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RESUMO

OLIVEIRA-BARROS, L. M. Avaliacdo endoscopica de cédes portadores de
doenca inflamatodria intestinal crénica: correlacdo com indices clinicos,
laboratoriais e histopatologicos. [Endoscopic evaluation of dogs with inflammatory
bowel disease: correlation with clinical, laboratory and histopathological scores].
2012. 119 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinéria e
Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2012.

O objetivo do presente trabalho foi diagnosticar a doenca inflamatéria intestinal
crbnica em cédes acometidos por sinais gastrointestinais bem como avaliar a
contribuicdo de diferentes parametros utilizados no diagnostico desta afeccéo.
Para tanto, 20 cdes apresentando sinais compativeis com a doenca foram
incluidos no estudo (grupo afetado) e comparados com 20 animais saudaveis
(grupo controle). Foram atribuidos escores clinicos e realizadas avaliacdes
endoscopicas e histopatologicas dos animais do grupo afetado. Amostras de
sangue e fezes de ambos os grupos foram coletadas, armazenadas a -80°C e,
posteriormente, utilizadas para a mensuracdo de TNF-alpha, proteina C-reativa,
calprotectina, proteina S100A12, Folato e Cobalamina. A mediana dos valores de
albumina sérica foi 3,17 e apenas um animal apresentou hipoalbuminemia. Todas
as avaliacOes endoscopicas mostraram algum grau de alteracdo nos parametros
avaliados, sendo que o edema e a hiperemia foram os mais observados. Quanto
a avaliacdo histopatoldgica, processos do tipo linfocitico plasmocitico foram os
mais diagnosticados, presentes em 12 dos 17 acometimentos gastricos, nove dos
15 acometimentos duodenais e nove de 11 acometimentos colonicos. Quando se
analisam os escores atribuidos aos parametros gastricos, 67,3% das avaliacdes
foram consideradas normais, enquanto que 27,4% foram considerados com
alteracOes leves. Para os fragmentos duodenais, 55,3% das avaliacdes
demonstraram tecidos normais enquanto que 36,0% foram considerados com
alteracdes leves. No que se refere ao coélon, apenas 38,6% dos parametros
avaliados foram normais enquanto que 45,4% receberam avaliacbes de
alteracdes leves. As medianas dos escores atribuidos para estdmago, duodeno e
colon foram, respectivamente, 3; 3 e 6. A comparacao entre valores de proteina
C-reativa entre grupo afetado e controle apresentou diferenca estatisticamente

significante. Esta diferenca também foi significante quando se comparou o grupo



controle aos subgrupos afetado | e afetado Il. Embora valores séricos de
calprotectina ndo foram estatisticamente significantes, a mensuracao fecal desta
proteina foi mostrou diferenca significante entre os grupos. Em relacdo
mensuragcao sanguinea da proteina S100A12, os valores de medianas de ambos
0s grupos foram préximos (195,90 ug/L e 195,55 ug/L para grupos afetado e
controle, respectivamente) e a comparagdo entre estes valores nao foi
estatisticamente significante. Esta diferenca também n&o foi significante na
comparacao dos valores fecais. Mensuracdes de folato e cobalamina nao se
mostraram estatisticamente significante na comparacao entre animais afetados e
sadios. Observaram-se correlacfes entre valores de proteina C-reativa e escore
clinico, proteina C reativa e escore histopatoldégico do cdlon, albumina e
calprotectina fecal, albumina e S100A12 fecal, valores séricos de S100A12 e

calprotectina, valores fecais de S100A12 e calprotectina.

Palavras-chave: Doenca inflamatoria intestinal crénica. Endoscopia. Escore
clinico. Marcadores inflamatérios. Avaliacdo histopatologica e
laboratorial.



ABSTRACT

OLIVEIRA-BARRQOS, L. M. Endoscopic evaluation of dogs with inflammatory
bowel disease: correlation with clinical, laborator y and histopathological
scores [Avaliacdo endoscopica de cdes portadores de doenca inflamatoria
intestinal  cronica: correlacdo com indices clinicos, laboratoriais e
histopatolégicos]. 2012. 119 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2012.

The purpose of this study was to diagnose inflammatory bowel disease in dogs
with gastrointestinal signs as well as to evaluate the contribution of different
parameters used in the diagnosis of this disease. Twenty dogs with compatible
signs of the disease were included in the study (affected group) and compared
with 20 healthy animals (control group). Clinical scores were assigned and
endoscopic and histopathological analysis were performed in affected animals.
Samples of blood and feces were collected from both groups, stored at -80°C and
then used to measure TNF-alpha, C-reactive protein, calprotectin, S100A12
protein, folate and cobalamin. Seric albumin median level was 3.17g/dL and only
one animal had hypoalbuminemia. All endoscopic evaluations showed some
degree of change in the assessed parameters, and hyperemia and edema were
the most frequently ones observed. In the histopathological evaluation,
lymphocytic plasmocytic process was the most frequently diagnosed (12 out 17
gastric conditions, nine out 15 duodenal conditions and nine out 11 colonic
conditions). When analyzing the scores assigned to the gastric parameters, 67.3%
of the evaluations were considered normal, while 27.4% presented slight
alterations. For duodenal fragments, 55.3% of the evaluations showed normal
tissue, while 36.0% were considered slightly altered. Regarding the colon, only
38.6% of these parameters were normal, whereas 45.4% of the evaluations
presented slight changes. The median of the scores assigned to the stomach,
duodenum and colon were 3, 3 and 6, respectively. The comparison of the C-
reactive protein values between affected and control groups showed statistical
difference. This difference was also significant when comparing the control group
to affected |1 and affected Il subgroups. Although seric values of calprotectin

weren't statistically significant, fecal data statistically differed between the groups.



Regarding seric protein S100A12 measurement, the median values of both groups
were similar (195.90 mg/L and 195.55 mg/L for the affected and control groups,
respectively) and the difference between these values was not statistically
significant. The comparison between fecal S100A12 protein values didn’t showed
a significant difference. Folate and cobalamin measurements showed no statistical
difference when comparing healthy and affected animals. A direct positive
correlation was found between C-reactive protein and clinical score. C-reactive
protein and histopathological score of colon, albumin and fecal calprotectin,
albumin and fecal protein S100A12, seric protein S100A12 and seric calprotetin

and fecal protein S100A12 and fecal calprotectin were correlated.

Keywords: Inflammatory bowel disease. Endoscopy. Clinical scores. Inflammatory
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1. INTRODUCAO

Discutida como uma das principais causas de vomito e diarréia cronicos em
cdes, a doenca inflamatéria intestinal crénica (DIIC) tem suscitado o interesse
médico veterinario acompanhando o crescente avanco na medicina humana. A
natureza ciclica e os sintomas inespecificos relacionados a doenca transforma o seu
diagnéstico em um grande desafio. Atualmente, o diagndstico baseia-se na presenca
de sinais e sintomas compativeis associados a confirmagdo histopatologica da
inflamacgéo no trato gastrointestinal. A criacdo recente de padrbes histopatologicos
nas afeccdes intestinais inflamatdrias na medicina veterinaria contribuiu ndo sé no
avanco do diagnostico como também na universalidade do estudo da doenca (DAY
et al., 2008), evitando-se assim, a ocorréncia de subjetividades no diagnostico
histol6gico. Métodos auxiliares menos invasivos tém sido propostos como auxilio
diagnéstico como o indices clinicos de atividade da doenca criados por Jergens e
colaboradores em 2003 e mensuracbes de marcadores bioldgicos como a
calprotectina, fator de necrose tumoral e proteina C reativa (SOLEM et al., 2005;
VERMEIRE; VAN ASSCHE; RUTGEERTS, 2006; BERGHOFF; STEINER, 2011).
Além de uteis para a identificacdo da afeccdo, sdo importantes indicadores da
eficacia do tratamento instituido bem como da evolucdo da doenca, fundamental
para a definicdo do progndstico de cada paciente.

Em todo o mundo, diversos grupos de pesquisa vém focando seus estudos
nesta afeccédo, dentre eles, os comandados por Albert E. Jergens (lowa, EUA); Jorg
Steiner, Jan Suchodolski e Michael Willard (Texas, EUA), Fogle e Bisset (Carolina do
Norte, EUA), Frederic Gaschen (Louisiana, USA) e Karin Allenspach (Reino Unido).
No Brasil, ndo existem relatos de pesquisas direcionadas a DIIC em cédes até o
presente momento. O aparente envolvimento genético no desenvolvimento desta
afeccdo leva a um interesse de inter-relacdo entre 0s grupos de pesquisa
mundialmente dispersos, uma vez que dados de diferentes regides podem auxiliar
no entendimento de fatores relacionados a fisiopatologia ainda pouco
compreendidos. O intuito deste projeto foi contribuir na definicdo de parametros que
devam ser utilizados no diagnostico de DIIC, assim como definir correlacbes entre

estas possibilidades diagnésticas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Doenca inflamatoria intestinal crénica

O termo doenca inflamatoria intestinal crénica (DIIC) € aplicado na medicina
veterinaria a inflamacdes idiopaticas cronicas e intermitentes que acometem uma ou
mais areas do trato gastrointestinal (GUNAWARDANA et al., 1997; JERGENS, 2002;
SIMPSON; JERGENS, 2011). E considerado um grupo complexo de desordens
intestinal que possuem sinais clinicos persistentes ou intermitentes associados a
evidéncia histologica de infiltrados inflamatérios na lamina propria do segmento
acometido e baixa resposta ao tratamento—(JERGENS, 2002; CAVE, 2003;
JERGENS et al., 2003; CERQUETELLA et al., 2010; LUCKSCHANDER et al., 2010).
Atualmente, acredita-se que seja uma das principais causas de vomitos e diarréia
cronicos em cées e gatos (TAMS, 2005).

Antes da metade dos anos 80, havia pouca informacédo na literatura
veterinaria relacionada as doencas inflamatorias intestinais, apenas com relatos de
observacgdes clinicas relacionadas a sindrome de ma absor¢cdo em gatos em 1969 e
colite ulcerativa em 1972. O avanco na capacidade de reconhecimento da doenca
associada ao crescente uso da endoscopia tem possibilitado seu maior
entendimento, embora muitos pontos ainda permanecam obscuros, o que foi
traduzido em maior quantidade de estudos e publicacGes a respeito deste grupo de
afeccoes.

Em humanos, a DIIC é considerada uma doenca multifatorial idiopatica
cronica e € composta por duas entidades: colite ulcerativa e Doenca de Crohn. Por
se tratarem de enfermidades frequientes e comprometedoras da qualidade de vida
do paciente, tém sido extensamente estudadas (CANANI et al., 2008). A doenca de
Crohn acomete tipicamente, porém n&o unicamente, o ileo e o célon. Tem a
capacidade de formar granulomas e envolver toda a parede intestinal. A colite
ulcerativa, por sua vez, € uma doenga ulcerativa e inflamatoria restrita
exclusivamente a camadas superficiais (mucosa e porcéo superficial de submucosa)
do célon (CERQUETELLA et al., 2010).
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Em cées, ndo existem predisposi¢cdes etarias e sexuais claramente descritas.
Embora nem todos os autores descrevam predisposi¢cdo racial, animais com racas
definidas sdo mais representados na literatura (GUNAWARDANA et al., 1997;
FOGLE; BISSETT, 2007). Sabe-se que alguns tipos especificos de enteropatias
cronicas sdo associados a determinadas ragas como a enteropatia imunoproliferativa
dos Basenijis e colite ulcerativa histiocitica dos Boxers (CERQUETELLA et al., 2010;
SIMPSON; JERGENS, 2011). As gastrites, enterites e/ou colites sdo classificadas
dependendo do tipo celular predominantemente envolvido e o local de envolvimento
(CERQUETELLA et al., 2010). Os tipos mais comuns de DIIC séao a enterite e colite
do tipo linfocitico-plasmocitica. Raramente sao identificadas enterites puramente
linfociticas. Enterites eosinofilicas e granulomatosas sdo descritas, porém pouco
frequentes (CRAVEN et al. 2004; TAMS, 2005). A faixa etaria acometida pela
afeccdo é bastante variavel. Em estudo retrospectivo realizado por Craven et al.
(2004), os animais selecionados apresentavam idade entre seis meses e 14 anos,

com valor médio de 4,3 anos.

2.2 Fisiopatologia da doenca inflamatéria intestina | crénica

Trata-se de uma afeccao ainda parcialmente compreendida, na qual deve se
considerar um processo inflamatério descontrolado em resposta a fatores
ambientais, imunoregulatérios e genéticos (FOGLE; BISSETT, 2007; JANECZKO et
al. 2008; SIMPSON; JERGENS, 2011). Esta interacdo de fatores desencadeia uma
cascata de eventos que culmina com danos teciduais (KAISER et al., 2007).

E relatada a existéncia de uma desregulacgéo da imunidade normal da mucosa
gastrointestinal com perda da tolerédncia a microbiota intestinal e constituintes da
dieta com subseqientes respostas atipicas a estes antigenos em individuos
geneticamente predispostos (CAVE 2003; XENOULIS et al., 2008; CERQUETELLA
et al., 2010; LUCKSCHANDER et al., 2010). Craven et al. (2004) acreditam que
fatores genéticos possam modular e perpetuar a DIIC.

A principal anormalidade que define DIIC é o infiltrado inflamatério na lamina
propria predominantemente composto por linfocitos B e T e células plasmaticas

(CAVE, 2003). O intestino delgado, especialmente o duodeno, € mais comumente
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acometido quando comparado ao cdélon, o que difere este afeccdo das observadas
em humanos, nas quais raramente esta por¢cdo intestinal esta envolvida (CAVE,
2003; LUCKSCHANDER et al., 2010).

Em tratos intestinais saudaveis, o sistema imune local garante um balanco
entre mediadores anti e pro-inflamatérios. Desta forma, permite-se uma defesa
eficaz contra patdogenos luminais além da auséncia de reacdo imunoldgica
exacerbada contra bactérias inofensivas e antigenos alimentares. Esta dita
tolerancia imunolégica é fundamental para a manutencdo da homeostase do trato
digestivo (CERQUETELLA et al., 2010; LUCKSCHANDER et al., 2010).

Citocinas participam da modulacdo do sistema imune. Para a manutencéo da
homeostase, o0 sistema imune da mucosa normal equilibra a relacdo entre
mediadores inflamatérios como pro-inflamatoérios, anti-inflamatorios e citocinas
regulatérias. Citocinas séo sintetizadas rapidamente e secretadas apés estimulacao
e induzem a produgcédo de moléculas de adesdo e outros mediadores inflamatorios
incluindo espécies reativas de oxigénio, metabdlitos do oOxido nitrico e produtos
lipidicos como prostaglandinas, leucotrienos e fatores de ativacdo plaquetaria
(JERGENS et al., 2009).

Durante a inflamacdo local ou sistémica em céaes, fagocitos com tecidos
inflamados produzem diversas citocinas inflamatorias como a interleucina 1 (IL-1),
interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alpha (TNF-a) (MCCANN et al., 2007;
PALTRINIERI, 2007). Ao atingirem a circulacdo, estas interleucinas induzem uma
sequéncia de respostas conhecidas como reagao de fase aguda com o objetivo de
estimular rapida e intensamente respostas protetoras da homeostase. Para que isto
ocorra, diversas proteinas de fase aguda (PFA) estdo envolvidas. A maioria destas
sdo denominadas proteinas positivas de fase aguda, pois séo sintetizadas pelo
figado e tém sua concentracdo plasmética aumentada em relagcdo a basal. Em
contrapartida, as proteinas negativas de fase aguda apresentam decréscimo da
concentracdo plasmatica em processos inflamatérios como os descritos. A
modulacdo da producdo destas proteinas depende de uma acdo sinérgica das
citocinas envolvidas: o TNF-a induz proteélise periférica, o que aumenta o fluxo de
aminoacidos no figado; IL-1 inibe a sintese de PFA negativas e estimula a producdo
de PFA positivas em colaboracdo com glicocorticéides, também produzidos em
consequéncia de ativacdo mediada pela IL-1 do eixo adrenal-pituitaria; IL-6 esta

envolvido na liberacdo de PFA positivas pelos hepatécitos. As PFA positivas incluem
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proteinas com atividade imunomodulatéria e/ou antimicrobiana (proteina C reativa,
fracbes de complemento com C3 e C4), proteinas transportadoras (como
haptoglobinas) e proteinas scavenger (scavenger = removedor) como O SOro
amildide A e a-globulinas. Em cées, a proteina C-reativa é considerada a PFA
positiva mais importante uma vez que apresenta aumento mais frequente e
marcante quando comparado as outras. A albumina, principal PFA negativa, é a
mais abundante na circulacdo e sua producdo requer grande quantidade de
aminoacidos. Desta forma, na presenca de reacdes de fase aguda, sua producéo é
diminuida com a finalidade de manter maior quantidade de aminoacidos disponiveis
(PALTRINIERI, 2007).

Em animais acometidos pela DIIC, tem-se uma desregulacéo na producao de
citocinas e nos mecanismos de sinalizacdo por células epiteliais, linfécitos e
macrofagos. Estes dltimos, quando ativados, atuam como grandes responsaveis na
producdo de citocinas intestinais e no recrutamento de mondcitos. Esta producao e
ativacdo de citocinas proé-inflamatérias sé@o reguladas por fatores de transcricéo,
incluindo o fator nuclear k beta (NF- kB). Luckschander et al. (2010) observaram
aumento significativo de ativacdo de NF-kB em macroéfagos e outras células da
lamina prépria de mucosa de biopsia de cdes acometidos por enteropatias crénicas
e sem tratamento prévio quando comparados aos animais controle. Estes autores
também relataram uma diminuicéo desta ativacao apoés o inicio do tratamento destes
animais quando comparado a valores obtidos previamente.

E descrita a expressdo de receptores transmembranicos de padrdo de
reconhecimento (pattern recognition receptors - PRR) tanto em células de corpos
vertebrais como em células do sistema imunolégico inato, como macréfagos e
células dendriticas. Estes receptores contribuem para a defesa do hospedeiro e séo
capazes de reconhecer diversos microorganismos como bactérias (gram negativas e
positivas), fungos, virus e parasitas, sendo a base da manutencdo da tolerancia
gastrointestinal (CERQUETELLA et al., 2010). A ativacdo de alguns destes
receptores, como Toll-like Receptors (TLR), leva a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias entre outras sinalizagdes. Em animais acometidos por DIIC, observa-se
significativa elevada expressao de receptores TLR do tipo 2, 4 e 9, que estdo
estritamente relacionados com a expressao de bactérias (BURGENER et al., 2008).
O grau de expressao destes receptores nao foi alterado apds a instituicdo de

tratamento especifico. Desta forma, estes autores mostraram a desregulacao entre
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sistema imune do hospedeiro e microbiota intestinal na patogénese da DIIC bem
como sugeriram a presenca de predisposicdo genética em cdes semelhante ao
aceito na medicina.

Baseado no perfil de secre¢do de citocinas, linfécitos T-helper CD4+ podem
ser divididos em populacdes Thl e Th2 sendo que o primeiro tipo esté relacionado a
respostas resultando em imunidade celular enquanto que Th2 esta relacionada a
repostas por ativacdo de células B e respostas imunes humorais (RIDYARD et al.,
2002). Em humanos, observam-se diferentes envolvimentos dos subtipos de
linfécitos Thl e Th2 na DIIC sendo que respostas Thl estdo mais relacionadas a
doenca de Crohn enquanto que a retocolite ulcerativa apresenta predominancia de
Th2. Esta diferenca entre tipos de linfocitos implica em diferentes ativacbes de
citocinas. Diferentemente dos humanos, em cées observa-se uma ativagcao mista de
Thl e Th2, levando a expressdo de grande numero de citocinas. Alguns autores
acreditam que, mesmo apresentando uma resposta mista, é possivel observarmos
padrées especificos de células Th para cada tipo de DIIC. O niumero de mastécitos
pode estar aumentado ou diminuido, dependendo do infiltrado celular predominante;
em quadros de enterites linfociticas plasmociticas observa-se redu¢do do niumero de
mastécitos enquanto que em quadros de gastroenterites, este tipo celular apresenta-
se aumentado. Desta forma, enterites linfociticas plasmociticas estariam mais
relacionadas a respostas tipo Thl enquanto que gastroenterites eosinofilicas
estariam mais associados a respostas Th2 (CERQUETELLA et al., 2010).

