permaneceu com anemia grave a despeito de
outras trés transfusoes realizadas.

Ao longo de 35 dias de acompanhamento, a contagem de figuras blasticas teve um
aumento significativo acompanhada de uma diminui¢cdo de quase todos os demais tipos

celulares, como mostra a Tabela 1.



49

Tabela 1. Hemogramas seriados de um felino, SRD, macho, 2 anos com leucemia
mieloblastica aguda, desde o primeiro atendimento até o0 momento do obito.

DIA DIA1* DIA3 DIA 4 DIA 6 DIA 17* DIA19* DIA24 DIA 33*
'(‘(')/E)MATOCRWO 9, 7% 12,9% 12% 11,3% 6,7% 6,5% 7,3% 6,7%

0
EEL:SULOC'TOS 2190 3040 2880 2690 - 1650 1840 1550
LEUCOCITOS 30800 24400 28300 30300 47000 33300 47400 75100
TOTAIS (/MM3)
DE}\JAI)ROHLOS 7084 4148 3396 9999 1880 999 2370 3004
BLASTOS (/MM3) 20444 19276 24621 19392 44180 32301 44556 72096
ZI\LA':\A%UETAS 420000 350000 129000 140000 98000 48000 69000 45000

* Realizagdo de transfusdo sanguinea (sangue total).
Fonte: Arquivo HV-UEL

Realizou-se o teste Snap Combo Plus (ldexx, EUA) para verificar a presenca de
anticorpos contra o Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV) ou antigenos (p27) circulantes do
Virus da Leucemia Felina (FeLV), utilizando o método ELISA, ambos negativos.

O exame citoldgico de aspirado de medula Ossea, corado pelo método Giemsa,
mostrou grande numero de blastos com citoplasma abundante basofilico, cromatina frouxa,
nucléolo evidente e vérias figuras de mitose correspondendo a cerca de 90% da populagéo
celular. Granulécitos diferenciados e mondcitos somaram menos que 10% da populacéo
celular. Havia hipoplasia importante da série eritréide o que justificou a anemia
arregenerativa. Neste primeiro momento a leucemia foi classificada erroneamente como de

origem linfoide devido a morfologia semelhante a linfoblastos.
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Figural: Ae B: Blastos z;presenf;ndo cromatina grSseira; nacleos excéntricoz, alguns
com nucléolos evidentes, citoplasma basofilico, por vezes com granulos e projecGes
citoplasmaticas irregulares, anisocitose e anisocariose em esfregaco de medula dssea. C:
Exame histopatoldgico de medula 6ssea de fémur com predominio de blastos. D: Exame

histopatoldgico de fragmento de figado mostrando infiltracdo macica de células neoplésicas.

O animal veio a Gbito cerca de 35 dias apds o primeiro atendimento, ndo foi realizado
nenhum protocolo quimioterapico exceto corticoterapia (Prednisona 4 mg/ kg a cada 12
horas). Durante esse periodo apresentou aumento exponencial do numero de blastos
circulantes correspondendo a mais de 72.000 células/mm? no Gltimo hemograma realizado. O
diagnostico definitivo s6 foi obtido post mortem com a necropsia e analise imuno-
histoquimica de um fragmento da medula 6ssea. A necropsia evidenciou invasdo neoplasica
macica da medula 6ssea e em diversos 6rgdos avaliados como figado, baco,
linfonodo jejunal e rins (Fig. C e D). Ao exame imuno-histoquimico de fragmento de medula
0ssea ndo houve marcacdo para marcadores de linfécitos (CD20, CD79a, PAX5, CD3,
Granzima B) porém foi positivo para marcadores mieloides (Mieloperoxidase, CD163 e
Lisozima) o que confirmou a origem mieloide. Também foi positivo para o marcador de
proliferacédo celular K167 (Fig. 2).
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Figura 2. Exame imuno-histoquimico de um fragmento de medula 6ssea do fémur de
um felino com leucemia mieloblastica aguda. A: Marcador CD3 negativo; B: CD20 negativo;

C: CD 163 positivo; D: Lisozima positivo; E: Mieloperoxidase positivo; F: K167 positivo.

Foi realizada PCR (Polymerase Chain Reaction) de aspirado esplénico que amplificou
material genético especifico para o provirus (DNA proviral) do FeLV, portanto, considerando
gque 0 mesmo ndo era virémico, confirmou-se a infeccdo regressiva pelo FeLV levando a

transformacédo neoplésica da linhagem mieloide.
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Discussao

O presente trabalho descreve aspectos clinico-latoratoriais de um felino com leucemia
mieloide aguda. As leucemias mioldides sdo classificadas como leucemia aguda
indiferenciada, ou de M1 a M7 de acordo com o tipo celular e o grau de maturacdo (Jain et al
1991). Para essa classificacdo, sdo utilizados avaliagdo citomorfolégica de esfregacos de
sangue periférico e aspirado de medula dssea corados em Romanowski e avaliacdo
citoquimica do material (Jain et al 1991). No presente trabalho a avaliacdo citoquimica foi
substituida pela caracterizacdo imunofenotipica da linhagem celular.

