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"A questao néo é, 'eles podem pensar?' Ou, 'eles podem falar?’

Mas sim, 'eles podem sofrer?"

Jeremy Bentham (1748 - 1832)



RESUMO

SALVAGNI, F.A. Alteracdes em adrenais de céaes relacionadas a morte subita
ou agobnica: andlise morfométrica, histopatologica, imunoistoquimica e correlacao
com os niveis de adrenalina e noradrenalina na medula adrenal. [Adrenal gland
alterations in dogs with sudden or expected death: morphometric, histopathologic
and immunohistochemical analysis, and correlation with adrenaline and
noradrenaline levels in the adrenal medulla]. 2015. 90 f. Tese (Doutorado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o
Paulo, 2015.

A necropsia € essencial para a identificagdo da causa de morte e dos processos que
culminaram no o6bito do animal. O presente estudo visou a pesquisa da real
ocorréncia de morte subita e inesperada em cées submetidos a necropsia, e a
determinacdo da discrepancia entre as suspeitas dos proprietarios em relacdo ao
estado de saude prévio e a causa de morte de seus caes, quando comparadas as
conclusdes necroscopicas. Este trabalho também focou nas alteracbes morfologicas
e funcionais nas glandulas adrenais de cdes necropsiados, a fim de se estudar a
aplicacdo de possiveis marcadores da resposta adrenal ao estresse sofrido pelo
animal na iminéncia do 6bito. Foram utilizados os dados de 82 cées necropsiados na
FMVZ-USP para analise da ocorréncia real de morte subita nestes animais. As
alteracdes morfologicas nas adrenais de 46 caes necropsiados foram avaliadas
através de analises morfométricas e histopatologicas. Também foram avaliados os
indices de proliferacdo e apoptose nas células do cértex adrenal em relacdo a causa
de morte do animal, através da marca¢ao imunoistoquimica para o antigeno nuclear
de proliferacdo celular (PCNA) e para BAX e Bcl-2, proteinas envolvidas na
regulacdo da apoptose. A analise das alterages funcionais sofridas pelas adrenais
focou na quantificagdo das concentragcbes das catecolaminas adrenalina e
noradrenalina na medula adrenal dos cdes por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com deteccdo eletroquimica (CLAE-DE). Dentre os resultados
encontrados, a suspeita do proprietario de que seu cao sofreu uma morte subita e
inesperada é muito maior do que a real ocorréncia deste tipo de morte em cées,
sendo o Obito por decorréncia de complicacfes de doencas muito mais frequente. As
caracteristicas morfométricas das adrenais dos caes apresentaram maior influéncia
pelo peso corpéreo do animal e pela presenca ou auséncia de hiperplasia cortical do
que pela associagdo com doencas cronicas ou condi¢cdes agudas. Cées que vieram



a Obito em decorréncia de complicagbes de doengas cronicas exibiram fibrose em
regido corticomedular e focos de infiltrado inflamatério, ausentes nos animais com
morte subita ou doencas agudas, além de maior ocorréncia de hiperplasia
adrenocortical. Caes que sofriam de alteracdes cardiacas cronicas apresentaram
alteracdes histopatologicas significativas mais marcantes em suas adrenais, como
necrose, fibrose e deplecéo vacuolar cortical. Por outro lado, a congestdo severa
nas adrenais foi um achado mais frequente nos animais previamente saudaveis que
sofreram morte subita ou que vieram a 6bito por doencas agudas. A avaliacdo dos
indices de proliferacdo celular e apoptose no coOrtex das adrenais através da
marcacdo imunoistoquimica para PCNA e BAX e Bcl-2, respectivamente, néo
apresentou potencial relevante para o estudo dos efeitos do estresse por doencas
cronicas sobre as adrenais de caes. As concentragcbes de adrenalina e
noradrenalina na medula adrenal se mostraram muito maiores em caes machos
guando comparados as fémeas. Os achados deste estudo podem auxiliar nas
conclusdes da necropsia, sendo especialmente relevantes em casos medico-legais,
nos quais todos os achados possiveis devem ser relatados e analisados a fim de se

prover um diagnostico preciso, seguro e incontroverso.

Palavras-chave: Adrenal. Caes. Medicina veterinaria legal. Morte subita. Necropsia.



ABSTRACT

SALVAGNI, F.A.. Adrenal gland alterations in dogs with sudden or expected
death: morphometric, histopathologic and immunohistochemical analysis, and
correlation with adrenaline and noradrenaline levels in the adrenal medulla.
[Alteracbes em adrenais de caes relacionadas a morte subita ou agbnica: analise
morfométrica, histopatologica, imunoistoquimica e correlagdo com o0s niveis de
adrenalina e noradrenalina na medula adrenal]. 2015. 90 f. Tese. (Doutorado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sé&o
Paulo, 2015.

The necropsy is essential to identify the cause of death and the processes that
culminated in the death of the animal. The present study aimed to research the
actual occurrence of sudden and unexpected death in dogs subjected to necropsy,
and to determine the discrepancy between the suspicions of owners regarding the
previous state of health or cause of death of their dogs when compared to the gross
findings. This work also focused on the morphological and functional changes in the
adrenal glands of dogs submitted to necropsy in order to study the application of
possible markers of adrenal stress response experienced by the animal on the verge
of death. The data of 82 dogs necropsied in FMVZ-USP was used for analysis of the
actual occurrence of sudden death in these animals. The morphological changes in
the adrenal glands of 46 necropsied dogs were evaluated by morphometric and
histopathological analysis. The proliferation rates and apoptosis in cells of the
adrenal cortex regarding the cause of death of the animal were also evaluated by
immunohistochemical staining for the nuclear antigen of cellular proliferation (PCNA)
and BAX and Bcl-2, proteins involved in apoptosis regulation. The analysis of
functional changes in the adrenal gland focused on quantifying the concentrations of
the catecholamines adrenaline and noradrenaline in the adrenal medulla of dogs by
high-performance liquid chromatography with electrochemical detection (HPLC-DE).
Regarding the results of this study, the owners’ suspicion that their dog suffered a
sudden and unexpected death is much greater than the actual occurrence of this
type of death in dogs, while death due to complications from diseases is far more
frequent. The morphometric characteristics of the adrenal glands of dogs showed
greater influence by the body weight of the animal and the presence or absence of
cortical hyperplasia than by association with chronic or acute conditions. Dogs that
died due to chronic disease complications exhibited fibrosis in the corticomedullary



region and foci of inflammatory infiltrate, absent in animals with sudden death or
acute diseases, as well as higher incidence of adrenocortical hyperplasia. Dogs
suffering from chronic cardiac conditions showed more marked significant
histopathological changes in their adrenal glands, such as necrosis, fibrosis and
cortical vacuolar depletion. On the other hand, severe congestion in the adrenal
glands was a frequent finding in previously healthy animals who suffered sudden
death or that died from acute illnesses. The evaluation of cell proliferation rates and
apoptosis in the cortex of the adrenal by immunohistochemical staining for PCNA
and BAX and Bcl-2, respectively, did not show significant potential for studying the
effects of stress by chronic diseases in the adrenal glands of dogs. The adrenaline
and noradrenaline concentrations in the adrenal medulla were much higher in male
dogs when compared to females. This study’s findings may help the necropsy
conclusions, which are particularly relevant in forensic cases where all possible
findings should be reported and analyzed in order to provide an accurate, confident

and uncontroversial diagnosis.

Keywords: Adrenal glands. Dogs. Sudden death. Veterinary forensic sciences.
Necropsy.
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1 INTRODUCAO GERAL

A medicina veterinaria legal € uma area da profissdo que se encontra em
franca expanséo e alta demanda, em virtude do aumento da conscientizacdo de
médicos veterinarios, juizes, advogados, policia e proprietarios de animais em
relacdo a gravidade dos crimes de abuso, maus-tratos, erro médico ou negligéncia
contra animais e suas devidas consequéncias legais (COOPER; COOPER, 1998,
2008; MUNRO, 1998; MUNRO; MUNRO, 2008, 2013; BALKIN; JANSSEN; MERCK,
2012; SALVAGNI et al., 2012, 2014; DE SIQUEIRA et al., 2012, 2015; GERDIN;
MCDONOUGH, 2013; MCDONOUGH et al., 2014).

No Brasil, tais ocorréncias sao classificadas como crimes contra 0 meio
ambiente, de acordo com a Lei Federal numero 9605 de 12 de fevereiro de 1998, em
seu artigo niamero 32, que identifica como crime as praticas de abuso, maus-tratos,
ferimento ou mutilacdo de animais silvestres e domeésticos. A pena para tais crimes
prevé detencdo de trés meses a um ano e cobranca de multa; caso ocorra a morte
do animal em consequéncia a tais praticas, a pena é aumentada de um sexto a um
terco.

O aumento da demanda pela medicina veterindria legal se reflete na
crescente necessidade de profissionais qualificados, versados nas mais diversas
areas da medicina veterinaria (COOPER; COOPER, 1998, 2008; BALKIN;
JANSSEN; MERCK, 2012; MARLET; MAIORKA, 2012). Em casos com potencial
juridico em que haja a morte do animal, a realizagdo da necropsia é fundamental, e
0 patologista veterinario € o profissional mais indicado para a realizacdo de um
exame pos-morte minucioso, organizado e preciso (SALVAGNI et al.,, 2012;
MUNRO; MUNRO, 2013; MCDONOUGH et al., 2014). Estes profissionais possuem
grande experiéncia com as técnicas utilizadas para a realizacdo de uma necropsia
completa e eficiente, além de distinguirem com precisédo as lesdes verdadeiras das
alteracdes poés-morte, propiciando uma correlacdo consistente entre os achados do
exame e a causa de morte do animal (MUNRO, 1998; COOPER; COOPER, 2008;
SALVAGNI et al., 2012, 2014).

As informacdes fornecidas pelo exame necroscopico podem ser enriquecidas
por uma série de analises complementares, que auxiliem na identificacdo da real

causa de morte e dos processos envolvidos que culminaram no ébito do animal, a
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fim de se prover um diagnéstico seguro e que nao propicie margem a duvidas
(MARLET, 2010; GERDIN; MCDONOUGH, 2013; MUNRO; MUNRO, 2013;
SALVAGNI et al., 2014).

Os animais podem vir a Obito de forma rapida e inesperada, sendo
aparentemente saudaveis, em casos de sindrome da dilatacdo e voélvulo géstricos,
choque anafilatico, intoxicagdo exdgena ou traumas severos, dentre outros (OLSEN;
ALLEN, 2000; PARRY, 2008a). Este tipo de morte, que ocorre em minutos a poucas
horas ap6s o surgimento de sua causa basica, € chamado de morte subita,
enquanto a morte por decorréncia de doengas agudas ou crbnicas, chamada morte
agonica, pode ocorrer dias ou semanas apés a eclosao do processo que culminou
no oObito, como nos casos de infeccdo, neoplasias ou doencas degenerativas
(SARKIOJA; HIRVONEN, 1984; DIMAIO; DIMAIO, 2001; VANRELL, 2007; FRANCA,
2008). E esperado que as mortes subitas em animais de companhia, previamente
identificados como saudaveis por seus proprietarios, apresentem maior procura pela
medicina veterinaria legal; porém, ndo é incomum que a necropsia de caes e gatos
com suspeita de morte subita apresente achados de doencas agudas ou cronicas
(OLSEN; ALLEN, 2000, 2001; PARRY, 2008a).

Em necropsias médico-legais veterinarias, a ocorréncia de achados de
doencas cronicas em animais cujo proprietario acreditava ser previamente saudavel
pode levar a davidas ou disputa durante o processo juridico, e o profissional
veterinario responsavel pelo exame pode ser convocado em juizo a prestar
esclarecimentos relacionados ao relatério produzido (SINCLAIR; MERCK;
LOCKWOOD, 2006; MARLET, 2010). Desta forma, € essencial que este profissional
seja capaz de fornecer provas que corroborem as conclusdes fornecidas (MARLET,
2010; SALVAGNI et al., 2014).

Neste contexto, o presente estudo visou a pesquisa da real ocorréncia de
morte subita e inesperada em cdes submetidos & necropsia em um servico de
patologia animal, e a determinacdo da discrepancia entre as suspeitas dos
proprietarios em relacdo ao estado de saude prévio e a causa de morte de seus
cées, quando comparadas as conclusdes necroscoOpicas. Ademais, este trabalho
promoveu o enfoque nas alteragcdes morfolégicas e funcionais nas glandulas
adrenais de cdes submetidos a necropsia, em relacdo as condicbes de injuria

agudas ou crbnicas que culminaram no Obito do animal, a fim de se estudar a
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aplicacdo de possiveis marcadores da resposta adrenal ao estresse sofrido pelo
animal na iminéncia do ébito.

As alteracdes morfolégicas nas glandulas adrenais dos cées foram avaliadas
através da analise morfométrica, em relacdo ao peso e as dimensdes das adrenais,
e também do exame histopatoldgico das glandulas, pesquisando lesbes agudas e
cronicas. Também foram avaliados os indices de proliferacdo e apoptose nas células
do cértex adrenal em relacédo as condicfes agudas e crbnicas sofridas pelo animal,
através da marcacdo imunoistoquimica para o antigeno nuclear de proliferacédo
celular (PCNA) e para BAX e Bcl-2, proteinas envolvidas na regulacdo da apoptose.

A analise das alteragcdes funcionais sofridas pelas adrenais focou na
quantificacdo das concentracbes das catecolaminas adrenalina e noradrenalina na
medula adrenal de cées através da cromatografia liquida de alta eficiéncia com
deteccdo eletroquimica (CLAE-DE), e sua relacdo com o sexo, a faixa etaria e as

causas de morte dos animais.
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2 MORTE SUBITA EM CAES COM DOENCAS CRONICAS: INCIDENCIA E
DISCREPANCIAS ENTRE AS SUSPEITAS DOS PROPRIETARIOS E OS
ACHADOS DE NECROPSIA

2.1. INTRODUCAO

Entende-se como morte sUbita aquela que ocorre de maneira rapida e
inesperada, em questdo de minutos a poucas horas, em um individuo
aparentemente saudavel, sem diagnoéstico ou reconhecimento prévio de uma
condicao patoldgica. Por outro lado, a morte ag6nica ocorre dias ou semanas apos 0
surgimento de sua causa basica (SARKIOJA; HIRVONEN, 1984; DIMAIO; DIMAIO,
2001; VANRELL, 2007; FRANCA, 2008). O periodo transcorrido entre a eclosdo do
processo desencadeante e a morte propriamente dita € conhecido como periodo de
sobrevivéncia (FRANCA, 2008).

A morte subita em cées pode ocorrer como consequéncia da sindrome da
dilatacdo e volvulo gastricos, do choque anafilatico, da intoxicacdo exdgena ou de
traumas severos, dentre outros (OLSEN; ALLEN, 2000; PARRY, 2008a). Por outro
lado, as doencas infecciosas, neoplasicas ou degenerativas sao causas comuns de
morte agonica (VANRELL, 2007; FRANCA, 2008). Ndo é incomum encontrar, porém,
achados necroscopicos referentes a doencas crénicas em cdes com suspeita de
morte subita por seus proprietarios (OLSEN; ALLEN, 2000; PARRY, 2008a).

Essa discrepancia entre a causa de morte ou o estado de saude do animal
prévio ao oObito supostos pelo proprietario e sugeridos pela necropsia pode gerar
davidas ou até mesmo disputa, principalmente em um contexto juridico. Atos de
abuso e maus-tratos contra animais s&o considerados crimes contra 0 meio
ambiente, de acordo com o artigo 32 da Lei Federal n°® 9605 de crimes ambientais de
1998. Casos de 0bito de animais com suspeita de crueldade, erro médico, impericia
ou negligéncia, dentre outros, sdo passiveis de culminar em um processo juridico,
tendo como uma de suas principais bases de prova o relatério de necropsia do
animal (MUNRO, 1998; MARLET, 2010; DE SIQUEIRA et al., 2012, 2015; MARLET;
MAIORKA, 2012; MERCK; MILLER; MAIORKA, 2012; SALVAGNI et al., 2014).
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A necropsia € um dos principais instrumentos da patologia forense, sendo
essencial ndo sé para a determinacdo da causa de morte, mas também para a
pesquisa das lesfes associadas e seu envolvimento com a morte, aléem da sugestao
do estado de saude geral anterior ao Obito do animal (MUNRO; MUNRO, 2008;
JENSEN, 2011; MARLET; MAIORKA, 2012; GERDIN; MCDONOUGH, 2013;
SALVAGNI et al., 2014). Recomenda-se que a necropsia com finalidade forense seja
documentada, para a devida preservacdo dos achados no momento do exame e
posterior apreciacdo pelos envolvidos no caso, como juizes e advogados (MUNRO,
1998; MARLET; MAIORKA, 2012; GERDIN; MCDONOUGH, 2013; SALVAGNI et al.,
2014). Também é fortemente recomendado que as necropsias de animais sejam
executadas por um médico veterinario patologista (MUNRO, 1998; SALVAGNI et al.,
2012, 2014; GERDIN; MCDONOUGH, 2013). Os patologistas veterinarios tém
grande experiéncia com as técnicas utilizadas para a realizacdo de uma necropsia
completa e eficiente, além de serem capazes de distinguir com precisdo as lesdes
ocorridas em vida das alteracdes que ocorrem apdés a morte, propiciando uma
correlacdo consistente entre os achados do exame e a causa de morte do animal
(MUNRO, 1998; COOPER; COOPER, 2008; SALVAGNI et al.,, 2012, 2014). No
contexto da crescente expanséo da area de medicina veterinaria legal, profissionais
gualificados com conhecimento em patologia forense estdo em alta demanda
(COOPER; COOPER, 1998, 2008; MUNRO, 1998; MUNRO; MUNRO, 2008, 2013;
BYARD; BOARDMAN, 2011; MARLET; MAIORKA, 2012; MCDONOUGH et al.,
2014).

