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RESUMO

A concentracdo elevada de lactato L no liquido cefalorraquidiano (LCR) é utilizada como
critério confidvel, na rotina clinica, para reforcar o diagnostico das encefalites bacterianas no
homem, distinguindo-as das encefalites virais. Nos animais, ha poucas informacdes sobre o
assunto e é incerto que a sua concentracdo no LCR possa contribuir para o diagnostico
diferencial entre as encefalites. Ndo ha estudos que tenham investigado essa hipotese em
bovinos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a concentracdo do lactato L e de outras variaveis
bioquimicas no LCR de bovinos sadios e com encefalites viral ou bacteriana. Foram colhidas
e avaliadas amostras de LCR de bovinos sadios (n=10) e naturalmente acometidos pela raiva
(n=15), meningoencefalite por BoHV-5 (n=16), histofilose (n=6) e encefalite bacteriana
(n=4). O LCR foi colhido por pungdo no espaco atlanto-occiptal. O plasma fluoretado foi
obtido apds a centrifugacdo do sangue colhido, por puncdo da veia jugular, imediatamente
antes da colheita de LCR. No LCR fresco, foram realizadas as anéalises fisicas, bioquimicas
(proteinas e glicose) e celulares rotineiras. Para as demais determinacfes bioquimicas, as
amostras de LCR e de plasma foram conservadas por congelagdo até o processamento. As
concentracdes de lactato L foram mensuradas no LCR e no plasma. As concentracdes de Na®,
de K7, de CI', de Ca e de Mg foram determinadas somente no LCR. A analise de variancia foi
empregada para comparacdo entre 0s grupos e a correlacdo entre as variaveis foi estudada. A
concentracdo de lactato L no LCR foi maior na encefalite bacteriana quando comparada a dos
bovinos sadios. No entanto, ndo houve diferenca entre as encefalites virais e bacterianas. As
concentracgdes dos eletrdlitos no LCR n&o diferiram, mas Na* e CI" tenderam a aumentar na
encefalite bacteriana. A concentracdo de Ca foi menor nos bovinos doentes. A concentracdo
de lactato L no LCR se correlacionou com a concentragdo de lactato L no plasma, com as
concentracdes de Na*, de CI", de proteinas e de glicose e com o ndmero de células nucleadas,
polimorfonucleadas (PMN) e mononucleadas (MN) presentes no LCR. Apesar do numero
reduzido de casos de encefalite bacteriana incluidos no estudo, pode-se concluir que a
concentracdo de lactato L no LCR ndo possui importancia como critério diagnostico que
auxilia na diferenciacdo entre as encefalites virais e as bacterianas em bovinos. Outros estudos
como maior numero de observacBes sdo necessarios para esclarecer esse aspecto no caso
especifico da listeriose.

Palavras-chave: Diagnostico. Biomarcador. Raiva. Menigoencefalite por BoHV-5.
Histofilose.
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ABSTRACT

The high concentrations of L lactate in cerebrospinal fluid (CSF) is used as a criteria in the
clinical practice to reinforce the diagnosis of bacterial encephalitis in humans, distinguishing
them from viral encephalitis. In animals, there are little informations on the subject and it is
uncertain that its concentration in CSF may contribute to the differential diagnosis between
encephalitis. There aren’t researches investigating this hypothesis in cattle.The aim of this
study was to evaluate the L lactate and other bichemical components concentrations in CSF of
healthy cattle and suffering from viral or bacterial encephalitis. The samples of CSF were
collected and evaluated from healthy cattle (n=10) and naturally affected by rabies (n=15),
BoHV-5 meningoencephalitis (n=16), histophilosis (n=6) and bacterial encephalitis (n=4).
The CSF was collected at the atlanto-occiptal site. Blood were obtained from the jugular vein,
and after fluoridated plasma was obtained by centrifugation, immediately before CSF was
collected. In fresh CSF physical, biochemical (protein and glucose) and cellular analysis were
performed. For another biochemicals determination, CSF and plasma were kept frozen until
processing. The L lactate concentrations were mensuared in CSF and plasma. The
concentrations of Na*, K*, CI', Ca, Mg were mensuared only in CSF. The analysis of variance
was used for comparison between groups and correlation test was studied. The L lactate CSF
concentrations were higher in bacterial encephalitis than in healthy cattle, however did not
differ between viral and bacterial encephalitis. The eletrolytes concentrations of CSF did not
differ, however Na* and CI tended to increase in the bacterial encephalitis. The Ca
concentrations were lower in encephalitis cattle. The L lactate CSF concentrations were
correlated with L lactate plasma concentrations, Na*, CI', protein and glucose and the number
of nucleated cells, polymorphonuclear and mononuclear cells, presented in CSF. Despite the
small number of cases of bacterial encephalitis included in this study, it may be concluded
that L lactate concentration is not important as a diagnostic method for differentiaton between
viral and bacterial encephalitis in cattle. Additional studies with higher number of
observations are necessary to clarify this aspect in the especific listeriosis case.

Keywords: Diagnosis. Biomarker. Rabie. BoHV-5 meningoencephalitis. Histophilosis
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1 INTRODUCAO

O rebanho bovino brasileiro consiste em 218,23 milhGes de cabegas, 0
montante representa um aumento de 1,4% em comparagdo com o ano de 2015 segundo
pesquisa do IBGE (BRASIL, 2017). As doencas do sistema nervoso central (SNC) em
bovinos abrangem um grupo de enfermidades responsaveis por grandes perdas
econdémicas em todo o mundo, pois quase sempre provocam a morte dos animais
acometidos e, na maioria das vezes, ocorrem sob a forma de surtos (MAYHEW, 2009;
LIMA et al., 2005).

As encefalites virais, como a raiva e a meningoencefalite por BoHV-5,
sdo as enfermidades que possuem maior incidéncia no Brasil. Diferentemente, as
encefalites bacterianas, como no caso da listeriose séo pouco frequentes (RIBAS et al.,
2013; KONRADT et al., 2017; QUEIROZ, 2017; TERRA, 2017).

Entre as doencas neuroldgicas que ocorrem no Brasil, a raiva tem
grande importancia na sanidade dos bovinos e na satde publica por se tratar de zoonose.
Estima-se que as perdas anuais de herbivoros por raiva no Brasil sejam de
aproximadamente 1800 cabecas por ano, que equivalem a aproximadamente a 900.000
mil dolares (BRASIL, 2018), levando em consideracdo que cada um caso notificado
existem outros dez que ndo tiveram o diagnostico realizado. No estado do Paran4, a raiva
é considerada endémica e com ocorréncia varidvel, acometendo principalmente a espécie
bovina com 86,9% dos casos dentre os herbivoros (DOGNANI et al., 2016).

O diagnostico da maioria das doencas neuroldgicas é realizado
postmortem com o auxilio da histopatologia e de outros exames complementares
(MAYHEW, 2009; SMITH; GEORGE, 2009). No entanto, a utilizacdo de métodos de
diagnostico antemortem facilitaria a definicdo precoce da enfermidade, possibilitando
intervencdes rapidas do clinico o que pode evitar a propagacéo de surtos e direcionar o
tratamento quando possivel (STOKOL et al., 2009).

A andlise do liquido cefalorraquidiano (LCR) é o exame, de carater
preliminar, frequentemente utilizado nos casos de doencas neuroldgicas, e a amostra é
obtida de forma rapida e facil (NAGY, 2017). A analise liqudrica rotineira fornece
informagdes sobre a celularidade e sobre as concentragdes de proteinas e de glicose,
permitindo concluir se 0 processo € de natureza inflamatdria ou ndo (SCOTT, 2004).
Outros componentes podem ser mensurados no LCR, como sédio (Na*), potassio (K*),
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cloreto (CI"), calcio (Ca), magnésio (Mg) (WELLES et al., 1992; ST-JEAN et al., 1997)
e o lactato L (CAINES et al., 2013).

A concentracdo do lactato L no LCR possui aplicabilidade préatica na
medicina, pois auxilia a diferenciar de forma rapida se a encefalite € de origem viral ou
bacteriana (CHEN et al., 2012; GRILLE et al., 2012; MASKIN et al., 2013; LI et al.,
2015; XIAO et al., 2016). Ja na medicina veterinaria existem poucas informac6es em cées
(CAINES et al.,, 2013), gatos (INAO et al., 1988) e em equinos (GREEN and
CONSTANTINESCU, 1993; TENNENT-BROWN, 2012). Em bovinos nédo ha estudos
realizados.