O diagnostico inicial foi realizado apenas pela avaliacdo citomorfologica e a leucemia
foi classificada erroneamente como linfoblastica aguda devido a semelhanca das figuras
blasticas a linfoblastos. Posteriormente apds a realizacdo da imuno-histoquimica a leucemia
foi reclassificada com mieloide aguda sem maturacdo (M1). Esse é um erro comum em
leucemias mieloides quando se utiliza apenas esfregagos de medula dssea corados em
Romanowski ou Giemsa para a classificacdo (MASHITA et al, 2006).

No caso relatado, a imuno-histoquimica foi positiva para mieloperoxidase em > 3%
das células neoplésicas, o que comprova a origem mieloide e visto o grande numero de
blastos (90%) e a pequena maturacdo granulocitica a leucemia foi classificada como ML1.
Segundo o consenso, para ser classificada em M1 o animal deve apresentar >90 % de figuras
blasticas e monacitos e granuldcitos < 10% (Jain et al, 1991).

A infeccdo pelo FeLV € relatada em diversos casos de leucemia mieloide aguda
(Mylonakis et al, 2008; Rohn et al, 1994). Em um trabalho onde uma cepa de FeLV oriunda
de um felino com LMA foi injetada em outros gatos induziu sindrome mielodisplasica em
41% dos animais, alguns destes evoluiram para LMA (Hisasue et al, 2009). O felino relatado
ndo apresentava viremia detectavel porém ao exame de PCR foi detectado DNA viral
(provirus) que estava associado ao genoma do animal, confirmando a infecgéo regressiva. E
sabido que animais com infeccdo regressiva também podem desenvolver neoplasias devido a
insercdo do DNA viral (provirus) de forma aleatdria no genoma do hospedeiro. Essa insercdo
pode levar a ativacdo de oncogenes, inativacdo de genes supressores de tumores ou ainda, o
proprio virus pode conter oncogenes que sdo englobados ao genoma do felino infectado.
Apesar de menos frequente no gato regressor, esses disturbios proliferativos podem ocorrer
(Jackson et al, 1993; Rohn et al, 1994).

O prognéstico de leucemias mieloides agudas é mau, visto que ocorre uma rapida

substituicdo dos precursores da medula 6ssea por células blasticas levando a citopenias muitas
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vezes incompativeis com a vida (Jain, 1993). O felino do presente estudo tinha 2 anos no
momento do diagnostico e teve um tempo de sobrevida de apenas 35 dias apds o primeiro

atendimento.
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ANEXO A — PROTOCOLO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
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~=! Esiadual de Londrina
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
OF. CIRC. CEUA N° 86/2017 Londrina, 03 de Julho de 2017.

Prezado (a) professor (a)

Certificamos que o _projeto intitulado: “Avaliagdo da precisdo de um aparelho de
monitoramento continuo de glicemia em caes e gatos.” protocolo CEUA n°12589.2017.35 sob a
responsabilidade de Marcelo de Souza Zanutto, que envolve a produgdo, manutengéo e/ou
utilizacao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentagéo Animal (CONCEA), foi aprovado pela Comissao
de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina (CEUAJUEL), em reuni&o realizada
em 27/06/2017. )

O objetivo & avaliar a precis&o do aparelho de monitoramento continuo de glicemia Freestyle
Libre (Abbott, RU) em caes e gatos atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Estadual de
Londrina no periodo de julho/2017 a fevereiro/2019. Grau de invasividade=1

Vigéncia do Projeto 01/07/2017 a 28/02/2019
Espécie/linhagem Cé&o (Grupo V) / Variavel Gato / Variavel
N° de animais C80-60 e Gato-60

Peso/ldade Variavel / Variavel  Varidvel / Variavel
Sexo Machos e Fémeas / Machos e Fémeas
Crigem Hospital Veterinario - UEL

Amostras a serem coletadas | Sangue

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteragdes no protocolo experimental
aprovado, deve-se submeter o novo protocolo & apreciagdo da CEUA/UEL anteriormente a execugao
das modificagbes. d

Coloco-me & disposig&o para quaisquer esclarecimentos que se fizerem necessaria. Sem
mais para o0 momento, subscrevo, cordialmente.