As conclusbes da necropsia devem ser fidedignas aos achados do exame e
incluir todas as alteracfes encontradas, independente de sua relacdo com a causa
da morte, a fim de se preservar a veracidade e a precisdo dos fatos descritos
(MARLET, 2010; SALVAGNI et al., 2014). Desta forma, as conclusGes da necropsia
estardo amparadas pela observacdo dos fatos e corroboradas pelo registro
fotografico nas necropsias documentadas, a fim de se reduzir a ocorréncia de
duavidas ou disputa no contexto juridico (MUNRO; MUNRO, 2013).

O objetivo deste trabalho é reunir os diagndsticos morfoldgicos principais e as
causas de morte de cdes submetidos a necropsias de rotina em um servigo de
patologia animal, a fim de se avaliar a real incidéncia de morte subita em cées e as
discrepancias entre o periodo de sobrevivéncia suposto pelo proprietario e o

sugerido pela necropsia.
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2.2. MATERIAIS E METODOS

2.2.1. Animais

Foram coletadas informacOes referentes a raca, idade, sexo, historico,
suspeitas do proprietario acerca da morte do animal, diagnostico morfolégico
principal e causa de morte de 82 cdes submetidos a necropsia no Servico de
Patologia Animal (SPA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Sao Paulo (FMVZ-USP) entre 2012 e 2014. Este estudo foi
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da FMVZ-USP (protocolo
namero 2350/2011).

Os diagndsticos morfoldgicos principais foram agrupados de acordo com o
sistema ou regido corporal envolvidos na lesédo principal que culminou no 6bito do
animal. Apesar de alguns animais apresentarem condicdes patologicas
concomitantes, apenas as lesdes principais foram consideradas para a avaliagéo da
casuistica de diagndsticos morfolégicos principais, a semelhanca dos métodos
adotados na literatura (BONNETT et al., 1997, 2005; MOORE et al., 2001; FIGHERA
et al., 2008).

Para fins de comparacdo, os animais foram divididos em faixas etarias,
descritas a seguir: menor ou igual a 1 ano (filhotes), maior que 1 ano e menor ou
igual a 3 anos (adultos jovens), maior que 3 anos e menor ou igual a 6 anos
(adultos), maior que 6 anos e menor ou igual a 9 anos (adultos mais velhos), acima
de 9 anos (idosos). Em relacdo a raca, os caes foram classificados em animais com
raca definida (CRD) e sem raca definida (SRD), de acordo com a declaracdo do
proprietario e com a observacdo no cadaver das caracteristicas padréo das ragas
conhecidas de cées.

ApOs a determinacdo das conclusdes da necropsia, os animais foram
divididos em trés grupos. Os cdes que eram previamente saudaveis ao 6bito e que
sofreram morte subita foram alocados ao grupo SUB. Ja os animais que vieram a
Obito em decorréncia de complicacdes de doencas agudas ou crbnicas, previamente
reconhecidas ou desconhecidas pelo proprietario, foram divididos entre o grupo

DAG, com doencgas agudas, e o grupo DCR, com doencgas cronicas.
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As informag0des coletadas referentes aos caes amostrados foram organizadas
em tabelas para a formacédo de uma base de dados no software Microsoft Excel®
(Redmond, Washington, EUA).

2.2.2. Anélises estatisticas

As comparac¢fes entre os grupos SUB, DAG e DCR foram realizadas através
do teste de qui-quadrado, referente ao sexo e a raca dos animais, e ANOVA de duas
vias seguido por teste de Tukey de compara¢cdes multiplas, em relacdo a idade. O
teste exato de Fisher foi utilizado para comparacéo entre o periodo de sobrevivéncia
suposto pelos proprietarios e sugerido pelas necropsias dos 82 animais.

Todas as andlises estatisticas foram realizadas no software analitico
GraphPad Prism® versdo 6 (San Diego, Califérnia, EUA), e apenas valores de p

menores que 0,05 foram considerados significativos.

2.3. RESULTADOS

Os periodos de sobrevivéncia supostos pelo proprietario e concluidos pela
necropsia estédo representados no gréafico 1. Houve diferenca significativa (p<0,0001)
entre as suspeitas dos proprietarios e as conclusdes das necropsias em relagdo ao
periodo de sobrevivéncia dos animais amostrados.

A incidéncia de doencas agudas e doencas cronicas diagnosticadas pela
necropsia, dentre os 67 animais que vieram a 0bito em decorréncia de complica¢cfes

de doencas conforme demonstrado pelo grafico 1, esta representada no grafico 2.
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Gréfico 1 - Periodos de sobrevivéncia supostos pelo proprietario e concluidos pela necropsia dos 82
cées submetidos a necropsias de rotina no SPA da FMVZ-USP entre 2012 e 2014
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Fonte: (SALVAGNI, F.A., 2015)

Legenda: As barras representam o nimero absoluto de animais seguido pela porcentagem entre
parénteses. Teste exato de Fisher, com valor de p < 0,0001.

Gréfico 2 - Incidéncia de animais com doengas agudas e cronicas diagnosticadas pela necropsia dos
67 cées que vieram a 6bito por complicagdes de doencas
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Fonte: (SALVAGNI, F.A., 2015)
Legenda: As barras representam o nimero absoluto de animais seguido pela porcentagem entre

parénteses.

Com base nas conclusdes das necropsias, os caes foram divididos nos trés
grupos previamente descritos, sendo o grupo SUB composto por 15 cées e 0s
grupos DAG e DCR compostos por 26 e 41 cées, respectivamente.
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As informagbes referentes ao sexo, faixa etaria e raga dos animais
amostrados em cada grupo encontram-se sumarizadas na tabela 1.

N&o houve diferenca significativa em relacdo ao sexo e a definicdo de raca
entre os trés grupos; as medias de idade, porém, apresentaram diferencas

significativas entre os grupos, conforme representado no grafico 3.

Tabela 1 - Distribuicdo dos animais em relacéo ao sexo, faixa etaria e definicdo de raca nos grupos
SUB, DAG e DCR

Parametros SUB DAG DCR Total
(n=15) (n =26) (n=41) (n=82)
Sexo’
Macho 10 (66,7) 15 (57,7) 19 (46,3) 44 (53,7)
Fémea 5(33,3) 11 (42,3) 22 (53,7) 38 (46,3)
Faixa etéria
<1ano 3(20,0) 16 (61,5) 0(0) 18 (22,0)
>1 ano e < 3 anos 4 (26,7) 0 (0) 4(9,8) 9 (11,0)
> 3 anos e < 6 anos 3(20,0) 1(3,8) 6 (14,6) 10 (12,2)
> 6 anos e < 9 anos 3(20,0) 5(19,2) 7(17,1) 15 (18,3)
> 9 anos 2 (13,3) 4 (15,4) 24 (58,5) 30 (36,6)
Raca’
Com raca definida (CRD) 9 (60,0) 19 (73,1) 33(80,5) 61 (74,4)
Sem raca definida (SRD) 6 (40,0) 7 (26,9) 8 (19,5) 21 (25,6)

Fonte: (SALVAGNI, F.A., 2015)

Nota: o grupo SUB é composto por animais previamente saudaveis ao Obito, com morte subita,
enquanto os grupos DAG e DCR sdo compostos por animais que vieram a Obito em
decorréncia de doencas agudas e doencas cronicas, respectivamente. O niUmero de animais €
representado pelo nimero absoluto seguido pela porcentagem entre parénteses. " Teste de
qui-quadrado para comparacdes referentes ao sexo (p=0,3546) e a definicdo de raca
(p=0,2932) entre os trés grupos.
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Gréfico 3 - Médias de idade dos grupos SUB, DAG e DCR
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Fonte: (SALVAGNI, F.A., 2015)

Legenda: As barras representam as médias de idade com os desvios padrdo. Teste de ANOVA
seguido por teste de Tukey de comparacdes multiplas, com valor de p<0,0001. Letras
diferentes sobre as barras representam diferenca estatistica significativa entre os
grupos (p<0,05). O grupo SUB é composto por 15 animais previamente saudaveis ao
Obito, com morte subita, enquanto os grupos DAG e DCR sdo compostos por animais
que vieram a Obito em decorréncia de doencas agudas (n=26) e doencas cronicas
(n=41), respectivamente.

As causas de morte e o diagndstico morfolégico principal dos animais
amostrados encontram-se descritos na tabela 2.

Os diagnésticos morfolégicos principais foram agrupados a partir das
conclusdes fornecidas pela necropsia dos animais amostrados. Por exemplo, caes
gue apresentaram, como leséo principal, gastrite, enterite ou colite, foram agrupados
no diagnostico morfologico principal de “alteragBes gastrointestinais”, enquanto
animais com pneumonia ou asfixia foram alocados ao grupo “alteracdes
respiratorias”.

As lesdes neoplasicas, quando presentes, foram agrupadas de acordo com o
tecido ou 6rgao principal afetado; por exemplo, neoplasias uretrais ou uterinas foram
contidas no grupo “alteragdes urogenitais”, enquanto neoplasias cardiacas foram
alocadas nas “alteracdes cardiovasculares”. No caso das neoplasias metastaticas
presentes em mais de um 6érgdo, estas compdem o grupo “neoplasias metastaticas

disseminadas”.
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Tabela 2 - Diagndsticos morfolégicos principais e causas de morte de 82 cdes submetidos a
necropsia de rotina no SPA da FMVZ-USP entre 2012 e 2014

Conclusbes das necropsias NuUmero de animais
Diagndstico morfolégico principal’
Altera¢Bes cardiovasculares 25 (30,5)
Altera¢Bes gastrointestinais 19 (23,2)
Alteracdes respiratorias 17 (20,7)
Peritonites 6 (7,3)
Hemorragias agudas severas 5(6,1)
Altera¢Bes urogenitais 5(6,1)
Alterac@es do sistema nervoso central 3(3,7)
Neoplasias metastaticas disseminadas 1(1,2)
AlteracBes hepaticas 1(1,2)
Causa de morte
Colapso cardiorrespiratério 25 (30,5)
Colapso respiratério 17 (20,7)
Choque séptico 17 (20,7)
Choque hipovolémico 11 (13,4)
Choque anafilatico 4 (4,9)
Choque cardiogénico 3(3,7)
Choque neurogénico 3(3,7)
Intoxicacdo exdgena 2(2,4)

Fonte: (SALVAGNI, F.A., 2015)

Nota: ' Os diagnésticos morfolégicos principais foram agrupados de acordo com o sistema ou regido
corporal envolvidos na lesdo principal. O nimero de animais € representado pelo nimero
absoluto seguido pela porcentagem entre parénteses.

2.4. DISCUSSAO

Os achados deste estudo permitiram a verificagdo e a confirmacdo da
discrepancia entre os periodos de sobrevivéncia supostos pelo proprietario e
concluidos pela necropsia em um servico de patologia animal.

A principal suspeita dos proprietarios dos 82 cées submetidos a necropsia no
SPA da FMVZ-USP entre 2012 e 2014 era de morte subita em animais previamente
saudaveis (56/82; 68,3%), enquanto a necropsia concluiu que 81,7% (67/82) dos
cdes morreram em decorréncia de complicagdes de doengas. Dentre estes animais
com doencgas (n=67), 61,2% (41/67) apresentavam enfermidades cronicas. Estes
dados sdo compativeis com os achados de Olsen e Allen (2000), em um estudo
retrospectivo realizado com 151 cdes no Canada, no qual achados de doencas
cronicas estavam frequentemente presentes em cdes com suspeita de morte subita,
enfatizando que a verdadeira morte subita em animais previamente saudaveis €

relativamente rara em caes (PARRY, 2008b).
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A alta ocorréncia da suspeita de morte subita pelos proprietarios pode estar
relacionada ao fato de que os sinais de determinadas doencgas cronicas podem nao
ser detectados ou reconhecidos pelos proprietarios, como na insuficiéncia cardiaca
cronica. A fase de compensacéo desta condicdo pode apresentar progressao clinica
silenciosa, sendo diagnosticada apenas na fase terminal da faléncia cardiaca
(WARE, 2007). Sendo a doenca desconhecida pelo proprietario, este pode expor
seu animal a situacdes estressantes inadvertidamente, como no caso de exercicios
intensos em altas temperaturas ou da participacdo em campanhas publicas de
vacinagdo, as quais sao repletas por animais e pessoas estranhas ao cdo e que
geralmente ndo realizam avaliacfes clinicas prévias a vacinagdo. As situacdes
estressantes podem descompensar o0 sistema cardiovascular e levar ao 6bito
(LEGAULT et al., 1990; DIMAIO; DIMAIO, 2001; WARE, 2007), gerando a suspeita
de morte subita.

Apesar das doencas arteriais coronarias serem consideradas como a causa
principal de morte subita em humanos (SARKIOJA; HIRVONEN, 1984; DIMAIO;
DIMAIO, 2001), tal condic&o €é rara em cées, sendo as cardiomiopatias dilatadas ou
hipertroficas muito mais comuns (WARE, 2007; MEURS, 2010). Neste estudo, 23%
(13/56) dos casos com suspeita de morte subita ocorreram em cées com disfungfes
cardiacas cronicas, a semelhanca do encontrado no estudo de Olsen e Allen (2000).

A alta ocorréncia de doencas cronicas em cdes Supostos como previamente
saudaveis por seus proprietarios reforca a importancia da realizacdo de exames
clinicos preventivos e periédicos nos animais, ndo sO para o diagnostico e
tratamento de possiveis condigbes patoldgicas, como também para evitar a
exposicao de animais doentes a situacdes que possam levar a descompensacoes
sistémicas e, consequentemente, ao obito.

Adicionalmente, 20% (11/56) dos casos de suspeita de morte subita neste
estudo envolviam filhotes que vieram a Obito em decorréncia de doencas
infecciosas, como cinomose ou parvovirose. Apesar de filhotes de cdes com
anticorpos maternos ou vacinais insuficientes serem menos resistentes a doencas
infecciosas, a morte geralmente ocorre apds mais de 24 horas depois do surgimento
de sinais como hipofagia ou anorexia, febre, diarreia, Emese ou descargas oculares
purulentas, sendo o Obito decorrente da perda de liquidos ou de infeccbes
bacterianas secundéarias (GREENE; APPEL, 2006; MCCAW; HOSKINS, 2006). Em
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alguns casos, tais sinais podem nao constatados pelo proprietario se o animal ndo
for observado com atencéo.

A discrepancia entre a causa de morte suposta pelo proprietario e os achados
necroscopicos € especialmente importante em casos com potencial juridico, como
exemplificado por dois casos contidos neste estudo. Em um dos casos, havia a
suspeita de que o Obito do cédo fora em decorréncia de reacao anafilatica a vacina de
raiva, quando, de fato, o animal havia sofrido intoxicacdo por carbamato, um
praguicida anticolinesterasico comumente utilizado em intoxicacbes exdgenas
intencionais de animais (XAVIER; SPINOSA, 2008; DE SIQUEIRA et al., 2015). O
outro cdo apresentara convulsbes e seu proprietario suspeitara de intoxicacao
exdgena; porém, a necropsia revelou choque séptico devido a uma prostatite
supurativa grave ndo diagnosticada em vida. Tais discrepancias reforcam a
importancia da realizagdo da necropsia, mesmo que a suspeita ndo seja de morte
violenta (SALVAGNI et al.,, 2014). Em casos de suspeita de intoxicagdo exdgena,
particularmente, € comum que o proprietario encaminhe seu animal a necropsia em
um SPA ja munido de um boletim de ocorréncia e, ndo raro, com a homeacao de
possiveis suspeitos, podendo resultar em uma investigacdo criminal (DE SIQUEIRA
et al., 2015). Em tais casos, a necropsia documentada é imprescindivel, mesmo que
o resultado ndo seja compativel com a suspeita de intoxicagdo exdgena. A
documentacdo da necropsia e de todos os seus achados é essencial para auxiliar,
no contexto juridico, na comprovacdo de que houve ou ndo uma acao criminal
envolvida na morte do animal (SALVAGNI et al., 2014; DE SIQUEIRA et al., 2015).