Portanto, o presente trabalho tem como objetivo determinar a
concentracdo de lactato L, eletrolitos e bioquimicos, e verificar se a concentracdo do
lactato L no LCR pode ser admitida como marcador bioldgico para diferenciar as

encefalites virais de bacterianas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PRINCIPAIS ENCEFALITES VIRAIS NO BRASIL
2.1.1 Raiva

A raiva é uma enfermidade infecciosa viral, causada pelo virus
Lyssavirus da familia Rhabdoviridae (KOBAYASHI et al., 2005), que ndo possui
predilegdo por sexo ou raga e acomete rebanhos de bovinos de corte e de leite
(LANGOHR et al., 2003; QUEIROZ, 2017). No Brasil, o morcego hemat6fago
Desmodus rotundus é o principal reservatério e transmissor do virus para os herbivoros
(BRASIL, 2009).

De acordo com os levantamentos de doencas neuroldgicas realizados
pelo Brasil, a raiva é considerada a principal encefalite viral (RISSI et al., 2010), no Rio
Grande do Sul (SANCHES et al., 2000), no Semi arido nordestino (GALIZA etal., 2010),
no Mato Grosso do Sul (RIBAS et al., 2013) e em Goias (TERRA, 2017). No Parana a
enfermidade em herbivoros é conhecida desde 1927 e acomete 47,6% dos municipios do
estado. A cada dez bovinos com sinais de disfuncdo neuroldgica, trés sdo confirmados
como raiva (DOGNANI, et al., 2016).

Os bovinos doentes podem apresentar sinais clinicos variaveis, que
dependeré da area acometida no sistema nervoso central (SNC). O virus pode acometer
cérebro, tronco encefalico, cerebelo e a medula espinhal. Entre os sinais clinicos mais
observados destacam-se a depressdo, incoordenacdo, paralisia dos membros pélvicos,
sialorreia, flacidez de lingua, dificuldade de degluticdo, amaurose e bruxismo (LIMA et
al., 2005). O periodo de laténcia pode variar entre 20 a 177 dias, no entanto, o virus pode
permanecer incubado por até seis meses segundo a organizacdo mundial de satde animal
(OIE) (BRASIL, 2009).

A colheita e andlise do LCR pode ser empregada, e os achados
consistem em hiperproteinorraquia (44,74 mg/dL) e pleocitose (21,18 leucocitos/mm?)
discreta. Em alguns casos pode nao haver alteracées liquoricas (QUEIROZ, 2017).

O diagnostico definitivo para a raiva € realizado pelo exame de
imunofluorescéncia direta (IFD) e teste de inoculagdo intracerebral em camundongos
(IIC). Esses exames sdo amplamente utilizados e recomendados pela Organizacao

Mundial da Saude (OMS). Os fragmentos de encéfalo que devem ser encaminhados para
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a realizacdo do exame séo: cortex, cerebelo e tronco cerebral (BRASIL, 2009). O material
colhido deve ser refrigerado até a chegada ao laboratério. Caso o periodo entre a colheita
e 0 envio ao laboratério seja prolongado, é recomendado o congelamento da amostra
(BARROS et al., 2006; BRASIL, 2009). Ndo ha tratamento para a raiva, e a doenca é
fatal em todos os casos uma vez iniciados os sinais clinicos (BRASIL, 2009).

O controle deve ser efetivado pela vacinagdo de todo o rebanho de
bovinos, ovinos, caprinos, equideos e suinos. A vacina contém o virus inativado, e deve
ser administrada na dose de 2 mL por animal por via subcutanea a partir dos 3 meses de
idade (BRASIL, 2009).

2.1.2 Meningoencefalite por BoHV-5

A meningoencefalite herpética é causada pelo herpesvirus bovino 5
(BoHV-5), que acomete principalmente animais jovens, na faixa etaria entre 60 dias até
18 meses de idade (SALVADOR et al., 1998; BARROS et al., 2006; LISBOA et al.,
2009; QUEIROZ, 2017). O BoHV-5 é um virus envelopado da familia Herpesviridae e
subfamilia Alphaherpesvirinae (LUNARDI et al., 2009).

Depois da raiva, a meningoencefalite por BoHV-5 é a principal causa
de encefalopatia em bovinos no Brasil, com surtos em varios estados como Goias, Mato
Grosso do Sul, Sdo Paulo, Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Mato Grosso e Para
(CUNHA, 2010). No Paran4, alguns surtos ja foram descritos comprovando que a doenca
tem importancia (CLAUS et al., 2002; LISBOA et al., 2009; LUNARDI et al., 2009).
Diferentemente dos outros estados, no levantamento epidemioldgico realizado no estado
do Parana entre os anos de 2009 a 2015 demonstrou-se que a meningoencefalite por
BoHV-5 € principal causa de encefalite (QUEIROZ, 2017).

Os sinais neuroldgicos variam de acordo com a lesdo e a area afetada
do SNC. Os bovinos exibem sindrome cerebral desde o inicio dos sinais clinicos, como
amaurose, opistétono, convulsées, tremores musculares e depressao (RISSI et al., 2006;
LISBOA et al., 2009; QUEIROZ, 2017). No entanto, a doenca pode se apresentar de
forma assintomatica. Em estudo realizado por Isernhagen et al. (2011) com sete bezerros
infectados experimentalmente com o BoHV-5, trés ndo desenvolveram sinais clinicos
durante 30 dias pos infeccéo.

O exame de LCR tem demonstrado importancia nessa enfermidade,

com presenca de pleocitose mononuclear moderada (242 leucocitos/mmd) e
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hiperproteinorraquia (99,97 mg/dL) (QUEIROZ, 2017; ISERNHAGEN et al., 2011,
LISBOA et al., 2009). O exame de PCR do LCR tem baixa sensibilidade, em que a cada
dez bovinos acometidos, somente dois seréo positivos (MASSITEL et al., 2016).

Durante a necropsia pode ndo haver alteracdes macroscépicas, mas
quando estdo presentes sdo descritas areas de malacia no encéfalo, depressdo das
circunvolucges, congestdo e hemorragia (BARROS et al., 2006; RISSI et al., 2006). O
exame histopatoldgico é caracterizado por meningite ndo supurativa necrotizante com
infiltrado mononuclear, gliose e meningite ISERNHAGEN et al., 2011).

O diagnostico definitivo é realizado com a histopatologia, a
imunohistoquimica, o isolamento viral e a reacdo em cadeia pela polimerase (PCR). O
exame de PCR apresentou sensibilidade alta em amostras armazenadas por longos
periodos (CAGNINI et al., 2017).

Né&o héa tratamento especifico para a meningoencefalite por BoHV-5, e
a prevencéo consiste na vacinacao do rebanho, e associar manejo que ndo cause estresse
no rebanho, evitando dessa maneira imunossupressao e desenvolvimento da enfermidade
(BARROS et al., 2006).

2.2 ENCEFALITES BACTERIANAS NO BRASIL

2.2.1 Listeriose

A listeriose é uma doenca causada pela bactéria gram-positiva Listeria
monocytogenes. Sua primeira observacéao foi no ano de 1911 por Hulphers, que isolou de
focos necréticos de figado de coelho uma bactéria, na época denominada de Bacillus
hepatis (BARROS et al., 2006).

A listeriose pode causar trés formas diferentes de manifestacéo clinica,
como a sepse com abscessos em visceras, abortos ou doenca neurolégica. Nos bovinos
causa principalmente abortos e doencas neuroldgicas (BARROS et al., 2006).

A L. monocytogenes sobrevive por longos periodos no solo, em plantas,
em silagens e nas fezes (SMITH; GEORGE, 2009). O desenvolvimento da doenca esta
associado ao consumo de silagem de milho e gramineas de ma qualidade, em que o pH
acima de 5,5 favorece a multiplicagdo da L. monocytogenes nesses locais (BARROS et
al., 2006).
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No Brasil, estudos epidemiolégicos demonstraram que a presenca de
listeriose é baixa, correspondendo menos que 1% dos casos no Parand (QUEIROZ, 2017),
no semiarido nordestino (GALIZA et al., 2010), no Rio Grande do Sul (KONRADT et
al., 2017), e no Mato Grosso do Sul (RIBAS et al., 2013). Diferentemente, nos paises do
hemisfério norte a incidéncia ¢ alta (NILES, 2017). Em estudo retrospectivo realizado
nos Estados Unidos, entre todos os casos de encefalite bacteriana, 38% foram positivos
para listeriose (STOKOL et al., 2009).

Os sinais clinicos dependem da localizacdo das lesGes no tronco
encefalico, e incluem depressdo, andar em circulos e outras disfungées relacionadas com
os pares de nervos cranianos do V a XII. A evolugdo clinica € variavel, normalmente é de
7 a 14 dias, e com alta taxa de letalidade (SMITH; GEORGE, 2009).