-

v,
Profa. Dra Gla#{z%é

J{tamburlo Alves Fernandes
Coor ra da CEUA/UEL

limo.(a) Sr.(a)

Prof. (a) Dr (a). Marcelo de Souza Zanutto
Responsavel pelo projeto

Departarnento DCV

C/C para a Clinica Veterinaria
C/C para a Chefia do Depto DCV
C/C para a Diregéo de Centro do CCA

Campus Universiiariv: Kutevis Cetw Garom Cud (PH 445) ki 380 - Fune (043) 33714000 PABX - Fax 3326-4440 - Canns Postal 10011 - CEP 80057-970 - Internet hupi//www.uel.br
LONDKINA . PAKANA . BRASIL
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Politica Editorial
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aos autores. Os aceitos para publicacao tornam-se
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Reproducao de artigos publicados

A reproducdo de qualquer artigo publicado é permitida desde
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A submissdo e tramitacdo dos artigos é feita exclusivamente
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chave (portugués), independente do idioma em que o artigo
for submetido.

Introdugao:Explanacdo concisa na qual os problemas serao
estabelecidos , bem como a pertinéncia, a relevancia e os
objetivos do trabalho. Deve conter poucas referéncias, o
suficiente para baliza-la.

Material e Métodos: Citar o desenho experimental, o
material envolvido, a descricdo dos métodos usados ou
referenciar corretamente os métodos ja publicados. Nos
trabalhos que envolvam animais e/ou organismos
geneticamente modificados deverao constar
obrigatoriamente o nimero do Certificado de ]
Aprovacao do CEUA. (verificar o Item Comité de Etica).

Resultados: Apresentar clara e objetivamente os resultados
encontrados.

Tabela. Conjunto de dados alfanuméricos ordenados em
linhas e colunas. Usar linhas horizontais na separacao dos
cabecalhos e no final da tabela. O titulo da tabela recebe



inicialmente a palavra Tabela, seguida pelo nimero de ordem
em algarismo arabico e ponto (ex.: Tabela 1.). No texto, a
tabela deve ser referida como Tab seguida de ponto e do
numero de ordem (ex.: Tab. 1), mesmo quando referir-se a
varias tabelas (ex.: Tab. 1, 2 e 3). Pode ser apresentada em
espacamento simples e fonte de tamanho menor que 12 (o
menor tamanho aceito é oito). A legenda da Tabela deve
conter apenas o indispensavel para o seu entendimento. As
tabelas devem ser obrigatoriamente inseridas no corpo do
texto de preferéncia apds a sua primeira citagao.

Figura. Compreende qualquer ilustracao que apresente linhas
e pontos: desenho, fotografia, grafico, fluxograma, esquema
etc. A legenda recebe inicialmente a palavra Figura, seguida
do nimero de ordem em algarismo arabico e ponto (ex.:
Figura 1.) e é citada no texto como Fig seguida de ponto e do
numero de ordem (ex.: Fig.1), mesmo se citar mais de uma
figura (ex.: Fig. 1, 2 e 3). Além de inseridas no corpo do
texto, fotografias e desenhos devem também ser enviados no
formato JPG com alta qualidade, em um arquivo zipado,
anexado no campo proprio de submissdo, na tela de registro
do artigo. As figuras devem ser obrigatoriamente inseridas no
corpo do texto de preferéncia apds a sua primeira citacdo.
Nota: Toda tabela e/ou figura que ja tenha sido publicada
deve conter, abaixo da legenda, informacao sobre a fonte
(autor, autorizacdo de uso, data) e a correspondente
referéncia deve figurar nas Referéncias.

Discussao: Discutir somente os resultados obtidos no
trabalho. (Obs.: As secOes Resultados e Discussdo poderao
ser apresentadas em conjunto a juizo do autor, sem
prejudicar qualquer uma das partes).

Conclusodes: As conclusdes devem apoiar-se nos resultados
da pesquisa executada e serem apresentadas de forma
objetiva, SEM revisdo de literatura, discussao, repeticao de
resultados e especulagdes.

Agradecimentos: N3o obrigatério. Devem ser concisamente
expressados.

Referéncias: As referéncias devem ser relacionadas em
ordem alfabética, dando-se preferéncia a artigos publicados
em revistas nacionais e internacionais, indexadas. Livros e
teses devem ser referenciados o minimo possivel, portanto,
somente quando indispensaveis. Sao adotadas as normas
gerais da ABNT, adaptadas para o ABMVZ, conforme
exemplos:

Como referenciar:
1. Citagdes no texto

A indicacdo da fonte entre parénteses sucede a citagdo para
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evitar interrupcao na sequéncia do texto, conforme exemplos:

e autoria Unica: (Silva, 1971) ou Silva (1971);
(Anuario..., 1987/88) ou Anuario... (1987/88);

e dois autores: (Lopes e Moreno, 1974) ou Lopes e
Moreno (1974);

e mais de dois autores: (Ferguson et al., 1979) ou
Ferguson et al. (1979);

e mais de um artigo citado: Dunne (1967); Silva
(1971); Ferguson et al. (1979) ou (Dunne, 1967;
Silva, 1971; Ferguson et al., 1979), sempre em ordem
cronoldgica ascendente e alfabética de autores para
artigos do mesmo ano.