As causas de morte dos caes deste estudo sdo compativeis com os achados
de Michell (1999), em um estudo referente a causa de morte de mais de trés mil
cées no Reino Unido, o qual identificou que 64% destes animais vieram a 6bito em
decorréncia de complicacdes de doencas. Os diagndsticos morfolégicos principais
encontrados no presente trabalho também sédo similares aos achados de Olsen e
Allen (2000), nos quais as doencas cardiovasculares, respiratorias e
gastrointestinais estiveram entre as ocorréncias mais altas. Por outro lado, ha
estudos com mortalidade de caes que identificaram as doengcas Osseas ou
articulares e neoplasias dentre as principais lesées que causaram a morte de caes
(BONNETT et al., 1997, 2005; MICHELL, 1999; MOORE et al., 2001). Neste estudo,
porém, ndo foram observadas doencas 0sseas ou articulares como lesdes principais

responsaveis pelo 6bito dos animais. Contudo, o estudo de Moore et al. (2001), foi
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realizado com caes militares das racas Pastor Alemao e Pastor Belga, as quais
apresentam alta predisposi¢cdo a doengas 6sseas e articulares (SMITH et al., 2001;
BOCKSTAHLER et al., 2007). Em relacdo a ocorréncia de neoplasias, apenas seis
(7,3%) dos 82 animais do presente estudo apresentaram lesdes neoplasicas, com
origens e localizacdes diversas. Apesar de este estudo apresentar alta ocorréncia de
animais idosos e as lesdes neoplasicas serem mais comuns nestes animais
(MEUTEN, 2002), a baixa ocorréncia de neoplasias pode ser explicada pelo fato de
que animais com diagndstico de neoplasia sdo, muitas vezes, encaminhados para
eutanasia, como observado nos estudos de Bonnet e colaboradores (1997, 2005).
Animais eutanasiados ndo foram amostrados neste estudo, uma vez que o0 objetivo
deste era avaliar a discrepancia entre a suspeita da causa de morte do animal por
seu proprietario e a conclusédo da necropsia, discrepancia esta que nao € comum em
casos de eutanasia, uma vez que a decisdo do proprietario, nestes casos, €
baseada no diagnostico prévio da condicao clinica terminal do animal.

N&o houve diferenca significativa entre os trés grupos em relacdo ao sexo e a
raca dos animais. A média de idade, porém, era maior no grupo DCR (9,4%3,7) em
relacdo aos grupos SUB (4,6+£3,8) e DAG (3,7%4,7). Esta diferenca pode ser
explicada pelo fato de que o grupo DCR era composto por animais com doencas
cronicas, as quais sdo mais comumente observadas em animais mais velhos
(MICHELL, 1999; GREENE, 2006; MAXIE, 2007; WARE, 2007). Os animais com
morte subita ou doencas agudas apresentaram menor média de idade e, no caso da
morte subita, este achado foi similar ao estudo de Siqueira e colaboradores (2012),
no qual os gatos jovens apresentaram maior risco de morte subita por intoxicacao ou
por trauma ndo acidental. No caso dos animais do grupo DAG, estes eram formados
principalmente por animais filhotes (61,5%; 16/26), os quais, conforme mencionado
previamente, sdo mais suscetiveis a doengas infecciosas agudas (GREENE;
APPEL, 2006; MCCAW; HOSKINS, 2006).
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2.5. CONCLUSAO

A marcante discrepancia entre o periodo de sobrevivéncia suposto pelo
proprietario e o sugerido pela necropsia € caracterizada pela alta ocorréncia de
achados necroscopicos de doencas agudas ou cronicas em cdes com suspeita de
serem previamente saudaveis.

Tais achados reforcam a importancia da necropsia, especialmente em casos
com potencial juridico, e da relevancia dos exames preventivos periédicos em
animais de companhia, para que haja o diagnéstico precoce de doencas e a pronta
instalacdo de tratamentos adequados, além da prevencao da exposicdo de animais
doentes a situacbes conhecidamente estressantes, que possam gerar

descompensacdes sistémicas e culminar no ébito.
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3 ALTERACOES MORFOMETRICAS E  HISTOPATOLOGICAS EM
ADRENAIS DE CAES QUE VIERAM A OBITO EM DECORRENCIA DE
DOENCAS CRONICAS

3.1. INTRODUCAO

O estresse € definido como uma reacdo do organismo frente a agentes
agressores de diversas naturezas, na tentativa de preservar e manter a homeostasia
(SELYE, 1956). Os primeiros estudos aprofundados sobre estresse foram realizados
pelo pesquisador endocrinologista Hans Selye em 1936, no Canada, que denominou
0S agentes causadores de estresse como “estressores”, 0s quais podem ter origens
fisicas, quimicas ou psicolégicas (SELYE, 1936). Duas décadas depois, seu estudo
com ratos e a resposta do organismo frente a agentes estressores estabeleceu a
hipétese da “sindrome geral de adaptacao”, uma resposta adaptativa inespecifica e
estereotipada que incluiria, dentre outras alteragdes organicas, variagbes na
morfologia e na fungéo das glandulas adrenais (SELYE, 1956).

As adrenais sdo oOrgdos bilaterais localizados na regido suprarrenal,
recobertos por capsula de tecido conjuntivo denso e compostas por duas regibes
anatdmicas distintas: o cortex e a medula adrenal (BANKS, 1991; DYCE; SACK;
WENSING, 2004; GUYTON; HALL, 2006). O cortex, derivado da mesoderma da
crista neural, € subdividido em zona glomerulosa, zona fasciculada e zona
reticulada. A zona glomerulosa encontra-se na regido subcapsular, sendo formada
por células colunares ou poliédricas organizadas em corddes curvados ou arcos. A
zona fasciculada, a mais extensa do cértex adrenal, € formada por células
poliédricas com citoplasma abundante e intensamente vacuolizado, arranjadas em
corddes radiais banhados por extensa trama de seios venosos. As células da zona
reticulada sdo bastante semelhantes as da zona fasciculada, porém, costumam
apresentar menor quantidade de vacuolos lipidicos citoplasmaticos. As zonas
corticais sdo responsaveis pela producdo de mineralocorticoides, glicocorticoides e
androgenos, respectivamente (BANKS, 1991; GUYTON; HALL, 2006).

A medula adrenal, por sua vez, encontra-se localizada na regido central da

glandula, sendo derivada da ectoderma da crista neural e formada principalmente
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por células prismaticas com nucleo grande vesicular e citoplasma basdfilo,
chamadas de células cromafins ou feocrémicas, sendo responséveis pela producéo
das catecolaminas noradrenalina e adrenalina (BANKS, 1991; DYCE; SACK;
WENSING, 2004; GUYTON; HALL, 2006).

As adrenais estdo intrinsicamente relacionadas a resposta do organismo ao
estresse, sendo parte dos eixos hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA) e
simpaticoadrenomedular (SAM) (RIEGLE, 1973; AXELROD; REISINE, 1984).
Embora as trés zonas do cOrtex possam ser ativadas pelo estimulo do hormdnio
adrenocroticotrofico (ACTH), a zona fasciculada é a que apresenta maior resposta,
principalmente em casos de estresse prolongado, resultando no aumento da
producdo e da liberacdo de cortisol (RIEGLE, 1973; AXELROD; REISINE, 1984;
WHITWORTH et al., 2003; QUAN et al., 2014). Ha numerosos estudos em relacéo
ao eixo HPA e a resposta do organismo frente a estimulos estressores variados, de
naturezas diversas e por periodos variaveis, como jejum, som, frio, calor,
imobilizacédo, presenca de doencas crbnicas, dentre outros. Tais estudos, realizados
em humanos ou em diversos modelos animais, apresentam resultados envolvendo
alteracdes morfolégicas ou funcionais nas glandulas adrenais em resposta aos
agentes estressores estudados (RIEGLE, 1973; KUHAJDA; HUTCHINS, 1979;
SWAIN, 2000; KOKO et al., 2004; ULRICH-LAI et al., 2006; POLITO et al., 2010;
PETROVIC-KOSANOVIC et al., 2012).

Em relacdo as doencas cronicas, especificamente, ha estudos relacionando
enfermidades de curso prolongado, como artrite imunomediada, colestase hepatica
e infec¢cbes cronicas, com a reducdo significativa da sintese e da secrecdo do
horménio liberador de corticotropina (CRH) pelo hipotalamo (HARBUZ et al., 1992;
SWAIN et al., 1993; SWAIN; MARIC, 1995). A reducdo dos niveis de CRH pode
estar associada a quadros de fadiga cronica, frequentemente presente em humanos
acometidos por doencas crénicas (SWAIN, 2000). As doengas cronicas também nao
sdo incomuns em animais de companhia (MICHELL, 1999; OLSEN; ALLEN, 2000;
GREENE, 2006), tendo especial relevancia as disfun¢des cardiacas cronicas,
principalmente em caes (WARE, 2007). Os caes apresentam, atualmente, maior
expectativa de vida em relacdo as décadas passadas, o que reflete na maior
ocorréncia de doencas cronicas nestes animais, como as disfuncdes cardiacas e as
insuficiéncias renais cronicas, dentre outras (MICHELL, 1999; MARCONDES;
CORREA, 2014).
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Desta forma, apesar de existirem diversos estudos referentes aos efeitos do
estresse cronico sobre a fungédo das adrenais em caes vivos (GARNIER et al., 1990;
BEERDA et al., 1997, 1999), estudos com foco nas alteragdes morfométricas ou
histopatoldgicas das adrenais em caes submetidos a necropsia estdo ausentes.

O objetivo deste trabalho, portanto, é analisar e identificar possiveis
alteracdes morfométricas e histopatolégicas nas adrenais de cdes submetidos a
necropsias de rotina, e sua relacdo com o estresse prolongado sofrido pelo

organismo na presenca de doencas cronicas.

3.2. MATERIAIS E METODOS

3.2.1. Animais

Foram amostrados 46 cdes submetidos a necropsia no Servico de Patologia
Animal (SPA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de
Séao Paulo (FMVZ-USP) entre 2013 e 2014. Este estudo foi aprovado pela Comissao
de Etica no uso de animais da FMVZ-USP (protocolo nimero 2350/2011).

Destes animais, 16 sofreram estresse agudo prévio ao Obito, sendo
previamente saudaveis ou acometidos por doencas agudas, enquanto 30 cédes
vieram a 6bito em decorréncia de complica¢des de doencas cronicas. Os caes foram
divididos em grupo A e grupo B, respectivamente.

Os animais, dentre machos e fémeas, apresentaram idade entre um més a 16
anos, peso corporeo entre 680 g a 58 kg e racas variadas, incluindo animais sem
raca definida.

Para fins de comparacao entre as diferentes idades dos animais em relacéao
ao peso e as dimensfes das adrenais, os animais foram divididos em faixas etarias,
descritas a seguir: menor ou igual a 1 ano (filhotes), maior que 1 ano e menor ou
igual a 3 anos (adultos jovens), maior que 3 anos e menor ou igual a 6 anos
(adultos), maior que 6 anos e menor ou igual a 9 anos (adultos mais velhos), acima
de 9 anos (idosos). Os animais também foram divididos de acordo com a faixa de

peso corpéreo, sendo uma faixa até 10 kg e a outra acima de 10 kg.
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3.2.2. Coleta de amostras e mensuracgao

Foram colhidas a necropsia 45 adrenais direitas (AD) e 43 adrenais
esquerdas (AE) para a avaliagdo morfométrica e histopatologica, ap0s descarte das
glandulas com neoplasia ou autdlise severa. O tecido adiposo adjacente foi
removido e as adrenais foram pesadas individualmente em balanca analitica de
precisdo 0,001 g. Cada adrenal foi mensurada em seus maiores eixos com o auxilio
de um paquimetro para a determinacdo de seu comprimento, largura e espessura

em centimetros.

3.2.3. Analises histopatoldgicas

As adrenais foram seccionadas transversalmente e fixadas em solucdo de
formol a 10% por 24 a 48 horas, sendo posteriormente submetidas a processamento
histolégico de rotina e incluidas em parafina. Os blocos de parafina foram
seccionados em microtomo Leica® (Leica Biosystems, lllinois, EUA) gerando cortes
de 5um de espessura, os quais foram colocados sobre laminas de vidro e
submetidos a coloracdo com hematoxilina e eosina (HE). A coloragcédo por Tricromio
de Masson foi utilizada para evidenciacdo das fibras colagenas nos processos de
fiborose nas adrenais. As laminas histologicas foram analisadas em microscopio
optico trinocular Nikon Eclipse® Ni-U (Nikon Instruments Inc., Melville, NY, USA) por
dois patologistas veterinarios dentre os autores. As fotomicrografias foram obtidas
por camera digital acoplada Nikon DS Ril-U3 (Nikon Corp., Tokyo, Japan) e
software de captura Nikon NIS-F (Nikon Instruments Inc., Melville, NY, USA).

3.2.4. Anélises estatisticas

As comparacbes entre os pesos e as dimensdes das adrenais direita e

esquerda de um mesmo animal foram realizadas pelo teste t-pareado. O teste t ndo
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pareado foi utilizado para comparar a idade dos animais e 0 peso corpdoreo entre 0S
grupos A e B, e também para as comparacgfes entre o peso e as dimensdes das
adrenais entre 0os sexos e entre as glandulas com ou sem hiperplasia cortical.

O teste de Mann-Whitney foi utilizado para as comparacdes referentes ao
comprimento e a largura das adrenais direitas entre os grupos A e B, enquanto as
demais comparacgdes referentes ao peso e dimensdes das adrenais entre 0S grupos
A e B foram realizadas através do teste t ndo pareado.

As correlacdes entre 0 peso corporeo e o peso e dimensdes das adrenais
foram analisadas pelo teste de correlagao de Pearson.

O teste exato de Fisher foi utilizado para as comparacoes referentes ao sexo,
raca, presenca ou auséncia de hiperplasia adrenocortical e achados histopatolégicos
entre os grupos A e B, e também entre os animais cardiopatas e néo cardiopatas em
relacdo aos achados histopatolégicos.

Todas as analises estatisticas foram realizadas no software analitico
GraphPad Prism® versdo 6 (San Diego, Califérnia, EUA), e apenas valores de p

menores que 0,05 foram considerados significativos.

3.3. RESULTADOS

3.3.1. Animais

As informacOes referentes ao sexo, faixa etaria e raca dos animais
amostrados encontram-se sumarizadas na tabela 3.

N&o houve diferenca significativa em relacdo ao sexo e ao peso corpéreo
entre 0os grupos A e B. Por outro lado, a raca e a idade dos animais exibiram
diferencas significativas entre os grupos. As médias de idade e do peso corpéreo
dos animais com os desvios padrdo estdo representadas nos graficos 4 e 5,
respectivamente.

As conclusbes das necropsias dos 46 caes amostrados, divididos entre os

grupos A e B, estdo descritas na tabela 4.



Tabela 3 - Distribuicdo dos 46 caes submetidos a necropsia no SPA da FMVZ-USP entre 2013 e
2014 em relacdo ao sexo, faixa etaria e definicdo de raca, entre os grupos A e B
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Parametros Grupo A Grupo B Total
(n=16) (n=30) (n=46)

Sexo'
Macho 11 (68,8) 16 (53,3) 27 (60,9)
Fémea 5(31,3) 14 (46,7) 19 (39,1)
Faixa etaria
<1ano 6 (37,5) 0 (0) 6 (13,0)
>1 ano e < 3 anos 3(18,8) 2 (6,7) 5(10,9)
> 3 anos e < 6 anos 1(6,25) 3(10,0) 4 (8,7)
> 6 anos e <9 anos 3(18,8) 6 (20,0) 9 (19,6)
> 9 anos 3(18,8) 19 (63,3) 22 (47,8)
Raca'™
Com raga definida (CRD) 7 (43,8) 25 (83,3) 32 (69,6)
Sem raca definida (SRD) 9 (56,2) 5(16,7) 14 (30,4)

Fonte: (SALVAGNI, F.A., 2015)

Nota: o grupo A é composto por animais que sofreram estresse agudo prévio ao 6bito; o grupo B, por
animais que vieram a 6bito em decorréncia de complicacBes de doencas crénicas. O nimero
de animais é representado pelo nimero absoluto seguido pela porcentagem entre parénteses.
" Teste exato de Fisher para comparacdes referentes ao sexo (p=0,2170) e a definicdo de raca
(p=0,0084) entre os grupos A e B. * Diferenca significativa entre os grupos (p<0,05).