Jergens et al. (2009) descrevem a limitacdo de dados que avaliem o papel do
linfécito T CD4+ e citocinas na patogenia da DIIC em cées. Enquanto German et al.
(2000) observaram aumento do numero destes linfécitos, Jergens et al. (1999)
notaram diminuicdo em caes com acometimento de intestino delgado. Em animais
com colite relacionada a DIIC, verificou-se elevacdo do ndamero de linfocitos CD4+
(30,49). German et al. (2001) mensuraram a expressdo de diversas citocinas e
mostraram a relacdo substancias proé-inflamatoérias e anti-inflamatorias. Entretanto,
estes autores utilizaram apenas quatro animais. Craven et al. (2004) observaram
deficiéncia na ativacdo de citocinas relacionadas aos linfocitos T-helper CD4+,
fatores de necrose tumoral e interleucinas, especialmente a do tipo 12 em pacientes
acometidos por DIIC. Estes CD4+ apresentam diversos efeitos na producdo de
citocinas, que, por sua vez, regulam a homeostase da mucosa gastrointestinal
(GERMAN et al., 2000).
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O aumento de células produtoras de imunoglobulinas IgA, IgE e IgG também
esta relacionado ao quadro (FOGLE; BISSETT, 2007; CERQUETELLA et al., 2010)
porém a producdo aberrante ou deficitaria destas imunoglobulinas pode estar
presente (GERMAN et al., 2000). O aumento de IgE sugere o envolvimento de
reacoes de hipersensibilidade a patogenia da afec¢édo (CERQUETELLA et al., 2010).

Em humanos, o local da lesdo apresenta significante relagdo com o
prognoéstico da doencga, o que ainda nao foi estabelecido em animais. Da mesma
forma, desconhece-se na veterinaria a associacédo entre DIIC e o desenvolvimento
de neoplasia, o que é amplamente estabelecido na medicina (CRAVEN et al., 2004).

Em felinos, Janeczko et al. (2008) observaram relagédo entre microbiota
intestinal, achados histopatologicos, quantificacdo de citocinas e sinais clinicos.
Neste estudo, o nuamero de enterobactérias obtidas em biopsias duodenais foi
superior em gatos com sinais de DIIC em relacdo a animais saudaveis. Da mesma
forma, animais acometidos apresentaram maiores alteragbes histopatolégicas,
incluindo infiltrado inflamatdrio, eroséo epitelial, fusdo e atrofia de vilos, hiperplasia
criptal e fibrose, além de maior quantidade de citocinas (especialmente IL 1, 8 e 12)
e sinais clinicos exacerbados. Para as analises histopatoldgicas, foram utilizadas
biopsias provenientes de procedimentos endoscopicos.

Xenoulis et al. (2008) compararam populagcdes microbianas do intestino
delgado em cées afetados pela DIIC e caes normais através de técnicas de PCR.
Animais doentes apresentaram um desbalanco nestas populacdes, com marcante
aumento do numero de individuos das familias Enterobacteriaceae e Clostridiaceae,
sendo que o numero de individuos desta Ultima familia apresentou correlagcédo
significativa com severidade histolégica e escore clinico da afec¢do. Desta forma,
este estudo corrobora a participacdo da microbiota intestinal no desenvolvimento da
DIIC.

A manipulacéo desta microbiota tanto através do uso de antibiéticos como de
probioticos acaba por funcionar como estratégia terapéutica para pacientes
portadores de DIIC (XENOULIS et al., 2008; JERGENS et al., 2010).
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2.3 Apresentacao clinica da afeccao

Um dos sinais clinicos mais observados em pacientes com DIIC € o vomito.
Normalmente apresenta curso intermitente por semanas, meses ou anos. Quase
sempre, com a evolucdo da doenca, este sintoma torna-se mais frequente.
Concomitantemente, tem-se 0 surgimento de novos sinais, 0 que acaba por gerar
procura por atendimento veterinario. Os episodios eméticos sado associados a ansia,
nao saem em jato e podem ser de coloracéo clara, biliar ou espumoso. Podem ser
observados vOmitos de conteudo alimentar fresco ou parcialmente digerido.
Raramente nota-se hematémese, porém quando presente, pode indicar
envolvimento gastrico concomitante ou a presenca de erosdes superficiais no
intestino delgado.

Quadros diarréicos também séo freqlientemente observados na DIIC,
associados ou ndo a outros sintomas. Podem ser agudos ou cronicos, e
parcialmente responsivos a tratamentos sintomaticos inespecificos e alteracdes de
dieta (JERGENS, 2004). Em alguns casos, este sintoma pode permanecer
quiescente até a ocorréncia de um evento estressante, como mudanca de ambiente
ou trabalho de parto. A localizagéo da regido responsavel pela ocorréncia da diarréia
€ importante para a conducéo do caso, pois definira quais exames complementares
serdo adequados para o diagnostico. A disquesia também pode ser observada em
alguns casos.

Além de vomito e diarréia, alteracdes de atitude ou atividade, alteracbes de
apetite (disorexia, anorexia ou voracidade) e perda de peso sao descritos
(CERQUETELLA et al., 2010).

A natureza ciclica e a falta de especificidade dos sintomas relacionados a
DIIC acaba por dificultar seu diagnéstico uma vez que podem desaparecer
espontaneamente (JERGENS, 2004; MCCANN et al.,, 2007). Isto indica que um
quadro nado tratado apresenta uma evolucdo freqientemente caracterizada por
exacerbacbes e remissbes. Neste sentido, deve-se atentar para o0 equivoco no
diagnastico clinico de remissao e controle da doenca. As avaliagdes endoscopicas e
histopatoldgicas da mucosa intestinal séo fundamentais na definicdo do tratamento e

sucesso terapéutico dos animais (CRAVEN et al., 2004).
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2.4 Diagnostico da doenga inflamatoria intestinal ¢~ rénica

O diagndstico definitivo da DIIC sO6 pode ser obtido atraves da analise
histopatoldégica de amostras de biopsias, associada a exclusdo de doencas que
mimetizem a apresentacao clinica da DIIC (GUNAWARDANA et al., 1997; CAVE,
2003; TAMS, 2005; FOGLE; BISSETT, 2007; CERQUETELLA et al., 2010). Nos
cées, giardiase cronica, sensibilidades alimentares, supercrescimento bacteriano,
enterotoxicose por Clostridium perfringens, linfangiectasia, linfomas, pitiose, doencas
intestinais  funcionais, histoplasmose, insuficiéncia pancreatica exocrina e
adenocarcinomas sao diagnosticos diferenciais desta afeccdo e devem ser
descartados (TAMS, 2005; FOGLE; BISSETT, 2007).

Associado a isto deve se atentar para o fato de que a DIIC apresenta
manifestacdes clinicas diversas e frequentemente intermitentes, o que dificulta seu
diagnoéstico. Desta forma, a avaliagdo minuciosa dos animais quanto seu estado
geral e possibilidade de outras doencas deve ser realizada com auxilio de exames
complementares como as avaliagbes hematoldgicas e bioquimicas, urinalise,
exames coproparasitolégicos, testes soroldgicos e avaliacbes radiogréficas e
ultrassonogréficas. Exames ultrassonograficos sdo de grande importancia na
identificacdo de espessamentos da parede gastrica e/ou intestinal, 0 que tem sido
alvo de estudos que buscam correlacionar esta ferramenta ao curso da doenca
(CERQUETELLA et al., 2010).

Animais portadores de DIIC podem apresentar anemia n&o-regenerativa,
leucocitose sem desvio & esquerda, eosinofilia, hipoproteinemia, hipoalbuminemia,
perda protéica fecal e deficiéncia de cobalamina. A hipoproteinemia esta associada
a reducdo do apetite, sindromes de ma-absorcdo (associada a reducdo da area de
superficie intestinal e a fibrose e atrofia de vilosidades intestinais, hemorragia,
exsudacao protéica intestinal para o lumen intestinal), além do aumento de
permeabilidade intestinal decorrente do processo inflamatorio cronico (CRAVEN et
al., 2004). Janeczko et al. (2008) relataram panhipoproteinemia, hipoalbuminemia e
hipoglobulinemia nos felinos acometidos pela DIIC.

Para a confirmacédo do diagnostico, as biopsias gastrointestinais podem ser
realizadas por via endoscoOpica ou através de laparotomia exploratoria. Bidpsias

endoscoOpicas sao recomendadas pelo fato de se tratar de uma técnica segura,
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rapida e menos invasiva, além de possibilitar a avaliacdo geral da mucosa
gastrointestinal (GUNAWARDANA et al., 1997). Este fato € relevante principalmente
nos animais que apresentam lesdes localizadas, dificultando o sucesso diagnéstico
guando por procedimento cirirgico, uma vez que a localizacéo correta da lesdo pode
ser prejudicada ou inviavel. Como desvantagem, tem-se a limitacdo quanto a
dimenséo e profundidade das bidpsias por endoscopia, que representam apenas as
camadas mucosa e submucosa. Quando da suspeita de lesGes profundas, a
impossibilidade de avaliacdo das camadas muscular e serosa do tecido faz com que
seja necessaria a indicacdo de colheita de bidpsias por laparotomia. Para Tams
(2005), esta limitagdo do procedimento endoscopico ndo deve ser significante para
pacientes com avaliacdes criteriosas. Para Elwood (2005) e Fefferman e Farrel
(2005), a realizacdo de endoscopia associada a coleta de biopsias deve ser
considerada gold standard na avaliacao de inflamacéao intestinal.

Devem ser obtidas mdltiplas amostras de todos os segmentos avaliados,
mesmo que macroscopicamente ndo apresentem lesdes severas ou que a
sintomatologia ndo seja diretamente relacionada a porcdo em questdo. Nao é
incomum que caes e gatos com DIIC somente no intestino delgado apresentem
sinais limitados ao vOmito crbnico intermitente. A qualidade e quantidade de
amostras selecionadas sdo fundamentais para o0 sucesso diagnaostico.
Macroscopicamente, as mucosas de animais com DIIC podem apresentar desde
padrdao de normalidade até diferentes graus de lesGes, com alteracao de coloracao,
presenca de irregularidades, fissuras, erosdes e tecido friavel. Nestes casos, a
realizacdo de bidpsias pode cursar com maior sangramento ou perda de por¢des
teciduais extensas quando comparado a animais saudaveis.

N&o existem dados objetivos a despeito da seguranca da realizacdo de
biopsias intestinais para pequenos animais durante esofagogastroduodenoscopia
(EGD). Os riscos potencialmente passiveis de ocorrer incluem morte anestésica,
perfuracdo gastroduodenal, dilatacdo e voélvulo gastrico, superdistensao gastrica e
transferéncia de enteropatdgenos (ZORAN, 2001). Em humanos, a taxa de
complicagbes maiores € de 0,2% associado a 0,01% de o6bitos. Leib, Baechtel e
Monroe (2004) descrevem 0,85% de complicagbes maiores em colonoscopias de
355 cées. O risco de perfuracdo pela pinca € extremamente baixo e deve ser
considerado apenas em biopsias profundas de éareas ulceradas (TAMS, 2005;
ELWOOD, 2005).
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Nas doencgas inflamatorias crénicas, observa-se aumento substancial do
namero de células inflamatdrias na lamina propria. Estes infiltrados podem ser de um
ou mais tipos celulares. Na maior parte dos casos, € observada enterite do tipo
linfocitico-plasmocitica. As alteracbes histolégicas sao classificadas como leve,
moderada e severa, e as porcentagens das células inflamatérias sao registradas.
Outras anormalidades relatadas incluem atrofia de mucosa, atrofia de vilos sem
hiperplasia de criptas, fusédo de vilos, erosao epitelial e fibrose (TAMS, 2005).

A existéncia de erros relacionados ao processo de biopsias € relatada como
fator limitante no correto conhecimento da DIIC. Estes erros incluem a coleta de
biopsias endoscoépicas propriamente (tamanho e qualidade das amostras),
armazenamento e processamento do material, bem como sua interpretacéo
microscopica das amostras, considerada subjetiva e completamente individual. A
auséncia de uniformidade na analise histopatoldgica prejudicava o diagndstico da
afeccdo bem como dificultava a comparacdo entre os resultados de diferentes
estudos no assunto (WILLARD et al., 2001; WILLARD et al., 2002; TAMS, 2005).

Recentemente, foi publicado pela World Small Animal Veterinary Association
Gastrointestinal Standardization Group (WSAVA) novos critérios para a avaliacédo
histopatolégica de quadros inflamatérios gastrointestinais. Desta forma, buscou-se a
padronizacdo de interpretacfes por parte dos patologistas veterinérios. Day et al.
(2008) acreditam que a aceitacdo internacional desta padronizacdo significara um
grande avanco no conhecimento da DIIC em pequenos animais.

Diversos métodos auxiliares e objetivos tém sido pesquisados no intuito de
contribuir tanto para o diagnodstico como também para o estabelecimento do
prognostico e avaliacdo do curso da doenca. Estas alternativas sdo buscadas uma
vez que procedimentos endoscOpicos ou cirdrgicos ndo sao isentos de riscos,
apresentam alto custo e necessitam de equipamentos especializados além de
anestesia geral (GUNAWARDANA et al., 1997). Além disto, altera¢gdes histologicas
nao sdo descritas como método adequado de acompanhamento da doenca, visto
sofrerem alteracdes tardias quando comparado com manifestacdes clinicas.

Semelhante ao realizado em humanos, foi desenvolvido o Canine Activity
Indices (CIBDAI), contribuindo ndo s6 com o diagnéstico como também com a
avaliacdo do tratamento instituido (JERGENS, 2001; JERGENS et al., 2003;
JERGENS, 2004; SIMPSON; JERGENS, 2011). Esta ferramenta € composta por

seis variaveis que buscam definir o status global da DIIC e minimizar a subjetividade
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que pode estar presente em avaliagdes clinicas, uma vez que depende da
capacidade de percepcado tanto do proprietdrio quanto do veterinario (JERGENS,
2002). No que diz respeito ao acompanhamento clinico do paciente, deve ser
considerado um critério simples e factivel, uma vez que avaliacdes de populacdes
inflamatodrias em tecidos intestinais e mensuragfes de mediadores inflamatdrios séo
impraticaveis sequencialmente. Sua criagdo nasceu da necessidade de se ter uma
forma simples, util e real com utilidade tanto para o diagndstico quanto para a
avaliacdo do tratamento e como possivel preditor de recidivas. Para a utilizacao
deste index, atribui-se valores que variam de 0 a 3 segundo a magnitude da
alteracado, variando entre 0 para normal ou auséncia de alteracdo até 3, quando se
caracteriza uma alteracdo severa. As variaveis analisadas incluem atitude/atividade
do animal, apetite, presenca de vOmito, consisténcia das fezes, frequéncia de
defecacdo e perda de peso. A somatéria dos valores atribuidos classifica a doenca
como insignificante (0 a 3), leve (4 a 5), moderada (6 a 8) ou severa (acima de 9). As
variaveis e suas respectivas notas, bem como a interpretacdo do escore estdo

ilustrados na figura abaixo:

Figura 1 — Critério de determinagéo de indice de atividade da doenca inflamatéria intestinal crénica
em cées - FMVZ/USP — S&o Paulo — 2012

INDICE DE ATIVIDADE DA DIIC EM CAES

Atitude/atividade

Apetite O=normal

Vomito 1= alteragao leve
Consisténcia de fezes 2=alteragdo moderada
Frequéncia de defecacao 3=alteragdo severa
Perda de peso

Somatdria das notas buidas a cada variavel

NDICE DA ATIVIDADE DA DIIC

03 4-5 6-8 Sou+t
Doenca DIIC DIIC DIIC
clinicamente leve moderada severa
insignificante

Fonte: adaptado de Jergens et al., 2003
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Em 2003, Jergens et al. ndo so6 criaram o escore de atividade do DIIC a partir
de escores previamente publicados para humanos como também buscaram
correlaciona-lo a critérios como a severidade histolégica das lesGes e concentracéo
sérica de proteina C reativa, sendo este ultimo um critério objetivo. Os autores
verificaram que os valores de escore e de PCR estavam dramaticamente elevados
em animais doentes, particularmente em animais com indices superiores a 5,
considerados moderados a severos. Além disso, ambos os indices apresentaram
decréscimo importante apds a instituicdo do tratamento. Desde entdo, tem sido
usado como uma das formas de avaliar os animais acometidos e demais critérios
diagndésticos propostos. Entretanto, 0 mesmo nao foi observado por McCann et al.
em 2007. Estes autores ndo notaram correlacéo estatisticamente significantes entre
CIBDAI e grau de lesédo histopatologica nem entre CIBDAI e valores séricos de

proteina C reativa.

2.5 Marcadores laboratoriais da doenca inflamatéria intestinal cronica

Os marcadores laboratoriais representam uma forma objetiva de avaliar
desordens do trato digestivo e devem ser pouco ou ndo invasivo e de simples
realizacdo. Além de auxiliarem no diagnostico da afeccdo e na avaliagdo do
tratamento, sdo Uteis para predizer possiveis recidivas agudas do quadro. Estas
ferramentas sdo particularmente importantes na DIIC uma vez que se trata de uma
afeccdo com sinais clinicos inespecificos e subjetivos. Desta forma, a possibilidade
de se mensurar objetivamente estes sinais tem sido amplamente estudada. Alem
disso, podem evitar a necessidade de repetidas intervencdes consideradas invasivas
como a realizacdo de endoscopias sequenciais para monitorar a evolucdo da
doenca, sendo traduzido em menor morbidade e mortalidade ao paciente, menores
gastos e dificuldade na conducéo do caso.

Dentre os marcadores biolégicos disponiveis, os relacionados a fase aguda
da inflamagdo tem recebido atencdo especial visto que a inflamacdo esta

intimamente relacionada ao desenvolvimento da DIIC.
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2.5.1 Fator de necrose tumoral (TNF-a)

Trata-se de uma importante citocina pro-inflamatoria que exerce papel central
na inflamag&o, metabolismo e apoptose. E uma proteina trans-membranica tipo |I
expressa por células como linfécitos B, células do epitélio colunar colénico, células
natural killer (NK), macréfagos, mondcitos, linfocitos T CD4+ e CD8+, mastdcitos,
neutrofilos e plasmocitos. Esta envolvido em grande nuamero de processos
fisiologicos e patologicos e promove infiltragcdo de células inflamatérias por estimular
moléculas de adesdo leucocitaria em células endoteliais, além de servir de agente
quimiotatico para mondécitos e ativar mecanismos fagocitarios. Uma das
consequéncias da estimulacdo do TNF-a é o aumento de proteina C-reativa,
importante marcador de inflamacdo e injuria tecidual produzido no figado e
fortemente relacionado a DIIC (JERGENS et al., 2009)

Mahmud et al. (1995) notaram niveis séricos elevados de TNF-a em pacientes
acometidos por DIIC principalmente quando a doenca encontrava-se ativa. Embora
estes autores tenham observado correlacao entre valores de TNF-q, index clinico de
atividade da doenca e microalbuminemia, ndao foi estabelecida correlacdo com
proteina C reativa.

Face a importancia do TNF-a na DIIC que diversos grupos de pesquisa
estudaram desde a década passada o0 uso de agentes anti-TNF como opcéo
terapéutica desta afeccdo. (COFFIN et al. 2011). Embora sejam relatadas
complicagbes associadas a este tipo de tratamento, principalmente no que se refere
a toxicidade hepatica, este tipo de terapia apresenta eficiéncia comprovada.
(COFFIN et al., 2011).

2.5.2 Proteina C-reativa

Trata-se de uma proteina pentamérica composta por cinco mondmeros,
produzida por hepatdcitos e de curta meia vida. E considerado o membro mais
importante da familia das proteinas de fase aguda envolvidas na inflamagcdo em

humanos e em cdes. Em condi¢cdes normais, é produzido em baixas quantidades
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porem, seus valores sdo dramaticamente aumentados na presenca de processos
inflamatorios de natureza distintas, com aumentos de até 1000 vezes (STEINER,
2012). E tipicamente envolvida na regulacdo da resposta inicial a inflamacéo e na
regulacdo da atividade do sistema imune (STEINER, 2012). Embora seja um
importante indicador de inflamac&o, ndo apresenta especificidade em suas
respostas, o que quer dizer que pode apresentar elevacdes em inflamacgdes de
naturezas diversas e deve-se ter isto em mente quando da sua utilizacdo clinica. Na
DIIC tem se mostrado um promissor uma vez que a afeccdo € baseada em
processos inflamatdrios exacerbados e anormais no trato digestivo. E considerado
um marcador muito importante no diagnostico, mas principalmente, na avaliacdo do
tratamento e na monitorizacdo de quadros de recaidas e reaparecimento dos
sintomas (VERMEIRE; VAN ASSCHE; RUTGEERTS, 2006).