O exame de LCR tem importancia diagnostica, em que provavelmente,
0 LCR sera turvo, havera hiperproteinorraquia e pleocitose acentuada, no entanto esses
achados nao refletem a gravidade da doenca (SCOTT, 2004). O diagndstico definitivo é
realizado com base na histopatologia com presenca de microabscessos multifocais no
tronco encefalico e no isolamento da L. monocytogenes em tecido cerebral (BARROS et
al., 2006; SMITH; GEORGE, 2009).

O tratamento tem bons resultados quando realizado na fase inicial da
doenca, e consiste na administracdo de clortetraciclina (10 mg/kg) durante cinco dias ou
a administracdo de penicilina (44000 Ul/kg) durante 7-14 dias. O Brasil ainda ndo tem

disponivel a vacina para a listeriose (BARROS et al., 2006).

2.2.2 Histofilose (Meningoencefalite tromboembdlica por Histophilus somni)

A histofilose é uma doencga multissistémica causada pela bactéria gram-
negativa Histophilus somni, que pode produzir diferentes sindromes, entre elas a
meningoencefalite tromboembdlica (SMITH; GEORGE, 2009).

A doenca acomete bovinos de todas as idades em confinamento, porém
é mais comum ocorrer em bovinos jovens, logo apds o desmame (MAYHEW, 2009).
Entretanto ha relatos de histofilose em bovinos adultos criados de forma extensiva
(HEADLEY et al., 2015).

Os sinais clinicos inicias sdo febre, anorexia, depressao e ataxia. Outros
sinais observados incluem opist6tono, convulsdes, tetraparesia, nistagmo, estrabismo,

déficit proprioceptivo e evolucdo rapida para a morte em aproximadamente 36 horas
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(SMITH; GEORGE, 2009). Normalmente a evolucdo da doenca é hiperaguda, porém é
variavel e em alguns casos pode durar semanas (MAYHEW, 2009; HEADLEY et al.,
2015).

No exame de LCR pode-se encontrar  xantocromia,
hiperproteinorraquia e pleocitose (SCOTT, 2004; BARROS et al., 2006), no entanto pode
ndo haver alteracdo (HEADLEY et al., 2015). No exame hematol6gico espera-se
leucocitose, neutrofilia, hiperfibrinogenemia (HEADLEY et al., 2015).

O diagnostico definitivo € realizado por histopatologia associado a
PCR. Nos achados macroscopicos encontram-se infartos mdltiplos no encéfalo, com
focos marrom-avermelhados devido a necrose hemorragica. Os achados microscdpicos
compreendem acimulos de polimorfonucleares e mononucleares (BARROS et al., 2006),
além de microtrombos nos vasos da meninge (HEADLEY et al., 2015).

O tratamento da histofilose deve ser iniciado quando os primeiros sinais
neuroldgicos aparecerem. O H. somni é sensivel a vérios tipos de antimicrobianos,
incluindo tetraciclinas, sulfonamidas, penicilinas e fluorquinolonas (MAYHEW, 2009).
O antibidtico de escolha € a oxitetraciclina (10mg/kg) administrada por via intravenosa,
duas vezes ao dia durante trés dias, ou realizar trés doses de 20 mg/kg de formulacao de
acao prolongada a cada 48 horas (SMITH; GEORGE, 2009).

A prevencdo é realizada mediante a vacinacdo, principalmente nos
bovinos jovens que estdo em confinamento. A utilizacdo de aditivos alimentares com
oxitetraciclina também podem ser Uteis na prevencdo da doenca (SMITH; GEORGE,
2009).

2.3 LiQUIDO CEFALORRAQUIDIANO

A anélise do liquido cefalorraquidiano (LCR) fornece informacdes ao
clinico, e auxilia no diagnostico, pois indica se 0 processo é de natureza inflamatéria ou
ndo (SCOTT, 2004). As doencas neuroldgicas podem ou nao alterar o LCR, devido a isso
uma anamnese e exame neuroldgico sdo necessarios para a interpretacdo das alteracfes
presentes no exame do LCR (TERLIZZI; PLATT, 2006; STOKOL et al., 2009).

O LCR € o liquido que envolve o SNC, e possui quatro funcdes
principais que sdo, proporcionar suporte fisico, excre¢do de metabdlitos, o transporte de
nutrientes e o controle dos constituintes bioquimicos do SNC (TERLIZZI; PLATT, 2006;
VERNAU; VERNAU; BAILEY, 2008). Além disso, o LCR exerce seu efeito protetor
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sobre 0 SNC mudando seu volume de acordo com a presséo intracraniana. Dessa maneira
protege 0 encéfalo de alteracBes de pressdo arterial e venosa associada a postura,
respiracéo e esfor¢co (DE LAHUNTA, 2009).

2.3.1 Formacao e Absorcao do LCR

De acordo com a hipotese classica, a formacédo ocorre principalmente
nos plexos coroides e a outra pequena fracdo ocorre extracoroidal, nos espagos
perivasculares do SNC. A formacao nos plexos coroides envolve dois processos distintos
e que ocorrem de forma concomitante; a primeira ¢ a filtracdo através da parede do capilar
coroidal e a segunda é a secrecdo pelo epitélio coroidal (SCOTT, 2004; TERLIZZI;
PLATT, 2006).

Dentro do plexo coroide, a pressao hidrostatica dos capilares faz a
transferéncia de agua e ions para o fluido intersticial e apds para o epitélio coroide. A
agua e os ions sdo transferidos para o ventriculo tanto por movimento intracelular através
das membranas epiteliais quanto por circulacdo intercelular nas jungdes apicais entre as
células epiteliais. Ambos os processos dependem de transporte ativo para ocorrer. A
secrecdo de LCR depende da bomba sdédio-potassio que estd localizada na superficie
apical do epitélio coroide. A presenca de termina¢fes nervosas sugere um controle neural
da secrecdo de LCR, no entanto o funcionamento desta inervacdo é desconhecido
(VERNAU; VERNAU; BAILEY, 2008).

Ap0ds ser formado nos ventriculos laterais, o0 LCR flui para o terceiro
ventriculo e através do aqueduto mesencefélico (ou de Sylvius), chega ao quarto
ventriculo. A maior parte atinge o espacgo subaracnoide posteriormente, e pequena fragao
é destinada ao canal medular (DE LAHUNTA, 2009).

A taxa de formacdo se mantém relativamente estdvel e estd
correlacionada com o peso da espécie (TERLIZZI; PLATT, 2006). Nos bovinos a
velocidade de formacéo do LCR é de 290 pL/min (DE LAHUNTA, 2009).

A maior parte da absor¢do do LCR ocorre nas vilosidades aracnoides,
que se projetam para 0s seios durais, porém existem outras duas vias de absorcdo: a) nos
canais linfaticos localizados na dura mater; b) nas bainhas perineurais dos nervos
cranianos, principalmente, o olfatorio. A absorcao pelas vilosidades aracnoides ocorre de
forma transcelular, e a absorcao é unidirecional, sendo do LCR para o sangue venoso (DE
LAHUNTA, 2009).
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2.3.2 Colheita e analise do LCR

A colheita e anélise do LCR é componente importante no diagndstico e
avaliacdo das doencas neurologicas (SCOTT, 2004). O LCR dever ser colhido quando ha
suspeita de doenca neuroldgica inflamatoria, infecciosa, traumatica, neoplasica ou
degenerativa (TERLIZZI; PLATT, 2009).

Para realizar a colheita de LCR deve-se escolher o tamanho adequado
da agulha, o campo de colheita deve ter ampla tricotomia e antissepsia e, caso haja
infeccdo na pele no local de puncdo deve-se evitar a colheita nesse ponto (DE
LAHUNTA, 2009).

A colheita de LCR pode ser realizada em dois locais distintos nos
bovinos, 0 espaco atlanto-occipital ou no espaco lombossacro (SCOTT, 2004; NAGY,
2017). No espaco atlanto-occipital, deve ser realizada sedacéo leve e o bovino permanece
posicionado em decubito lateral direito. Apos a tricotomia e antissepsia 0 pescogo deve
ser flexionado em angulo de 90° a agulha € inserida 1 a 2 cm depois de ponto
correspondente a interseccao da linha média dorsal com uma linha tracada entre as faces
craniais das asas do atlas, normalmente esse ponto encontra-se a uma distancia de 6 a 9
cm do ponto alto da nuca do bovino. A agulha deve prosseguir lentamente, e ap6s a
penetracdo da dura mater o LCR deve fluir (STOBER, 1993; SMITH; GEORGE, 2009;
DE LAHUNTA, 2009). A colheita no espaco atlanto-occipital foi descrita com auxilio de
ultrassonografia facilitando a técnica (BRAUN; ATTIGER; BRAMMERTZ, 2015).