Gréfico 4 - Médias de idade dos grupos A e B

14+
124

Idade em anos

Grupo A

Fonte: (SALVAGNI, F.A., 2015)

Grupo B

Legenda: As barras representam as médias de idade com os respectivos desvios padréo. Teste t
ndo pareado, com valor de p<0,0001. O grupo A é composto por 16 animais que
sofreram estresse agudo prévio ao 6bito; o grupo B, por 30 animais que vieram a 6bito
em decorréncia de complica¢Bes de doencas crbnicas.
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Graéfico 5 - Médias de peso corpéreo dos grupos A e B

454
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Grupo A Grupo B

Fonte: (SALVAGNI, F.A., 2015)

Legenda: As barras representam as médias de peso corpéreo com 0s respectivos desvios
padrdo. Teste t ndo pareado, com valor de p=0,0586. O grupo A é composto por 16
animais que sofreram estresse agudo prévio ao ébito; o grupo B, por 30 animais que
vieram a 6bito em decorréncia de complicagc6es de doencas cronicas.

Tabela 4 - Conclusdes das necropsias dos 46 cdes submetidos ao SPA da FMVZ-USP entre 2013 e

2014
Conclusédo da necropsia NUmero de animais

Grupo A

Reacéo anafilatica a vacina de raiva 4 (8,7)
Enterocolite infecciosa aguda 3(6,5)
Septicemia 2(4,3)
Intoxicacéo exdgena (carbamatos) 2(4,3)
Leséo cranioencefalica 2(4,3)
Pneumonia aguda 1(2,2)
Choque hipovolémico por trauma (mordedura) 1(2,2)
Asfixia por afogamento 1(2,2)
Grupo B

Alterac@es cardiacas crbnicas 19 (41,3)
Choque hipovolémico por ruptura de neoplasias 3(6,5)
Metastases disseminadas 3(6,5)
Pneumonia crénica 2(4,3)
Nefropatia crénica 1(2,2)
Calcificagdo metastatica (adenoma de paratireoide) 1(2,2)
Hipercortisolismo iatrogénico 1(2,2)

Fonte: (SALVAGNI, F.A., 2015)

Nota: O numero de animais é representado pelo nimero absoluto seguido pela porcentagem entre
parénteses. O grupo A é composto por 16 animais que sofreram estresse agudo prévio ao
Obito; o grupo B, por 30 animais que vieram a 6bito em decorréncia de complicacdes de
doencas cronicas.
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3.3.2. Anélises morfométricas

As médias e os desvios-padréo dos pesos e dimensdes das adrenais dos 46
cdes encontram-se descritas na tabela 5.

N&o houve diferenca significativa (p>0,05) entre 0s sexos para 0 peso e as
dimensdes das adrenais. Entre as faixas etarias, as adrenais mostraram diferencas
significativas no peso (p=0,0073), comprimento (p=0,0210) e espessura (p=0,0030),
sendo menos pesadas e menores nos animais filhotes (até 1 ano de idade) em
relacdo aos animais adultos (entre 3 a 6 anos), adultos mais velhos (entre 6 a 9
anos) e idosos (acima de 9 anos), mas nao em relacao aos adultos jovens (entre 1 a
3 anos).

N&o houve diferenca significativa em relagdo as dimensdes entre as adrenais
esquerda e direita de um mesmo animal; a adrenal esquerda, porém, mostrou-se

mais pesada do que a direita (p=0,0158).

Tabela 5 - Peso e dimensdes de 45 adrenais direitas e 43 adrenais esquerdas de 46 cdes submetidos
a necropsia no SPA da FMVZ-USP entre 2013 e 2014, divididos entre os grupos A e B

Grupo A Grupo B Valor de p

Adrenal direita

Peso (g)" 0,83+0,46 1,25+0,75 0,0478*

Comprimento (cm)* 2,17+0,65 2,50+0,78 0,1281

Largura (cm)* 1,20+0,33 1,37+0,43 0,2958

Espessura (cm)’ 0,55+0,16 0,70+0,18 0,0064*
Adrenal esquerda’

Peso (g)' 0,81+0,46 1,32+0,82 0,0303*

Comprimento (cm)’ 2,18+0,63 2,45+0,79 0,2634

Largura (cm)’ 1,16+0,32 1,25+0,41 0,4272

Espessura (cm)" 0,57+0,14 0,68+0,18 0,0359*

Fonte: (SALVAGNI, F.A., 2015)

Nota: Os valores estdo representados pela média + desvio padrdo. O grupo A é composto por 16
animais que sofreram estresse agudo prévio ao 6bito; o grupo B, por 30 animais que vieram a
Obito em decorréncia de complicacdes de doencas cronicas. " Teste t ndo pareado. * Teste de
Mann-Whitney. * Diferenca significativa entre os grupos A e B (p<0,05).

Houve diferenca significativa em relacdo ao peso e a espessura das adrenais
direita e esquerda entre os grupos A e B; porém, tendo em vista que as adrenais
apresentaram correlacoes significativas (p<0,0001) com o peso corporeo do animal

(peso adrenal r=0,82; comprimento r=0,78; largura r=0,68; espessura r=0,56), as
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comparacdes também foram realizadas com base na faixa de peso corpéreo,
dividindo os animais em faixas de até 10 kg e acima de 10 kg.

Nas comparacdes referentes ao peso e as dimensdes das adrenais realizadas
na faixa de até 10 kg de peso corporeo, as adrenais direitas do grupo B
apresentaram maior peso em relacdo as do grupo A (p=0,0222), com as demais
comparacdes nao apresentando diferencgas significativas. Na faixa acima de 10 kg,
0s animais do grupo B apresentaram adrenais com maior peso (AD p=0,0166; AE
p=0,0059), comprimento AD (p=0,0485) e espessura AE (p=0,0488) em relacdo ao
grupo A.

O grupo B também apresentou maior ocorréncia de animais com hiperplasia
adrenocortical (p=0,0041), e as adrenais mostraram diferencas significativas em
relacdo ao seu peso e dimensdes entre as glandulas com presenca ou auséncia de

hiperplasia cortical, conforme representado na tabela 6.

Tabela 6 - Peso e dimensfes das adrenais com presenca ou auséncia de hiperplasia cortical de 46
cées submetidos a necropsia no SPA da FMVZ-USP entre 2013 e 2014

Sem hiperplasia cortical Com hiperplasia cortical  Valor de p*

Peso (9) 0,750,47 1,14+0,72 < 0,0001
Comprimento (cm) 2,10+0,65 2,66+0,70 0,0010
Largura (cm) 1,16+0,38 1,36+0,37 0,0283
Espessura (cm) 0,59+0,15 0,70+0,19 0,0030

Fonte: (SALVAGNI, F.A., 2015)

Nota: Os valores estdo representados pela média + desvio padrdo. Teste de Mann-Whitney para a
determinagéo do valor de p. * Todas as comparagdes apresentaram diferengas significativas
(p < 0,05).

3.3.3. Analises histopatoldgicas

Os achados histopatoldgicos observados nas glandulas adrenais dos 46 cées
amostrados no periodo encontram-se descritos na tabela 7. Todas as alteracdes
histopatoldgicas foram analisadas por coloracado de hematoxilina e eosina (HE) e, no
caso da fibrose, também por tricromio de Masson (TM).

N&o houve diferenca significativa entre as glandulas direita e esquerda de um
mesmo animal em relagdo aos achados histopatologicos pesquisados.
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Tabela 7 - Achados histopatologicos nas glandulas adrenais de 46 cdes submetidos a necropsia no
SPA da FMVZ-USP entre 2013 e 2014, divididos entre os grupos A e B

Achados histopatolégicos Grupo A Grupo B Valor de p
Necrose 2 (12,5) 12 (40,0) 0,0915
Fibrose 0 (0) 23 (76,7) < 0,0001*
Congestéo grave 13 (81,3) 13 (43,3) 0,0272*
Hemorragia 2(12,2) 4 (13,3) 1,0000
Sideroéfagos 1(6,3) 6 (20,0) 0,3938
Hiperplasia cortical 4 (25,0) 22 (73,3) 0,0041*
Focos de deplecéo vacuolar cortical 4 (25,0) 14 (46,7) 0,2099
Infiltrado inflamatério 0 (0) 13 (43,3) 0,0015*
Precursores hematopoiéticos 0 (0) 4 (13,3) 0,2820

Fonte: (SALVAGNI, F.A., 2015)

Nota: O numero de animais é representado pelo nimero absoluto seguido pela porcentagem entre
parénteses. O grupo A é composto por 16 animais que sofreram estresse agudo prévio ao
Obito; o grupo B, por 30 animais que vieram a 6bito em decorréncia de complicacdes de
doengas crbnicas. Teste exato de Fisher para determinagdo do valor de p. *Diferenca
significativa entre os grupos A e B (p < 0,05).

A necrose observada nas glandulas adrenais amostradas era do tipo
coagulativa, e vista principalmente na zona reticulada (Figura 1A). As células
necroticas foram frequentemente substituidas por colageno, gerando éareas de
fiborose na regido de juncdo corticomedular, evidenciadas pela coloracdo por
Tricromio de Masson (Figura 1B), por vezes acompanhadas por infiltrado de
macrofagos. Tais areas ocasionalmente formavam pseudocapsulas ao redor da
regido medular (Figuras 1C e 1D). Este achado era mais frequente em cées com
alteracbes cardiacas crbnicas (p=0,0002), sendo bastante distinto do estroma
fibrovascular normal da regido (Figuras 1E e 1F). Animais com alteracfes cardiacas
cronicas também apresentaram necrose adrenal com maior frequéncia (p=0,0256).
N&o foi observada fibrose nas adrenais dos animais do grupo A.

Graus variaveis de congestdo foram frequentemente observados na zona
reticulada e medula das glandulas adrenais, estando ausentes apenas em animais
que vieram a 0Obito por choque hipovolémico.

As areas de hemorragia eram ocasionalmente acompanhadas por siderofagos
e vistas principalmente em nddulos hiperplasicos corticais.

A hiperplasia adrenocortical mostrou-se geralmente bilateral, composta por
nodulos Unicos ou multiplos com diametros variaveis, envolvendo principalmente as

zonas fasciculada e reticulada.



43

Figura 1 - Necrose e fibrose em adrenais de caes submetidos a necropsia

Fonte: (SALVAGNI, F.A., 2015)

Legenda: Glandulas adrenais, cdo. A: Necrose de coagulacdo em zona reticulada, com
substituicdo do tecido normal por fibras coldgenas. Coloragdo por hematoxilina e
eosina (HE). B: Evidenciacdo das fibras coldgenas em A por Tricrbmio de Masson
(TM). C: Fibrose exuberante em regido de junc¢do corticomedular em um cdo com
alteracdo cardiaca cronica. HE. D: Evidenciacéo das fibras coldgenas em C por TM. E:
Adrenal normal de um cdo com morte subita, sem areas de necrose ou fibrose em
regido de juncdo corticomedular. HE. F: Mesma adrenal de E. Estroma fibrovascular
normal da regido corticomedular pouco evidenciado por TM. Barra = 100 um.
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A deplecéo vacuolar cortical observada € caracterizada por células corticais
com citoplasma retraido e intensamente eosinofilico, devido a auséncia dos
vacuolos repletos de lipidios caracteristicos da zona fasciculada, conforme ilustrado
na figura 2. Os animais com alteracdes cardiacas cronicas apresentaram deplecao
vacuolar cortical com maior frequéncia do que os animais sem alteracdes cardiacas
(p=0,0288).

Figura 2 - Depleg&o vacuolar cortical em adrenais de caes

Fonte: (SALVAGNI, F.A., 2015)

Legenda: Glandulas adrenais, cdo. A: Areas de deplecdo vacuolar em zona fasciculada,

proximas & zona glomerulosa e reticulada (setas), em cdo com alteracdo cardiaca
cronica. B: Detalhe da Figura A. As células com deplecéo vacuolar mostram citoplasma
retraido e intensamente eosinofilico, com auséncia dos vacuolos lipidicos presentes
nas células vizinhas. Hematoxilina e eosina. Barra A = 500 um. Barra B = 50 um.

Infiltrados de células inflamatérias ou de precursores hematopoiéticos nao
foram observados nas adrenais do grupo A; contudo, esta diferenga foi significativa
apenas em relacéo ao infiltrado inflamatério (p = 0,0444).

Ndo houve diferenca significativa nas comparacdes morfométricas e
histopatoldgicas entre os animais previamente saudaveis ao 6bito e aqueles que
morreram por doencas agudas.
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3.4. DISCUSSAO

Este estudo analisou as alteracbes morfométricas e histopatolégicas nas
adrenais de cades submetidos a necropsias de rotina, em relacdo a presenca ou
auséncia de doencgas cronicas.

Em relacdo as caracteristicas dos animais amostrados, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos A e B em relagdo ao sexo e ao peso corporeo; porém,
em relacdo a definicdo de raca, o grupo A apresentou maior ocorréncia de animais
SRD quando comparado ao grupo B. Dentre os animais do grupo A, havia caes que
vieram a Obito em decorréncia de intoxicacdes exdégenas ou trauma, e ha estudos
que indicam um maior risco de ocorréncia de lesbes ndo-acidentais em cées e gatos
mesticos (MUNRO; THRUSFIELD, 2001a; DE SIQUEIRA et al., 2012). Além disso,
quatro dos animais do grupo A vieram a 6bito em decorréncia de reacdo anafilatica a
vacina de raiva, e os cdes SRD costumam ser preferidos pelas populacbes com
menor poder aquisitivo (MUNRO; THRUSFIELD, 2001a, 2001b), que sao o publico-
alvo das campanhas de vacinacgéo gratuitas ou de baixo custo (DAVLIN; VONVILLE,
2012).

A média de idade dos animais apresentou diferenca significativa entre os
grupos A e B, sendo os caes do grupo B mais velhos (10,4 anos) do que os do grupo
A (4,7 anos). Este achado é compativel com o fato de que os animais do grupo B
apresentavam doengas cronicas, as quais sdo mais comumente observadas em
animais mais velhos (GREENE, 2006; WARE, 2007). Ademais, animais mais jovens
sdo comumente mais suscetiveis a infeccbes agudas (GREENE; APPEL, 2006;
MCCAW,; HOSKINS, 2006) ou apresentam maior risco de sofrerem lesdes nao
acidentais (MUNRO; THRUSFIELD, 2001a; DE SIQUEIRA et al., 2012), resultando
na menor média de idade do grupo A, composto por estes animais.

O peso e as dimensbes das adrenais encontrados neste estudo sao
compativeis com as meédias descritas na literatura para a espécie canina (BAKER,
1937; GROOTERS; BILLER; MERRYMAN, 1995). Entretanto, diferente dos achados
de Baker (1937), ndo houve diferenca significativa entre os sexos em relacdo ao
peso ou as dimensdes das adrenais.

Conforme apresentado na tabela 5, houve diferenca significativa entre os

grupos A e B em relagdo ao peso e espessura das adrenais. Porém, 0os animais do
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grupo B apresentaram maior média de peso corpoéreo (22,8 kg) em relagcédo ao grupo
A (13,1 kg) e, ainda que a diferenca n&o fosse significativa, o valor de p se mostrou
bastante limitrofe (p = 0,0586) para esta comparacdo. Desta forma, uma vez que
houve correlacdo entre o peso e as dimensdes das adrenais e 0 peso corporeo dos
animais, estes achados podem ndo estar relacionados, necessariamente, a
presenca ou a auséncia de doencas crénicas. Mesmo quando os animais foram
divididos com base nas faixas de peso corpéreo, houve diferenca significativa
apenas em relacdo ao peso das adrenais nas duas faixas de peso corporeo, e em
relacdo ao comprimento AD e espessura AE na faixa acima de 10 kg.

O grupo B também apresentou maior frequéncia de hiperplasia adrenocortical,
e as glandulas hiperplasicas apresentaram significativamente maior peso,
comprimento, largura e espessura do que as glandulas sem hiperplasia, a
semelhanca do encontrado por estudos ultrassonograficos em adrenais de caes
(GROOTERS; BILLER; MERRYMAN, 1995; CHOI; KIM; YOON, 2011).