Em humanos, a mensuracdo da proteina C reativa (PCR) é considerada um
dos melhores métodos laboratoriais de avaliacdo da DIIC, pois é correlacionado a
atividade da doenca e lesdes endoscopicas (SOLEM et al., 2005), predizem
recidivas da doenca (VERMEIRE; VAN ASSCHE; RUTGEERTS, 2006) e contribuem
na diferenciagdo com doencas intestinais funcionais (POULLIS et al., 2002).

Esta proteina € comumente mensurada por testes ELISA e este teste foi
validado e estd disponivel comercialmente para cdes (BERGHOFF; STEINER,
2011).

2.5.3 Calprotectina

Esta proteina ligante de calcio e zinco pertencente a familia das proteinas
S100 apresenta papel relevante na inflamacdo uma vez que € considerada uma
proteina citoplasmatica pro-inflamatoria secretada preferencialmente, porem nao
exclusivamente, por granulocitos. O nome calprotectina vem de sua ligacdo com o
calcio e de apresentar propriedades antimicrobianas (HEILMANN; SUCHODOLSKI;
STEINER, 2008a,b) . Este complexo protéico formado pelos subtipos S100A8 e
S100A9 possui tamanho molecular de 36kDa e € a proteina mais encontrada no
citosol de granuldcitos ela representa cerca de 60% das proteinas do citosol de
neutréfilos (LANGHORST et al., 2008; VERMEIRE; VAN ASSCHE; RUTGEERTS,



35

2006). Sua concentracdo fecal € estavel por cerca de sete dias a temperatura
ambiente e pode ser mensurado, entre os métodos disponiveis, por testes ELISA
tanto em fezes quanto em soro sanguineo (KAISER et al., 2007; VERMEIRE; VAN
ASSCHE; RUTGEERTS, 2006). Sao descritas atividades imunomodulatorias,
antimicrobianas e antiproliferativas relacionadas a calprotectina (CANANI et al.,
2008; HEILMANN; SUCHODOLSKI; STEINER, 2008a,b; AOMATSU et al., 2011).

Uma vez liberada de neutréfilos e mondcitos ativados em conseqiéncia de
danos e morte celular, esta proteina apresenta funcdes extracelulares relacionadas
a ativacdo de diversas reagfes produtoras de citocinas inflamatorias e atividade
fagocitaria (KAISER et al., 2007). Por este motivo, € considerado um marcador
laboratorial importante para mensurar processos inflamatérios incluindo a DIIC
(SIDLER et al., 2008; LANGHORST et al., 2008; AOMATSU et al., 2011). Bunn et al.
(2001) propdem correlacdo da calprotectina fecal com os marcadores invasivos da
inflamacéo intestinal e 0 **Tc, escores estes obtidos pela avaliacdo por endoscopia e
histologia. A comparacao entre escore endoscoépico e calprotectina fecal também foi
realizado por Aomatsu et al. (2011) em criangcas acometidas por DIIC e observou-se
forte correlacdo entre eles. Alem disto, niveis fecais de calprotectina mostraram-se
significantemente elevados em pacientes com doenca ativa quando comparados a
pacientes em remissdo e criangcas saudaveis, tanto para pacientes com retocolite
ulcerativa quanto com doenca de Crohn.

Canani et al. (2008) descreveram alta correlacdo entre calprotectina fecal,
estadiamento histoldégico e endoscopico de inflamacdo da mucosa. Além disso,
caracterizaram esta proteina como um marcador superior quanto a especificidade e
sensibilidade quando comparado a escores clinicos, taxa de sedimentacéo
eritrocitaria e proteina C reativa.

Em caes, esta proteina foi purificada e caracterizada por Heilmann;
Suchodolski; Steiner (2008b) que também validaram a mensuragéo desta substancia
por testes de radioimunoensaio (HEILMANN; SUCHODOLSKI; STEINER, 2008a).
Estes autores acreditam que esta proteina possa apresentar utilidade na avaliacao

da DIIC em caes acometidos.
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2.5.4 Proteina S100A12

Também conhecida como calgranulina C entre outros nomes, esta proteina
ligante de calcio pertence a familia das proteinas S100 assim como a calprotectina.
Uma vez liberada de neutrofilos e mondcitos ativados em consegiiéncia de danos
celulares, infeccdo ou inflamacdo, a S100A12 pode estar envolvida em diversos
mecanismos inflamatérios entre eles, a ativacdo do fator nuclear Kappa B (NF-kB) e
de receptores de reconhecimento padrao (PRR - pattern recognition receptor), sendo
gue este Ultimo mecanismo leva a expressao de citocinas pro-inflamatérias como o
fator de necrose tumoral (TNF-alpha). Alem disto, a S100A12 esta envolvida na
amplificacdo e perpetuacédo de respostas inflamatoérias tradicionais relacionados a
receptores RAGE (receptor for advanced glycation endproducts), relacionados com a
patogénese da DIIC em humanos. Na medicina, esta proteina € considerada um
marcador sensivel e especifico de processos inflamatérios especificos como
inflamacdes gastrointestinais e pode ser mensurado em plasma, soro sanguineo e
amostras fecais (GAYA; MACKENZIE, 2002). Kaiser et al. (2007) descrevem
também a importancia da S100A12 como biomarcador ndo invasivo e esta sendo
mais uma ferramenta na identificagdo e mensuragcéo de inflamagé&o intestinal, quer
no diagnostico como na quantificacdo de atividade inflamatéria nas afeccdes de
curso cronico. Sidler, Leach e Day (2008) utilizou criancas com sinais
gastrointestinais compativeis com DIIC para mensurar valores séricos de S100A12,
valores fecais de S100A12 e calprotectina e correlacionar com testes padrdes como
valores de proteina C reativa, albumina e plaquetas. Estes autores observaram que
ambos marcadores fecais apresentaram maior especificidade e sensibilidade quando
comparados a testes inflamatdrios padrées no diagndéstico das afecc¢des intestinais,
porem o S100A12 mostrou-se excepcionalmente especifico na diferenciacdo entre
criancas com e sem DIIC, sendo relatado como um teste nao-invasivo simples que
deve ser utilizado como teste de triagem para a investigacdo de sintomas
gastrointestinais nestes pacientes. Observacdes semelhantes foram realizadas por
De Jong, Leach e Day (2006). Para estes autores, valores fecais de S100A12 séo
Uteis na diferenciacdo entre pacientes acometidos por DIIC e criancas saudaveis.
Além disto, observa-se correlacdo destes valores com indices de atividade da

doenca, marcadores inflamatérios como proteina C reativa, albumina, plaquetas e
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taxa de sedimentagdo eritrocitaria além de diminuicdo nos valores de S100A12
quando da instituicdo de tratamento adequado.

Para cées, esta proteina foi purificada e caracterizada pela primeira vez em
2010 por Heilmann, Suchodolski e Steiner. Em 2011, este mesmo grupo de pesquisa
realizou validacdo analitica de teste de radioimunoensaio para a determinacdo de
valores séricos e fecais desta proteina nestes animais alem de definir intervalos de
referéncia (33.2-225.1ug/L para amostras de soro sanguineo e <24-745 ng/g para
amostras fecais). Embora alteracbes moderadas de concentracdes séricas de
S100A12 possam ser clinicamente relevantes, os autores acreditam que o uso do
intervalo de confianca baseado em uma populagcéo deva requerer atencao especial
(HEILMANN; SUCHODOLSKI; STEINER, 2011). Estudos clinicos nesta espécie
animal ainda estdo em fase de desenvolvimento. Desta forma, a aplicabilidade

clinica deste marcador em cées ainda deve ser extensamente analisada.

2.5.5 Folato e Cobalamina

O folato (4cido félico, vitamina Bg) € uma vitamina hidrossolUvel produzida por
plantas e muitas espécies de bactérias. A maioria dos alimentos comerciais de
animais de companhia fornecem quantidade suficiente desta substancia e
deficiéncias dietéticas sdo incomuns. Sendo assim, alteracdes séricas de folato sdo
freqientemente associadas a diminuicdo de sua absorcdo ou possiveis alteracdes
na microbiota intestinal (BERGHOFF; STEINER, 2011).

A absorcdo do folato proveniente da dieta ocorre em sua maior parte na
porcdo proximal de intestino delgado. Para tanto, a enzima folato desconjugase
presente na borda da escova do epitélio intestinal transforma folato na forma de
poliglutamato em monoglutamato, que € absorvido por transporte ativo. Desta forma,
a diminuicéo sérica de folato pode sugerir uma lesdo da porgcéao proximal do intestino
delgado. Dentre as possiveis causas destas lesdes, a sensibilidade dietética, a DIIC
e o linfoma apresentam destaque (BATT, 2009).

Muitas espécies de bactérias podem produzir folato, incluindo bactérias
residentes da microbiota de intestino delgado. Quadros de disbiose, nos quais se

tem desequilibrio das populagfes bacterianas residentes, maior quantidade de folato
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pode ser produzido e liberado no lumen intestinal (BERGHOFF; STEINER, 2011).
Entretanto, os autores descrevem que a mensuracgao sérica de folato ndo € um teste
sensivel para o diagnostico de disbiose e, conseqientemente, de supercrescimento
bacteriano intestinal.

A cobalamina (vitamine Bj;;) € uma vitamina hidrossolavel facilmente
encontrada em niveis suficientes em alimentos para cdes e gatos. Sua deficiéncia
alimentar é raro e niveis diminuidos desta substancia estdo associados a disturbios
no mecanismo de absor¢cédo (BERGHOFF; STEINER, 2011).

Diferentemente do folato, a cobalamina alimentar é absorvida especificamente
na por¢cdo distal do intestino delgado através de um mecanismo extremamente
complexo. Por se tratar de uma molécula muito grande, ndo € capaz de atravessar a
abarreira do epitélio intestinal por difusdo ou por transporte ativo, 0 que ocorre com
0s demais nutrientes. Esta absor¢do envolve a combinagcdo da cobalamina a
uma proteina de ligacdo especifica denominada "fator intrinseco" que, por sua vez,
liga-se a receptores especificos presentes apenas na superficie das
células intestinais do ileo. Esta ligacdo induz a endocitose de mediacao celular do
complexo Fl-cobalamina para o interior de células ileais. Este Fl € sintetizada pelo
estbmago na maioria dos animais, incluindo o homem e o céo. Para o cédo, o
pancreas também contribui na producdo deste fator. Niveis diminuidos de
cobalamina podem indicar lesdo da porcdo distal do delgado e, quando
acompanhadas de concentracfes baixas de folato sérico, sugere-se uma doenca
difusa, potencial e relativamente severa que afeta tanto a porgcéo proximal quanto
distal do intestino. A diminuicdo sérica de cobalamina e/ou elevag¢bes de folato
podem constituir indicador direto de supercrescimento bacteriano intestinal,
igualmente conhecido como diarreia responsiva a antibioticos. A quantidade elevada
de bactérias na porgdo proximal do intestinal delgado, em particular anaerébios
como Clostridium e Bacterioides spp, sdo capazes de se ligarem a cobalamina e
impedirem sua absorcdo no ileo distal. Associado, a alta concentracao
destas bactérias, que sao capazes de realizar sintese de folato, podem resultar em
altos indices desta substancia (BATT, 2009).

De maneira geral, niveis séricos de folato diminuidos podem estar
relacionados a baixa ingestdo alimentar, utilizacdo de alguns farmacos além de
leséo do intestinal delgado proximal. Valores aumentados de folato estdo associados

a quadros de supercrescimento bacteriana, insuficiéncia pancreatica, ingestéo
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alimentar elevada ou suplementacdo vitaminica. Quanto a cobalamina, sua
diminuicdo pode estar relacionada a lesdo do intestino delgado distal,
supercrescimento bacteriano, insuficiéncia pancreética, sindromes de ma absorcéo
hereditaria de cobalamina e ingestao alimentar reduzida. Em contrapartida, valores
superiores aos de referéncia podem ser observados quando da ingestao alimentar
elevada, suplementacao vitaminica ou doenca imunoproliferativa (BATT, 2009).

De forma geral, folato e cobalamina podem contribuir para o diagnostico de
doencas do intestino delgado em cées. Entretanto, a presenca de valores normais
destas proteinas ndo permitem a exclusdo de doengas intestinais (BATT,
2009). Mensuracbes séricas de folato e cobalamina auxiliam n&do apenas na
localizacdo da lesdo em pacientes com trato gastrointestinal acometido bem como
no tratamento por suplementacao vitaminica e definicdo do prognostico (SIMPSON;
JERGENS, 2011).

2.5.6 Marcadores laboratoriais na doenca inflamatoria intestinal cronica em

pequenos animais

Na medicina veterinaria, o0 uso de marcadores laboratoriais para a deteccéo e
monitorizacdo de processos inflamatorios localizados ou sistémicos sdo necessarios,
visto que representam um desafio diagnéstico, porém escassos (HEILMANN;
SUCHODOLSKI; STEINER, 2011). Apenas um namero limitado de marcadores para
DIIC foi avaliado, incluindo concentragdes colonicas de nitrito e imunoglobulina G
(GUNAWARDANA et al.,, 1997), quantificacdo de anticorpos citoplasmaticos
perinucleares antineutrofilicos (ALLENSPACH et al., 2004; LUCKSCHANDER et al.,
2006), analise fenotipica de populacfes de células inflamatérias (GERMAN et al.,
2001) e expressdo de RNA mensageiro de citocinas intestinais (PETERS et al.,
2005). Jergens et al. (2003) estabeleceram correlacdo entre CIBDAI, estadiamento
histopatolégico da doenca e quantificacdo de proteinas de fase aguda, considerando
a proteina C reativa o melhor marcador de atividade inflamatéria em cdes com
doencas consideradas moderadas ou severas. McCann et al. (2007) observou

aumento desta proteina em 15 dos 16 cées portadores de DIIC incluidos em seu
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estudo, porém sem correlacdo com a severidade da doenca definida pelo CIBDAI ou
graduacdo histopatoldgica. Estes autores ndo detectaram TNF-a nestes animais.

Jergens et al. (2010) relatam que a proteina C reativa pode estar normal ou
aumentada em caes com DIIC porem este biomarcador deva ser utilizado como
importante ferramenta de avaliacdo de resposta a tratamento, principalmente
qguando utilizada de forma comparativa entre um mesmo individuo.

A mensuracao da expressao de citocinas inflamatorias também foi realizada
por German et al. (2000) em cées da raca Pastor Alemao com enteropatias (DIIC e
supercrescimento bacteriano). Foi observado aumento dos niveis de IL-2, IL-5,
IL12p40, TNF-a e TGF-f em animais acometidos. Entretanto, ndo foi possivel
identificar diferenca nestes parametros entre estas duas afeccdes. Apoés a instituicao
do tratamento, os pacientes obtiveram valores inferiores de TNF-a e TGF-3, o que
pode ser explicado pela inibicdo do processo inflamatorio e resposta imune da
mucosa intestinal. De forma semelhante, IL-6, IL-10, IL12p4a, TNF-a e TGF-B
apresentaram-se elevados em gatos com sinais de DIIC. Nguyen et al. (2006)
observaram correlacéo entre estes achados e grau de alteracdes histopatoldgicas.

Entretanto, De Majo (2008) quantificaram mRNA de TNF-a e IFN-y em
biépsias de mucosa duodenal de cédes afetados por DIIC sem observar aumento
estatisticamente significante quando comparado a cées controle o que , segundo 0s
autores, esta em concordancia com Fujiwara et al. (2002) e Peters et al. (2005).

Em humanos, a DIIC esta freqientemente relacionada a aumento de infiltrado
neutrofilico enquanto que nos cées, esta preferencialmente relacionado a infiltrados
linfoplasmociticos e, em menor escala, eosinofilico (BERGHOFF; STEINER, 2011).
Como descrito anteriormente, a familia de proteinas S100 é mais abundante em
neutrofilos e sua elevacdo em humanos com DIIC é facilmente entendida. A
associacdo de elevacbes destas proteinas com cdes acometidos por DIIC é
inicialmente contra-intuitiva porem, observada em alguns estudos (BERGHOFF;
STEINER, 2011). German et al. (2001) descrevem o aumento do numero de células
marcadas positivamente para calprotectina em caes com DIIC comparado a céaes
saudaveis. Jergens et al. (2010) notaram elevacao significativa da expressao de
S100-mRNA em mucosas de caes doentes. Além disto, a expressao de calprotectina
pode ser induzida em varios tipos celulares, incluindo células epiteliais (ERHCHEN
et al., 2009).
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3 OBJETIVO

» Diagnosticar a doenca inflamatoéria intestinal crénica em animais da espécie
canina acometidos por sinais gastrointestinais crénicos.
» Definir parametros que contribuam para o diagnostico de DIIC em cées através
da correlacao entre:
o indice de atividade da DIIC em cées (CIBDAI).
o Achados endoscopicos.
oAchados histopatolégicos segundo classificagdo proposta pela World
Small Animal Veterinary Association Gastrointestinal Standardization
Group (WSAVA).
o Mensuracéao seérica de proteina C reativa.
o Mensuracgéao sérica e fecal de calprotectina.
o Mensuracgéao sérica e fecal da proteina S100A12.
o Mensuracéao seérica de TNF-a.

o Mensuracéao sérica de folato e cobalamina.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pela Comissao de Bioética da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo (FMVZ-USP),
protocolo n°1601/2009. Os proprietarios dos animais selecionados foram
previamente informados e assinaram o termo de consentimento para inclusdao no

estudo.

4.1Selecéo dos animais

4.1.1 Grupo afetado

Foram utilizados 20 animais da espécie canina, provenientes do Servico de
Clinica Médica do Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de S&o Paulo durante o periodo de Outubro de 2009 a
Setembro de 2011, independente de padrdes raciais, etarios ou sexuais.

» Critérios de inclusdo — os cdes deviam apresentar sinais clinicos por
periodo minimo de trés semanas, o que definiu o carater crénico do
quadro.

» Critérios de exclusdo — os cdes com parasitismo gastrointestinal ou em

tratamento para evitarmos subestimar os parametros analisados.

4.1.2 Grupo controle

Foram selecionados 20 animais saudaveis e sem historico de
comprometimento gastrointestinal para a composicdo do grupo controle. Avaliagdes
clinicas e laboratoriais foram realizadas para a confirmagéo da incluséo do animal no
grupo. A presenca de parasitismo em todos os caes do grupo controle foi excluida

através da realizacdo de exames coproparasitologicos pelo Laboratério de Doencas
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Parasitarias do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Salude Animal da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Séo Paulo (VPS-
FMVZ/USP).

4.2 Colheita de amostras fecais e sanguineas

Amostras fecais dos animais afetados foram coletadas nos trés dias
antecessores aos exames endoscopicos. As amostras sanguineas foram coletadas
imediatamente antes do inicio dos procedimentos e realizou-se centrifugacdo a 2500
rpm por 10 minutos para a obtencdo de soro sanguineo. Todas as amostras foram
fracionadas, transferidas para tubos eppendorf, identificadas e armazenadas a
temperatura de -80°C em freezer' até realizacéo dos ensaios laboratoriais. Mesmo
sem a realizacdo de avaliacbes endoscopicas nos animais do grupo controle, o
mesmo protocolo foi realizado para a aquisicdo das amostras fecais e sanguineas.
Desta forma, as amostras de fezes foram coletadas nos trés dias anteriores ao dia
da coleta da amostra sanguinea.

4.3 Estabelecimento do escore clinico de ativida de da doenca inflamatoria

intestinal crénica

Para tanto, baseou-se nos escore definido por Jergens (2003). Foram
utilizados seis variaveis de sinais clinicos gastrointestinais sendo eles:
atitude/atividade do animal, apetite, vomito, consisténcia de fezes, frequéncia de
defecacdo e perda de peso. Para cada variavel, cada animal recebeu uma nota
guanto ao grau de alteracdo:

» 0 quando foi considerado normal.
» 1 quando apresentou alteracéo leve.

» 2 para alteracdo moderada.

! Ultrafreezer vertical -86°C, linha Vip, modelo MDF-U53VC, 518L, Sanyo, Bensenville, USA
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3 para alteracdo severa.

A somatoria destas notas definiu o escore clinico de cada animal no momento
do diagnéstico endoscopico. De acordo com o escore obtido, cada animal foi
classificado quanto a severidade da atividade da doenca.

» 0 e 3 foram considerados com doenca clinicamente insignificantes.
* 4 ab, comdoenca leve.
* 6 a8, com doenca moderada e 9 ou mais, com doenca severa.