No espacgo lombossacro, sedacao leve pode ser utilizada e o bovino deve
permanecer em estacdo. A introdugdo da agulha ¢ feita no meio do ““sulco” elastico,
situado entre os angulos mediais do ileo, o processo espinhoso da Gltima vértebra lombar
e o sacro. A agulha deve ser introduzida verticalmente, quando dura mater é perfurada ha
uma reacdo subita de dor, e apds poucos milimetros é possivel obter o LCR (STOBER,
1993). A colheita no espaco atlanto-occipital ou lombossacro ndo influencia
significativamente na analise do LCR posteriormente (VERNAU; VERNAU; BAILEY,
2008; DE LAHUNTA, 2009).

A composicdo e andlise do LCR de bovinos e bezerros,
respectivamente, € bem estabelecida (WELLES et al., 1992; ST. JEAN et al., 1997). A
analise liquorica é constituida rotineiramente por andlise fisica, citologica, contagem
diferencial de leucdcitos, proteina, glicose e densidade. A analise fisica consiste em cor,

aspecto e viscosidade. O LCR normal deve ser incolor, limpido e possuir a mesma
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viscosidade da agua, porém, em condi¢des patoldgicas pode apresentar alteragdo na
coloragéo (TERLIZZI; PLATT, 2009).

A andlise citologica pode ser realizada em qualquer camara de
contagem de células, porém normalmente utiliza-se a cdmara de Fuchs-Rosenthal. Para a
diferenciacdo de hemacias e leucdcitos deve-se conhecer as caracteristicas de cada célula.
Os eritrocitos apresentam-se com contorno regular e presenca de halos no centro,
projecBes finas e pontiagudas podem aparecer no caso de hemacias crenadas. Os
leucdcitos possuem aspecto granular e sdo levemente refringentes. Fisiologicamente os
bovinos possuem no maximo, 10 leucdcitos por mm3 (COMAR et al., 2009; DE
LAHUNTA, 2009).

A contagem diferencial de leucdcitos é uma etapa fundamental da
analise, pois conforme a predominancia de célula estabelece-se conduta terapéutica
adequada. Nas encefalites virais espera-se pleocitose com predominio de células
mononucleares, e nas encefalites bacteriana pleocitose com predominio de células
polimorfonucleares (SCOTT, 2004; STOKOL et al., 2009; NAGY, 2017). Em alguns
casos a colheita seriada de LCR se faz necessaria para acompanhar a evolucao do quadro
clinico ou avaliar eficacia no tratamento, em estudo realizado comprovou-se que 0
intervalo de colheita de LCR de 96 horas ndo produz inflamacdo local ou alteragdo nos
valores citoldgicos e bioquimicos rotineiramente mensurados (CUNHA et al., 2017).

A concentracdo fisiologica de proteina no LCR de bovinos varia de 20
a 40 mg/dL (SMITH; GEORGE, 2009). O aumento na concentracdo de proteina do LCR
pode ser ocasionado por diversos fatores como aumento da permeabilidade da barreira
hematoencefalica com passagem de proteinas da circulacdo para o LCR, producdo de
globulinas por via intra tecal e interrup¢do do fluxo ou absor¢do do LCR (VERNAU;
VERNAU; BAILEY, 2008). Nas encefalites virais e bacterianas ha marcada
hiperproteinorraquia (STOKOL et al.,2009).

O aumento da concentracéo de glicose no LCR indica hiperglicemia e
a sua diminuicdo acompanha, normalmente, os casos de encefalite bacteriana. Os
principais fatores para a diminuicdo da glicose sdo alteragdo na membrana da barreira
hematoencefélica com diminuicdo da entrada e aumento de glicélise pelo tecido neural.
A concentracdo de glicose normalmente varia entre 35 a 70 mg/dL (SCOTT, 2004,
SMITH; GEORGE, 2009).
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Além da analise rotineira, outros constituintes bioquimicos podem ser
mensuradas no LCR, tais como, o so6dio (Na*), potassio (K*), cloreto (CI), calcio total
(Ca), magnésio (Mg) (SCOTT, 2004; NAGY, 2017) e o lactato L (CAINES et al., 2013).

Em relacdo a concentracdo dos eletrolitos, espera-se que a
concentracdo de Na* e CI" sejam levemente maiores no LCR quando comparado com o
plasma, e que o K*, esteja em menor concentracdo (TERLIZZI; PLATT, 2006).

A concentracdo de Ca no LCR ¢é independente da concentragdo do
plasma. Quando ha inflamacdo no SNC, como no caso de encefalite ou meningite,
normalmente ocorre influxo de compostos inorganicos, como Na*, K™ e CI, porém isso
ndo € observado com o Ca, pois ele é secretado pelo plexo coiroide que age de forma
semelhante a uma membrana retendo de 30-40% do calcio sérico (TERLIZZI; PLATT,
2006).

Nos bovinos a analise liquorica tem sido utilizada para o diagndstico
antemortem de intoxicacao por sal, em que valores acima de 160 mmol/L de Na* no LCR
confirmam a doenca (WELLES et al., 1992; NILES, 2017). Utiliza-se também a
concentracdo de Mg no LCR, que acompanham os quadros de hipomagnesemia (GOFF,
1999). Sabe-se que a concentracdo do magnésio no LCR menor que 1mg/dL indica
convulsdes clénicas devido a hipomagnesemia, e esse parametro pode ser utilizado até 12
horas postmortem (GOFF, 1999, NAGY, 2017).

A mensuracdo da concentracdo do lactato L no LCR ndo é um
procedimento rotineiro na medicina veterinaria. No entanto, em humanos a concentracao
de lactato L no LCR tem sido utilizada para diferenciar as encefalites de origem viral de
bacteriana (CHEN et al., 2012; MASKIN et al., 2013; LI et al., 2014; XIAO et al., 2016).
Paralelamente, outras disfuncdes neurologicas podem elevar a sua concentragdo, como
nos casos de convulsdes (TUMANI et al., 2015), na esclerose multipla (ALBANESE et
al., 2016) e na doenca de Alzheimer (LIGUORI et al., 2014), demonstrando a sua
importancia diagnostica.

O lactato é considerado marcador de hipoxia tecidual, e a sua producao
ocorre em condicBes anaerobicas, pois com a privagdo de oxigénio hd bloqueio da
oxidacdo aerdbica da glicose pelo ciclo do &cido tricarboxilico, ou em células sem
mitocondrias, como os eritrocitos. Nesses casos, 0 piruvato € reduzido a lactato L,
liberando uma molécula de trifosfato de adenosina (ATP) (CORLEY; DONALDSON,;
FURR, 2005; GONZALEZ; SILVA, 2006).
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Na medicina veterinaria, estudos com caes (CAINES et al., 2013), gatos
(INAO et al.,1988) e equinos (GREEN; CONSTANTINESCU, 1993; TENNENT-
BROWN, 2012) foram realizados. Em estudo experimental com gatos pode-se observar
que o aumento da concentracdo de lactato no LCR se intensifica de acordo com a
gravidade da lesao cerebral, ou seja, quanto maior o dano maior a concentragéo do lactato.
Nos casos de lesdo cerebral grave a concentragdo de lactato L no LCR foi de 4,1+0,4
mmol/L (INAO et al., 1988). No trabalho que avaliou a concentracéo de lactato L no LCR
de caes saudaveis e com doengas intracranianas ndo houve diferenca (1,6+0,4 mmol/L nos
cées saudaveis e 2,1+0,8 mmol/L nos cdes com doengas intracranianas). Entretanto, o nimero
de observacOes foi pequeno, somente 11 casos, e com ampla variedade nas doengas
(CAINES et al., 2013). Em equinos, foi descrito aumento na concentracdo de lactato L
no LCR nos casos de abscessos cerebrais, encefalomielite equina do leste e no trauma
encefalico (GREEN; CONSTANTINESCU, 1993; TENNENT-BROWN, 2012).
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3 HIPOTESES

Ho: A concentragéo de lactato L ndo se eleva no LCR de bovinos portadores de encefalite

bacteriana, e ndo auxilia no diagnostico diferencial com as encefalites virais

Hi: A concentragdo de lactato L se eleva no LCR de bovinos portadores de encefalite

bacteriana, auxiliando no diagnéstico diferencial com as encefalites virais.

Ho: As concentracdes de Na*, de K*, de CI", de Ca e de Mg nédo se modificam no LCR de

bovinos quando acometidos por encefalites.