Desta forma, tendo em vista a analise da relacdo entre as caracteristicas
morfométricas das adrenais e sua relacdo com os periodos de estresse sofridos pelo
animal, é importante ressaltar que, apesar de haver estudos descrevendo alteracdes
no tamanho das adrenais em relacdo a periodos de estresse agudo ou crénico em
ratos (DUMM; LAKEN; RALLI, 1955; SELYE, 1956; ULRICH-LAI et al., 2006), os
cées submetidos a necropsias de rotina ndo provém de um ambiente controlado, e
apresentam uma grande variedade de idades, racas e pesos corpéreos, que
influenciam fortemente o peso e as dimensdes das adrenais, conforme refor¢cado
pelo presente estudo. Consequentemente, € necesséaria cautela na descricdo de
alteracdes morfométricas nas adrenais de caes na tentativa de correlaciona-las com
0 estresse agudo ou cronico sofrido pelo animal antes do 6bito.

A necrose observada na zona reticulada das adrenais € compativel com os
achados em humanos com hipotensdo (KUHAJDA; HUTCHINS, 1979). A necrose
coagulativa nas adrenais pode ser resultado da exposicdo celular prolongada a
hipoxia, devido ao desequilibrio entre a concentracdo reduzida de oxigénio na
circulacdo sanguinea e a demanda aumentada por oxigénio pelas células adrenais
em situacbes de estresse (KUHAJDA; HUTCHINS, 1979). Esta hipotese é
compativel com a localizacdo da necrose coagulativa observada nas adrenais, uma
vez que a zona reticulada é a ultima a receber sangue oxigenado, devido a

vascularizacdo e circulagdo sanguinea tipicas destas glandulas (BASSETT; WEST,
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1997; ROSOL et al.,, 2001). A maior parte dos animais com necrose também
apresentaram doencas cardiovasculares croénicas (69%), que podem resultar em
hipoxia tecidual sistémica (WARE, 2007).

Apenas dois animais do grupo A apresentaram necrose em adrenal, sendo
um caso de intoxicacdo exbdgena por carbamatos e um caso de asfixia por
afogamento, sendo as duas condicbes comumente caracterizadas por hipoxia
tecidual (RISHER; MINK; STARA, 1987; DIMAIO; DIMAIO, 2001).

A necrose coagulativa observada neste estudo difere das lesGes encontradas
em adrenais expostas a substancias quimicas exdgenas (SZABO; LIPPE, 1989),
septicemia ou altos niveis de horménio adrenocorticotréfico (RAO, 1995), uma vez
gue a necrose observada se encontrava especificamente na regido corticomedular e
o infiltrado inflamatério associado era discreto, composto principalmente por
macréfagos e sem hemorragia associada.

As células necréticas foram frequentemente substituidas por fibras colagenas
nas adrenais, resultando em fibrose da zona reticulada, o que também foi observado
em humanos com hipotensdo (KUHAJDA; HUTCHINS, 1979). Estudos relacionados
ao estresse térmico em ratos também descreveram a inducdo de fibrose nas
adrenais (KOKO et al., 2004), porém, com um padrdo mais difuso, ao invés da
localizacdo especifica na regido corticomedular observada neste estudo.

Os animais do grupo A ndo apresentaram fibrose em adrenais, reforcando a
hipétese de que este achado estd associado a presenca de doencas crbnicas,
especialmente de origem cardiaca, uma vez que os achados de necrose e fibrose
em adrenais estiveram frequentemente associados a ocorréncia de alteracdes
cardiacas cronicas neste estudo. A maior frequéncia e gravidade da fibrose nas
adrenais de caes com alteracbes cardiacas crbnicas podem estar associadas ao
periodo prolongado de congestdo e hipOxia sistémicas causadas por estas
condicdes, as quais podem persistir por anos na forma subclinica (WARE, 2007).

Focos de congestéo nas adrenais foram visualizados com maior gravidade no
grupo A, o qual incluia animais que vieram a Obito em decorréncia de choque
anafildtico ou intoxicagcdo por carbamatos, casos que sdo frequentemente
caracterizados por vasodilatacdo em multiplos érgdos (RISHER; MINK; STARA,
1987; MORANVILLE; MIEURE; SANTAYANA, 2011).

A hemorragia cortical adrenal pode ser observada como parte da fase de

exaustao na resposta ao estresse, tanto em animais silvestres que vém a 6bito apos
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a captura ou cavalos que morrem apés exercicio excessivo (CAPEN, 2007). Neste
estudo, focos de hemorragia adrenal foram observados apenas em dois cdes que
morreram por trauma, dois por eutanasia, um por choque cardiogénico e um por
insuficiéncia respiratoria, e tais hemorragias estavam frequentemente associadas a
nédulos corticais hiperplasicos. Endotoxemia e septicemia também podem causar
hemorragia em cortex adrenal (RAO, 1995; POLITO et al., 2010); neste estudo,
contudo, ndo foram observados focos de hemorragia ou siderofagos nas adrenais de
cdes que morreram por sepse. E interessante ressaltar que os achados de
hemorragia entre os grupos A e B mostraram valor de p = 1,000; desta forma,
apesar da hemorragia adrenal ser comumente associada a situacdes de estresse
em ratos, em decorréncia dos estudos originais de Hans Selye (1956), ndo é
recomendada a utilizacdo deste achado na espécie canina como parametro de
indicacdo do estresse sofrido pelo animal.

A hiperplasia nodular adrenocortical é visualizada com frequéncia de maneira
espontanea em caes com idades avancadas (CAPEN, 2007). O grupo B apresentou
maior ocorréncia de nédulos hiperplasicos adrenocorticais e, ainda que a diferenca
ndo tenha sido significativa, este grupo também apresentou maior média de idade
(10,4 anos). Nenhum dos animais apresentou historico ou sinais de sindrome de
Cushing, exceto por um Rottweiller com hipercortisolismo iatrogénico e atrofia do
cortex adrenal. Nao foram constatadas neoplasias de hipofise em nenhum dos caes
amostrados, o que reforca a ocorréncia dos nodulos hiperplasicos adrenocorticais
devido a idade avancada dos animais. A média da espessura das adrenais com
hiperplasia em relagdo as adrenais nao hiperplasicas corrobora os estudos
ultrassonograficos de Grooters et al. (1995) e Choi et. al (2011), os quais indicam
que o limite de espessura normal da adrenal de 0,75 cm proposto por Barthez et al.
(1995) seria muito elevado, podendo omitir o diagndstico de caes com hiperplasia
cortical adrenal (GROOTERS; BILLER; MERRYMAN, 1995; CHOI; KIM; YOON,
2011).

Areas de deplecdo vacuolar cortical nas adrenais sdo observadas em
situacdes de recuperagao de estresse intenso, indicando alto metabolismo de
cortisol (LACK, 2007). Em humanos, a deplecdo vacuolar é um achado frequente em
casos de septicemia, porém de forma difusa (POLITO et al., 2010). Neste estudo, a
deplecdo vacuolar foi observada com distribuicdo focal ou multifocal, e apesar de

nao haver diferenga significativa na ocorréncia entre os grupos, este achado era
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geralmente mais exuberante no grupo B, principalmente em animais com alteracdes
cardiacas cronicas, conforme ilustrado pela figura 2.

As células inflamatorias observadas nas adrenais podem refletir a inflamacéo
em outros tecidos, como nas inflamacfes sistémicas ou retroperitoneais (LACK,
2007), enquanto os precursores hematopoiéticos podem ser vistos de maneira
espontanea nas adrenais, caracterizando um quadro de hematopoiese extramedular
(ROSOL et al., 2001). Nao foi observado infiltrado inflamatério no grupo A, o que é
compativel com o fato de que esses animais eram previamente saudaveis ao 6bito
ou apresentavam doencas agudas nao sistémicas e n&o localizadas em regiao
retroperitoneal. Em relacdo ao infiltrado de precursores hematopoiéticos, apesar
deste também n&o ter sido observado nos animais do grupo A, a diferenca nao foi
significativa, uma vez que este achado também foi pouco frequente no grupo B, e
geralmente associado a hematopoiese extramedular visualizada em outros 6rgaos,

como o baco.

3.5. CONCLUSAO

As caracteristicas morfométricas das adrenais dos caes apresentaram maior
influéncia pelo peso corporeo do animal e pela presenca ou auséncia de hiperplasia
cortical do que pela associacdo com doencas prévias ou pelo periodo de
sobrevivéncia. Nao é recomendado, portanto, que as informacdes referentes ao
peso ou dimensdes das adrenais de cdes a necropsia sejam utilizados isoladamente
como parametros para indicacéo de relacdo com situacdes de estresse prévias ao
Obito, devido a marcante variedade de ragas e portes nesta espécie. Seriam
necessarios, portanto, estudos futuros com cada raca, faixa etéria e faixa de peso
corporeo de cades para deteccdo de possiveis alteracbes sutis na morfometria
adrenal em relacéo ao estresse sofrido em vida pelo animal.

Em relagdo aos achados histopatologicos, cdes previamente saudaveis que
sofreram morte sUbita ou que vieram a Obito por doencas agudas apresentaram
congestao adrenal severa com maior frequéncia, enquanto 0s animais que morreram

em decorréncia de complicacdes de doencas crénicas exibiram maior ocorréncia de
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hiperplasia adrenocortical. A fibrose em regido corticomedular e os infiltrados
inflamatorios foram observados somente em animais com doencgas crénicas.

Os cédes que vém a o6bito em decorréncia de alteracbes cardiacas crénicas
sdao frequentemente identificados pelo proprietario como animais previamente
saudaveis com morte subita; porém, apesar desta condicdo cardiaca poder ser
clinicamente silenciosa por anos, as adrenais destes animais apresentaram
alteracdes histopatolégicas significativas marcantes, como necrose, fibrose e
deplecao vacuolar cortical.

Estes achados podem auxiliar as conclusbes da necropsia, sendo
especialmente relevantes em casos médico-legais, nos quais todos os achados
possiveis devem ser relatados e analisados a fim de se prover um diagndstico

preciso, seguro e inequivoco.
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4 EFEITOS DO ESTRESSE CAUSADO POR DOENCAS CRONICAS NA
PROLIFERACAO E NA APOPTOSE DE CELULAS DO CORTEX ADRENAL
DE CAES: ANALISE IMUNOISTOQUIMICA DA EXPRESSAO DE PCNA,
BAX E BCL-2

4.1. INTRODUCAO

As glandulas adrenais respondem a situagbes de estresse sofridas pelo
organismo através da ativacao do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA) e do eixo
simpaticoadrenomedular (SAM) (AXELROD; REISINE, 1984). As respostas das
adrenais ao estresse podem ser ndo so6 funcionais, com a liberagdo de horménios
como o cortisol, ou das catecolaminas noradrenalina e adrenalina, como também
podem envolver alteracdes estruturais e morfoldgicas, como hiperplasia das células
corticais ou apoptose (BOZZO et al.,, 2006; ULRICH-LAI et al., 2006; ARPITA
SARKAR, MANJARI CHATTERJEE, 2014; PATRA; RATH; DUTTA, 2015).

Ha estudos sobre os efeitos do estresse sobre a proliferacdo e a morte celular
programada no cortex adrenal em humanos com depressao que cometeram suicidio
(WILLENBERG et al., 1998; ARPITA SARKAR, MANJARI CHATTERJEE, 2014;
PATRA; RATH; DUTTA, 2015) ou em ratos que sofreram imobilizacdo prolongada
(BOZZO et al., 2006; ULRICH-LAI et al., 2006).

O estresse sobre o0 organismo pode ser gerado ndao sO por fontes externas,
mas também por doencas crénicas (KUHAJDA; HUTCHINS, 1979; SWAIN; MARIC,
1995; SWAIN, 2000; YU et al.,, 2012). O aumento da liberacdo do horménio
adrenocorticotréfico (ACTH), que resulta em uma maior producédo e liberacdo de
cortisol pelas células fasciculadas do cortex adrenal, também leva a hipertrofia e
hiperplasia destas células, principalmente se o estimulo for prolongado (ULRICH-LAI
et al., 2006; ARPITA SARKAR, MANJARI CHATTERJEE, 2014; PATRA; RATH,;
DUTTA, 2015). Por outro lado, algumas condi¢cdes patologicas, como doencas
inflamatorias, hipotensdo e hipdxia, podem levar & estimulagdo de apoptose nas
células do cortex adrenal (WILLENBERG et al., 1998; BOZZO et al., 2006; YU et al.,
2012).
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A manutencdo normal da populacdo celular do cértex adrenal é representada
pelo balango entre a proliferacdo e a morte celular. Dentre as teorias de
remodelamento tecidual adrenal, a teoria da migracéo € a que atualmente apresenta
maior aceitacdo cientifica (WOLKERSDORFER; BORNSTEIN, 1998). Nesta teoria,
as células da zona glomerulosa dao origem as células das demais zonas corticais
conforme migram em direcdo a zona reticulada. Todas as camadas do cortex
adrenal, porém, podem sofrer apoptose e hiperplasia de maneira independente
(WOLKERSDORFER et al., 1996; WOLKERSDORFER; BORNSTEIN, 1998).

O estudo de proliferacdo e apoptose celulares em cortes histoldgicos pode ser
realizado através da avaliacdo de marcadores imunoistoquimicos, como PCNA e
BAX e Bcl-2, respectivamente (FOGT et al., 1998, HOETELMANS et al., 2000;
MADEWELL, 2001; BERNINI et al., 2002; BOZZO et al., 2006).

O antigeno nuclear de proliferagédo celular (PCNA) esta envolvido na sintese e
no reparo de DNA durante a proliferacéo celular, sendo detectado desde a fase G1
até a transicdo G2 a M, atingindo seu pico na fase S do ciclo celular (MADEWELL,
2001). A proteina Bcl-2, por sua vez, € inibidora de apoptose, conferindo resisténcia
celular a morte programada (HOCKENBERY et al., 1993; YANG; KORSMEYER,
1996), e sua imunorreatividade é observada no tecido cortical adrenal normal (FOGT
et al., 1998). A proteina BAX, homdloga a Bcl-2, é considerada pré-apoptética, uma
vez que inibe a funcao anti-apoptotica de Bcl-2 (OLTVAI; MILLIMAN; KORSMEYER,
1993).

O objetivo deste estudo € avaliar, através da marcagéo imunoistoquimica por
PCNA, BAX e Bcl-2, a proliferacdo celular e a apoptose em cortex de adrenais de
caes que sofreram estresse prolongado gerado pela presenca de doencas cronicas,
em comparacdo a caes que sofreram estresse agudo, sendo previamente saudaveis
ao Obito ou acometidos por doencas agudas, a fim de se analisar o efeito do
estresse causado por doengas cronicas sobre a populagdo celular cortical das

glandulas adrenais de caes.
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4.2. MATERIAIS E METODOS

4.2.1. Animais e amostras

Foram colhidas as adrenais de 44 caes submetidos a necropsia de rotina no
Servico de Patologia Animal da FMVZ-USP entre 2013 e 2014, avaliadas
previamente por exame histopatoldgico com coloracdo por hematoxilina e eosina.
Para a marcacdo imunoistoquimica, foram priorizadas as adrenais direitas dos
animais para amostragem, uma vez que as neoplasias adrenais, quando presentes,
eram frequentemente observadas nas glandulas esquerdas.

Os cées amostrados eram compostos por 26 machos (59,1%) e 18 fémeas
(40,9%). Trinta e um dos cades possuiam raca definida (70,5%), enquanto 13 eram
sem raca definida (SRD) (29,5%). Em relacdo as faixas etarias, 10 caes
apresentaram idade menor ou igual a 3 anos (22,7%), 13 acima de 3 anos e menor
ou igual a 9 anos (29,5%) e 21 acima de 9 anos (47,7%).

Dos 44 cées, 15 sofreram estresse agudo prévio ao 6bito, sendo previamente
saudaveis ou acometidos por doencas agudas, enquanto 29 cdes vieram a 6bito em
decorréncia de complicacdes de doencas crbnicas. Os caes foram divididos em

grupo A e grupo B, respectivamente.