Apenas para a analise de determinados testes estatisticos, o grupo afetado foi
dividido em subgrupo afetado | e subgrupo afetado Il, baseando-se no escore clinico
atribuido a cada animal. Caes com escore variando entre 0 e 5 foram incluidos no
subgrupo afetado | enquanto que animais com escore igual ou superior a 6 foram

inseridos no subgrupo afetado II.

4.4 Avaliacdo endoscopica dos animais

Foi realizado avaliacdo endoscopica de todos os animais incluidos no grupo
dos afetados. A escolha do tipo de exame endoscopico foi baseado nos sinais e
sintomas relatados, podendo ser: esofagogastroduodenoscopia isolada,
colonoscopia isolada e esofagogastroduodenoscopia associada a colonoscopia.
Para a realizacdo do procedimento, todos os animais foram avaliados por exame
clinico e laboratorial, por meio de exame hematolégico, bioquimico e
ultrassonogréfico. Os exames laboratoriais foram realizados no Servico de
Laboratorio Clinico do Hospital Veterinario da FMVZ/USP. O protocolo anestésico
utilizado durante o procedimento foi definido pelo Servico de Anestesia desta
instituicdo, levando-se em conta caracteristicas individuais dos animais. Durante o
procedimento, os pacientes foram mantidos sob anestesia inalatéria e em decubito
lateral esquerdo. Os exames endoscépicos foram realizados com aparelho
videogastroscopio’ com diametro externo de 9,8mm e comprimento de 108cm

associado & processadora® e fonte de luz* com qualidade de imagem de alta

2 Videogastroscépio GIF-H180, Olympus, Japao
® Processadora CV180, linha Evis Exera I, Olympus, Japédo
* Fonte de Luz CLV180, linha Evis Exera Il, Olympus, Japao
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definicdo. As imagens referentes a cada animal foram gravadas® e posteriormente
analisadas.

Para a padronizacdo da avaliagdo endoscopica, utilizou-se adaptacdo da
padronizacdo recomendada pelo Comparative Gastroenterology Society (CGS). Os
parametros utilizados para a avaliacdo de cada por¢cdo seguem nos quadros 1 e 2.
Foram estabelecidos escores endoscopicos para estbmago, duodeno e célon de
todos os animais avaliados. Para tanto, utilizou-se uma adaptacdo do escore
publicado por Allenspach et al (2007) sendo que atribui-se:

» escore 0 para mucosas consideradas normais por endoscopia.

» escore 1 para mucosas com leve aumento de eritema, edema e tecido friavel.

* escore 2 para mucosas plenamente edemaciadas, eritematosas, friaveis e/ou
erosdes superficiais e diminutas.

 escore 3 para amostras com acentuado eritema, edema e friavel,
apresentando sangramento facil e/ou ulceracdes visiveis.

Apenas para a andlise estatistica, determinou-se o escore endoscopico maximo

de cada animal, selecionando-se o maior valor de escore dentre 0os segmentos

avaliados.

Quadro 1 — Descricio da padronizacdo dos parametros avaliados  durante
esofagogastroduodenoscopia - FMVZ/USP — Sao Paulo — 2012

ESOFAGO ESTOMAGO DUODENO
Hiperemia Insuflacao Insuflacao
Descoloracéo Hipermia Visibilizacdo da papila
Friavel Edema Hiperemia
Hemorragia Descoloracéo Edema
Erosdo/Ulceracéo Friavel Descoloracéo
Conteudo (muco, Hemorragia Friavel
alimento)
Estenose Erosao/Ulceracéo Hemorragia
Transicdo eséfago Contetdo (muco, alimento) Eroséo/Ulceracao
gastrica
Aspecto do piloro Contelido (muco,
(estenose, deformidade, alimento)
transposic¢ao)

® Gravador de DVD, modelo DVD-R150, Samsung
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Quadro 2 — Descricdo da padronizacdo dos parametros avaliados durante colonoscopia - FMVZ/USP

— Sao Paulo — 2012

ILEO CECO COLON
Insuflacao Insuflacao Hiperemia
Hiperemia Hiperemia Descoloracao

Edema Edema Friavel
Descoloracéo Descoloracéo Hemorragia
Friavel Friavel Erosdo/Ulceracdo
Hemorragia Hemorragia Conteudo (muco, fezes)
Erosao/Ulceracéo Erosao/Ulceracéo Dilatacéo
Textura Estenose

Durante os exames de endoscopia, foram coletadas amostras teciduais de
locais padronizados. O numero de amostras coletadas em cada segmento variou
quanto a possibilidade de execug¢do porém, sempre com numeros superiores a trés.
Estas regides foram: corpo do estbmago e duodeno na EGD; ileo e segmentos de
colon na colonoscopia. Em casos especificos de alteracdes em regides diferentes
das padronizadas, amostras teciduais destes segmentos foram coletadas e incluidas
na avaliacdo histopatolégica. Para a coleta das bidpsias, utilizaram-se pincas de

biépsia®’.

4.5 Avaliagdo histopatolégica dos fragmentos de bi6 psias endoscopicas

As amostras foram mantidas em formol 10% por pelo menos 48 horas e
posteriormente enviadas para processamento e analise histopatolégica no
Departamento de Patologia desta faculdade.

Das biopsias realizadas durante os procedimentos endoscopicos, foram
confeccionadas laminas de cortes histolégicos de 5um no Laboratério de Patologia
da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (FM/USP).

A avaliacao histopatoldgica dos materiais coletados se deu em dois momentos
diferentes. Para fins de diagndstico e inclusao no estudo, todos os fragmentos foram
inicialmente submetidos a avaliacdo de rotina do Servico de Patologia do

Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da

e Pinca de bidpsia, modelo Fenestrado Standard (FB-25K-1), Olympus, Japao
’ Pinca de bidpsia, modelo mandibula de crocodilo (FB-220K.A), Olympus, Japao
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Universidade de S&o Paulo (VPT-FMVZ/USP). Uma vez incluidos no estudo, estes
materiais foram depois reavaliados com a supervisdo do Prof. Dr. José Luiz Catdo-
Dias segundo classificacéo proposta pela World Small Animal Veterinary Association
Gastrointestinal Standardization Group — WSAVA (DAY et al., 2008), como descrito
no quadro 3. Neste estudo, foram analisadas diferentes regides anatdmicas: corpo e
antro gastrico, duodeno e célon. Para cada uma destas regides, diversos parametros
foram considerados sendo que sempre foram agrupados em alteracées morfolégicas
e inflamatérias. Em cada critério estabelecido, cada animal foi classificado quanto
ao grau de alteragdo variando entre normal (auséncia de lesbes), alterado leve,
moderado até alterado marcante. Posteriormente, estes critérios foram
transformados em escores numéricos para facilitar sua compreenséo e utilizacédo
estatistica em comparacado com os demais parametros realizados. Para tanto, cada

classificacéo recebeu um valor numeérico que variou de:

0 para tecido normal/auséncia de lesdes.

1 para alteracéao leve.

2 para alteragcdo moderada.

3 para alteragdo marcante/severa.
Estes valores foram somados e, desta forma, estabelecido o escore de cada

animal para cada segmento anatdomico avaliado.
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Quadro 3 — Descrigdo da padronizagdo dos parametros histologicos avaliados para os diferentes
segmentos gastrointestinais - FMVZ/USP — S&o Paulo — 2012

ESTOMAGO

— Injaria superficie epitelial

— Injuria epitelial fossetas géastricas

— fibrose/ninho glandular/atrofia mucosa
— Linfdcito intraepitelial

— Linfécito e plasmaocito em lamina prépria
— Eosinoéfilo em lamina prépria

— Neutrdfilo em lamina propria

— Outras

DUODENO

— Achatamento/atrofia de vilosidade

— Injuria superficie epitelial

— Distensao de criptas

— Dilatacéo de linfatico

— Fibrose da mucosa

— Linfécito intraepitelial

— Linfécito e plasmaocito em lamina prépria
— Eosinodfilo em lamina prépria

— Neutréfilo em l1amina prépria

— Qutras

COLON

— Injaria superficie epitelial

— Hiperplasia de criptas

— Dilatacao/distorsado de criptas

— Fibrose/atrofia

— Linfécito e plasmaocito em lamina prépria
— Eosinofilo em lamina propria

— Neutréfilo em lamina propria

— Macrofago em lamina prépria

4.6 Processamento laboratorial

4.6.1 Fator de necrose tumoral (TNF-a)

A mensuracdo sérica de TNF-a foi

realizada por meio de

teste

imunoenzimatico ELISA através de kit comercialmente disponivel® previamente

validado para soro sanguineo canino. O protocolo seguiu as instrucdes fornecidas

pelo fabricante. As mensuracdes foram realizadas no Laboratério de Morfofisiologia

Molecular e Desenvolvimento da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de

Alimentos da Universidade de Sao Paulo (LMMD-FZEA/USP).

® Canine TNF-a, Quantikine, CATA00, R&D Systems,, Minneapolis, USA
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4.6.2 Proteina C-reativa

As mensuracdes séricas de proteina C reativa dos animais incluidos no estudo
foram realizadas por teste imunoenzimatico ELISA através de kit comercialmente
disponivel® previamente validado para uso em animais da espécie canina. O
protocolo para a realizacdo dos testes seguiu as instrucbes do fabricante e a
padronizacdo prévia do Gastrointestinal Laboratory (Gl Lab — Texas A&M
University). Os valores de referéncia estabelecidos variaram entre 0 e 7,6 mg/L. As

mensuragoes foram realizadas no Gl Lab

4.6.3 Calprotectina

Utilizou-se a técnica de teste imunoenzimatico ELISA para a mensuracao da
proteina calprotectina em amostras de soro sanguineo e fezes tanto dos animais do
grupo afetado quanto do grupo controle. No que se refere a avaliagdo fecal, foram
utilizadas amostras de trés dias consecutivos porém optou-se por utilizar para a
analise estatistica apenas a média dos dois valores mais proximos, excluindo-se
assim, o valor que apresentou-se mais discrepante dos demais. As mensuracdes

foram realizadas no Gl Lab.

4.6.4 Proteina S100A12

Utilizou-se a técnica de radioimunoensaio competitivo de fase liquida para a
mensuracao da proteina S100A12 em amostras de soro sanguineo e fezes tanto dos
animais do grupo afetado quanto do grupo controle. No que se refere a avaliacédo
fecal, foram utilizadas amostras de trés dias consecutivos porém optou-se por utilizar

para a analise estatistica apenas a média dos dois valores mais proximos, excluindo-

° “Phase” C-Reactive Protein/CRP Canine kit, Tridelta, Maynooth, Ireland
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se assim, o valor que apresentou-se mais discrepante dos demais. As mensuragoes

foram realizadas no Gl Lab.

4.6.5 Folato e Cobalamina

A mensuracéo realizada pelo Gl Lab foi por meio de técnicas de imunoensaio
realizadas no aparelho automatizado™. O kit de cobalamina®! apresenta-se como um
ensaio competitivo enzimatico de fase soélida, por quimioluminescéncia, que implica
em um procedimento automatico de desnaturacéo alcalina. O kit de &cido félico™

também se baseia na realizacdo de teste de imunoensaio competitivo.

4.7 Andlise estatistica

Os parametros epidemioldgicos, clinicos e endoscopicos foram analisados de
forma descritiva em forma de freqiéncia absoluta (n), frequéncia relativa (%) e/ou
meédia e desvio-padrao.

Quanto aos parametros histopatoldgicos, as variaveis classificatérias foram
apresentadas em tabelas de contingéncia contendo frequéncias absolutas (n) e
relativas (%).

As variaveis quantitativas ndo paramétricas foram avaliadas com teste de
comparacao de medianas de Mann-Whitney.

Na comparagdo entre medianas dos subgrupos (afetado |, afetado Il e
controle) utilizou teste de Kruskal-Wallis. Quando significante, utilizou-se o teste de
comparacao multipla de Dunn para discriminar as diferencas entre 0os grupos.

As correlacbes pertinentes entre as variaveis estudadas foram avaliadas
segundo coeficiente de correlagdo de Spearman.

Os valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

1% “/mmulite 2000 Immunoassay System - Siemens®”
" Vitamin B12-L2KVB6, Siemens
2 Folic Acid-L2KFO6, Siemens
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5 RESULTADOS

5.1 Parametros epidemiolégicos

Foram incluidos no presente estudo 20 animais que contemplaram o0s critérios
pré-definidos de acordo com a metodologia proposta e descrita previamente (Quadro
4). Todos os caninos afetados apresentavam sinais clinicos de vomito e/ou diarréia
por periodos superiores ha trés semanas.

A mediana da idade destes pacientes foi dois anos, com valores minimo e
maximo de um e 10, respectivamente. Podemos justificar este resultado devido ao
avanco da medicina veterinaria que atualmente possui maior numero de
especializacbes e disponibilidade de novos exames complementares. Bem como o
maior esclarecimento da populacdo fez com que estes pacientes fossem
encaminhados precocemente ao atendimento. Isto refletiu numa menor faixa etaria
dos animais acometidos. Além disso, observa-se uma representatividade maior de
fémeas em relacdo aos machos quando se analisa a distribuicdo sexual da amostra,
composta por 13 fémeas (65%) e 7 machos (35%). Quanto a distribuicdo racial, 10
racas foram representadas além de animais sem padrdo racial. A distribuicdo
encontra-se no grafico 1.

Dos 20 animais incluidos, 17 apresentavam vémitos (85%) como uma das
manifestacbes da doenca enquanto 11 diarréia (55%). Além destes sintomas,
emagrecimento progressivo associado ao quadro (n=4), altera¢des na ingestao de
alimentos como disorexia, hiporexia ou apetite seletivo (n=10), prolapso retal (n=2),
flatuléncia (n=1), disquesia (n=1) foram relatados pelos proprietarios.

Os dados epidemiolégicos e clinicos referentes aos animais foram compilados

e estdo descritos a seguir.
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Quadro 4 — Distribuicdo dos dados epidemiol6gicos, escore e sinais clinicos dos pacientes -
FMVZ/USP — Sao Paulo — 2012

o Sinais Clinicos

z = o TR © of Vomito | Diarréia Outros

) 2 == w O

1 | 180162 | Schnauzer 8 M| 4 - X Disquesia

2 | 205383 | Lhasa Apso | 4 F |6 X -

3 [ 207300 Maltés 2 F| 4 X - -

4 | 207485 [ Yorkshire 2 F| 2 X - -

5 | 210197 | Fox Terrier 2 F |6 X X -

6 [ 210593 Poodle 1 F |5 - X Prolapso retal

7 | 192789 SRD 5 [M| 6 X - Anorexia

8 | 210737 Pit Bull 7 M| 8 - X Emagrecimento, hiporexia,

disquesia, sensibilidade

retal

9 | 212104 Boxer 4 F |8 X X Emagrecimento, hiporexia,

apatia, IRC

10 | 212946 Poodle 9 F |3 X - -

11| 211117 SRD 10 | F [ O X - Disorexia, parorexia

12 | 213486 Buldog 1 M| 5 X X Prolapso de reto

francés

13 | 213617 | Yorkshire 15[ F |5 X X Apetite seletivo,

14 | 212217 Boxer 1 M [ 3 X X -

15| 216628 SRD 3 F |9 X X Emagrecimento, apetite

seletivo

16 | 216704 | Whippet 7 F |3 X - Apetite seletivo

17| 211476 | Lhasa apso 2 M]3 X - Apetite seletivo

18 | 218693 | Yorkshire 2 F |5 X X -

19 | 218470 Boxer 15 (F | 8 X X Emagrecimento, hiporexia,
ascite

20 | 216136 | Yorkshire [15a | M| 5 X - Apetite seletivo, Flatuléncia

Gréfico 1 — Representacao grafica da distribuigdo racial dos pacientes - FMVZ/USP — Séo Paulo,
2012
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Quanto a avaliacdo ultrassonogréfica, apenas trés cdes ndo apresentaram
quaisquer alteracdes no exame. No que se refere a avaliagdo da cavidade gastrica,
a replecdo gasosa foi relatada em 10 dos 20 animais avaliados (50%) enquanto que
em apenas trés foram observados espessamentos da parede gastrica. Em relacédo a
alteracOes intestinais, a ultrassonografia foi capaz de diagnosticar apenas trés
animais com espessamentos de parede intestinal; sendo que cinco animais
apresentaram aumentos de linfonodos iliacos mediais e/ou mesentérico porém todos
com caracteristicas de homogeneidade e regularidade. Além disto, oito caes
mostraram alteracdes em figado, sendo que trés aumento em sua dimensao, quatro
diminuicdo na dimenséo e 2 aumento na ecogenicidade do 6rgéo.

Sete dos 20 animais (35%) tiveram alteracoes nos exames laboratoriais
realizados previamente a avaliacdo endoscopica. Trés animais manifestaram
elevagbes do numero de leucdcitos totais sendo que em um animal, esta elevacao
foi considerada muito discreta (16100 leucécitos/pL). Dois animais exibiram valores
séricos de fosfatase alcalina superiores aos valores de referéncia estabelecidos pelo
Laboratério Clinico do Hospital Veterinario da FMVZ/USP (116U/L e 208UJ/L)
enquanto que um cao apresentou valores de uréia e creatinina também elevados em
relacdo ao mesmo laboratério (uréia=148,1mg/dL e creatinina=2,7g/dL), decorrente
de alteracdo renal concomitante ao quadro gastrointestinal. Para completar as
alteracdes laboratoriais observadas, um animal apresentava anemia (Ht=23%) e
outro, hiperpotassemia (K=5,6 mg/dL).

O valor médio de albumina sérica dos caninos incluidos no grupo afetado foi
3,17g/dL, sendo os valores minimo e maximo, respectivamente 1,4 e 4,1g/dL.
Apenas 1 animal mostrou valor sérico de albumina inferior aos valores de referéncia
estabelecidos pelo Laboratério Clinico do Hospital Veterinario da FMVZ/USP
(1,49/dL e 2,3 a 3,8 g/dL, respectivamente).

Os dados referentes a avaliagdo ultrassonogréafica, avaliagdo laboratorial e

valores séricos de albumina encontram-se no quadro 5.
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Quadro 5 — Descri¢do dos parametros clinicos e ultrassonograficos dos pacientes - FMVZ/USP — Séo

Paulo — 2012

ALTERAGCOES ULTRASSONOGRAFICAS

ALTERACOES
LABORATORIAIS

ALBUMIN
A SERICA

Figado dimensdes aumentadas, ecogenicidade elevada, baco com pontos de
fibrose/calcificacdo, rins com calcificagfes, bexiga com calculos e paredes
irregulares; prostata, testiculos e TGl sem alteragées

2,7

Figado discretamente aumentado, rins reduzidos, estdbmago com discreta
replecéo gasosa com paredes sem evidéncias de espessamento

2,9

Figado, baco e bexiga sem alteracbes; segmentos intestinais com camada
submucosa evidente sem espessamento ou irregularidade, estdmago
moderadamente preenchido por conteldo gasoso e paredes passiveis de
avaliacdo sem evidéncias de espessamento

K=5,6

34

Figado, bago, rins, bexiga e Utero sem alteragBes; estdbmago repleto por
contetdo gasoso, paredes passiveis de observacdo e segmentos intestinais sem
alteracdes

Leucdcitos
16100

3,2

Sem evidéncias de alterag6es ultrassonograficas

3,8

Presenca de gases em todo trato gastrointestinal dificultando exame

Ht=23

3,3

Figado dimensdes reduzidas, contornos preservados, ecogenicidade
homogenia; baco, rins, bexiga, prostata sem alteracdes; estdbmago com
conteldo gasoso, paredes sem evidéncia de espessamento

4,1

Baco discretamente aumentado, figado, préstata, bexiga e rins sem alteracdes;
linfonodos iliacos mediais aumentado de volume, homogéneos e regulares

3,0

Baco aumentado, rim com ecogenicidade elevada, segmento intestinal
mesogastrico com paredes espessadas (até 0,92cm) com camada preservada,
linfonodo iliaco medial esquerdo aumentado

Uréia=148,1;
Creatinina=2,7

2,5

10

Espessamento de parede gastrica sugestiva de gastrite cronica

FA=208

3,8

11

Figado com dimensdes diminuidas, estbmago repleto, conteddo gasoso em
alcas paredes normoespessadas com camadas preservadas

3,4

12

Estomago conteddo heterogéno e pastoso, grande quantidade,
espessadas (até 0,57cm); baco acentuadamente aumentado

paredes

Leuc6citos=2110
0

3,4

13

Sem evidéncias de alteragdes ultrassonogréficas

3,9

14

Figado e baco com dimensdes aumentadas; duodeno/pancreas sem alteracoes;
grande quantidade de gases, linfonodo iliaco medial direito aumentado
homogéneo, regular

FA=116

15

Figado, rins, duodeno, pancreas e bexiga sem altera¢gdes; baco com dimensdes
aumentadas, contorno e textura preservados; segmento intestinal mesogastrico
esquerdo com discreta dilatagdo por conteldo liquido (2,9cm @) e paredes
espessadas e irregulares (até 0,98cm) com caracteristica de camadas
preservadas; colon descendente com paredes espessadas e irregulares
(0,70cm) com caracteristica de camadas preservadas; linfonodo mesentérico
com aumento de volume (3,93 x 1,05) homogéneo e regular, linfonodo iliaco
medial esquerdo com aumento de volume (1,95 x 0,85) homogéneo e regular

Leucdcitos
36600
neutrofilia,
eosinofilia,
monocitose

24

16

Figado, rins e bago sem altera¢cdes; estomago com conteldo gasoso e paredes
normoespessadas (0,2cm), algas intestinais com distribuicdo, diametro e
estratificacdo normais, paredes normoespessadas, peristaltismo evolutivo;
bexiga com estrutura 0,76x0,76-polipo?