Hi: As concentracdes de Na*, de K*, de CI-, de Ca e de Mg se modificam no LCR de

bovinos quando acometidos por encefalites.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar se as concentracfes de alguns constituintes bioquimicos se alteram no

LCR de bovinos naturalmente acometidos por encefalites.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estabelecer comparacéo entre as concentracfes de lactato L no LCR de bovinos

sadios e portadores de encefalites viral ou bacteriana;

Estabelecer comparacgdo entre as concentragdes de eletrolitos no LCR de bovinos

sadios e portadores de encefalites viral ou bacteriana;

Correlacionar a concentragdo do lactato L com outras variaveis no LCR de
bovinos sadios e portadores de encefalites viral ou bacteriana.
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Concentracao de lactato L e de outros constituintes bioquimicos no liquido

cefalorraquidiano de bovinos com encefalites viral ou bacteriana

L lactate and other biochemical components concentrations in cerebrospinal fluid

of cattle with viral or bacterial encephalitis

Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar a concentracdo do lactato L e de outras variaveis
bioquimicas no liquido cefalorraquidiano (LCR) de bovinos sadios e com encefalites viral
ou bacteriana. Foram colhidas e avaliadas amostras de LCR de bovinos sadios (n=10) e
naturalmente acometidos pela raiva (n=15), meningoencefalite por BoHV-5 (n=16),
histofilose (n=6) e encefalite bacteriana (n=4). O LCR foi colhido por puncéo no espaco
atlanto-occiptal. O plasma fluoretado foi obtido apds a centrifugagédo do sangue colhido,
por puncdo da veia jugular, imediatamente antes da colheita de LCR. No LCR fresco,
foram realizadas as andlises fisicas, biogquimicas (proteinas e glicose) e celulares
rotineiras. Para as demais determinacgdes bioquimicas, as amostras de LCR e de plasma
foram conservadas por congelacdo até o processamento. As concentracdes de lactato L
foram mensuradas no LCR e no plasma. As de Na*, de K*, de CI, de Ca e de Mg foram
determinadas somente no LCR. A analise de variancia foi empregada para comparagédo
entre 0s grupos e a correlacdo entre as variaveis foi estudada. A concentracao de lactato
L no LCR foi maior na encefalite bacteriana quando comparada a dos bovinos sadios. No
entanto, ndo houve diferenca entre as encefalites virais e bacterianas. As concentragoes
dos eletrélitos no LCR nao diferiram, mas Na* e CI- tenderam a aumentar na encefalite
bacteriana. A concentracdo de Ca foi menor nos bovinos doentes. A concentracdo de

lactato L no LCR se correlacionou com a concentracdo de lactato L no plasma, com as
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concentraces de Na*, de Cl de proteinas e de glicose, e com o nimero de células
nucleadas, polimorfonucleadas (PMN) e mononucleadas (MN) presentes no LCR. Apesar
do numero reduzido de casos de encefalite bacteriana incluidos no estudo, pode-se
concluir que a concentracéo de lactato L no LCR néo possui importancia como critério
diagnostico que auxilia na diferenciacdo entre as encefalites virais e as bacterianas em
bovinos. Outros estudos com maior numero de observacGes Sa0 necessarios para
esclarecer esse aspecto no caso especifico da listeriose.

Palavras-chave: diagndstico, biomarcador, raiva, menigoencefalite herpética, histofilose

Abstract

The aim of this study was to evaluate the L lactate and other bichemical components
concentrations in cerebrospinal fluid (CSF) of healthy cattle and suffering from viral or
bacterial encephalitis. The samples of CSF were collected and evaluated from healthy
cattle (n=10) and naturally affected by rabies (n=15), BoHV-5 meningoencephalitis
(n=16), histophilosis (n=6) and bacterial encephalitis (n=4). The CSF was collected at the
atlanto-occiptal site. Blood were obtained from the jugular vein, and after fluoridated
plasma was obtained by centrifugation, immediately before CSF was collected. In fresh
CSF physical, biochemical (protein and glucose) and cellular analysis were performed.
For another biochemicals determination, CSF and plasma were kept frozen until
processing. The L lactate concentrations were mensuared in CSF and plasma. The
concentrations of Na*, K*, CI, Ca, Mg were mensuared only in CSF. The analysis of
variance was used for comparison between groups and correlation test was studied. The
L lactate CSF concentrations were higher in bacterial encephalitis than in healthy cattle,
however did not differ between viral and bacterial encephalitis. The eletrolytes

concentrations of CSF did not differ, however Na* and Cl- tended to increase in the
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bacterial encephalitis. The Ca concentrations were lower in encephalitis cattle. The L
lactate CSF concentrations were correlated with L lactate plasma concentrations, Na*, CI
, protein and glucose and the number of nucleated cells, polymorphonuclear and
mononuclear cells, presented in CSF. Despite the small number of cases of bacterial
encephalitis included in this study, it may be concluded that L lactate concentration is not
important as a diagnostic method for differentiaton between viral and bacterial
encephalitis in cattle. Additional studies with higher number of observations are
necessary to clarify this aspect in the especific listeriosis case.

Key words: diagnosis, biomarker, rabie, herpetic meningoencephalitis, histophilosis

Introducio

As encefalites nos bovinos causam perdas econdmicas expressivas, pois
normalmente ocorrem em forma de surtos e provocam a morte de grande nimero de
animais (Lima et al., 2005; Ribas et al., 2013). O estabelecimento do diagnostico
definitivo em vida é dificultado pelo fato de as doencas se confundirem entre si devido a
manifestacdo de sinais inespecificos (Constable, 2004). A analise do liquido
cefalorraquidiano (LCR) é frequentemente utilizada nos casos das doencas neurolégicas,
e os resultados permitem interpretacdo preliminar Gtil para o diagnéstico antes da morte
(Nagy, 2017).

A andlise liguorica rotineira fornece informacbes sobre a celularidade e
concentracdes de proteinas e de glicose, permitindo concluir se o processo € de natureza
inflamatéria ou ndo (Scott, 2004). Outros constituintes bioquimicos podem ser
mensuradas no LCR, tais como, sodio (Na*), potassio (K*), cloreto (CI"), célcio total (Ca)

e magnésio (Mg) (Scott, 2004; Nagy, 2017). Em bovinos, a concentragdo elevada de Na*
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define o diagndstico de intoxicacdo por sal (Niles, 2017), e a concentracdo reduzida de
Mg ocorre nos casos de hipomagnesemia acompanhado por convulsdo (Goff, 1999).

A concentracdo do lactato no LCR é importante para diferenciar as meningites de
origens bacteriana ou viral em humanos e a mensuracgéo é frequentemente empregada na
rotina clinica neurolégica (Chen et al., 2012; Grille et al., 2012; Maskin et al., 2013; Li et
al., 2015; Xiao et al., 2016). Além dessa aplicacdo, ha evidéncias de que o lactato L do
LCR pode se elevar nos casos de convulsdes (Chow et al., 2005; Tumani et al., 2015), de
esclerose multipla (Albanese et al., 2016), de Alzheimer (Liguori et al., 2014) e na
depressao (Bradley et al., 2015).

Ao contrario do uso rotineiro para o diagnéstico diferencial das encefalites no ser
humano, a mensuracgéo da concentracgéo do lactato L no LCR néo € usualmente empregada
na clinica veterinaria. A sua elevacdo ja foi confirmada em algumas doencas do encéfalo
nos equinos (Green and Constantinescu, 1993; Tennent-Brown, 2012) e nos cées (Caines
et al., 2013), assim como em gatos com lesdo cerebral induzida (Inao et al., 1988). No
caso especifico dos bovinos com encefalopatias, os autores desconhecem informacdes
cientificas sobre a concentracdo do lactato L no LCR.

A hipotese que sustenta o presente estudo é que, assim como na medicina, o lactato
L no LCR seja um marcador biologico para diferenciar as encefalites virais das
bacterianas. O objetivo desse estudo foi avaliar as concentracdes de lactato L e de outros

constituintes bioquimicos no LCR de bovinos sadios, com encefalites viral ou bacteriana.

Material e métodos
Os projetos de pesquisa foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA/UEL) sob os nimeros de registro 051/2013 e 11856.2016.65, referentes

aos bovinos doentes e sadios, respectivamente. Foram avaliadas 51 amostras de LCR e



36

de plasma fluoretado colhidas de bovinos sadios (n=10) ou acometidos naturalmente com
doencas neuroldgicas, como raiva (n=15), meningoencefalite por herpesvirus bovino 5
(BoHV-5) (n=16), histofilose (n=6) e encefalite bacteriana (n=4).

Os bovinos sadios pertenciam ao rebanho do hospital veterinario da Universidade
Estadual de Londrina e eram compostos por nove fémeas e um macho, mestigcos, com
idades variando entre 12 meses e 10 anos. Permaneciam em piquete de coast-cross
(Cynodon dactylon) recebendo silagem de milho e feno de coast-cross, com livre acesso
a agua e a suplemento mineral. Na véspera da colheita das amostras, os bovinos foram
separados em baia e mantidos em privacédo hidrica e alimentar durante 12 horas.