4.2.2. Marcag¢des imunoistoquimicas

Os blocos de parafina das 44 adrenais selecionadas foram seccionados em
micrétomo Leica® (Leica Biosystems, lllinois, EUA) gerando cortes de 5pm de
espessura, os quais foram colocados sobre laminas silanizadas StarFrost Knittel® e
aquecidos em estufa a 60 °C por 2 a 3 horas. Os cortes foram desparafinados em
xilol e posteriormente reidratados em alcool com graduacgéo decrescente até a 4gua
destilada. A recuperacdo antigénica foi obtida através do aquecimento dos cortes

histoloégicos em solugéo de tampao citrato pH 6,0 por 30 min a 100 °C.
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Os cortes foram posteriormente submetidos ao bloqueio da peroxidase
enddgena com solugéo de peroxido de hidrogénio a 5% em metanol por 30 minutos.
Para bloqueio das reacfes inespecificas, os cortes histolégicos foram imersos em
solucdo de leite desnatado (Molico®) 5% por 25 minutos. As laminas foram entéo
incubadas com o0s seguintes anticorpos primarios: anticorpo monoclonal de coelho
para PCNA (1:100; Dako®, clone PC10) e anticorpos policlonais de coelho BAX
(1:100; Santa Cruz®, clone N-20) e Bcl-2 (1:100; Santa Cruz®, clone N-19) por 14
horas a 4 °C e posteriormente incubadas com o anticorpo secundario biotinilado e
complexo estreptavidina-HPR do kit LSAB® (Dako®), seguindo as instrucées do
fabricante. A revelacdo foi obtida por cromégeno vermelho (Vector NovaRed®),
seguindo as instrucdes do fabricante, e a contracoloracéo foi feita com hematoxilina.

Os controles positivos utilizados foram carcinoma mamario canino para PCNA
e intestino canino para BAX e Bcl-2, sendo também utilizados como controles
negativos por auséncia de incubacdo com o anticorpo primario.

Os cortes foram analisados em microscépio Nikon Eclipse® 80i (Nikon
Instruments Inc., Melville, NY, USA). As fotomicrografias foram obtidas com uso de
camera digital acoplada Nikon® DXM1200C (Nikon Corp., Tokyo, Japan) e software
de captura Nikon® ACT-1C (Nikon Instruments Inc., Melville, NY, USA).

4.2.3. Avaliacdes imunoistoquimicas

A expressdo de BAX e Bcl-2 foi analisada de forma qualitativa e semi-
quantitativa em 10 campos de aumento de 400x para cada adrenal. A analise
qualitativa foi baseada na intensidade da marcagdo citoplasmética, sendo
classificada em: 0, sem marcacao; 1, marcacao fraca; 2, marcacado moderada; 3,
marcacao intensa. A analise semi-quantitativa baseou-se na porcentagem de células
marcadas positivamente, sendo: 0, nenhuma célula marcada; 1, <25% das células
marcadas; 2, 25 a 50% das células marcadas; 3, 50 a 75% das células marcadas; 4,
acima de 75% das células marcadas (STREFEZZI; KLEEB; XAVIER, 2012).

A expressao de PCNA foi avaliada de forma guantitativa, com contagem dos
ndcleos marcados independente da intensidade de marcacao. Para tanto, foram

obtidas fotomicrografias de cinco campos de maior aumento (400x) das adrenais
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marcadas, sendo selecionados aqueles campos com maior expressao do antigeno
(“hot spots”) em cortex adrenal. A contagem dos nucleos marcados e negativos foi
realizada com o software ImageJ versao FlJI (software de codigo aberto, Wisconsin,
EUA), sendo expressa em porcentagem de nucleos marcados em relacéo ao total de

nulcleos contados.

4.2.4. Analises estatisticas

As comparacfes entre 0s sexos e entre 0s grupos A e B, em relacdo a
porcentagem de marcacao nuclear por PCNA, foram realizadas pelo teste t néo-
pareado. O teste de Mann-Whitney foi utilizado para comparar os escores de
intensidade de marcacao por BAX e Bcl-2 entre os grupos A e B e entre os sexos. O
teste de Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn foi utilizado para a comparacéo entre
as diferentes faixas etarias, tanto em relacdo a porcentagem de marcacao nuclear
por PCNA, quanto aos escores de intensidade de marcacgéo por BAX e Bcl-2.

Para todas as analises, apenas valores de p menores que 0,05 foram
considerados significativos. As analises estatisticas foram realizadas no software
analitico GraphPad Prism® versdo 6 (San Diego, Califérnia, EUA).

Os resultados sdo apresentados como meédia + desvio padrdo para as
analises de PCNA e mediana com valores maximos e minimos dos escores para as
andlises de BAX e Bcl-2.

4.3. RESULTADOS

As conclusbes das necropsias dos caes amostrados foram agrupadas de
acordo com a lesédo principal responsavel pelo 6bito do animal, tanto de forma direta,
como nas septicemias ou intoxicacdes exogenas, por exemplo, quanto de forma
indireta, no caso das eutanasias.

A tabela 8 apresenta a frequéncia das conclusfes das necropsias de acordo

com a divisdo entre os grupos A e B.
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Tabela 8 - Relacéo dos cées recebidos pelo Servico de Patologia Animal - FMVZ-USP utilizados para
coleta das adrenais, referente as causas de morte e diagnésticos morfolégicos principais

Conclusédo da necropsia NuUmero de animais

Grupo A

Reacéo anafilatica a vacina de raiva 4 (26,7)
Enterocolite infecciosa aguda 3(20,0)
Septicemia 2 (13,3)
Intoxicacdo exdégena (carbamatos) 2 (13,3)
Leséo cranioencefélica 2 (13,3)
Choque hipovolémico por trauma (mordedura) 1(6,7)
Asfixia por afogamento 1(6,7)
Grupo B

Alteracdes cardiacas crbnicas 19 (65,5)
Choque hipovolémico por ruptura de neoplasias 3(10,3)
Pneumonia crénica 2 (6,9)
Metastases disseminadas 2 (6,9)
Nefropatia crénica 1(3,4)
Calcificacdo metastatica (adenoma de paratireoide) 1(3,4)
Hipercortisolismo iatrogénico 1(3,4)

Fonte: (SALVAGNI, F.A., 2015)

Nota: o niumero de animais € representado pelo nimero absoluto seguido pela porcentagem entre
parénteses. O grupo A é composto por 15 animais que sofreram estresse agudo prévio ao
Obito; o grupo B, por 29 animais que vieram a 6bito em decorréncia de complicagGes de
doencas cronicas.

A marcacao por PCNA nas células do cortex adrenal é nuclear, conforme
demonstrado na figura 3. As porcentagens de marcacdo de ndcleos em cortex
adrenal por PCNA em relacdo aos dois grupos estudados, aos sexos e as diferentes
faixas etarias encontram-se representadas na tabela 9.

Foi observada marcacdo por PCNA mais frequente em zonas glomerulosa e
fasciculada, e menos frequente em zona reticulada. A regido medular nao
apresentou marcagao nuclear para PCNA. Nao foi observada marcacdo mais
frequente em nodulos hiperplasicos. Nao houve diferenca significativa na
porcentagem de nucleos em proliferacdo nas comparacfes realizadas entre 0s

diferentes grupos.
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Figura 3 - Fotomicrografias de marcagéo imunoistoquimica nuclear por PCNA em coértex adrenal de
céo

Q\‘

e e \‘F\i“" Yoo

Fonte: (SALVAGNI, F.A., 2015)

Legenda: Marcacéo imunoistoquimica nuclear por PCNA. A: Cértex adrenal de cdo (animal n°
31). B: Carcinoma mamario de cao, controle positivo. C: Carcinoma mamario de cao,
controle negativo. Contracoloracdo com hematoxilina. Barra = 50 pm.
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Tabela 9 - Porcentagem de marcagdo imunoistoquimica nuclear para PCNA em cértex adrenal de
cdes submetidos a necropsia em relacdo aos grupos A e B, sexo e idade

Parémetros Porcentagem de nucleos marcados (%)
Sexo'
Macho 38,8+18,7
Fémea 37,5£23,9
Faixa etaria’
<3 anos 30,4+19,2
>3 anos e <9 anos 37,1+26,6
> 9 anos 42,6£21,0
Grupos'
Grupo A 38,0£25,9
Grupo B 38,1+£19,9

Fonte: (SALVAGNI, F.A., 2015)

Nota: valores representados como média * desvio padréo. O grupo A é composto por 15 animais que
sofreram estresse agudo prévio ao 6bito; o grupo B, por 29 animais que vieram a 6bito em
decorréncia de complicacdes de doencas cronicas. ' Teste t ndo pareado para comparagoes
entre o sexo (p=0,8662) e entre os grupos A e B (p=0,9938). * Teste de Kruskal-Wallis com
pos-teste de Dunn para comparagfes entre as faixas etarias (p=0,4696).

A marcacdo para BAX mostrou-se mais intensa na zona fasciculada e,
ocasionalmente, em zona reticulada e proximo a nddulos hiperplasicos (Figura 4).
Por outro lado, a zona glomerulosa apresentou marcagao mais intensa para Bcl-2,

assim como ocasionais nédulos hiperplasicos, quando presentes (Figura 5).
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Figura 4 - Fotomicrografias de marcacéo imunoistoquimica citoplasmatica por BAX em cortex adrenal

de cdo

Legenda: Marcacao imunoistoquimica citoplasmatica por BAX. A: cértex adrenal de cédo (animal
n° 43). Marcagao fraca (escore 1). B: cortex adrenal de cdo (animal n° 41). Marcagao
moderada (escore 2). C: cértex adrenal de cdo (animal n® 10). Marcacdo intensa
(escore 3). D: cortex adrenal de céo (animal n° 2). Marcacgédo intensa em células (setas)
presentes na periferia de nédulo hiperplasico cortical (asterisco). Co: cortex normal. E:
intestino delgado de cdo, criptas. Controle positivo. F: intestino delgado de céo, criptas.
Controle negativo. Contracoloragdo com hematoxilina. Barra = 50 pum.



60

Figura 5 - Fotomicrografias de marcacgéo imunoistoguimica citoplasmética por Bcl-2 em cortex adrenal
de céo

Legenda: Marcacao imunoistoquimica citoplasmatica por Bcl-2. A: cortex adrenal de cdo (animal
n°® 34). Marcacéao fraca (escore 1). B: cortex adrenal de cédo (animal n° 42). Marcagdo
moderada (escore 2). C: cértex adrenal de cdo (animal n® 10). Marcacdo intensa
(escore 3), principalmente em zona glomerulosa. D: cértex adrenal de céo (animal n°
40). Marcacéo intensa em células presentes em nédulo hiperplasico cortical (seta). E:
intestino delgado de céo, vilosidades. Controle positivo. F: intestino delgado de céo,
vilosidades. Controle negativo. Contracoloragdo com hematoxilina. Barra = 50 pum.
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Os escores de marcacdo para BAX e Bcl-2 em relacdo a analise semi-
guantitativa entre os grupos estudados, entre os sexos e entre as diferentes faixas
etarias encontram-se representados como mediana e valores maximos e minimos no
grafico 6. Nao houve diferenca significativa nos escores de BAX e Bcl-2 nas
comparacoes realizadas entre os diferentes grupos.

Em relacdo a analise qualitativa para ambos os anticorpos, todas as amostras
apresentaram marcacao de mais de 75% das células corticais (escore 4), enquanto
a regido medular das amostras mostrou marcacdo nula ou pouco frequente, com

escore variando entre 0 a 1.

Gréfico 6 - Mediana dos escores de marcacao para BAX e Bcl-2 em relagao a analise semi-
guantitativa entre os grupos A e B, entre 0s sexos e entre as diferentes faixas etarias
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Fonte: (SALVAGNI, F.A., 2015)
Legenda: As barras representam as medianas, com valores maximos e minimos dos escores.

Teste de Mann-Whitney para as comparagfes entre 0os grupos A e B e entre os sexos,
e teste de Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn para as comparacdes entre as
diferentes faixas etarias, com valor de p>0,05 para todas as comparacgdes. O grupo A é
composto por 15 animais que sofreram estresse agudo prévio ao 6bito; o grupo B, por
29 animais que vieram a Obito em decorréncia de complica¢gbes de doencas crdnicas.
As fémeas sao compostas por 18 animais, enquanto os machos, por 26. Dez dos cédes
apresentaram idade menor ou igual a 3 anos, 13 entre 3 a 9 anos e 21 acima de 9
anos.
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4.4. DISCUSSAO

Este estudo se propds a avaliar os efeitos da presenca de doencas cronicas
sobre a proliferagdo celular e apoptose das células corticais adrenais de caes
através da andlise da marcacao imunoistoquimica por PCNA, BAX e Bcl-2.

Neste estudo, a marcacdo imunoistoquimica para PCNA, um marcador de
atividade proliferativa celular, foi observada em maior intensidade nas regifes
glomerulosa e fasciculada do cortex adrenal, compativel com a manuten¢do normal
da populacdo celular da glandula (WOLKERSDORFER et al., 1996). Ndo houve
diferenca significativa, porém, entre o percentual de células corticais em proliferacéo
entre 0s grupos A e B, assim como entre os sexos e as diferentes faixas etarias.
Enquanto ha estudos que demonstram a ag¢do do estresse prolongado sobre a
estrutura do cortex adrenal, por meio de hipertrofia e hiperplasia celulares, tais
estudos sdo frequentemente realizados em ratos de laboratério, os quais
apresentam pouca variacao individual e sdo submetidos as mesmas condi¢cdes
guanto ao estimulo estressor (ULRICH-LAI et al., 2006). Com os atuais resultados, o
indice de proliferagdo do cortex adrenal ndo apresentou potencial de utilizagcdo como
parametro de estudo dos efeitos do estresse por doencas crbnicas sobre as
adrenais de céaes.

A marcacdo imunoistoquimica para BAX e Bcl-2, marcadores pro e
antiapoptoticos, respectivamente, também ndo apresentou diferencas significativas
entre os dois grupos, entre os sexos e entre as diferentes faixas etarias. Apesar do
grupo de caes com até 3 anos de idade apresentar mediana de escore de
intensidade de marcacdo para Bcl-2 ligeiramente maior (mediana 2,5) que o0s
animais acima de 3 anos de idade (mediana 2), tal diferenca também néo se
mostrou significativa.

A marcacao mais intensa para BAX foi visualizada na zona fasciculada e,
ocasionalmente, em zona reticulada e em regifes préximas a ndédulos hiperplasicos,
enquanto a marcacdo para Bcl-2 pb6de ser vista com maior intensidade na zona
glomerulosa e, ocasionalmente, de maneira difusa em nddulos hiperplasicos. Estas
localizacOes relacionadas as marcacdes por BAX e Bcl-2 nas diferentes zonas do
cortex adrenal sdo compativeis com estudos anteriores referentes a manutencéo da
populacional celular adrenal (WOLKERSDORFER et al., 1996; WOLKERSDORFER;
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BORNSTEIN, 1998). As marcacdes destas proteinas em relagdo aos nddulos
hiperplasicos sdo compativeis com o estado proliferativo destas células, enquanto as
células localizadas na periferia de ndédulos em crescimento podem sofrer ativacao da
apoptose em decorréncia da compressao celular e da insuficiéncia de oxigénio e
nutrientes (THOMPSON, 1995; QUAN et al., 2014).

A auséncia de relacdo significativa entre os indices de apoptose nas adrenais
quando realizada a comparacédo entre os diferentes grupos reduz o potencial destes
marcadores para estudo dos efeitos do estresse por doencas cronicas sobre as

adrenais de cédes, a semelhanca da marcacdo por PCNA.

4.5. CONCLUSAO

A marcacao imunoistoquimica por PCNA, BAX e Bcl-2 no cortex da adrenal
de cdaes foi positiva e resultou em marcacdes bem definidas e facilmente detectaveis
tanto no nucleo da célula, como no caso do PCNA, quanto no citoplasma, no caso
dos anticorpos BAX e Bcl-2. Desta forma, indica-se como sugestdao o uso destes
anticorpos em estudos com adrenais de caes com o0 objetivo de analisar a
manutencdo da populacdo normal da glandula e a resposta celular na presenca de
nodulos corticais hiperplasicos e neoplasias adrenocorticais. Os indices de
proliferacdo e apoptose das células do cortex adrenal dos cédes ndo apresentaram,
porém, correlacdo com os efeitos do estresse por doencas crbnicas sobre as
adrenais. Ha a possibilidade de que tais alteracdes possam ser mais sutis, sendo
recomendados estudos futuros em populacées homogéneas de cdes submetidos as
mesmas condi¢cdes estressoras para detec¢do de possiveis alteragdes na populacao
celular adrenal em resposta as condi¢cdes patoldgicas sistémicas agudas ou

cronicas.
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5 QUANTIFICACAO DAS CONCENTRACOES DE ADRENALINA E
NORADRENALINA NA MEDULA ADRENAL DE CAES POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA COM DETECCAO
ELETROQUIMICA (CLAE-DE): RELACAO COM O SEXO, IDADE E CAUSA
DE MORTE DOS ANIMAIS

5.1. INTRODUCAO

A morte é um processo gradativo envolvendo a parada das fungdes cardiaca,
respiratoria e nervosa (FRANCA, 2008). O estresse causado pelas condicbes
criticas que levam a morte do organismo pode ser gerado pelo desconforto fisico da
dor intensa, por ansiedade na iminéncia da morte ou pela faléncia dos 6rgaos e
sistemas que resultam na deterioracdo das funcdes corporais, levando ao
comprometimento irreversivel da homeostase e eventualmente ao 6bito (ERKUT et
al., 2004). A resposta ao estresse gerado pela iminéncia do 6bito apresenta um
componente fisico muito mais intenso do que a porcdo psicolégica, ndo sendo
afetado pelo estado de consciéncia do individuo (ERKUT et al., 2004).