3,3

17

Estomago com contelddo pastoso e paredes visiveis sem evidéncia de
espessamento. Figado, baco, rins, bexiga e prostata sem alteracées

3,5

18

Figado com ecogenicidade discretamente diminuida; rins: contornos pouco
definidos, ecogenicidade discretamente aumentada, dimensdes reduzidas;
bexiga e baco sem alteragBes; cdlon descendente discreto espessamento e
irregularidade de paredes (0,36cm sem caracteristica de camadas)

3,2

19

Figado aumentado, discreta-moderada liquido livre em abdémen com moderada
celularidade, linfonodo mesentérico e iliaco medial direito © homogéneo,
regular; estbmago com paredes acentuadamente espessadas (até 1,5cm) com
irregularidade (muscular da mucosa espessada), seguimentos intestinais sem
alteracoes

1,4

20

Figado com ecogenicidade discretamente aumentada; rins com contornos e
limites cortico-medulares pouco definidos, ecogenicidade discretamente elevada;
bexiga, baco e préstata sem alteragGes; estdbmago com discreta replegdo
gasosa, paredes sem espessamento

3,2
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5.2 Escore clinico de atividade da doenca inflama  téria intestinal cronica

No que se refere aos escores clinicos atribuidos pelos proprietarios no
momento da realizagéo dos exames endoscopicos, o valor da mediana foi cinco com
valores variando entre zero e 9. De acordo com a classificacdo proposta por Jergens
(2003), seis animais apresentaram escore de doenca insignificante clinicamente (0-
3), sete animais com doenca clinicamente leve (4-5), seis animais com indices de
doenca moderada (6-8) e um animal considerado com doenca severa (9 ou +).

A grande variedade de graus de acometimento dos animais e valores de
escore clinico levou a necessidade de analisarmos o grupo afetado de forma mais
segmentada. Como descrito anteriormente, o grupo afetado foi subdividido em grupo
afetado | (animais com escore insignificante ou leve, ou seja, com escores entre 0 e
5) e grupo afetado Il (animais com escore moderado a severo, ou seja, com escores
iguais ou superiores a 6). Esta subdivisdo foi utilizada apenas para a realizacdo de
alguns testes estatisticos. Desta forma, 13 cdes foram classificados como grupo
afetado | enquanto que 7 como grupo afetado II.

5.3 Avaliacdo endoscopica dos animais

Dos 20 animais, nove foram submetidos a esofagogastroduodenoscopia (EGD)
apenas, dois apenas a  colonoscopia e nove  submetidos a
esofagogastroduodenoscopia (EGD) associado a colonoscopia. Nenhum animal
exibiu qualquer tipo de complicagdo associada ao exame. Apenas trés animais
apresentaram alteracfes em es6fago sendo descrito hiperemia nos animais 7 e 16 e
presenca de estrias erosivas no animal 12. O cdo n° 11 mostrou diversas
pigmentacdes puntiformes enegrecidas em todo o trajeto esofagico porem sem
relevancia clinica. Edema e hiperemia em diferentes intensidades foram observados
em todos as cavidades gastricas avaliadas enquanto que presenca de
erosdes/ulceracdes foram diagnosticadas em quatro animais, variando entre erosdes
superficiais até ulceracdes mais profundas. Dos 11 cdes submetidos a

procedimentos de colonoscopia, ndo foi possivel em seis animais a introdugédo do
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aparelho através do orificio ileo-colico. Por¢des finais de ileo dos demais animais
puderam ser diretamente avaliadas. Com exce¢do de um céo, todos os demais
exibiram diferentes graus de edema e hiperemia em trajeto colénico sendo também
relatada mucosa irregular, friavel e com erosdes/ulceracdes. Sete animais
apresentaram alteracdes na valvula ileo-cdlica como hiperemia e erosées. Os dados
referentes aos procedimentos endoscoOpicos de cada animal encontram-se no
quadro 6. As figuras 2 e 3 ilustram as caracteristicas observadas durante exames
endoscopicos de animais do grupo afetado.

Quanto aos escores endoscopicos, foram atribuidas notas para o estbmago de
18 animais, duodeno de 17 animais, enquanto que apenas 11 tiveram porcdes de
colon avaliadas segundo este critério. Dos 18 estdbmagos classificados, apenas um
foi considerado normal (escore 0), enquanto que 13 receberam escore 1, dois
receberam escore 2 e dois animal receberam escore 3. Da mesma semelhante,
atribuiu-se escore correspondentes a alteracdes leves (escore 1) & maior parte das
mucosas duodenais avaliadas (12 de 17 animais; 70,58%). Um c&o ganhou escore O
e trés animais receberam escore 2. Nenhum cé&o recebeu escore 3. Na avaliacéo
das mucosas colonicas, 45,45% dos animais foram classificados com escore 1 (n=5)
enquanto que 18,18% receberam escore 2 e 27,27% obtiveram escore 3. Apenas
uma amostra colbnica foi considerada normal e recebeu escore 0. Em todos os
segmentos avaliados, a mediana observada foi 1 com valores variando entre 0 e 3.
Os dados referentes aos escores atribuidos a cada segmento avaliado bem como o

escore maximo de cada cao encontram-se no quadro 7 e grafico 2.



Quadro 6 — Descricdo dos parametros endoscépicos dos pacientes - FMVZ/USP — Sao Paulo, 2012

Céo EXAME AVALIACAO ENDOSCOPICA TESTE

N° REALIZADO UREASE

1 Colono ileo ndo examinado; edema e hiperemia em valvula ileo-célica; contetdo fecal em grande quantidade dificultando avaliagdo detalhada do ceco, leve edema, moderada hiperemia em seg célicos, NR
reto normal

2 EGD Esbfago normal, pequena quantidade de secre¢cdo amarelada, moderado edema, hiperemia e erosées em corpo gastrico, multiplas lesdes hiperémicas puntiformes em fundo gastrico e porgao POS
terco proximal de corpo gastrico; leve hiperemia em duodeno

3 EGD Eso6fago normal, leve edema e hiperemia gastrica, moderada textura anormal em duodeno NEG

4 EGD Esbfago normal, leve edema em corpo gastrico, presenca de prega gastrica longitudinal sobre piloro, porém pérvio; edema leve/moderado, textura anormal (granulosidade) e friavel em duodeno NEG

5 Eso6fago normal; hematina, conteldo espumoso, leve edema e hiperemia em corpo gastrico, duodeno normal; ileo ndo examinado; moderado edema e leve hiperemia em valvula ileo-célica, fezes POS

GD/Colono e edema em ceco, leve edema em valvula ceco-célica; moderado edema em célon

6 Colono lleo ndo examinado - néo foi possivel passagem do aparelho pela valvula fleo-célica; edema, hiperemia e eroséo em valvula ileo-célica; moderado edema em ceco; moderado edema, hiperemia e NR
multiplas erosdes puntiformes em véalvula ceco-coélica; moderado edema, hiperemia e mdltiplas erosdes puntiformes em célon, presenga de muco em grande quantidade em célon; severo edema
e hiperemia em reto; severo edema, hiperemia em anus com intenso sangramento a biopsia

7 EGD Leve dilatagdo esofagica em todo o trajeto com hiperemia da mucosa; estomago com conteido espumoso em grande quantidade, edema e hiperemia em corpo gastrico; edema e hiperemia em POS
piloro lateralizado (porem pérvio); hiperemia e granulosidade em todo o trajeto duodenal avaliado

8 EGD/Colono | Esbfago normal, edema e hiperemia em corpo gastrico, hematina em antro; leve hiperemia e granulosidade em duodeno; ileo normal; contetdo fecal em ceco, edema e hiperemia em célon NEG
transverso e descendente; edema, hiperemia e espessamento (aumento de volume) entre esfincter anal externo e interno

9 EGD/Colono | Esbfago normal; edema leve a moderado em corpo gastrico, presenca de hematina; leve eritema em duodeno; edema, hiperemia e erosdo em ileo; edema, eritema e erosédo em valvula ileo- NEG
colica; edema, hiperemia e leséo erosiva linear em célon (iatrogénico?); fezes em ceco; leve edema em reto

10 EGD Esbfago normal; edema e hiperemia em estomago, piloro lateralizado porém pérvio; leve granulosidade, edema e friavel em mucosa do duodeno NEG

11 EGD Diversas pigmenta¢des puntiformes enegrecidas no eséfago, leve hiperemia gastrica, contetido espumoso, piloro completamente aberto (incompeténcia pilérica?anestésica?), duodeno normal POS

12 EGD/Colono | Estrias erosivas longitudinais em porcéao final (ter¢o distal) de eséfago, préximo a TGE-esofagite erosiva em terco final de es6fago; moderado edema e hiperemia em corpo géstrico, contetido NEG
mucoso e salivar em moderada a severa quantidade, multiplos pequenos e superficiais pontos erosivos/ulcerosos em antro gastrico, piloro deformado (edema, friavel e espessamento) porem foi
possivel a passagem do aparelho; duodeno com edema e hiperemia moderados além de erosdes focais (leve); leve a moderado edema em ileo e véalvula ileo-célica; ceco normal; leve edema em
vélvula ceco-célica; moderada hiperemia e edema, tecido fridvel leve em célon.

13 EGD/Colono | Esbfago normal. Contetido espumoso, leve edema e hiperemia em corpo géstrico e antro; ndo foi possivel a passagem do aparelho através do piloro (biopsia "cega") duodeno nédo examinado; POS
fleo ndo examinado- impossivel passagem do aparelho pelo orificio ileo-célico; hiperemia focal em véalvula ileo-célica (hematoma?);ceco normal (contetdo fecal);valvula ceco-célica normal; célon
normal; leve edema em reto

14 EGD/Colono | Eséfago normal; edema e hiperemia leves em corpo gastrico, duas erosdes puntiformes com hematina em antro, erosdes rasas hiperémicas em corpo gastrico; leve hiperemia e granulosidade POS
em duodeno; ileo e ceco néo visualizados; edema moderado e hiperemia leve em todo o trajeto coldnico

15 EGD/Colono | Esbfago normal, secre¢cdo amarelada/esverdeada, edema e hiperemia em cavidade géastrica; granulosidade e hiperemia em duodeno; grande quantidade de contetdo fecal dificultando a POS
realizacdo do exame; intenso edema, hiperemia, irregularidade e fridvel em todo trajeto coldnico; ileo hiperémico e friavel

16 EGD Esofago com leve hiperemia; edema e hiperemia moderados com cavidade gastrica com presenca de ulceracdo em corpo gastrico; leve hiperemia em duodeno NEG

17 EGD Leve edema e hiperemia em cavidade gastrica; duodeno apresentando leve granulosidade e edema NEG

18 EGD/Colono | Eséfago normal; inimeros pontos hiperémicos em fundo e tergo anterior do corpo gastrico, edema em pregas gastricas, piloro edemaciado; bulbo duodenal/duodeno com leve granulosidade; ileo NEG
ndo visualizado porem realizada biépsia “cega”; inimeros foliculos linféides em reto e célon descendente, grande quantidade de contetdo fecal dificultando a realizagdo do exame; Erosdo em
transigao ileo-coélica sangramento moderado durante realizacdo de bidpsias; ceco com grande quantidade de conteudo fecal, apresentando leve hiperemia (ceco avaliado parcialmente, pois ndo
foi possivel passagem do aparelho porém orificio ceco-célico aberto.

19 EGD/Colono | Esbdfago normal. Edema leve e hiperemia moderada em corpo gastrico com presenca de hematina; duodeno com edema e hiperemia leves a moderados além de vilosidades POS
esbranquicadas;discreto edema em ileo; moderado edema e moderado a severa hiperemia em todo trajeto col6nico, tecido fridvel leve e leve erosdo superficial em diversos pontos do trajeto.
Irregularidade da mucosa, foliculos linféides, contetdo fecal em grande guantidade associado a contetdo de aspecto mucoso e fibrindide dificultando a realizacdo do exame

20 EGD Esbfago normal; edema e hiperemia em pregas do corpo gastrico, auséncia de alteragdes em canal antral e fundo gastrico, piloro centrado e pérvio; duodeno com mucosa de aspecto granuloso POS
leve e hiperemia leve

EGD- esofagogastroduodenoscopia, Colono- colonoscopia, POS- positivo, NEG- negativo

LS
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Figura 2 - Imagens endoscopicas dos
animais afetados incluidos no estudo. (A)
es6fago normal, (B)estrias erosivas
longitudinais em terco distal de esbfago, (C)
leve edema e hiperemia em corpo gastrico,
(D) e (E) pregas gastricas e canal antral, (F)
hiperemia puntiforme multiplas em canal
antral, (G) ulcerac8es em corpo gastrico.
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Figura 3 — Imagens endoscépicas dos
animais afetados incluidos no estudo. (A)
canal antral e piloro, (B) duodeno e papila
duodenal, (C) leve edema e hiperemia em
duodeno, (D) granulosidade e irregularidade
de duodeno, (E) hiperemia em ileo, (F)
edema e hiperemia em cdlon, (G) intenso
edema, hiperemia, irregularidade e
friabilidade de cdlon
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Quadro 7 — Descri¢éo dos escores endoscoépicos atribuidos aos animais do grupo afetado - FMVZ/USP
— S&o Paulo — 2012

ESTOMAGO DUODENO COLON ESCORE
MAXIMO
1 NA NA 1 1
2 3 1 NA 3
3 1 1 NA 1
4 0 2 NA 2
5 1 0 1 1
6 NA NA 3 3
7 1 1 NA 1
8 1 1 1 1
9 1 1 1 1
10 1 1 NA 1
11 1 0 NA 1
12 2 2 2 2
13 1 NA 0 1
14 1 1 1 1
15 1 1 3 3
16 3 1 NA 2
17 1 1 NA 1
18 1 1 2 2
19 2 2 3 3
20 1 1 NA 1

NA: ndo atribuido

Gréfico 2 — Representacao gréafica da distribuicdo do escore endoscopico nos diferentes segmentos
avaliados - FMVZ/USP — S&o Paulo — 2012
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5.4 Avaliacdo histopatoldgica das bidpsias endos  copicas

5.4.1 Avaliacao histopatoldgica inicial

Dos 20 animais incluidos no estudo, 18 foram avaliados por procedimentos de
esofagogastroduodenoscopia e 11 por colonoscopia.

Nos animais avaliados por esofagogastroduodenoscopia, apenas trés dos 18
(16,66%) tiveram a mucosa gastrica classificada como normal/sem alteracdes. A
identificacdo de organismos do género Helicobacter spp. foi detectada em apenas
trés animais. Neste mesmo grupo de animais, 16 dos 18 apresentaram diferentes
graus de enterite linfocitica plasmocitica, o que significa 88,88% dos fragmentos
avaliados. Destes 16, seis mostravam a participacdo de eosinoéfilos no processo
inflamatorio de forma coadjuvante. Em um destes animais, observou-se a presenca
de histiocitos associada a inflamacao linfocitica plasmocitica. Apenas um céo teve
suas bidpsias consideradas insuficientes para analise. As descri¢bes das avaliacdes
histopatolégicas iniciais de cada animal encontram-se no apéndice A.

5.4.2 Avaliacdo histopatoldgica segundo padronizacdo da WSAVA

As analises histopatoldgicas foram realizadas com o auxilio do Prof. Dr. José
Luiz Catdo-Dias, docente do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo e colaborador deste projeto
de pesquisa e baseiam-se na classificacdo proposta pela World Small Animal
Veterinary Association Gastrointestinal Standardization Group (WSAVA). Para fins
de visualizacdo dos resultados, os dados estéo descritos nos quadros 8, 9, 10 e 11;
tabelas 1, 2 e 3 e gréficos 3, 4, 5 e 6. As figuras 4 a 23 ilustram os parametros
histopatolégicos estudados.

Os parametros analisados diferem para cada segmento, sendo que todos
incluem avaliagbes quanto a integridade da superficie epitelial, alteragdes de criptas,
presenca de fibrose e tipos de células inflamatérias presentes. Para a
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homogeneidade da avaliacdo, optou-se por trabalhar todas as amostras de um
mesmo segmento conjuntamente. Todas as amostras de estdbmago (17 amostras),
duodeno (15 amostras) e colon (11 amostras) foram avaliadas e classificadas. A
avaliacdo das biopsias de ileo foram realizadas de forma descritiva e independente
das demais pois a padronizacdo proposta pela World Small Animal Veterinary
Association Gastrointestinal Standardization Group (Quadro 11). A WSAVA néao
realizou em sua proposta a avaliacéo do ileo.

No que se refere as avaliacbes de mucosa gastrica em regido de corpo
gastrico, quatro amostras foram classificados como mucosas normais, 12 animais
com processos inflamatdrios do tipo linfoplasmocitarios e apenas um céo apresentou
lesdo nao inflamatéria (atrofia/fibrose). Embora n&o fossem parametros
padronizados, edema, congestdo e hemorragia foram frequientemente observados.
Apenas dois animais tiveram amostras de antro gastrico avaliadas, sendo que o
diagndstico para este segmento foi igual ao definido para o corpo gastrico em ambos
os animais (gastrite linfoplasmocitica para o cdo n°3 e gastrite linfoplasmocitica
severa para o0 n°16). A avaliacdo contemplou 9 parametros, totalizando 153 notas.
Destas, 103 foram consideradas normais (67,32%), 42 leves (27,45%), 6 moderadas
(3,92%), 0 severa (0%) e duas nao puderam receber notas (1,30%) uma vez que a
representacdo do tecido n&o permitia a avaliagdo de determinado parametro. O
escore atribuido a avaliacdo do estbmago variou entre 0 e 9, com mediana de 3,0.

Quanto a andlise de fragmentos duodenais, houve predominio de lesbes
inflamatorias do tipo linfoplasmocitica (9 dos 15 animais avaliados). Em dois destes
cdes, havia a participacdo de outro tipo celular, embora o predominio fosse
linfoplasmocitico (um com a participacdo de eosindfilos e outro, neutrofilos). Dois
cdes receberam o diagnostico de enterite neutrofilica e dois, de processos
inflamatoérios mistos (participacdo de eosindfilos, linfocitos e neutréfilos sem o
predominio de um tipo celular). Um céo foi diagnosticado com processo nao
inflamatorio (atrofia/fibrose) e outro considerado normal para 0s parametros
avaliados. A avaliacdo contemplou 10 parametros avaliados, totalizando 150 notas.
Destas, 83 foram consideradas normais (55,33%), 54 leves (36,00%), 7 moderadas
(4,66%), 2 severas (1,33%) e 4 ndo puderam receber notas (2,66%). Similarmente
ao escore observado para a avaliacdo gastrica, as notas atribuidas as amostras

duodenais variaram entre 0 e 9 e apresentaram mediana de 5,0.
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Amostras col6nicas de 11 animais foram analisadas sendo que nove destes
apresentaram processos linfoplasmociticos e um mostrou processo inflamatério
predominantemente eosinofilico. Apenas um céo exibiu processo nao inflamatorio
(atrofia/fibrose). A avaliacdo contemplou 8 parametros, totalizando 88 notas. Destas,
34 foram consideradas normais (38,63%), 40 leves (45,45%), 14 moderadas
(15,90%), 0 severa (0%) e 0 ndo puderam receber notas (0%). Os escores atribuidos
ao colon variou entre 3 e 10, e apresentou mediana de 6,0.

A mediana do escore do coélon foi superior a mediana do duodeno e estbmago
(6,0; 5,0 e 3,0 respectivamente). O grafico 3 se refere as medianas encontradas nos
subgrupos, sendo:

* no estdbmago, 3,0 para afetado | e 3,0 para afetado II.
* no duodeno, 5,0 para afetado | e 5,0 para afetado II.