Para a colheita do LCR, os bovinos sadios foram sedados com xilazina 2%, na
dose de 0,1 mg/kg por via intramuscular, e contidos em decubito lateral direito com
auxilio de cordas. Apos tricotomia e antissepsia, 0 LCR foi colhido por meio da puncgéo
no espaco atlanto-occipital (Nagy, 2017), utilizando-se a agulha metalica do catéter
intravenoso 18G com 5 cm de comprimento. A colheita foi realizada por gotejamento
espontaneo desprezando-se o volume inicial de 3 mL.

Os bovinos doentes eram criados em propriedades rurais localizadas no estado do
Parana, Brasil, e foram examinados a campo. Foram submetidos a eutanasia em estagio
avancado da doenca, de acordo com a evolugcdo e a gravidade dos sinais clinicos
observados. O protocolo empregado para a eutandsia era constituido por administracédo
de xilazina 2% (0,1 mg/kg) por via intramuscular, seguida por anestesia com cetamina (5
mg/kg) por via intravenosa e inducdo da parada cardiaca com solucdo de KCI 20% por
via intravenosa. As amostras de LCR foram colhidas com a mesma técnica descrita para

0s bovinos sadios, logo apds a sedagdo com xilazina.
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As amostras de sangue venoso foram colhidas, imediatamente antes da obtengéo
do LCR nos bovinos sadios e com doencas neuroldgicas, por meio de puncdo da veia
jugular com o uso de frasco a vacuo contendo anticoagulante EDTA e fluoreto de sédio.

No caso dos bovinos sadios, as amostras de LCR e de sangue foram processadas
logo apo6s a colheita. No caso dos bovinos doentes, as amostras foram mantidas
refrigeradas por, no maximo, quatro horas apos a colheita, até a chegada ao laboratorio.
O plasma foi obtido por centrifugacdo. Uma aliquota da amostra de LCR e o plasma
obtido foram armazenados congelados (-20°C) para analise laboratorial posterior.

O LCR foi analisado empregando-se métodos convencionais (Scott, 2004). Nas
amostras frescas ou refrigeradas avaliaram-se cor e aspecto, e a contagem de células foi
realizada em camara de Fuchs-Rosenthal. Para a contagem celular diferencial e para a
avaliacdo morfolégica utilizou-se a técnica de coloragdo de Romanowsky (Instant prov®:;
New Prov). As concentragbes de glicose (Glucose Flex®) e de proteinas
(Urinary/Cerebrospinal Fluid Protein Flex®) foram determinadas por métodos
enzimaticos colorimétricos.

As demais andlises bioquimicas foram realizadas nas amostras de LCR
conservadas por congelacdo. As concentragdes de Na*, de K e de CI- foram mensuradas
por método do eletrodo jon seletivo (QuickLYTE® Integrated Multisensor, Siemens); e
as concentracfes de Ca (Calcium Flex® reagent cartridge) e de Mg (Magnesium Flex®
reagent cartridge) foram mensuradas por testes enzimaticos colorimétricos. As
concentracdes de lactato L foram mensuradas no LCR e no plasma empregando-se
método enzimatico colorimétrico (Lactic acid Flex® reagent cartridge), baseado na
oxidacdo do lactato em piruvato. Todas as determinagdes bioquimicas foram realizadas
em analisador automatico (Dimension Xpand Plus®, Siemens). A relagdo entre as

concentragdes de lactato L no LCR e no plasma foi calculada por operacgéo de divis&o.
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O exame de necropsia dos bovinos acometidos por doenca neuroldgica foi
realizado na propriedade e, de acordo com as alteracGes encontradas, foram colhidos
fragmentos de diferentes 6rgdos. O encéfalo foi colhido por inteiro, acompanhado do
conjunto composto por ganglios do nervo trigémeo, rede admiravel carotidea e hipdfise.
Fragmentos do cerebelo, do cortex occipital, do talamo e da medula cervical, conservados
por refrigeracdo, foram encaminhados para o exame de imunofluorescéncia direta (IFD)
com a finalidade de confirmacdo do diagnostico da raiva. Fragmentos de diferentes
regides do encéfalo, mantidos refrigerados, foram destinados ao exame de PCR para
confirmar a presenca de DNA de BoHV-5 (Claus et al., 2005), Histophilus somni
(Headley et al., 2013) e Listeria monocytogenes (Headley et al., 2014). O restante do
sistema nervoso e os fragmentos de outros 6rgaos colhidos foram fixados em formol 10%
e processados para a rotina de histopatologia. As defini¢cbes dos diagndsticos de
meningoencefalite por BoHV-5, de histofilose e de listeriose basearam-se na combinacao
das lesdes histoldgicas caracteristicas e da presenca do DNA dos agentes. Os demais
casos de encefalites bacterianas foram diagnosticados por evidéncias macroscépicas e
histopatoldgicas.

A analise de variancia foi empregada para a comparacao entre 0s grupos nos casos
em que as variaveis apresentavam distribui¢do gaussiana. O teste de Tukey foi empregado
para a comparacdo multipla. No caso das células do LCR, utilizou-se o teste de Kruskal-
Wallis. O teste de correlacdo de Pearson foi utilizado para verificar as relacdes entre as
variaveis. Admitiu-se a probabilidade de erro de 5%. O programa Sigma Plot 13.0 foi

empregado para a realizagdo da analise estatistica.
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Resultados

A concentracao do lactato L no LCR foi maior nos bovinos acometidos por encefalite
bacteriana (p=0,024) quando comparada a dos bovinos sadios, e os valores foram
intermediarios nos casos de raiva, de meningoencefalite por BoHV-5 e de histofilose
(Tabela 1). O lactato plasmatico ndo diferiu entre os bovinos sadios e com encefalites
(p=0,319), assim como a relagdo entre as concentracBGes liquoricas e plasmaticas
(p=0,336).

A raiva, a meningoencefalite por BoHV-5, a histofilose e a encefalite bacteriana ndo
afetaram os valores de Na* (p=0,086), de K* (p=0,869) e de CI" (0,051) no LCR (Tabela
1). Porém, as concentracdes de Na* e de Cl tenderam a aumentar na encefalite bacteriana.
Nas encefalites, de modo geral, a concentracdo de Ca foi inferior no LCR (p<0,001),
destacando-se 0 menor valor na meningoencefalite por BoHV-5 em comparacdo a
encefalite bacteriana. Ndo houve diferencas nas concentracbes de Mg (p=0,051), de
glicose (p=0,215) e de proteinas (p=0,210) entre 0s grupos.

As células nucleadas (p<0,001) em conjunto e as células mononucleadas (MN)
(p<0,001) foram mais numerosas na encefalite bacteriana e na meningoencefalite por
BoHV-5 do que nos bovinos sadios e nos acometidos por histofilose (Tabela 1). Os
valores foram intermediarios na raiva. Os bovinos com encefalite bacteriana se
distinguiram pelo valor elevado de células polimorfonucleadas (PMN) no LCR
(p=0,002). O numero de hemacias ndo diferiu entre os grupos (p=0,060).

A concentracdo de lactato L no LCR se correlacionou com a concentragédo de lactato
L no plasma (r=0,611; p<0,001); com as concentra¢des de Na* (r=0,479; p<0,001), de CI
(r=0,435; p=0,002), de glicose (r=0,561; p<0,001) e de proteinas (r=0,348; p=0,015) no

LCR; e com o nimero de células nucleadas (r=0,636; p<0,001), PMN (r=0,627; p<0,001)
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e MN (r=0,502; p<0,001) presentes no LCR. N&o houve correlacéo entre o lactato L do

LCR e os eritrdcitos presentes (r=-0,020; p=0,888).

Discussao

No presente trabalho constatou-se que a concentracéo de lactato L ndo diferiu no
LCR de bovinos com encefalites viral ou bacteriana. Na medicina, 0 aumento na
concentracdo de lactato L no LCR tem sido utilizado como marcador biolégico eficiente
para diferenciar as encefalites virais das bacterianas (Grille et al., 2012; Maskin et al.,
2013; Li et al., 2015; Xiao et al., 2016). Com base nos resultados, sugere-se que isso hdo
pode ser admitido como verdadeiro para 0s bovinos.

Existem poucas informacdes sobre a concentracdo do lactato L no LCR dos
animais, e a maioria delas se origina de relatos de observacgdes clinicas. Em equinos, a
concentracdo aumentada foi descrita nos casos de abscessos cerebrais, encefalomielite
equina do leste e no trauma encefalico (Green and Constantinescu, 1993; Tennent-Brown,
2012). Em estudo realizado com 20 gatos, observou-se que quanto mais acentuada a lesdo
cerebral, maior a concentracdo de lactato L no LCR (Inao et al., 1988). Em cées, ndo
houve diferenca na concentracdo do lactato L entre o grupo sadio e o portador de doencas
do encéfalo. No entanto, o numero de cdes doentes era reduzido, somente 11 casos, e
havia variedade ampla de enfermidades neuroldgicas (Caines et al., 2013). Os autores
desconhecem a existéncia de estudos anteriores que tenham comparado a concentracdo
do lactato L no LCR de animais com encefalites virais ou bacterianas.