Em necropsias com potencial juridico, denominadas necropsias medico-
legais, sdo recomendadas investigacdes sistematicas, a fim de se analisar a causa e
0 processo da morte de maneira objetiva e precisa, especialmente em casos de
morte subita inesperada ou com suspeita de acdo criminosa (ZHU et al., 2007;
FRANCA, 2008; DE SIQUEIRA et al., 2012, 2015; LANG; LINNET, 2013; SALVAGNI
et al.,, 2014). Além do exame necroscopico em si, ha uma série de exames
complementares que podem auxiliar na investigacdo medico-legal referente a causa
de morte de um individuo, e as andlises de marcadores bioquimicos, como as
catecolaminas, podem ser (teis para a investigacdo das diversas respostas
referentes ao estresse desencadeado pelo processo de morte (HIRVONEN;
HUTTUNEN, 1996; GOLDSTEIN, 2003; WILKE et al., 2007; ZHU et al., 2007).

A ativagdo do hipotalamo em determinadas circunstancias, como no medo ou
na dor intensa, resulta na estimulacdo do sistema nervoso simpatico, gerando uma
descarga em massa de neurotransmissores e culminando em uma reacao

disseminada pelo organismo, conhecida como reagao de luta ou fuga, resposta de
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alarme ou resposta ao estresse (SELYE, 1956; AXELROD; REISINE, 1984;
GOLDSTEIN, 2003; GUYTON; HALL, 2006).

A adrenalina (ADR) e a noradrenalina (NOR) sédo catecolaminas envolvidas
na resposta ao estresse, sendo sintetizadas pela medula adrenal e, no caso da
NOR, também pelos nervos simpaticos (ALOUSI; WEINER, 1966; WEINER, 1970;
BLASCHKO; SAYERS, 1975). Na presen¢ca do estimulo dos nervos simpéticos
presentes na medula adrenal, estas catecolaminas sdo liberadas em grande
quantidade na circulacdo sanguinea, na proporcao aproximada de 80% de ADR e
20% de NOR em humanos (BLASCHKO; SAYERS, 1975; GUYTON; HALL, 2006) e
85-90% de ADR e 10-15% de NOR em caes (BLASCHKO; SAYERS, 1975). A ADR
e a NOR circulantes apresentam efeitos similares a estimulacdo direta pelos nervos
simpaticos nos orgaos, porém, seus efeitos sdo muito mais prolongados, devido a
sua remocdo sanguinea ser mais lenta, em torno de 2 a 4 minutos (GUYTON; HALL,
2006). A NOR circulante ativa principalmente os receptores alfa nos tecidos,
causando vasoconstricdo, estimulacdo cardiaca, relaxamento intestinal e midriase,
dentre outros. A ADR, por sua vez, ativa 0s receptores alfa e beta similarmente,
causando maior estimulagdo cardiaca, menor vasoconstricdo e maior aumento na
taxa metabdlica dos tecidos do que a NOR (GOLDSTEIN, 2003; GUYTON; HALL,
2006).

Os niveis plasmaticos de ADR e NOR refletem a secrecdo pela medula
adrenal e, embora existam diversos trabalhos relacionados a quantificacdo
plasmatica de ADR e NOR em relacdo a causa de morte ou a demais situacdes de
estresse em humanos ou em modelos animais (TOSO et al., 1993; HIRVONEN,;
HUTTUNEN, 1996; BEERDA et al., 1999; LUCOT et al., 2005; WILKE et al., 2007;
ZHU et al., 2007), a obtencédo de quantidades significativas de soro no sangue apos
a morte é dificultada pela coagulacdo disseminada. Na rotina de necropsia de
pequenos animais, a possibilidade de coleta de sangue no pdés-morte imediato é
rara. Ademais, as concentracdes plasmaticas de ADR e NOR no sangue sdo muito
menores do que na medula adrenal, havendo ainda a degradacdo rapida das
catecolaminas plasmaticas apés a morte (YOSHIMOTO; IRIZAWA; KOMURA, 1993;
HIRVONEN; HUTTUNEN, 1996; ZHU et al., 2007). Outra possibilidade de estudo
das concentracdes de catecolaminas apdés a morte € pela urina (TORMEY;
CARNEY; FITZGERALD, 1999; LANG; LINNET, 2013), método também utilizado na
deteccdo de feocromocitomas em pacientes vivos (GERLO; SEVENS, 1994; SAWKA
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et al., 2003; SALESOQV et al., 2015). Em cadaveres, porém, ndo € incomum a bexiga
encontrar-se vazia, devido ao relaxamento da musculatura apés a morte (VANRELL,
2007; FRANCA, 2008). Ademais, Wilke e colaboradores (2007) ndo encontraram
relacdo da concentracdo de ADR e NOR na urina de humanos com a causa de
morte ou periodo de agonia.

Ha estudos com ratos submetidos a estresse por imobilizacdo, cujos
resultados demonstram aumento na concentracdo de ADR e NOR na medula
adrenal destes animais de acordo com o periodo de estresse (SANCHEZ et al.,
2004). Desta forma, a analise das medulas adrenais apresenta melhor potencial
para a determinagao das concentracdes de ADR e NOR em pequenos animais.

A deteccéo e quantificacao de catecolaminas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) com deteccdo eletroquimica (DE) € amplamente utilizada em
estudos de neuroendocrinologia, com base em matrizes de naturezas diversas,
como sangue, liquor e tecidos orgéanicos, como cérebro ou glandulas adrenais
(MULLER; UNSICKER, 1981; COOPER; WIGHTMAN; JORGENSON, 1994; HE et
al.,, 1997; RAGGI et al., 1999; PATEL et al., 2005; GU et al., 2008). A CLAE-DE é
considerada uma técnica simples, versatil, com alta sensibilidade e especificidade,
mesmo em matrizes complexas (CHENG; KUO, 1995; PATEL et al., 2005).

O objetivo deste trabalho, portanto, € quantificar as concentragdes de ADR e
NOR na medula adrenal de cdes por CLAE-DE, e avaliar as possiveis relacdes
destes marcadores com o0 sexo, a idade e a causa de morte dos animais

pesquisados.

5.2. MATERIAIS E METODOS

5.2.1. Animais

Foram amostrados 46 cdes submetidos a necropsia no Servico de Patologia
Animal (SPA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de
Séao Paulo (FMVZ-USP) entre 2013 e 2014. Este estudo foi aprovado pela Comisséo
de Etica no uso de animais da FMVZ-USP (protocolo nimero 2350/2011).
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Para fins de comparacédo entre 0os sexos e as diferentes idades dos animais
em relacdo a concentracdo de ADR e NOR na medula adrenal, os animais foram
divididos por sexo, sendo 27 machos e 19 fémeas, e também por faixa etaria, sendo
11 animais com até 3 anos de idade, 13 entre 3 a 9 anos e 22 acima de 9 anos. Os
animais também foram divididos de acordo com a causa de morte concluida pela

necropsia.

5.2.2. Amostras

Foram colhidas a necropsia 46 adrenais direitas e 39 adrenais esquerdas de
46 caes, apos descarte das glandulas com neoplasia ou autélise severa. Apos a
remocao do tecido adiposo adjacente, as glandulas foram alocadas em frascos

individuais e armazenadas a - 80 °C até o processamento.

5.2.3. Quantificacdo de adrenalina e noradrenalina em medula adrenal por
CLAE-DE

As medulas das adrenais amostradas foram separadas do restante da
glandula a fim de se reduzir a influéncia do cértex e da capsula conjuntiva na
concentracdo das catecolaminas pesquisadas. As medulas adrenais foram pesadas
individualmente em balanca analitica de precisdo 0,0001 g e posteriormente imersas
em acido perclérico 0,4 M (Sigma, St. Louis, Missouri, EUA) na quantidade de 1 ml
de acido para cada 100 mg de medula adrenal. As amostras foram homogeneizadas
por sonicacdo com uso de caneta sonicadora e mantidas em acido por 24 horas a 4
°C. Apoés este periodo, as amostras foram centrifugadas a 10.000 G por 20 minutos
a 4 °C. O sobrenadante foi recolhido e filtrado em filtro para seringa 13 mm, com
membrana em fluoreto de polivinilideno (PVDF) e poro 0,45 pum, ndo estéril, marca
GVS® (GVS S.P.A., Bologna, Itélia).

As amostras filtradas foram injetadas no cromatografo liquido de alta

eficiencia Shimadzu® (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdo) com detector
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eletroquimico Antec Decade® (Antec, Zoeterwoude, Holanda) composto de
degaseificador DGU 20A, bomba LC 20AD, injetor automatico SIL 20AC HT com
volume variavel entre 1 a 100 pl, integrador CBM 20A, e forno STD 20A. As
amostras foram injetadas em coluna Shim-pack® CLD-ODS C-18 (Shimadzu) com
dimensdes de 15 cm x 4,6 mm x 5 pL sob fluxo de fase mével de 1000 pL min-1. A
temperatura do forno foi constante em 40 °C. A detecc¢éo foi obtida por detector
eletroquimico Antec-Decade® com potencial de +0,8 mV. A identificacdo foi baseada
no tempo de retengéo.

A fase movel para o CLAE utilizada foi formada por tampéo citrato 0,02 M,
metanol 92/8 (v/v), 0,12 nM EDTA sddico e 0,0556% de acido 1-heptanosulfénico
(HSA) (Sigma). O pH foi ajustado para 3,0 com acido ortofosforico (HsPO,4) (Sigma).
A fase movel foi filtrada em um sistema a vacuo e desareada por 15 minutos antes
de ser colocada no CLAE, circulando no sistema por 12 horas (overnight) para
equilibrio da coluna, que operou no fluxo de 1 ml por minuto.

Em relacbes aos padrbes, foi utilizado como padréo interno o DHBA (3,4
dihydroxybenzylamine hydrobromide, Sigma), por ter as mesmas caracteristicas
fisico-quimicas que as catecolaminas dosadas. Para o preparo das solucdes
padrdes das catecolaminas analisadas, foram utilizados padres com concentragdes
de 1 nM tanto de noradrenalina (bitartarato de norepinefrina, Sigma), quanto de
adrenalina (bitartarato de epinefrina, Sigma), ambos diluidos em acido cloridrico 0,1
M contendo 0,02% de metabissulfito de sodio (Na,S,0s) e estocados a - 80 °C por
até dois meses. No momento da andlise, os padrées foram descongelados e diluidos
de 2.500 a 10.000 vezes em &cido perclorico 0,4 M. A recuperacdo do método para
as duas catecolaminas dosadas se manteve acima de 80%.

As concentracdes de adrenalina e noradrenalina em todas as analises estao

representadas como micrograma de catecolamina por grama de medula adrenal.

5.2.4. Analises estatisticas

As comparacOes entre as adrenais direita e esquerda de um mesmo animal
em relacdo as concentracdes de ADR e NOR em medula adrenal foram realizadas

através do teste de Wilcoxon pareado. O teste de Mann-Whitney foi utilizado para as
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comparacdes referentes aos sexos, enquanto as comparacdes referentes as faixas
etarias e as diferentes causas de morte foram realizadas com o teste de Kruskal-
Wallis com pos-teste de Dunn.

As analises estatisticas foram realizadas no software analitico GraphPad
Prism® versdo 6 (San Diego, Califérnia, EUA), e apenas valores de p menores que
0,05 foram considerados significativos.

5.3. RESULTADOS

A distribuicdo dos 46 cdes amostrados de acordo com a causa de morte
estabelecida pela necropsia esta representada na tabela 10.

Tabela 10 - Distribuicdo dos 46 caes de acordo com a causa de morte concluida pela necropsia

Causa de morte Numero de animais
Insuficiéncia cardiaca / respiratoria 19 (41,3)
Eutanasia 11 (23,9)
Choque hipovolémico 5(10,9)
Choque anafilatico 4(8,7)
Septicemia 3(6,5)
Intoxicacdo exdégena 2(4,3)
Choque neurogénico 2(4,3)

Fonte: (SALVAGNI, F.A., 2015)

Nota: o nimero de animais esta representado pelo numero absoluto seguido pela porcentagem entre
parénteses.

N&do houve diferenca significativa entre as glandulas adrenais direita e
esquerda de um mesmo animal em relacéo as concentracdes de ADR (p = 0,3872) e
NOR (p = 0,1347) na medula adrenal. Dessa forma, todas as comparacoes
posteriores entre os grupos foram realizadas utilizando-se as médias de
concentracdo de adrenalina ou noradrenalina entre as adrenais direita e esquerda
de cada animal.

As médias de concentracdo de ADR e NOR na medula adrenal em relagéo ao
sexo e a faixa etéria dos animais amostrados encontram-se descritas na tabela 11 e

representadas nos graficos 7 e 8, respectivamente.
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Tabela 11 - Concentracéo de adrenalina e noradrenalina na medula adrenal de 46 cdes submetidos a

necropsia, de acordo com o sexo e a faixa etaria dos animais

Adrenalina Noradrenalina

Parametros Valor de Valor de
(Hg/g) P (Hg/g) P

Sexo'

Macho 417,7+372,4 " 170,4+167,5 "

Femea 155.2+127.1 0092 68,6+75,7 00130

Faixa etaria*

< 3 anos 147,4+132,1 63,6+60,1

> 3 anos e <9 anos 468,6+450,7 0,0539 211,5+217,1 0,1641

> 9 anos 310,7+277,7 118,3+110,1

Fonte: (SALVAGNI, F.A., 2015)

Nota: os valores estédo representados como média + desvio padrdo em microgramas de catecolamina
por grama de medula adrenal. " Teste de Mann-Whitney. * Teste de Kruskal-Wallis com pos-
teste de Dunn. * Diferenca significativa entre os grupos (p<0,05).

Gréfico 7 - Médias de concentragdo de adrenalina e noradrenalina na medula adrenal de 46 cées
submetidos a necropsia, de acordo com o sexo dos animais
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Fonte: (SALVAGNI, F.A., 2015)
Legenda: As barras representam as médias de concentragao de adrenalina ou noradrenalina com

seus respectivos desvios-padréo. Os valores estéo representados em microgramas de
catecolamina por grama de medula adrenal. Teste de Mann-Whitney, com valor de
p=0,0052 para as comparacOes referentes a adrenalina e p=0,0130 referentes a
noradrenalina.
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Gréfico 8 - Médias de concentragdo de adrenalina e noradrenalina na medula adrenal de 46 cées
submetidos a necropsia, de acordo com a faixa etaria dos animais
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Fonte: (SALVAGNI, F.A., 2015)

Legenda:

As barras representam as médias de concentragao de adrenalina ou noradrenalina com
seus respectivos desvios-padréo. Os valores estéo representados em microgramas de
catecolamina por grama de medula adrenal. Teste de Kruskal-Wallis com pos-teste de
Dunn, com valor de p=0,0539 para as comparagfes referentes a adrenalina e p=0,1641
para noradrenalina.

A tabela 12 e a figura 14 representam as médias de concentracdo de

adrenalina e noradrenalina na medula adrenal em relacdo as diferentes causas de

morte dos

animais.

Tabela 12 - Concentracdo de adrenalina e noradrenalina na medula adrenal de 46 cdes submetidos a

necropsia, de acordo com a causa de morte dos animais

Adrenalina Noradrenalina
Causa de morte
(g/g) (ug/g)

Eutanasia 473,9+522,4 169,3+210,0
Insuficiéncia cardiaca / respiratoria 279,9+238,2 113,7+138,2
Choque hipovolémico 215,5+237,8 118,3+134,7
Choque anafilatico 195,6+203,1 94,38+58,88
Septicemia 258,1+220,3 143,1+108,7
Intoxicacdo exdgena 246,0+167,9 107,8+121,1
Choque neurogénico 285,6+106,9 135,4+113,0

Fonte: (SALVAGNI, F.A., 2015)

Nota: os valores estédo representados como média + desvio padrdo em microgramas de catecolamina
por grama de medula adrenal. Teste de Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn para
determinacéo do valor de p para as comparacdes em relacdo a concentracdo de adrenalina
(p=0,9576) e noradrenalina (p=0,9743).
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Gréfico 9 - Médias de concentracdo de adrenalina e noradrenalina na medula adrenal de 46 cées
submetidos a necropsia, de acordo com a causa de morte dos animais
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Fonte: (SALVAGNI, F.A., 2015)

Legenda: As barras representam as médias de concentracdo de adrenalina ou noradrenalina com
seus respectivos desvios padrdo. Os valores estédo representados em microgramas de
catecolamina por grama de medula adrenal. Teste de Kruskal-Wallis com poés-teste de
Dunn, com valor de p=0,9576 para as comparages referentes a adrenalina e p=0,9743
para noradrenalina.