* no colon, 7,0 para afetado | e 4,0 para afetado II.

Gréfico 3 — Representacao grafica do valor de mediana em cada grupo, nos diferentes segmentos
avaliados — FMVZ/USP — S&o Paulo — 2012
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Figura 4 — Fotomicrografia de corte histolégico de
estbmago do cdo n°13. Segmento de
corpo géstrico apresentando injaria
epitelial moderada (escore 2), com
rasamento e degeneragdo do epitélio
colunar. HE, aumento de 400x.

Figura 5 — Fotomicrografia de corte histolégico
de estdbmago do cdo n° 20. O corte
representa segmento de corpo gastrico
com congestao, edema e esgargamento
da |&mina propria. HE, aumento de 100x.

Figura 6 — Fotomicrografia de corte histolégico
de estdbmago do cdo n° 20. Detalhe da
imagem  anterior evidenciando o0s
processos de congestdo (setas pretas),
edema e esgarcamento (setas verdes) da
lamina prépria. HE, aumento de 200x.

Figura 7 — Fotomicrografia de corte histologico
de estbmago do cdo n° 7. O corte
representa corpo géstrico com congestéo
e edema além de discreta injaria epitelial
da superficie e das fossetas gastricas
(escore 1 para ambos). HE, aumento de
100x.
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Figura 8 — Fotomicrografia de corte
histolégico de estdmago do cédo n° 19
representando segmento de corpo
gastrico. Note a discreta atrofia de
mucosa com segmentacdo do tecido
glandular (“ninhos glandulares”) como
apontada nas setas. HE, aumento de
200x.

Figura 9 — Fotomicrografia de corte
histolégico de duodeno do cao n° 2. O
corte representa vilo com superficie
epitelial normal (escore 0), auséncia de
achatamento ou atrofia de vilosidade
(escore 0), canal linfatico de calibre
normal (escore 0), aumento discreto do
ndmero de linfocitos intraepiteliais
(escorel), discreta quantidade de
linfécitos e plasmdcitos em lamina
propria. HE, aumento de 100x.

Figura 10 - Fotomicrografia de corte
histolégico de duodeno do cao n° 2.
Observe discreta quantidade de
linfécitos intraepiteliais como apontado
nas setas (escore 1) e auséncia de

injuria epitelial em vilo. HE, aumento de
400x.
Figura 11 - Fotomicrografia de corte

histolégico de duodeno do cdo n° 13
exibindo congestdo em lamina prépria.
HE, aumento de 200x.
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Figura 12 - Fotomicrografia de corte
histolégico de duodeno do cdo n° 19,
evidenciando infiltracdo

linfoplasmocitica moderada indicada
pelas setas (escore 2). HE, aumento de
200x.

Figura 13 - Fotomicrografia de corte
histolégico de duodeno do cdo n° 15.
Observe a marcante infiltracéo
neutrofilica (escore 3) indicada pelas
setas. HE, aumento de 200x.

Figura 14 - Fotomicrografia de corte
histolégico de duodeno do cdo n° 15.
Note, em maior aumento, as
caracteristicas do infiltrado neutrofilico
marcante como apontam as setas
(escore 3). HE, aumento de 400x.

Figura 15 - Fotomicrografia de corte
histolégico de cdélon do cédo n° 5.
Observe o padrdo morfolégico de
normalidade do revestimento epitelial e
da arquitetura das criptas. HE, aumento
de 100x.
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Figura 16 - Fotomicrografia de corte
histolégico de c6lon do cdo n° 5. Note,
em maior aumento, o padrdo normal
das criptas e a presenca de moderado
Umero de eosindfilos em lamina
prorpia. HE, aumento de 200x.

Figura 17 - Fotomicrografia de corte
histolégico de coélon do cdo n° 13.
Figura apresentando discretas

hiperplasia e dilatacao/distorcdo de
criptas, associado a discreto infiltrado
inflamatério  linfoplasmocitico.  HE,
aumento de 100x.

Figura 18 - Fotomicrografia de corte
histolégico de coélon do cdo n° 13.
Observe em maior aumento 0s
processos discretos de hiperplasia e
dilatacéo/distorcao criptais. HE,
aumento de 200x.

Figura 19 - Fotomicrografia de corte
histolégico de célon do cdo n° 15. Note
discretas hiperplasia e
dilatacéo/distorcao de criptas,
associados a sutil injaria da superficie
epitelial. HE, aumento de 100x.
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Figura 20 - Fotomicrografia de corte

histolégico de célon do céo n° 5. Note a
linfangectasia discreta associada a
presenca de infiltrado
predominantemente mononuclear. HE,
aumento de 100x.

Figura 21 - Fotomicrografia de corte

histolégico de codlon do cdo n° 8.
Destaqgue para a presenca de
moderadas fibrose e infiltracdo
mononuclear. HE, aumento de 100x.

Figura 22 - Fotomicrografia de corte

histolégico de colon do cdo n° 8. Injdria
moderada da superficie epitelial (seta
verde), hiperplasia discreta e
dilatacéo/distorcdo moderada de criptas
(seta preta), associadas a moderadas
fiborose e infiltracdo linfoplasmocitica.
HE, aumento de 100x.

Figura 23 - Fotomicrografia de corte

histolégico de co6lon do cdo n°8. Figura
apresentando injiria  da superficie
epitelial moderada (escore 2)e infiltrado
inflamatério mononuclear moderado.
HE, aumento de 200x.



Quadro 8 - Descricdo dos parametros histopatologicos de fragmentos gastricos dos animais do grupo afetado — FMVZ/USP — Sao Paulo, 2012

Mucosa géstrica (corpo gastrico)

Céo Injuria Injaria Fibrose/ninho Linfécitos Linfécito e Eosindfilo Neutréfilo Outras Hiperplasia Diagnostico Outros comentarios Escore
N° superficie epitelial glandular intraepiteliais plasmocito em lamina em lamina células linfofolicular final
epitelial fossetas /atrofia mucosa em lamina propria propria inflamatérias gastrica
géstrica prépria
1 ndo se aplica -
2 normal normal Normal normal normal normal normal normal normal normal 0
8 leve leve Normal normal leve leve normal normal normal LGPD 4
4 normal leve Normal leve normal normal normal normal normal normal 2
5 normal leve Normal normal normal normal leve normal normal normal 2
6 ndo se aplica -
7 leve leve Normal normal leve normal normal normal normal LOPD 3
8 leve leve Normal normal leve normal normal normal normal LBPD 3
9 normal normal Normal normal leve normal normal normal normal LOP@ discreta edema, congestado 1
10 leve normal Normal normal normal normal normal normal normal normal edema, congestao, 1
hemorragia focal
11 leve leve sem nota normal leve normal normal normal normal LOPD aberto para atrofia 3*
atribuida
12 leve leve Leve normal leve normal normal normal normal LOPD + hiperplasia glandular, 4
fibrose congestado
13 moderado moderado Leve sem nota leve normal normal normal normal néo congestao, fibrose 6*
atribuida inflamatério
atrofia/
fibrose
14 normal normal Normal leve leve normal normal normal normal LOPQ discreta congestéo discreta 2
15 leve leve Normal leve leve normal normal normal normal LOPD 4
16 moderado moderado Normal moderado moderado normal leve normal normal LOPJ severo restos celulares, micro 9
abcessos
17 normal leve Normal normal leve normal normal normal normal LOPD congestao, edema, 2
esgarcamento
18 normal leve Normal normal leve normal leve normal normal LOPD congestao, 3
esgarcamento
19 leve leve Leve leve leve normal normal normal normal LOPD + congestao 5
atrofia/fibrose edema, hemorragia
20 normal leve Normal normal leve normal normal normal normal LOPD edema, congestdo 2
esgarcamento
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Tabela 1 — Distribuigdo do grau de alteracéo histopatoldgica dos fragmentos de mucosa gastrica dos cédes acometidos — FMVZ/USP — Sao Paulo — 2012

Fibrose/ P
Injaria Injaria epitelial ninho Linfocito l:;:}:%z‘.ttz ?am Eosindfilo em Neutrdéfilo em Outras células Hiperplasia
Alteracéo superficie fossetas glandular/ intraepitelial E":\mina Iré ra lamina lamina inflIJamat(’)riZSO/ linfofolicular
epitelial % gastrica % atrofia % 0’/) P prépria % prépria% 0 gastrica%
mucosa % 0
Normal 44,44(8) 22,22(4) 77,79(14) 66,68(12) 22,22(4) 94,45(17) 83,34(15) 100(18) 100(18)
Leve 44,44(8) 66,66(12) 16,66(3) 22,22(4) 72,23(13) 5,55(1) 16,66(3) 0(0) 0(0)
Moderada 11,12(2) 11,12(2) 0(0) 5,55(1) 5,55(1) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Severa 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Sem Nota 0(0) 0(0) 5,55(1) 5,55(1) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Total 100(18) 100(18) 100(18) 100(18) 100(18) 100(18) 100(18) 100(18) 100(18)

Gréafico 4 — Representacdo grafica da distribuicdo do grau de alteracdo histopatolégica dos fragmentos de mucosa gastrica dos cdes acometidos —
FMVZ/USP — Sao Paulo — 2012
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Quadro 9 — Descricao dos paramentros histopatologicos de fragmentag¢édo duodenais dos animais do grupo afetado — FMVZ/USP — Sao Paulo - 2012

Mucosa duodenal

Céo Achatamento Injuria Distensdo Dilatacéo Fibrose de Linfocito Linfécito e Eosinofilos Neutrdfilos Outras Diagnéstico final Escor
N° /atrofia de superficie de criptas de mucosa intraepiteliais plasmocito em lamina em lamina e
vilosidade epitelial linfatica em lamina propria propria
propria
1 Na&o se aplica -
2 normal normal leve normal normal leve leve normal normal normal LOPD 3
3 leve leve moderada normal leve leve normal leve leve normal NG 8
4 leve leve leve normal leve leve normal normal normal normal LOPD 5
5 leve normal normal leve leve leve normal normal leve normal LBPD 5
6 Na&o se aplica -
7 leve normal normal normal leve normal Leve leve normal normal LGPD 4
8 moderado leve leve normal leve normal normal normal normal normal Né&o inflamatério, 5
atrofia/fibrose
9 normal normal normal leve normal leve leve leve leve normal Processo 5
inflamatorio misto
(E,L,N)
10 normal normal Sem nota normal Sem nota normal normal normal normal normal normal 0*
atribuida atribuida
11 Material perdido durante processamento histopatolégico -
12 moderado leve moderado leve normal normal leve leve leve normal Processo 9
inflamatério misto
(E, L, N) +
linfangectasia
13 leve leve Sem nota normal Sem nota normal leve normal normal normal L@PJ+atrofia de 3*
atribuida atribuida vilo
14 leve leve normal normal normal normal leve leve normal normal LOPD + EQ 4
15 leve leve leve normal normal normal normal normal severa normal Ng 6
16 normal leve leve normal normal leve severo normal normal normal LOPD Congestéo, 6
edema
submucosa
17 normal leve normal Leve normal normal moderada leve normal normal LOPD 5
18 Material perdido durante processamento histopatolégico -
19 normal normal leve normal normal leve moderada normal moderada normal LOPD + ND Micro 6
abscedacao
criptal
20 normal leve normal normal normal leve leve normal normal normal LOPD 3
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Tabela 2 — Distribuicdo do grau de alteracéo histopatolégica dos fragmentos de mucosa duodenal dos cées acometidos — FMVZ/USP — Séo Paulo — 2012

Achatamento Injaria Distensao Dilatagao Fibrose s Linf()ci,to.s © Eosinofilos Neutrofilos
= ) . de Linfécitos plasmdcitos .. A
Alteracao /atrofia de superficie de de 0 . o A em lamina em lamina Outras%
. - . o mucosa% intraepiteliais% em lamina L L
vilosidade% epitelial% criptas% linfatica% o propria% propria%
prépria%
Normal 43,75(7) 37,50(6) 37,50(6) 75,00(12) 56,25(9) 50,00(8) 37,50(6) 62,50(10) 62,50(10) 100(16)
Leve 43,75(7) 62,50(10) 37,50(6) 25,00(4) 31,25(5) 50,00(8) 43,75(7) 37,50(6) 25,00(4) 0(0)
Moderada 12,50(2) 0(0) 12,50(2) 0(0) 0(0) 0(0) 12,50(2) 0(0) 6,25(1) 0(0)
Severa 0(0) 0(0) 12,50(2) 0(0) 0(0) 0(0) 6,25(1) 0(0) 6,25(1) 0(0)
Sem Nota 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 12,50(2) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Total 100(16) 100(16) 100(16) 100(16) 100(16) 100(16) 100(16) 100(16) 100(16) 100(16)
Grafico 5 — Representacdo grafica da distribuicdo do grau de alteracao histopatolégica dos fragmentos de mucosa duodenal dos cdes acometidos —

FMVZ/USP — Sao Paulo — 2012
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Quadro 10 — Descricdo dos parametros histopatologicos de fragmentos coldnicos dos animais do grupo afetado — FMVZ/USP — Sdo Paulo — 2012

Céo Injaria de Hiperplasia Dilatacéo/ Fibrose/ Linfécito e Eosindfilo Neutrofilo Macréfago Diagnéstico Qutros comentarios escore
N° superficie de cripta distor¢é@o atrofia plasmécito em lamina em lamina em |lamina final
epitelial de cripta em lamina propria propria propria
propria
1 leve leve moderada moderada moderada normal leve leve LOPD 10
2 ndo se aplica -
3 nao se aplica N
4 nédo se aplica -
5 normal normal normal normal normal moderado leve normal EQD 3
6 leve leve leve moderada leve normal leve leve LOPQD 8
7 ndo se aplica -
8 moderado leve moderada moderada moderada normal normal leve LOPD PI crénico ativo, 10
ulceracdo, dilatacao
distorg&o criptal
9 normal leve moderada leve moderada normal normal leve LOPQD 7
8 10 nédo se aplica -
E 11 nio se aplica N
[=] n "
z 12 normal leve leve leve leve normal leve normal LOPD Material inadequado
g 13 leve leve leve leve leve normal normal leve LOPD Hiperplasia, linfocitolise
§ moderada de agregados
linféides e hemorragia
focal coalescente
discreta a moderada
14 normal leve leve leve normal normal normal normal nao 3
inflamatdria
atrofia/fibrose
15 leve leve leve normal leve normal leve normal LOPD 5
16 nédo se aplica -
17 néo se aplica -
18 moderado leve leve normal moderada normal normal moderado LOPQD leséo focalmente 8
extensiva mononuclear
(L, Mo, P), congestéo
19 Normal leve leve normal leve normal normal Normal LOPD 3
20 ndo se aplica -
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Tabela 3 — Distribuicdo do grau de alteracéo histopatoldgica dos fragmentos de mucosa colbnica dos caes acometidos — FMVZ/USP — Sao Paulo — 2012

I T R e Macréfago
Injdria de . . . _— ~ . Linfdcito e Eosindfilo em Neutrdéfilo em
Alteracao superficie Hlperpla5|a Dllatagao/_dlstorgao F|brqse/ plasmdcito lamina lamina ~ em
epitelial% de cripta% de cripta% atrofia% em lamina prépria% propria% prépria% la}ml.nil/
prépria%
Normal 45,45(5) 9,10(1) 9,10(1) 36,36(4) 18,19(2) 90,90(10) 54,55(6) 45,45(5)
Leve 36,36(4) 90,90(10) 63,63(7) 36,36(4) 45,45(5) 0(0) 45,45(5) 45,45(5)
Moderado 18,19(2) 0(0) 27,27(3) 27,27(3) 36,36(4) 9,10(1) 0(0) 9,10(1)
Severo 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Sem Nota 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Total 100(11) 100(11) 100(11) 100(11) 100(11) 100(11) 100(11) 100(11)

Grafico 6 — Representacdo grafica da distribuicdo do grau de alteracdo histopatol6gica dos fragmentos de mucosa colénica dos cdes acometidos —
FMVZ/USP — Séo Paulo — 2012
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Quadro 11 — Descricéo dos parametros histopatologicos de fragmentos de ileo dos animais do grupo afetado — FMVZ/USP — S&o Paulo — 2012

Cao AVALIACAO HISTOPATOLOGICA DO ILEO

1 Epitélio integro; auséncia de granuldcitos; menos do 10 linfocitos transmembranicos em aumento de 40x;10-15% da lamina propria do vilo ocupada por
linfocitos; auséncia de agregado linfoide; 25-50% do epitélio ocupado por células caliciformes; 15-20% do canal linfatico ocupando cerca de % da largura
da lamina propria do vilo.

2 NR

3 |NR

4 NR

5 Epitélio preservado; raros granuldcitos; menos de 10 linfécitos transmembranico em aumento de 40x; 5-10% da lamina prépria do vilo ocupada por
linfécitos; auséncia de agregado linféide; mais de 75% do epitélio ocupado por células caliciformes; canal linfatico ocupando cerca de 20-30% da largura da
lAmina prépria do vilo.

6 Epitélio comprometido (atenuacéo epitelial); auséncia de granulécitos; 10 a 25 linfocitos transmembrénico em aumento de 40x; 25-30% da lamina propria
do vilo ocupada por linfécitos; presenca de agregado linféide expansivo com evidéncia de hiperplasia linféide; 50-75% do epitélio ocupado por células
caliciformes, canal linfatico ocupando cerca de 20-30% da largura da lamina propria do vilo.

7 | NR

8 Epitélio comprometido (atenuacéo epitelial); auséncia de granulécitos; 10-25 linfocitos transmembranico em aumento de 40x; 25-30% da lamina prépria do
vilo ocupada por linfécitos; presenca de agregado linféide em numero adequado, sem evidéncia de reatividade; 50-75% do epitélio ocupado por células
caliciformes; canal linfatico ocupando cerca de 25% da largura da lAmina prépria do vilo; vilosidade com discreta congestéo.

9 | Epitélio comprometido (atenuacgéo epitelial); quantidade superior a 10 granulécitos por campo de 40x; menos de 10 linfécitos transmembranico em aumento
de 40x; cerca de 30% da lamina prépria do vilo ocupada por linfocitos; auséncia de agregado linféide; 25-50% do epitélio ocupado por células caliciformes;
canal linfatico ocupando cerca de 50-75% da largura da lamina prépria do vilo; vilosidade com discreta congestao.

10 | NR

11 | NR

12 | NR

13 | ileo néo biopsiado

14 | lleo ndo biopsiado

15 | lleite granulocitica marcante; epitélio comprometido (atenuacdo e perda focal de epitélio); até 10 granuldcitos por campo de 40x; menos de 10 linfocitos
transmembranico em aumento de 40x; 30-35% da lamina propria do vilo ocupada por linfécitos; auséncia de agregado linfoide; 50-75% do epitélio ocupado
por células caliciformes; canal linfatico ocupando cerca de 20-25% da largura da |&amina prépria do vilo.

16 | NR

17 | NR

18 | Amostra inadequada para realizacao de avaliagédo histopatoldgica.

19 | Epitélio ndo avaliado; entre 10 e 20 linfocitos transmembranico em campo de 40x; moderada a severa quantidade de granulécitos e moderada quantidade
de linfécito ocupando lamina proépria do vilo; presenca de agregado linféide expansivo com evidéncia de hiperplasia linféide; até 50% do epitélio ocupado
por células caliciformes; canal linfatico ocupando cerca de 50% da largura da lamina prépria do vilo, caracterizando moderada linfangectasia.

20 [ NR

NR — exame colonoscopico nao realizado

=72
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5.5 Processamento laboratorial

5.5.1 Fator de necrose tumoral (TNF-a)

Apenas um animal do grupo controle apresentou valores de TNF-alfa
quantificavel (14,83 pg/ml). Todos os demais animais do grupo controle assim como

todos os cédes do grupo afetado ndo apresentaram TBF-alfa quantificavel.

5.5.2 Proteina C-reativa

O grupo afetado apresentou mediana de 1,85 mg/L com valores minimo e
maximo de 0,10 e 44,00 mg/L, respectivamente; enquanto que no grupo controle, a
mediana foi 0,10 mg/L e os valores variaram entre 0,10 e 6,30 mg/L respectivamente
(Tabela 4 e Gréfico 7). Foi considerada estatisticamente significante a diferenca
entre as medianas dos grupos comparados (teste de Mann-Whitney, p=0,028).
Entretanto, levando-se em conta o valor de referéncia proposto (entre 0 e 7,6 mg/L),
apenas cinco animais afetados obtiveram valores de proteina C reativa superiores
aos niveis considerados normais. No grupo controle, nenhum animal apresentou
elevacéo destes valores.