Nos humanos, a etiologia das meningites bacterianas é bem estabelecida e sabe-
se que os principais patdgenos envolvidos sdo Streptococcus pneumoniae, Neisseria
meningitidis, Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis e Haemophilus influenzae

tipo B (Mantese et al., 2002; Jiang et al., 2017). Essas espécies bacterianas sdo produtoras
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dos isémeros L e D do lactato, o0 que provoca aumento da concentracdo desse metabdlito
no LCR (Wellmer et al., 2001; Chen et al., 2012).

A meningoencefalite bacteriana nos bovinos pode ser provocada por Listeria
monocytogenes e por Histophilus somni, além de outras bactérias ndo especificas que
tenham acesso ao SNC, casualmente (Scott, 2004; Konradt et al., 2017). Nao se sabe se
essas espécies bacterianas especificas séo produtoras ou nao de lactato. O grupo encefalite
bacteriana foi composto por, unicamente, quatro bovinos, tratando-se de nimero limitado
de observacOes. Dentre eles, confirmou-se somente um caso de listeriose. Nos outros trés
casos, as bactérias envolvidas ndo foram identificadas, e o diagnéstico foi concluido por
meio das alteracBes macroscépicas e histopatologicas presentes no SNC. No caso do
bovino acometido por listeriose observou-se concentracao alta de lactato L no LCR (18,2
mmol/L) e a concentracdo de lactato L no plasma foi 5,8 mmol/L. Esses achados sugerem
que Listeria monocytogenes produza o lactato L. Nos demais casos desse grupo, as
concentracgdes de lactato L no LCR néo foram tdo elevadas, variando de 4,5 a 5,3 mmol/L.

Optou-se por agrupar todos os casos de histofilose separados dos demais casos de
encefalite bacteriana pois a inflamacdo presente no SNC era discreta e a presenca de
pequenos trombos nos vasos meningeais era a caracteristica distinta (Headley et al.,
2015). Diferentemente dos outros casos de encefalite bacteriana, somente um dos bovinos
acometidos por histofilose apresentava pleocitose (14 leucécitos/mm®) no LCR. A
concentracdo de lactato L no LCR no grupo histofilose ndo diferiu da concentracdo nos
bovinos sadios ou com encefalites virais. Contudo, com base nos resultados individuais
que variaram entre 4,0 e 11,9 mmol/L, pode-se admitir que essa bactéria também produza
lactato L.

O numero reduzido de encefalites bacterianas no presente estudo se deve a

incidéncia baixa dessas enfermidades no Brasil. Nos levantamentos de doencas
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neuroldgicas em bovinos realizados no pais, as encefalites virais, como a raiva e a
meningoencefalite por BoHV-5, aparecem como as principais causas de doenca
inflamatoria do encéfalo, e a incidéncia de listeriose e de outras encefalites bacterianas é
reduzida (Sanches et al., 2000; Galiza et al., 2010; Ribas et al., 2013; Konradt et al., 2017).
Isso contrasta com a importancia que a listeriose possui como causa de encefalite em
bovinos nos paises da America do Norte (Stokol et al., 2009; Boileau and Gilliam, 2017).
A confirmacdo de que a concentracdo elevada de lactato L no LCR seja um marcador
bioldgico e auxilie no diagndstico de listeriose requer investigacao futura com numero
maior de bovinos acometidos. Um estudo dessa natureza € mais viavel em paises que
possuam incidéncia alta da doenca.

Uma explicacdo possivel para a diferenca observada em humanos e em bovinos
quanto a relevancia da concentracédo do lactato L do LCR como critério para o diagnostico
diferencial entre as meningoencefalites de origens viral ou bacteriana, seria a capacidade
de sintese de lactato por espécies diferentes de bactérias. Pode-se admitir que as espécies
que provocam meningoencefalite no homem produzam, afinal, quantidades maiores desse
metabolito em comparacdo a Listeria monocytogenes e Histophilus somni. De fato, as
concentracdes de lactato L observadas no LCR de criancas ou adultos acometidos por
meningite bacteriana variam de 6,0 a 10,5 mmol/L (Maskin et al., 2013), 3,2 a 38,5
mmol/L (Filho et al., 2014) e de 2,2 a 10,6 mmol/L (Li et al., 2015).

A concentracdo de lactato L no LCR dos bovinos incluidos no estudo se
correlacionou moderadamente com o ndmero de leucocitos presentes no liquido,
independentemente de serem células MN ou PMN. A sintese bacteriana ndo é a Unica
causa para a elevacdo do lactato L no LCR. A sua producéo pelas células do SNC, em
situacdo de hipdxia (Wellmer et al., 2001), e por leucdcitos atraidos para o tecido nervoso

no caso da inflamagdo, notadamente células PMN e macréfagos (Haji-Michael et al.,
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1999; Backer, 2003), pode contribuir, de forma significante, para 0 aumento da
concentracdo do lactato L no LCR. Isso poderia variar de acordo com a extensao e a
intensidade do processo inflamatorio presente e ocorre tanto nos casos de etiologia viral
quanto nos bacterianos. Destaca-se, no grupo encefalite bacteriana, a pleocitose com
PMN (Tabela 1), o que também pode ter contribuido para a elevagéo do lactato L no LCR.

O lactato L plasmatico ndo diferiu entre os bovinos sadios e os doentes (Tabela
1), mas foi possivel constatar que 21 bovinos com encefalite exibiram hiperlactatemia,
com valores superiores a 2,2 mmol/L (Kaneko et al., 2008), independente da enfermidade
que apresentavam. O aumento pode estar relacionado com o decubito permanente,
decorrente de tetraparesia, e com a lesdo muscular compressiva consequente (Shpigel et
al., 2003). Tendo em vista a correlacdo moderada entre as concentracdes plasmaticas e
liqudricas do lactato L nos bovinos estudados, pode-se argumentar que a difusdo do
sangue para o SNC também tenha contribuido com a elevacdo no LCR. Muito embora
esse tipo de difusdo tenha sido comprovada em estudo experimental com bezerros sadios
(Abeysekara et al., 2007), é pouco provavel que tenha interferido com o resultados do
presente estudo. A relacdo calculada entre as concentracdes no LCR e no plasma
confirmou que a concentracdo liqudrica é duas a trés vezes maior do que a plasmatica
mesmo nos bovinos sadios (Tabela 1), o que reafirma a importancia da sintese de lactato
L no SNC.

Em relacdo aos eletroélitos no LCR, as concentracOes de Na*, de K*, de CI°, de Mg
e de Cados bovinos sadios foram similares as obtidas por Welles et al. (1992) e por St-
Jean (1997), em bovinos adultos e bezerros, respectivamente. Fisiologicamente, espera-
se que as concentracdes de Na*, de Mg e de CI" sejam ligeiramente maiores no LCR do
que no plasma, e o contréario é esperado para 0 K* e para o Ca (Terlizzi and Platt, 2006).

Na presenca de meningoencefalite, espera-se que ocorra influxo de compostos
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inorganicos, como Na*, K* e CI', para o LCR, devido a maior permeabilidade da barreira
hematoencefalica (BHE), o que provoca aumento das concentracdes (Terlizzi and Platt,
2006). Isso ndo se confirmou nos bovinos estudados, porém houve tendéncia a elevacao
de Na* e de CI, particularmente na encefalite bacteriana.

A concentracdo de Ca, ao contrério, foi mais reduzida no LCR dos bovinos
doentes. Distintamente do que acontece com o Na* e o ClI', 0 aumento da permeabilidade
da BHE néo facilita o ingresso de Ca para o LCR (Terlizzi and Platt, 2006). O plexo
coroide é o responsavel pela secrecdo de Ca, e a sua concentracdo no LCR é independente
da concentracdo sérica (Terlizzi and Platt, 2006). Nos casos em que ha morte celular
ocorre o influxo do Ca para dentro das células, diminuindo, consequentemente, a sua
concentracdo no LCR (Myers et al., 2013). Esse fato pode explicar a concentracao baixa
de Ca observada nos bovinos doentes. No caso da meningoencefalite provocada por
BoHV-5, isso pode ser ainda mais intenso por causa da presenca de areas de maléacia no
cortex cerebral.