Citacdo de citacdo. Todo esforgo deve ser empreendido para
se consultar o documento original. Em situagdes excepcionais
pode-se reproduzir a informacao ja citada por outros autores.
No texto, citar o sobrenome do autor do documento nao
consultado com o ano de publicagao, seguido da

expressao citado por e o sobrenome do autor e ano do
documento consultado. Nas Referéncias deve-se incluir
apenas a fonte consultada.

Comunicagcdo pessoal. Nao faz parte das Referéncias. Na
citacdo coloca-se o sobrenome do autor, a data da
comunicagdo, nome da Instituicdo a qual o autor é vinculado.

2. Periodicos (até quatro autores citar todos. Acima de
quatro autores citar trés autores et al.):

ANUARIO ESTATISTICO DO BRASIL. v.48, p.351, 1987-88.

FERGUSON, J.A.; REEVES, W.C.; HARDY, J.L. Studies on
immunity to alphaviruses in foals. Am. J. Vet. Res., v.40, p.5-
10, 1979.

HOLENWEGER, J.A.; TAGLE, R.; WASERMAN, A. et al.
Anestesia general del canino. Not. Med. Vet., n.1, p.13-20,
1984.

3. Publicacao avulsa (até quatro autores citar todos. Acima
de quatro autores citar trés autores et al.):

DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo. México: UTEHA,
1967. 981p.

LOPES, C.A.M.; MORENO, G. Aspectos bacterioldgicos de
ostras, mariscos e mexilhdes. In: CONGRESSO BRASILEIRO
DE MEDICINA VETERINARIA, 14., 1974, Sao Paulo. Anais...
Sao Paulo: [s.n.] 1974. p.97. (Resumo).

MORRIL, C.C. Infecciones por clostridios. In: DUNNE, H.W.
(Ed). Enfermedades del cerdo. México: UTEHA, 1967. p.400-
415.
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NUTRIENT requirements of swine. 6.ed. Washington: National
Academy of Sciences, 1968. 69p.

SOUZA, C.F.A. Produtividade, qualidade e rendimentos de
carcaga e de carne em bovinos de corte. 1999. 44f.
Dissertacdao (Mestrado em Medicina Veterinaria) — Escola de
Veterinaria, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo
Horizonte.

4. Documentos eletronicos (até quatro autores citar todos.
Acima de quatro autores citar trés autores et al.):

QUALITY food from animals for a global market. Washington:
Association of American Veterinary Medical College, 1995.
Disponivel em: <http://www.org/critcal6.htm>. Acessado
em: 27 abr. 2000.

JONHNSON, T. Indigenous people are how more cambative,
organized. Miami Herald, 1994. Disponivel em:
<http://www.summit.fiu.edu/MiamiHerld-Summit-
RelatedArticles/>. Acessado em: 5 dez. 1994.

Taxas de submissao e de publicacao

¢ Taxa de submissdo: A taxa de submissdao de R$60,00 devera ser paga por
meio de boleto bancario emitido pelo sistema eletronico do
Conveniar http://conveniar.fepmvz.com.br/eventos/#servicos (necess
ario preencher cadastro). Somente artigos com taxa paga de submissao
serdo avaliados.
Caso a taxa ndo seja quitada em até 30 dias sera considerado como
desisténcia do autor.

e Taxa de publicacao:. A taxa de publicacdo de R$150,00 por pagina, por
ocasido da prova final do artigo. A taxa de publicacdo devera ser paga por
meio de depdsito bancario, cujos dados serdo fornecidos na aprovagao do
artigo.

OBS.: Quando os dados para a nota fiscal forem diferentes dos dados
do autor de contato deve ser enviado um e-mail
para abmvz.artigo@abmvz.org.br comunicando tal necessidade.

SOMENTE PARA ARTIGOS INTERNACIONAIS

¢ Submission and Publication fee. The publication fee is of US$100,00 (one
hundred dollars) per page, and US$50,00 (fifty dollars) for manuscript
submission and will be billed to the corresponding author at the final proof of
the article. The publication fee must be paid through a bank slip issued by
the electronic article submission system. When requesting the bank slip the
author will inform the data to be intle invoice issuance.
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No caso de o autor encaminhar resposta as diligéncias solicitadas
pelo ABMVZ ou documento de recurso o mesmo devera ser
anexado em arquivo Word, no item “Justification” (Step 6), e
também enviado por e-mail, aos cuidados do Comité Editorial,
para abmvz.artigo@abmvz.org.br.

No caso de artigo ndo aceito, se o autor julgar pertinente
encaminhar recurso o mesmo deve ser feito pelo e-

mail abmvz.artigp@abmvz.org.br.
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