Os dados referentes as mensuracdes de proteina C reativa para cada animal

encontram-se no apéndice B

Tabela 4 — Mediana, média, desvio-padrao, intervalo de confianca e valor minimo e maximo dos
valores de proteina C-reativa — FMVZ/USP — Sé&o Paulo — 2012

. ~ Desvio _ .
Grupo n Mediana Media _ Minimo Maximo IC 95%
Padrao
Afetado 20 1,85a 6,65 10,88 0,10 44,00 156 11,74
Controle 20 0,10 1,42 2,11 0,10 6,30 0,42 2,41

n:namero de amostras, IC: intervalo de confianca
a: estatisticamente significativo (p=0,028)
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Gréfico 7 — Representacéo grafica dos valores de proteina C reativa nos grupos afetado e controle -

FMVZ/USP — S&o Paulo — 2012
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Quando se analisam os dados referentes aos subgrupos, tem-se valores de

mediana de : 1,30 mg/L para grupo afetado | , 3,30 mg/L para grupo afetado Il e

0,10 mg/L para o grupo controle (tabela 5 e grafico 8). A comparagdo entre 0s trés

subgrupos foi considerado estatisticamente significativa (p= 0,021; teste de Kruskal-

Wallis). Quando pareados, a comparacdo entre afetado severo e controle foi

considerada estatisticamente significativa (p<0,05).

Tabela 5 — Mediana, média, desvio-padrao, intervalo de confianca e valor minimo e maximo dos

valores de proteina C-reativa por subgrupo — FMVZ/USP — Sao Paulo — 2012

. . Desvio .
Subgrupo n Mediana Média _ Minimo Maximo IC 95%
Padréo
Afetado | 13 1,302 3,96 5,83 0,10 1950 0,44 7,49
Afetado |l 7 3,30° 11,64 16,19 0,70 44,00 -3,33 26,62
Controle 20 0,10 1,42 2,11 0,10 6,30 0,42 2,41

n:niimero de amostras, IC: intervalo de confianca
a: estatisticamente significativo para afetado leve, afetado severo e controle (p=0,021);
b: estatisticamente significativo para afetado severo e controle (p<0,05)
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Gréfico 8 — Representacao gréafica dos valores de proteina C reativa nos sub-grupos - FMVZ/USP —

Sao Paulo — 2012
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A mediana do grupo afetado foi 8829,00 uyg/L enquanto que animais do grupo

controle obtiveram mediana de 8420,80 pg/L. A diferenca entre as medianas dos

dois grupos ndo foi considerada estatisticamente significante (p=0,779, teste de

Mann-Whitney) mesmo com valores do grupo afetado discretamente maiores ao

grupo controle (Tabela 6 e Grafico 9).
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Tabela 6 — Mediana, média, desvio-padrao, intervalo de confianca e valor minimo e maximo dos
valores séricos da calprotectina — FMVZ/USP - Sdo Paulo — 2012

Desvio

Grupo N Mediana Media Padrio

Minimo Maximo IC 95%

Afetado 20 8829,00 12044,47 9774,92 2384,60 42220,00 7469,66 16619,27
Controle 20 8420,80 14468,63 11930,03 2068,80 43986,00 8885,20 20052,05

n:niimero de amostras; IC: intervalo de confianca

Grafico 9 — Representacao gréafica dos valores de calprotectina sérica nos grupos afetado e controle -
FMVZ/USP — Sao Paulo — 2012
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Quando se analisam os dados referentes aos subgrupos, tem-se valores de
mediana de: 8908,00 pg/L (grupo afetado 1), 7022,80 ug/L (grupo afetado Il) e
8420,80 pg/L (grupo controle). A comparagdo entre o0s trés grupos néo foi
considerado estatisticamente significativa (p= 0,645; teste de Kruskal-Wallis; Tabela
7 e Grafico 10).
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Tabela 7 — Mediana, média, desvio-padrao, intervalo de confianca e valor minimo e maximo dos
valores séricos da calprotectina por subgrupo — FMVZ/USP - Sao Paulo — 2012

Desvio
Subgrupo n Mediana Média Minimo Maximo IC 95%
Padréo
Afetado| 13 8908,00 13522,60 11262,69 2384,60 42220,00 6716,62 20328,57
Afetado Il 7 7022,80 9299,37 5945,62 3753,40 19582,00 3800,58 14798,16

Controle 20 8420,80 14468,63 11930,03 2068,80 43986,00 8885,203 20052,05

n:namero de amostras, IC: intervalo de confianca

Gréfico 10 — Representacao grafica dos valores de calprotectina sérica nos subgrupos - FMVZ/USP —
S&o Paulo — 2012
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5.5.3.2 Calprotectina fecal

A mediana do grupo afetado foi 411,40 ng/g enquanto que os animais do
grupo controle apresentaram mediana de 39,60 ng/g. A diferenca entre as medianas
dos dois grupos foi considerada estatisticamente significativa (p=0,026, teste de
Mann-Whitney; Tabela 8 e Grafico 11).
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Tabela 8 — Mediana, média, desvio-padrao, intervalo de confianca e valor minimo e maximo dos
valores fecais da calprotectina — FMVZ/USP - S&o Paulo — 2012

Desvio

- Minimo Maéaximo IC 95%
Padrao

Grupo N Mediana Média

Afetado 20 411,40 20041,69 45680,02 39,60 165056,30 -1337,21 41420,60
Controle 20 39,60 2555,00 7854,95 39,60 34970,30 -1121,22 6231,23

n:niimero de amostras; IC: intervalo de confianca
a: estatisticamente significativo (p=0,026)

Grafico 11 — Representacéo grafica dos valores de calprotectina fecal nos grupos afetado e controle -
FMVZ/USP — Sédo Paulo — 2012
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A avaliacdo dos subgrupos foi considerada estatisticamente significante
(p=0,019, teste de Mann-Whitney). A mediana do grupo afetado | foi 299,60 ng/g
enquanto que os animais do grupo afetado Il apresentaram mediana de 1548,00
ng/g. Os animais do grupo controle mostraram mediana de 39,60 ng/g (Tabela 9 e
Gréfico 12). Quando cotejados, a comparacdo entre grupo afetado severo e grupo

controle foi considerada estatisticamente significativa (p<0,05).
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Tabela 9 — Mediana, média, desvio-padrao, intervalo de confianca e valor minimo e maximo dos
valores fecais da calprotectina por subgrupo — FMVZ/USP - S&o Paulo — 2012

- yd - DeSViO Ve - yd -
Subgrupo n Mediana Média . Minimo  M&ximo IC 95%
Padréo

Afetado| 13 299,60° 7675,96 19155,69 39,60 63922,50 -3899,70 19251,62
Afetado Il 7 1548,00° 43006,62 70194,69 39,60 165056,30 -21912,63 107925,89
Controle 20 39,60 2555,00 7854,95 39,60 34970,30 -1121,22 6231,23

n:niimero de amostras, IC: intervalo de confiangca
a: estatisticamente significativo para afetado leve, afetado severo e controle (p=0,019);
b: estatisticamente significativo para afetado severo e controle (p<0,05)

Gréfico 12 — Representacao grafica dos valores de calprotectina fecal nos subgrupos - FMVZ/USP —
S&o Paulo — 2012
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5.5.4 Proteina S100A12

5.5.4.1 Proteina S100A12 sérica

A mediana do grupo afetado foi 195,90 ug/L enquanto que os animais do
grupo controle obtiveram mediana de 195,55ug/L. A diferenca entre as medianas
dos dois grupos nao foi considerada estatisticamente significante (p=0,947, teste de
Mann-Whitney; Tabela 10 e Gréfico 13). As mensurag¢fes individuais encontram-se

no apéndice C.

Tabela 10 — Mediana, média, desvio-padrdo, intervalo de confianga e valor minimo e maximo dos
valores séricos da proteina S100A12 — FMVZ/USP - Sao Paulo — 2012

Desvio  \iimo  Méximo IC 95%

Grupo N Mediana Média Padrio

Afetado 20 195,90 318,69 313,84 52,60 1364,30 171,80 465,57
Controle 20 19555 281,01 223,79 87,60 1010,30 176,27 385,74

n:namero de amostras; IC: intervalo de confianca

Gréfico 13 — Representacgédo grafica dos valores de proteina S100A12 nos grupos afetado e controle -
FMVZ/USP — Séao Paulo — 2012
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Quando se analisam os dados referente aos subgrupos, tem-se valores de
mediana de: 206,60 ug/L (afetado 1), 137,60 ug/L (afetado Il) e 195,55 pg/L
(controle). A comparacao entre os trés grupos nao foi considerado estatisticamente

significativa (p= 0,7353; teste de Kruskal-Wallis; Tabela 11 e Grafico 14).

Tabela 11 — Mediana, média, desvio-padrao, intervalo de confianca e valor minimo e maximo dos
valores séricos da proteina S100A12 por subgrupo — FMVZ/USP - Sdo Paulo — 2012

Desvio
Subgrupo n Mediana Média _ Minimo Maximo IC 95%
Padrao
Afetado | 13 206,60 339,19 347,57 52,60 1364,30 129,15 549,23
Afetado |l 7 137,60 280,60 260,15 84,50 794,00 39,99 521,20

Controle 20 19555 281,00 223,78 87,60 1010,30 176,26 385,74

n:namero de amostras, IC: intervalo de confianca

Gréfico 14 — Representacgdo grafica dos valores de proteina S100A12 nos subgrupos - FMVZ/USP —
Séo Paulo — 2012
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5.5.4.2 Proteina S100A12 fecal

A mediana da média das duas amostras de fezes selecionadas do grupo
afetado foi 25,07 ng/g, enquanto que 0s animais do grupo controle apresentaram
mediana de 12,27 ng/g (Tabela 12 e Grafico 15). Embora a diferenca entre as
medianas dos dois grupos nao foi considerada estatisticamente significativa
(p=0,091, teste de Mann-Whitney), observam-se valores superiores nos animais
afetados quando comparado aos animais controles. Os dados referentes as

mensuracgoes individuais para cada animal encontram-se no apéndice D.

Tabela 12 — Mediana, média, desvio-padrao, intervalo de confianca e valor minimo e maximo dos
valores fecais da proteina S100A12 — FMVZ/USP — Séo Paulo — 2012

Desvio

~_ Minimo Maximo IC 95%
Padrao

Grupo N Mediana Média

Afetado 20 25,07 528,29 1361,67 2,45 5411,00 -108,99 1165,57
Controle 20 12,27 147,86 480,97 2,85 2160,00 -77,24 372,96

n: nimero de amostras; IC: intervalo de confianca

Gréfico 15 — Representacao grafica dos valores fecais de proteina S100A12 nos grupos afetado e
controle - FMVZ/USP — S&o Paulo — 2012
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Quando da analise os dados referentes aos subgrupos para os valores fecais
de S100A12, tem-se valores de mediana de: 17,15 ng/g (afetado 1); 80,30 ng/g
(afetado 1) e 12,27 ng/g (controle) (Tabela 13 e Gréafico 16). Da mesma forma como
descrito na analise entre afetados e controle, embora a comparacao entre os trés
subgrupos nao tenha sido considerada estatisticamente significativa (p= 0,054, teste
de Kruskal-Wallis), observam-se valores superiores nos animais afetados quando
comparados aos controles e uma notavel diferenca entre animais do grupo afetado |

e afetado II.

Tabela 13 — Mediana, média, desvio-padrao, intervalo de confianca e valor minimo e maximo dos
valores fecais da proteina S100A12 por subgrupo — FMVZ/USP — Sé&o Paulo — 2012

Subgrupo N  Mediana Média Desv~|o Minimo Maximo IC 95%
Padréo

Afetado | 13 17,15 94,20 249,42 2,45 917,85 -56,52 244,92

Afetado Il 7 80,30 1334,45 2140,22 3,10 5411,00 -644,92 3313,83

Controle 20 12,27 147,86 480,97 2,85 2160,00 -77,24 372,96

n: nimero de amostras; IC: intervalo de confianca

Grafico 16 — Representacao grafica dos valores fecais de proteina S100A12 nos subgrupos -
FMVZ/USP — Sao Paulo — 2012
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5.5.5 Folato e Cobalamina

No que se refere a determinacdo de folato, ndo foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre as médias dos grupos afetado e controle
(p=0,989; teste de Mann-Whitney) e apresentaram medianas de 11,00 ug/L e 12,85
MO/L respectivamente (Tabela 14 e Gréafico 17).

Tabela 14 — Mediana, média, desvio-padrao, intervalo de confianca e valor minimo e maximo dos
valores de folato — FMVZ/USP — S&o Paulo — 2012

Desvio

Grupo N Média Padrio

Mediana Minimo Méaximo IC 95%

Afetado 19 12,06 5,01 11,00 2,80 23,40 9,65 14,48
Controle 20 12,33 6,31 12,85 1,40 28,20 9,37 15,29

n: nimero de amostras; IC: intervalo de confianca

Grafico 17 — Representacao grafica dos valores de folato nos grupos afetado e controle - FMVZ/USP
— S&o Paulo — 2012
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Quanto a determinagdo de cobalamina, também néo foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre as medianas dos grupos afetado e controle
(Afetado — 490,50 ng/L versus Controle — 525,50 ng/L; teste de Mann-Whitney,
p=0,640) (Tabela 15 e Grafico 18).

O quadro referente as mensuracdes de folato e cobalamina para cada animal
encontram-se no apéndice E.

Tabela 15 — Mediana, média, desvio-padrdo, intervalo de confianga e valor minimo e maximo dos
valores de cobalamina — FMVZ/USP — S&o Paulo — 2012

Desvio

Grupo N Mediana Média Padrio

Minimo Maximo IC 95%

Afetado 20 490,50 553,65 220,12 255,00 1000,00 450,62 656,67
Controle 20 535,50 525,70 259,07 187,00 1000,00 404,44 646,95

n: nimero de amostras; IC: intervalo de confianga

Gréfico 18 — Representacgdo grafica dos valores de cobalamina nos grupos afetado e controle -
FMVZ/USP — S&o Paulo — 2012
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Quando se analisam os dados de folato referentes aos subgrupos, tem-se
valores de mediana de: 11,10 ug/L para grupo afetado I, 10,75 ug/L para grupo
afetado Il e 12,85 ug/L para grupo controle (Tabela 16 e Gréfico 19). A comparacéo
entre os trés grupos ndo foi considerado estatisticamente significativa (p= 0,783;

teste de Kruskal-Wallis).

Tabela 16 — Mediana, média, desvio-padrao, intervalo de confianca e valor minimo e maximo dos
valores de folato por subgrupo — FMVZ/USP - S&o Paulo — 2012

Subgrupo N Média Desv~|0 Mediana Minimo Maximo IC 95%
Padrao

Afetado | 13 12,71 4,60 11,10 6,90 23,40 9,93 15,49

Afetado |l 6 10,66 6,01 10,75 2,80 19,80 4,35 16,97

Controle 20 12,33 6,31 12,85 1,40 28,20 9,37 15,29

n: nimero de amostras; IC: intervalo de confianga

Grafico 19 — Representacao grafica dos valores de folato nos subgrupos - FMVZ/USP — Sao Paulo —
2012
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A comparacdo dos dados de cobalamina referentes aos subgrupos também
nao foi considerada estatisticamente significativo (p= 0,764; teste de Kruskal-Wallis).
As medianas foram: 477,00 ng/L para afetado I, 666,00 ng/L para afetado Il e 525,50
ng/L para controle (Tabela 17 e Grafico 20).

Tabela 17 — Mediana, média, desvio-padrao, intervalo de confianca e valor minimo e maximo dos
valores de cobalamina por subgrupo — FMVZ/USP - Sdo Paulo — 2012

_ ~ Desvio _ _
Subgrupo n Mediana Média _ Minimo Maximo IC 95%
Padrao
Afetado | 13 477,00 526,84 198,69 255,00 895,00 406,77 646,91
Afetado |l 7 666,00 603,42 264,63 282,00 1000,00 358,67 848,17

Controle 20 525,50 525,70 259,07 187,00 1000,00 404,44 646,95

n:niimero de amostras; IC: intervalo de confiangca

Gréfico 20 — Representacgédo grafica dos valores de cobalamina nos subgrupos - FMVZ/USP — Sao
Paulo — 2012
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5.6 Correlagdo entre as variaveis analisadas

Foi considerada significante a correlacdo direta moderada e positiva entre
proteina C reativa e escore clinico (r=0,518, p=0,019; coeficiente de correlacdo de
Spearman). De forma semelhante, a proteina C reativa foi correlacionada ao escore
histopatolégico do célon (r=0,633, p=0,037; coeficiente de correlacdo de Spearman)
e ao escore histopatolégico maximo (r=0,491, p=0,028; coeficiente de correlacéo de
Spearman). Nao foi considerada estatisticamente significante a correlacdo entre
proteina C-reativa e albumina sérica nos animais afetados (r=-0,090, p=0,7475;
coeficiente de correlacdo de Spearman).

N&o se obteve correlacdo significante entre valores séricos de S100A12 e
escore clinico (r=0,213, p=0,3674; coeficiente de correlacdo de Spearman) assim
como a analise entre valores fecais de S100A12 e escore clinico (r=0,313, p=0,1781;
coeficiente de correlacdo de Spearman).

Por sua vez, a albumina mostrou correlagdo moderada e negativa tanto com
valores de calprotectina fecal (r=-0,457, p=0,049) e proteina S100A12 fecal (r=-
0,523, p=0,021; coeficiente de correlagdo de Spearman).

Observou-se correlacdo do tipo direta e forte entre os valores seéricos de
S100A12 e calprotectina (r=0,810, p=0,000; coeficiente de correlacédo de Spearman),
bem como entre os valores fecais das mesmas proteinas (r=0,941, p=0,000;
coeficiente de correlacdo de Spearman). Entretanto, ndo foi detectada correlacéo
significante entre valores séricos e fecais de S100A12 (r=0,202, p=0,211; coeficiente
de correlacdo de Spearman) assim como entre valores séricos e fecais de
calprotectina (r=0,223, p=0,166; coeficiente de correlacdo de Spearman).

As varidveis folato e cobalamina ndo apresentaram grau de correlacdo no
grupo dos animais acometidos por DIIC (coeficiente de correlacdo de Spearman=
0,019 e p=0,9384). Quando se analisou os dados tanto dos animais afetados quanto
dos controles, também nado foi observada correlacdo entre estas variaveis
(coeficiente de correlagédo de Spearman= 0,202 e p=0,2293).

A correlacdo entre valores de folato e escore clinico nos animais afetados nao
foi estatisticamente significante (r=-0,183 e p=0,4518; coeficiente de correlacdo de

Spearman). De forma semelhante, também ndo notou-se correlacéo entre valores de
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cobalamina e escore clinico nos animais afetados (r=0,088, p=0,7190; coeficiente de
correlacao de Spearman).

Quanto aos escores endoscopicos e histopatologicos, ndo se observou
correlacdo entre estas variaveis dentro de cada regido analisada (Tabela 18). Da
mesma forma, ndo houve correlacdo significativa entre os valores méaximos de
escore endoscopico e escore histopatologico (r=0,156 e p=0,512; coeficiente de
correlacdo de Spearman). Estes resultados estdo de acordo com a avaliacédo
individual dos animais visto que alguns cdes apresentam concordancia entre 0s
achados endoscopicos e histopatoléogicos enquanto outros apresentam
discordancias, mesmo sem levar em conta 0s escores propostos. Algumas destas
avaliacdes foram representadas pelas figuras 24 a 29.

Os valores de todas as correlacdes realizadas encontram-se na tabela 19.