5.4. DISCUSSAO

Este estudo analisou as concentracfes de ADR e NOR na medula adrenal de
cées submetidos a necropsia, em relacdo ao sexo, faixa etaria e causas de morte
dos animais.

Houve diferenca significativa entre os sexos em relagdo as concentracdes de
ADR e NOR nas medulas adrenais dos cdes, com 0s machos apresentando médias
de concentracdo de ambas as catecolaminas maiores que o dobro das médias das
fémeas. A resposta mais exacerbada dos cdes machos frente a situacoes
estressantes, sendo estas fisicas ou mentais, pode ser comparada aquela
encontrada na espécie humana; ha estudos referentes a resposta de homens e
mulheres frente as mesmas situacdes de estresse, nas quais 0os homens geralmente
respondem com maiores concentracdes de ADR plasmatica do que as mulheres
(LUNDBERG, 2005). Os niveis basais de ADR plasmatica nas mulheres também

costumam ser menores aos dos homens (GONZALEZ-TRAPAGA et al.,, 2000).



73

Apesar da dificuldade em se obter niveis basais de horménios relacionados ao
estresse em animais, uma vez que a prépria colheita de material bioldgico € um
estimulo estressor (BEERDA et al.,, 1999), sdo necessarios estudos com niveis
basais de ADR e NOR plasmaticas em cées vivos para comparagao entre 0S sexos,
a fim de se aprofundar o conhecimento em relagcédo a esta resposta exacerbada de
sintese de ADR e NOR pelas adrenais de cdes machos frente ao estresse sofrido na
iminéncia do obito.

A maior resposta de alarme dos cdes machos no periodo imediatamente
anterior ao Obito também pode estar relacionada a um comportamento agressivo.
Existem numerosos estudos relacionando a testosterona e a agressdo em machos
de diversas espécies (KNOL; EGBERINK-ALINK, 1989; ARCHER, 1991; MULLER,;
WRANGHAM, 2004; FATJO et al., 2007). Nestes trabalhos, os machos dominantes
apresentam maiores niveis de testosterona do que os machos subordinados,
machos castrados ou fémeas, assim como maior expressdao de comportamento
agressivo. Neste estudo, 22 (81,5%) dos machos ndo eram castrados, o que pode
estar associado a resposta exacerbada destes animais frente ao estresse na
iminéncia do obito.

Em relacdo as diferentes faixas etarias, apesar dos animais entre 3 a 9 anos
de idade apresentarem mais que o triplo das médias de concentracdo de adrenalina
e noradrenalina do grupo de animais com até 3 anos de idade, a diferenca nao foi
estatisticamente significativa, com valor de p limitrofe (0,0539). Na faixa etaria entre
3 a 9 anos de idade havia maior propor¢do de machos (n=9) em relagédo as fémeas
(n=3), enquanto os animais com até 3 anos de idade apresentaram distribuicdo mais
homogénea entre os sexos (6 machos e 6 fémeas). Os achados referentes as faixas
etarias também podem estar relacionados a proporcdo do sexo dos animais em
cada faixa, uma vez que os machos apresentaram concentracdoes maiores de ADR e
NOR na medula adrenal.

Apesar de nao ter sido observada diferenca significativa entre as diferentes
causas de morte dos animais amostrados em relacdo as concentracdes de ADR e
NOR nas medulas adrenais, é possivel constatar que 0s cées que vieram a Obito em
decorréncia de procedimentos de eutandsia apresentaram médias de concentracao
de ADR e NOR medulares numericamente maiores do que nas demais causas de

morte.
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A eutanasia, de acordo com a Resolucdo nimero 1000 de 12 de maio de
2012 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV), € um procedimento
meédico que tem por objetivo a auséncia ou a reducdo maxima de desconforto ou de
dor sofridos pelo animal, além de garantir a inconsciéncia seguida de o6bito. Dessa
forma, era esperado que 0s animais eutanasiados apresentassem niveis menores
de ADR e NOR, o que nao foi observado neste estudo. Este achado pode estar
relacionado ao grande desvio padrao das médias de concentracdo de ADR e NOR
apresentado pelos caes eutanasiados, indicando a evidente variacéo individual entre
0s animais. Os cdes amostrados neste estudo foram submetidos a eutanasia por
motivos diversos, incluindo doencgas cronicas terminais, condicdes agudas sem
perspectiva de tratamento adequado, traumas, dentre outros. Assim, a resposta
individual dos animais pode resultar na grande variacdo das concentracdoes de ADR
e NOR, a semelhanca do encontrado por Zhu et al. (2007), em um estudo com
niveis de catecolaminas plasmaticas em humanos apds a morte. Apesar de terem
sido observados niveis maiores de ADR e NOR em situa¢cdes de trauma, asfixia e
intoxicacdes no estudo citado, os autores sugerem que a resposta individual ao
estresse fisico gerado pelas diferentes causas de morte apresentaria grande
influéncia sobre os niveis de catecolaminas (ZHU et al., 2007). O mesmo estudo
também identificou que o estresse mental apresenta pouca influéncia nos niveis de
catecolaminas apd6s a morte, uma vez que individuos que provavelmente estavam
inconscientes, como em determinados traumas cranianos, apresentaram niveis
maiores de ADR e NOR do que individuos que morreram em condi¢des agonizantes,
como por fogo ou afogamento (ZHU et al., 2007).

Erkut e colaboradores (2004) também encontraram respostas ao estresse na
iminéncia do Obito semelhantes em humanos com deméncia e em individuos em
plena consciéncia. Dessa forma, a semelhanca dos estudos em humanos, o0s
animais do presente trabalho que estavam inconscientes no periodo imediatamente
anterior a morte, como no caso das eutanasias, apresentaram concentracdes iguais
ou maiores de ADR e NOR do que os animais que vieram a Obito por outras causas.

Outra explicacdo possivel para os niveis maiores de catecolaminas nos
animais eutanasiados pode estar relacionada ao fato de que caes apresentam
resposta de alarme frente ao estresse induzido pelo ambiente do consultério ou
hospital veterinario, exibindo aumento na frequéncia cardiaca e nos niveis de cortisol

plasmatico apenas por estarem na sala de espera (PEREGO; PROVERBIO; SPADA,
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2013). Uma vez que a eutandsia € um procedimento que deve ser realizado
exclusivamente por um meédico veterindrio em um ambiente adequado, de acordo
com a resolucdo do CFMV, é possivel que 0s animais apresentem niveis elevados
de ADR e NOR até mesmo antes de iniciar o procedimento, somente pelo estresse
gerado pelo ambiente médico-veterinario.

Wilke e colaboradores (2007) encontraram maiores niveis de ADR e NOR
plasmaticos em humanos com trauma encefalico ou intoxicagdo exdgena, em
relacdo as demais causas de morte. No presente estudo, porém, 0s animais que
vieram a 6bito por choque neurogénico traumatico ou por intoxicagdes exdgenas nédo
apresentaram niveis significativamente maiores de ADR e NOR em relacdo as
outras causas de morte estudadas.

Os animais que vieram a Obito em decorréncia de choque anafilatico
apresentaram as menores concentracbes de ADR e NOR em medula adrenal. Os
quatro animais deste grupo haviam participado de campanha publica de vacinacao
antirrdbica em momentos distintos, vindo a 6bito em minutos ou poucas horas apos
a inoculacdo. A anafilaxia é uma reacdo alérgica severa com rapida instalacédo e
passivel de causar a morte em até 5 minutos ap6s a administracdo de
medicamentos ou vacinas, principalmente por via parenteral (PUMPHREY, 2000;
SAMPSON et al., 2005; KEMP; LOCKEY; SIMONS, 2008). A hipotensédo é uma das
principais consequéncias do choque anafilatico, sendo decorrente da liberagcdo em
massa de mediadores pelos mastocitos, gerando vasodilatacdo sistémica severa
(SAMPSON et al.,, 2005; KEMP; LOCKEY; SIMONS, 2008). O tratamento para
anafilaxia tem como base, portanto, a administracao de ADR, a fim de se promover a
vasoconstricdo e elevar a pressao arterial do individuo (KEMP; LOCKEY; SIMONS,
2008; SIMONS; SIMONS, 2010). Os mastocitos ativados no miocardio também
levam a liberacdo de NOR, porém apenas nas terminacdes nervosas simpéticas
locais (REID; SILVER; LEVI, 2007; TRIGGIANI et al., 2008). Dessa forma, os niveis
de ADR e NOR na medula adrenal ndo parecem ser fortemente estimulados em

quadros anafilaticos.
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5.5. CONCLUSAO

Com base nos achados do presente estudo, é possivel concluir que as
concentragcbes de ADR e NOR na medula adrenal s&o muito maiores em caes
machos quando comparados as fémeas. Apesar de néo ter sido observada diferenca
estatistica significativa entre as faixas etarias e causas de morte dos cédes em
relacdo a concentracdo de ADR e NOR na medula adrenal, foi possivel constatar
gue 0s animais submetidos a eutanasia apresentaram niveis numericamente
maiores de adrenalina e noradrenalina do que nas demais causas de morte,
enquanto os cées que sofreram choque anafilatico apresentaram as concentracdes
mais baixas de adrenalina e noradrenalina na medula adrenal.

Os resultados obtidos indicam que a variacao individual entre os animais em
relacdo a resposta simpética a iminéncia do 6bito exerce grande influéncia nos
niveis das catecolaminas pesquisadas na medula adrenal de caes.

Dessa forma, a avaliacdo dos niveis de ADR e NOR na medula adrenal de
cdes apds a morte deve ser cuidadosa, e seu uso como marcador de estresse
anterior & morte é restrito, sendo necessarios estudos futuros com cada causa de
morte e sua relacdo com a variacdo individual de resposta ao estresse, além da
incluséo de outras espécies, a fim de se aplicar a pesquisa destes parametros como

marcadores de estresse em casos médico-legais veterinarios.
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6 CONCLUSAO GERAL

A medicina veterinaria legal € um campo em ampla expansao e com alta
demanda de profissionais qualificados. A analise sistematica objetiva e precisa de
todos os achados no periodo pds-morte de um animal é fundamental para a
contribuicdo valiosa da patologia forense em casos de Obito de animais com
potencial juridico.

Na realidade da necropsia de cédes, a suspeita do proprietario de que seu
animal sofreu uma morte subita e inesperada é muito maior do que a real ocorréncia
deste tipo de morte em cées, sendo o Obito por decorréncia de complicacdes de
doencas muito mais frequente. Este desconhecimento do proprietario em relacéo ao
estado de saude prévio de seu animal pode estar relacionado ao fato de que
determinadas doencas cronicas podem se apresentar de maneira clinicamente
silenciosa, como na insuficiéncia cardiaca crénica. Esta condicdo era uma das
principais causas de morte dos caes amostrados neste estudo, sendo
frequentemente associada a suspeita de morte subita inesperada pelos proprietarios
dos animais. A observagdo pouco cuidadosa do animal e a falta de exames
preventivos também podem levar ao desconhecimento do proprietario em relacéo ao
real estado de saude de seu animal. Sendo a doenca desconhecida pelo
proprietario, este pode expor o animal a situacdes estressantes inadvertidamente, as
quais podem descompensar o sistema cardiovascular e levar ao Obito, gerando a
suspeita de morte subita.

As suspeitas de morte subita podem envolver a suposicdo de crime contra
animais, resultando no envolvimento policial, através da confeccdo de boletins de
ocorréncia e da instalagcdo de uma investigagdo criminal, exigindo o preparo do
profissional médico veterinario frente a uma situagdo médico-legal. Nestes casos, 0s
exames cadavericos devem ser objetivos, completos e precisos, incluindo a analise
de todos os érgédos e tecidos, a fim de se prover todas as informacdes relevantes
possiveis.

As glandulas adrenais, sendo 6rgdos responsivos ao estresse, oferecem
diversas informacdes referentes a resposta do animal na iminéncia do obito, porém,
seu uso como parametro de resposta do organismo ao estresse frente a condi¢cdes

cronicas ou agudas em cées deve ser restrito e cauteloso.
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As caracteristicas morfométricas das adrenais dos cées apresentaram maior
influéncia pelo peso corpéreo do animal e pela presenca ou auséncia de hiperplasia
cortical do que pela associacdo com doencas cronicas ou condi¢cdes agudas. Desta
forma, apesar da pratica da descricAo das caracteristicas morfométricas das
adrenais e sua relacdo com as situacbes de estresse sofridas pelo animal
previamente ao Obito ser comum na rotina de necropsia de animais, tal interpretacéo
possui forte influéncia subjetiva. Nao é recomendada, portanto, a utilizacdo do peso
ou do tamanho das adrenais dos cdes como parametros para a caracterizacao de
situacbes de estresse prévias ao Obito, devido a marcante variedade de racas e
portes nesta espécie.

A analise histopatolégica das adrenais forneceu informacfes valiosas
associadas a cronicidade das condi¢des patologicas sofridas pelo animal. Caes que
vieram a Obito em decorréncia de complicacbes de doencas crbnicas exibiram
fiborose em regido corticomedular e focos de infiltrado inflamatério, estando tais
achados ausentes nos animais com morte subita ou doencas agudas. Os cédes com
doencas cronicas também apresentaram maior ocorréncia de hiperplasia
adrenocortical. Cées que sofriam de alteracdes cardiacas crbnicas apresentaram
alteracdes histopatologicas significativas mais marcantes em suas adrenais, como
necrose, fibrose e deplecéo vacuolar cortical. Por outro lado, a congestdo severa
nas adrenais foi um achado mais frequente nos animais previamente saudaveis que
sofreram morte subita ou que vieram a 6bito por doencas agudas.

A avaliagdo dos indices de proliferacdo celular e apoptose no cortex das
adrenais através da marcagdo imunoistoquimica para PCNA e BAX e Bcl-2,
respectivamente, ndo apresentou potencial relevante para o estudo dos efeitos do
estresse por doencas crénicas sobre as adrenais de cédes submetidos a necropsia
em um servico de patologia animal. Apesar de tais efeitos serem relatados em
estudos experimentais em ratos de laboratorio, a populacdo canina amostrada neste
estudo buscou uma representacdo mais proxima da realidade, e os marcadores
supracitados nao ofereceram resultados animadores para este fim. Por outro lado, a
marcacao imunohistoquimica por estes anticorpos foi positiva e bem definida nas
glandulas adrenais dos caes, permitindo seu uso em estudos relacionados a
populacao adrenocortical e sua relacdo com nodulos hiperplasicos ou neoplasias.

Também foi realizada a analise por CLAE-DE das catecolaminas adrenalina e

noradrenalina na medula adrenal dos caes submetidos a necropsia com causas de
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morte diversas, a fim de se avaliar sua utilizacdo como marcador das variadas
respostas referentes ao estresse desencadeado pelo processo de morte. As
concentracfes de adrenalina e noradrenalina na medula adrenal se mostraram muito
maiores em caes machos quando comparados as fémeas. Nao foi observada
diferenga estatistica significativa entre as faixas etarias e causas de morte dos caes
em relacdo a concentragdo das catecolaminas estudadas na medula adrenal, ainda
gque 0s animais submetidos a eutanasia apresentassem niveis numericamente
maiores de adrenalina e noradrenalina do que nas demais causas de morte. Por
outro lado, os cdes que sofreram choque anafilatico apresentaram as concentracdes
mais baixas de adrenalina e noradrenalina na medula adrenal. Com os resultados
obtidos, foi possivel concluir que a variacdo individual entre os animais em relacéo a
resposta simpatica na iminéncia do 6bito exerce grande influéncia nos niveis das
catecolaminas pesquisadas na medula adrenal de caes.

Os achados destes estudos podem auxiliar nas conclusdes da necropsia,
sendo especialmente relevantes em casos meédico-legais, nos quais todos os
achados possiveis devem ser analisados e relatados a fim de se prover um

diagndstico preciso, seguro e incontroverso.
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