Considerando o intervalo fisiologico de 20-40 mg/dL para a concentracdo de
proteina no LCR (Smith and George, 2009), todos os bovinos doentes apresentaram, na
média, hiperproteinorraquia. O aumento na concentracao de proteina no LCR é esperado
nas encefalites virais e bacterianas devido a inflamacdo. Com a inflamacéo estabelecida
ocorrem dois eventos possiveis: a) influxo de proteinas plasmaticas para o LCR devido
ao aumento da permeabilidade da BHE; e b) producédo intratecal de globulinas (Scott
2004; Nagy 2017). A concentracdo de proteinas no LCR se correlacionou fracamente com
a de lactato L e ndo se correlacionou com as das demais variaveis bioquimicas estudadas.
Isso indica que ndo existe relagdo bioldgica relevante entre esses constituintes no LCR.

A concentracdo de glicose se correlacionou moderadamente com a concentracéo

de lactato L no LCR. Nas encefalites bacterianas espera-se que a concentracgao de glicose
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seja baixa devido ao consumo pelas bactérias instaladas no processo (Scott, 2004), e,
nesses casos, a concentragdo de lactato L no LCR apresenta correlagdo negativa com a
glicose (Cabeca et al., 2001; Maskin et al., 2013; Li et al., 2015). No entanto, no presente
estudo o resultado foi distinto, e provavelmente se deve ao baixo nimero de observacdes
de encefalite bacteriana.

As alteracGes presentes no LCR variam conforme a doenca instalada e a
magnitude das lesdes no encéfalo (Vernau et al., 2008). O presente trabalho demonstrou
e comparou as diferentes alteracdes liquoricas em bovinos sadios e com encefalites viral
ou bacteriana, com énfase para as concentracGes de lactato L e de eletrolitos. Os autores
desconhecem a existéncia de informacGes anteriores sobre o comportamento desses
componentes em bovinos doentes, tratando-se, portanto, de contribui¢do original. Com
base nos resultados obtidos ndo € possivel afirmar que seja indicada a mensuracdo da
concentracdo do lactato L no LCR de bovinos com encefalite. Maiores estudos séo
necessarios para esclarecer se a concentracao liquorica desse metabdlito tem importancia

para discriminacdo do diagndstico de listeriose em bovinos.

Conclusao

Apesar do numero reduzido de casos de encefalite bacteriana incluidos no estudo,
pode-se concluir que a concentracdo de lactato L no LCR ndo possui importancia como
critério diagndstico que auxilia na diferenciacdo entre as encefalites virais e as bacterianas
em bovinos, e que a concentracdo de célcio no LCR é reduzida nos bovinos com

encefalites.
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Tabela 1. Concentracdo do lactato L e outros constituintes no liquido cefalorraquidiano de bovinos sadios e com encefalites viral ou bacteriana

Variaveis Sadios Raiva Meningoencefalite por Histofilose Encefalite bacteriana

(n=10) (n=15) BoHV-5 (n=6) (n=4)

(n=16)

Lactato L no LCR (mmol/L) 2,86+ 0,28 4,85%+ 1,51 4,87%+327 6,58%+3,12 8,17%+6,69
Lactato L no plasma (mmol/L) 1,03°+ 0,51 3,58+ 3,79 4,84*+ 6,15 3,88%+4,03 3,20°+1,78
Lactato L LCR:plasma 3,36% 1,52 2,73% + 2,50 1,95+ 1,64 3,60°+2,57 2,36°+0,55
K* no LCR (mmol/L) 2,97%+0,06 3,29%+0,57 4,56%+7,07 3,35%+0,45 3,85%+0,87
Na*no LCR (mmol/L) 149,40%+1,71 151,46°+35,45 132,75%+43,37 158,33%+11,77 182,75°+31,03
Cl no LCR (mmol/L) 123,00°+1,94 119,26%+29,46 103,31%+33,81 124,16%+9,41 146,00°+26,58
Cano LCR (mg/dL) 5,32%+0,07 2,11+0,74 1,95°¢0,75 2,63 +0,81 3,22°+1,23
Mg no LCR (mg/dL) 2,10%+0,07 1,48°+0,47 1,51%+0,52 2,03%+0,32 2,11%+0,32
Glicose no LCR (mg/dL) 62,10°+11,34 76,93%+18,36 72,81*+30,32 79,83%+32,35 100,87%+58,47
Proteina no LCR (mg/dL) 22,25%+531 49,31%+41,42 63,93%+54,85 52,90°+45,34 52,37%+26,57
Células nucleadas (/mm?3) 1,50°(0,00 e 3,00)  14,00% (3,00 e 32,00) 35,00% (18,00 e 49,00) 1,50°(0,00 e 9,50) 130,002 (19,50 e 1990,25)
Células polimorfonucleadas (/mm?)  0,13"(0,00 e 0,42) 0,50 (0,22 e 2,70) 2,94 (1,80 e 4,16) 0,15°(0,00 e 3,98) 57,60%(1,00 e 1658,31)
Células mononucleadas (/mmd) 1,33°(0,00e2,08)  13,72% (1,76 e 28,42) 31,50% (16,20 e 46,06) 0,35°(0,00 e 5,40) 72,50% (18,50 e 331,94)
Hemaécias (/mm?®) 3,00%(1,25 e 30,00) 3,00%(1,00 e 56,00) 147,00% (12,75 e 1121,00) 150,007 (50,75 e 7199,50)  87,50% (2,50 e 19242,75)

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si (p<0,05)
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CONCLUSAO

Conclui-se que a concentracdo de lactato L no LCR ndo foi capaz de
diferenciar a encefalite viral de bacteriana no presente trabalho, porém pode ser utilizado
como exame complementar na deteccédo de encefalites em bovinos.

A concentracéo de Ca € menor nos bovinos acometidos por encefalites.
As concentracdes de Na* e de CI" tendem a ser maiores nos bovinos com encefalite
bacteriana.

A concentracdo de lactato L no LCR se correlacionou com a sua
concentracdo plasmatica, com as concentragdes liquéricas de Na*, de CI', de glicose e de
proteinas e com o nimero de células nucleadas, PMN e MN presentes no LCR.

Estudos futuros com ndmero maior de bovinos acometidos séo
necessarios para comprovar se a concentracdo de lactato L pode ser utilizada como

biomarcador no caso da listeriose.
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ANEXO A — Aprovacao e registro na comissdo de ética no uso de animais

54






Ur ‘de
Es .e Londrina

—_—

|

10 DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
" o:!’wl
OF. CIRC.CEUA N * - Londrina, 13 de Margo de 2013.
Prezado Pesquisa

A CEUALF 1 10 de Feverseo de 2013 avaliou o projeto de pesquisa
Imiulada "Doenga: f 'mmmmnmanu-w
diferencial e epid: wocesso CEUA n* 32340.2012.04, do Centro de Ciéncias
Agrénas, desemvol. responsabildade. Esclarocidos 05 aspectos metodologeas
solcitados o proet - ,-‘vdommuo‘omqnammm
postulados pek cional de Controle de Experimentagio Animal estdo
respenados.

Serfo vk - « 1ais sendo 180 bovinos de linhagens. peso @ idade vanado
€ 30 camuntongas 16, Com dade de 0 Gas o peso aproxknado de 25 & 30g,
procedentes de e s zadas om diversos municipios do Parand e do Biotério
Caontral do UEL, e &, O projeto tem como objetivo investigar & ocorréncia de
diferentas doerces ! lo distirbios newrokgicos em DOVINOS crados No estado do
Pacand, estabelec .wmmummwam
Kenlificados com .~ + .. rokgicas de cooménc natursl serdo examinados, e ©
BANQUS sord colelt © Ao de hamograma, exames imunokigicos, bioquimicos ¢
dentificagho dos ¢ i oMHV-5 ¢ BoHV-1. Os animais doontes serbo submetidos &
eutanisla o necr’ sudos macroscépico o histopatoldgico dos drglos. O
isolamento do vi © 4 m BoMV.1 do encéfalo serd realkzado por PCR e
Imunofiuorescincie card posquisada B presenca de outras doencas como.
encefolite, fobre - v wiiose, babesiose, intoxicagho por plantas, chumbo ou
Miatoxinas, aceon. 4 amo, Especificaments para o estudo do botuliamo, serd
emplegada » provi. o v Incculagto intraperitoneal do extrato do figado do bovino
nos ndongos ! 4 desanvolvido em 36 meses.

Cumpre orie D prelendam-se quasquer no protocolo de aula
pridics  sprovado meder © novo protocolo & apreciacho da CEUA/VEL
anteriormante & & modificagdes. Sem mais para 0 MOMeNto, SULBCTOVO-Mme
Cordipimente,

Mm& Uu:ugach
r. Wakdiceu
Zoordenador da CEUANE
Hmo. Sr.
Prof. Dr. Jalio Aug © © - Lisboa
Coordenador de Pre
Departamento da - aCind de Grandes Animais
gnmuodecum&m e
copia para 5 | 3 de Sousa (Chefe da DCAPROPPG
Juliani {Deator do £ «daUEL)eDhﬁot(a)doMndocilmw T
[ TR ——— T o L g o ey
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