Quadro 12 — Descri¢éo dos escores endoscopicos e histopatologicos dos animais do grupo afetado —
FMVZ/USP - Sdo Paulo — 2012

ESCORE ESCORE ESCORE ESCORE ESCORE ESCORE
CAO | ENDOSCOPIC | HISTOLOGIVO | ENDOSCOPIC | HISTOLOGICO | ENDOSCOPIC | HISTOLOGICO
O ESTOMAGO | ESTOMAGO | ODUODENO | DUODENO 0 COLON COLON
1 NR NR NR NR 1 10
2 0 1 3 NR NR
3 1 4 1 8 NR NR
4 2 5 NR NR
5 1 2 0 5 3
6 NR NR NR NR 3
7 1 3 1 4 NR NR
8 1 3 1 5 1 10
9 1 1 1 5 1 7
10 1 1 1 0 NR NR
11 1 3 0 NR NR NR
12 2 4 2 9 2 5
13 1 6 NR 3 0
14 1 2 1 4 1
15 1 4 1 6
16 3 9 1 6 NR NR
17 1 2 1 5 NR NR
18 1 3 1 NR 2 8
19 2 5 2 6 3 3
20 1 2 1 3 NR NR




Quadro 13 — Correlagbes entre as variaveis analisadas — FMVZ/USP - S&do Paulo - 2012

ESCORE ESCORE ESCORE ESCORE
CAL ESCORE ESCORE
ESCORE | ALBUMIN PROTEIN S100A12 | S100A12 | PROTECTI CcAL COBALA HISTOPAT | HISTOPAT | ESCORE HISTOPAT ENDOSCO | ENDOSCO ENDOSCO ESCORE
CLINICO A AC SERICA FECAL NA PROTECTI | FOLATO MINA 0] 0] HISTOPAT 0 PICO PICO PICO ENDOSCOPICO
REATIVA NA FECAL ESTOMA | DUODEN | O COLON . ESTOMA | DUODUN MAXIMO
SERICA MAXIMO COLON
GO 0 GO 0
ESCORE CLINICO 1
p=0,064
ALBUMINA r=-0,434 1
PROTEINA C p=0,019 | p=0,264 n
REATIVA r=0,518 r=-0,270
p=0,367 p=0,491 p=0,716
S100A12 SERICA r=-0,213 | r=0,168 r=0,059 !
p=0,052 p=0,021 p=0,171 p=0,211
S100A12 FECAL r=0,441 r=-0,523 | r=0,221 r=-0,202 1
CAL PROTECTINA | p=0,345 |p=0,516 |p=0,245 |[p=0,000 |p=0,313 N
SERICA r=-0,223 |r=-0,159 |r=-0,188 | r=0,810 r=-0,164
CAL PROTECTINA | p=0,102 p=0,049 p=0,143 p=0,136 | p=0,000 | p=0,166
FECAL r=0,377 r=-0,457 | r=0,236 r=-0,240 | r=0,941 r=-0,223
FOLATO [9) @ %) 2 2 ? o] 1
p=0,222
COBALAMINA 8 o} 8 ¢ 2 4 ? | R-0,200 !
Hliig?’iio p=0,756 @ p=0,560 | p=0,586 | p=0,505 p=0,276 | p=422 @ @ 1
ESTOMAGO r=0,079 r=0,147 r=0,138 r=-0,168 | r=0,271 r=-0,202
ESCORE
HISTOPATO p=0,547 p=0,243 p=0,372 p=0,969 | p=0,774 |p=0,354 | p=0,952 p=0,065 p=0,645 p=0,021 1
r=0,163 r=-0,321 | r=0,240 r=0,011 r=-0,078 | r=0,248 r=0,017 r=0,487 r=0,125 r=0,569
DUODENO
ESCORE p=0,666 | p=0,820 p=0,037 | p=0,946 | p=0,756 p=0,111 p=0,847 @ @ p=0,895 p=0,407 1
HISTOPATO COLON | r=-0,147 | r=-0,083 | r=0,633 r=-0,023 |r=-0,106 | r=-0,507 | r=-0,066 r=-0,052 | r=-0,342
HII;COOPF;ETO p=0,779 p=0,630 p=0,028 | p=0,489 | p=0,585 p=0,301 p=0,795 @ @ p=0,020 | p=0,032 p=0,000 1
o r=-0,067 |r=-0,118 | r=0,491 r=-0,164 |r=-0,130 |r=-0,243 |r=-0,062 r=0,542 r=0,538 r=0,911
MAXIMO
ESCORE p=0,356 | p=0,382 p=0,784 | p=0,702 | p=0,687 p=0,486 | p=0,926 p=0,251
ENDOSCOPICO 7 - 7 7 7 7 7 ] [0] 7 ] [0] ] 1
ESTOMAGO r=0,231 r=-0,227 | r=0,069 r=-0,097 | r=0,102 r=0,175 r=-0,024 r=0,285
ESCORE =0,745 =0,165 =0,979 =0,566 =0,329 =0,578 =0,373 =0,183 =0,526
ENDOSCOPICO p=0, p=0, p=0, p=0, p=0, p=0, p=0, ¢ ¢ ¢ p=0, ¢ ¢ p=0, 1
r=0,085 r=-0,365 | r=-0,007 |r=-0,150 | r=0,252 r=0,145 r=0,231 r=0,364 r=0,165
DUODUNO
ESCORE
ENDOSCOPICO p=0,323 p=0,157 p=0,166 p=0,978 p=0,475 p=0,629 p=0,248 @ @ @ @ p=0,667 @ p=0,129 p=0,121 1
COLON r=0,329 r=-0,483 | r=0,449 r=0,010 r=0,241 r=0,165 r=0,381 r=-0,156 r=0,546 r=0,594
ESCORE
ENDOSCOPICO p=0,247 p=0,030 p=0,372 p=0,977 | p=0,254 | p=0,488 | p=0,272 @ @ @ @ @ p=0,512 p=0,033 p=0,028 | p=0,000 1
MAXIMO r=0,271 r=-0,498 | r=0,211 r=0,007 r=0,267 r=0,165 r=0,258 r=0,156 r=0,503 r=0,533 r=0,961

€6
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Figura 24 — Imagem endoscépica e fotomicrografia de corte histolégico de estémago do animal n°
16. Concordancia entre achado endoscopico e histopatolégico. Edema e hiperemia
moderados de cavidade gastrica com ulceracdo; moderada injuria de superficie epitelial e
fossetas géstricas, moderado infiltrado linfoplasmocitico em |amina prépria e linfocitos
intraepiteliais, leve infiltrado neutrofilico em lamina propria, microabscedacdo e restos
celulares
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Figura 25 — Imagem endoscoépica e fotomicrografia de corte histologico de duodeno do animal n°
16. Discordancia entre achado endoscopico e histopatolégico. Leve hiperemia duodenal;
leve injaria epitelial e distensdo de criptas, aumento leve de linfdcitos intraepiteliais e
marcante infiltrado inflamatdério linfoplasmocitico em lamina prépria de duodeno
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Figura 26 — Imagem endoscépica e fotomicrografia de corte histolégico de duodeno do animal n°
5. Discordancia entre achado endoscépico e histopatolégico. Duodeno normal pela
avaliacdo endoscépica; leve achatamento de vilosidade, leve dilatacao linfatica, leve fibrose
da mucosa, aumento leve de linfécitos intraepiteliais, leve infiltrado neutrofilico da lamina
propria
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Figura 27 — Imagem endoscopica e fotomicrografia de corte hlstologlco de estomago do anlmal n° 10.
Concordancia entre achado endoscoépico e histopatologico. Estdmago com edema e hiperemia;
edema, congestao e leve injlria da superficie epitelial

Figura 28 — Imagem endoscépica e fotomicrografia de corte histolégico de duodeno do animal n°

15. Discordancia entre achado endoscépico e histopatoldgico. Granulosidade e hiperemia
de duodeno; leve achatamento de vilo, leve injdria epitelial, leve distensédo de criptas e
marcante infiltrado neutrofilico em lamina propria.

Figura 29 — Imagem endoscopica e fotomicrografia de corte histolégico de célon do animal n°
15. Concordancia entre achado endoscépico e histopatolégico. Intenso edema, hiperemia,
irregularidade e tecido friavel em todo trajeto coldnico; leve injaria de superficie epitelial,
leve hiperplasia de criptas leve dilatagé@o/distor¢éo de criptas, infiltrados linfoplasmocitico
e neutrofilico leve.
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6 DISCUSSAO

A complexidade relacionada a DIIC esta presente desde a sua definicao.
Conceitualmente, o termo incorpora os processos inflamatérios idiopaticos que
acometem uma ou mais areas do trato gastrointestinal por periodos considerados
cronicos. Entretanto, sabe-se que algumas enteropatias sdo tratadas de forma
separada do grande grupo da DIIC, como a enteropatia cronica dos Sharpeis,
enteropatia imunoproliferativa dos Basenjis e a colite ulcerativa dos Boxers uma vez
que apresentam particularidades especificas a estas doencas. Alem disso, o
diagnostico definitivo da DIIC s6 pode ser realizado apos a exclusdo de diversas
afeccdes que cursam com inflamacédo gastrointestinal (nem sempre idiopatica) e
apresentacao clinica semelhante como a hipersensibilidade alimentar que, durante
anos, foi considerada uma forma de DIIC. Quadros de perdas protéicas, sindromes
de ma absorcéo, alteracbes de microbiota intestinal e linfangectasia podem estar
envolvidos nas enteropatias crbnicas porém, por vezes, sdo tratados de forma
separada.

Outro fator relacionado & complexidade da afeccédo nos caes € a inexisténcia
de padrdes que estabelecam o tipo de resposta celular e humoral associadas ao
quadro. Em humanos, a identificacdo de caracteristicas individuais entre a doenca
de Crohn e a retocolite ulcerativa permitiu maior conhecimento e dominio sobre
estas enfermidades.

Em nosso estudo, observou-se maior representatividade de animais jovens,
com mediana de 2 anos embora a literatura ndo cite predisposicao etaria definida.
Apenas 5 dos 20 animais estudados apresentaram idade superior a 5 anos. Da
mesma forma, mesmo sem a literatura estabelecer maior acometimento sexual,
notamos maior quantidade de fémea em relacdo a machos (65% versus 35%,
respectivamente).

O vomito esteve relatado em 85% dos animais incluidos, enquanto que a
diarréia foi observada em 55%. Assim como nos estudos prévios, estes foram os
sinais mais frequentes (TAMS, 2005).

Com relacdo ao exame ultrassonografico, apenas trés animais nao
apresentaram quaisquer alteracdes. Entretanto, os achados ndo foram téo

expressivos quanto se poderia esperar. A alteracdo mais observada foi a replecéo
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gastrica, em 10 dos 20 animais. Mesmo sendo uma caracteristica correlacionavel ao
desenvolvimento do quadro, esta replecao pode ser influenciada por diversos fatores
e nao contribui de forma marcante para o diagnéstico ou estadiamento da doenca.
Apenas trés animais apresentaram espessamento gastrico ao ultra-som, enquanto
que na avaliacdo por endoscopia, todos os animais apresentaram algum grau de
edema gastrico e trés mostraram espessamento intestinal. Jergens et al (2010)
observaram cinco animais com espessamento intestinal e trés com linfoadenopatia
mesentérica em um universo de 14 cées.

Gaschen et al. (2008) relatam que o espessamento intestinal ndo é um
parametro sensivel ou especifico de deteccdo de inflamacdo intestinal e que
ecogenicidade de mucosa, linfoadenomegalia além de outros achados secundarios
relacionados ao trato gastrointestinal podem ser melhor utilizados para fins
diagnosticos. Para estes autores, foi possivel a observagdo de dois padrbes de
elevacao de ecogenicidade da mucosa, classificados como manchas ou estriagdes
hiperecéicas (normalmente, espera-se observar uma mucosa hipoecéica). Embora
as manchas nao tenham sido um padréo especifico para o diagndstico da DIIC, as
estriacbes mostraram 75% de sensibilidade e 96% de especificidade para o
diagndstico de enteropatias de perdas protéicas. Além disto, observou-se correlacdo
entre escore ultrassonografico e indice clinico da doenca no momento inicial do
diagnéstico.

Embora a literatura cite correlacdo entre valores de albumina e gravidade da
doenca, notamos apenas um cdo com valores séricos desta proteina inferior ao valor
de referéncia. Jergens et al. (2010) encontraram hipoalbuminemia em 18 dos 54
animais portadores de DIIC incluidos em seu estudo e Allenspach et al. (2007)
relataram 15 de 70 cdes com hipoalbuminemia. Segundo estes autores, dos 15
cades, 10 foram diagnosticados com enteropatia de perda protéica, visto que
apresentaram panhipoproteinemia associada a severa hipoalbuminemia além de
sinais como ascite, edema periférico e efusédo toracica. Ainda com relacdo a este
altimo estudo, embora tenham incidéncia de hipoalbuminenia superior a0 Nosso
estudo, ndo foram observadas correlacdes entre valores séricos de albumina e
indice clinico de atividade da doenca, escores endoscopicos e histopatolégicos. No
presente estudo, observou-se correlacdo do tipo inversa e moderada entre 0s
valores de albumina e valores fecais de calprotectina e proteina S100A12 nos

animais afetados. Esta correlagédo pode ser explicada pelo fato de que na vigéncia
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de processos inflamatorios, espera-se a diminuicdo de albumina e elevacdo de
calprotectina e S100A12. Mesmo assim, a ocorréncia desta correlagdo foi
surpreendente visto que os valores de albumina foram superiores aos esperados e
nao se observou correlacdo desta proteina com escore clinico, histolégico e PCR. A
correlacdo entre albumina e escore clinico ndo foi estatisticamente significante mas
mostrou uma tendéncia a ocorrer (p=0,064 e r=0,434). A diminuicdo de albumina
nao esta apenas relacionada a processos inflamatérios mas também pode ser um
indicativo de mal nutricho e/ou mal absorcdo, condicdes de teoricamente
influenciariam o escore clinico da doenca (VERMEIRE et al.; 2006). Em um universo
de cdes com mediana de escore clinico relativamente baixa, ndo se esperam valores
acentuadamente baixos de albumina.

No que se refere ao estabelecimento de escore clinico, alguns pontos devem
ser analisados de forma criteriosa. Semelhante ao que ocorre na medicina, Jergens
et al. (2003) buscou criar uma ferramenta de facil execugcdo para definir o status
global da DIIC e monitorar a sua evolucdo com a instituicdo do tratamento. No
entanto, esta ferramenta assume valores numéricos para variaveis de avaliacéo
subjetiva e que dependem da capacidade de percepcdo de cada proprietario. Desta
forma, sua comparacao entre diferentes animais deve ser realizada com extrema
cautela visto que os indices sédo definidos por avaliadores diferentes. Embora seja
uma tentativa objetiva de se mensurar a atividade da doenca, é dependente das
variacfes individuais dos proprietarios, incluindo até uma variacdo dentro de um
mesmo observador, visto que as pessoas podem apresentar caracteristicas distintas
em diferentes momentos dentro de um periodo de tratamento do animal. Desta
forma, a criacdo deste escore pode contribuir de forma mais fidedigna na avaliacéo
da evolucdo do tratamento de um mesmo paciente do que na utilizacdo de maneira
populacional. Além disto, por se tratar de um escore pontual, um Unico valor isolado
pode nao representar de forma adequada a intensidade da doenca em determinado
animal. Em nosso estudo, padronizou-se o estabelecimento do escore no momento
do exame endoscoOpico, porém o tempo entre o agendamento e a realizacéo
propriamente dita do exame variou consideravelmente entre os animais. Desta
forma, um céo apresentou escore 0 no momento da realizagcdo da endoscopia
mesmo sem este numero sugerir de forma coerente o grau de doenca deste animal.

Consideracdo semelhante foi ponderada por McCann et al (2007) sugerindo que
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valores baixos do escore refletem o status clinico do animal apenas no momento de
sua realizagéo.

Entretanto, a “aparente subjetividade” deste critério objetivo ndo inviabiliza
sua utilizacdo na veterinaria como uma forma de agrupar animais quanto a
magnitude da doencga, permitindo assim a comparacéo entre estudos sobre DIIC.

Nesta pesquisa, a mediana dos escores foi cinco com valores variando entre
0 e nove. Associado a esta mediana, 13 dos 20 animais apresentaram valor igual ou
inferior a 5 (65%).

Jergens et al. (2010) avaliaram dois tipos de tratamentos para animais com
DIIC. Independentemente do tratamento posteriormente instituido, a populagéo total
inicial deste estudo foi classificada segundo o indice proposto da seguinte maneira:
20 animais foram considerados com doenca leve, 25 animais com doenca moderada
e 9 animais com doenca grave, além de escore médio indicativo de doenca
moderada. Ja no estudo publicado por McCann et al. (2007), a mediana do escore
clinico de 16 caes foi 5,5 com valores variando entre 2 e 14.Encontramos, dois
animais que foram classificados com doenca insignificante (escore inferior a trés),
sete com doenca leve (4-5), quatro com doenca moderada (6-8) e trés com doenga
severa (igual ou superior a 9). Desta forma, diferentemente do que a literatura
descreve, 0s nossos valores foram considerados relativamente baixos.

N&o foram detectadas correlacdes entre indice clinico da doenca e escore
histolégico assim como descrito por McCann et al. (2007). Diferentemente do notado
por nés e por McCann et al. (2007), Jergens et al. (2004) relataram correlacdo entre
estes dois parametros. Entretanto, estes autores utilizaram apenas animais com
escore clinico igual ou superior a cinco. Quando analisamos de forma separada
apenas 0s animais classificados como grupo afetado Il (escore igual ou superior a
seis) observamos correlagédo semelhante ao descrito por Jergens et al. (2004).

De forma semelhante, ndo notamos correlagdo entre o indice clinico e
parametros como albumina, proteina S100A12, calprotectina e escores
endoscopicos. Entretanto, encontramos correlagéao do tipo positiva e moderada entre
este indice e proteina C reativa, incluindo todos os animais do grupo afetado.
Jergens et al. (2004) relatam correlacdo entre estes parametros em animais com
escore igual ou superior a cinco. Contrariamente, McCann et al. (2007) néo
observaram esta correlacdo nos animais estudados, assim como Allenspach et al.
(2007).
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Embora utilizem pardmetros classicos, as avaliagbes endoscépicas e
histopatoldgicas apresentam certa subjetividade em suas realiza¢cbes, uma vez que
dependem da percepcdo individual do observador. Diversos estudos mostram
discordancia entre patologistas na analise dos fragmentos de bidpsias. A auséncia
de padrdoes para estes procedimentos dificulta a uniformidade de avaliacdo e
impossibilita a comparacao entre resultados dos diversos estudos. A padronizagao
de critérios histopatolégicos pela WSAVA buscou minimizar o erro neste processo,
gue ainda conta com fatores complicantes como a qualidade das biopsias, tempo de
processamento e artefatos técnicos (DAY et al. 2008). Ainda sim, a padronizacao
recomendada baseia-se em analise descritiva sem a definicdo de valores para o
estabelecimento de escores, permitindo a classificacdo como leve, moderado ou
severo dos parametros avaliados. A criacdo de escores busca objetivar esta
avaliacao descritiva porem conta com 0 agrupamento de animais nem sempre com 0
mesmo quadro clinico, uma vez que unem-se, por exemplo, individuos com
alteracdes leves em varios parametros e individuos com alteragcdes mais severas em
poucos parametros.

No que se refere a avaliacdo endoscoOpica, esta se mostra muito mais
subjetiva e sem padrdo. Mesmo apresentando semelhancas, ndao existe uma
uniformidade entre os diversos estudos que buscam utilizar a endoscopia como
forma de diagndstico, tendo-se, consequentemente, diversos escores diferentes.
Jergens et al. (2010) descrevem a escassez de dados referentes a prevaléncia de
anormalidade da mucosa observadas durante a endoscopia em caes com DIIC. Na
maioria dos casos, edema, hiperemia, tecido friAvel e presenca de ulceragfes
definem estas avaliacbes. Em nosso estudo, utilizamos o descrito por Allenspach et
al. (2007) com pequenas adequacdes, visto que estes autores nao incluiam em suas
avaliagbes amostras géstricas.

O edema e a hiperemia foram alteracbes descritas em todos os animais
avaliados, variando quanto a intensidade. Apenas quatro animais apresentaram
descontinuidade do epitélio (erosdes/ulceracdes), o que estd em concordancia com
Jergens et al. (1992) que descrevem como infrequente a presenca de ulceragéo
gastrica focal nestes animais. Segundo estes autores, lesdes endoscOpicas da
mucosa intestinal envolvem apenas 50% dos casos de DIIC canina.

Quanto aos escores endoscopicos do estdbmago e duodeno, a maioria do

grupo afetado (76,5% e 70,5%, respectivamente) apresentou alteracdes leves
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(mucosas com leve eritema, edema e tecido fridvel). No coélon, identificaram-se
lesdes de maior intensidade quando comparado as demais regifes, com apenas
45,45% dos animais com classificacdo 1. LesOes consideradas graves (escore 3)
foram atribuidas em duas avaliacBes gastricas, nenhuma avaliagcdo duodenal e trés
avaliacdes colbnicas (11,11%; 0% e 27,27%, respectivamente). Uma explicacéo
possivel para este achado € que, em virtude da necessidade de preparo para
procedimento e até de rejeicdo com a colonoscopia, a realizacdo deste exame fica
resguardada para animais com quadro clinico mais agressivo ou persistente.
Entretanto, deve-se atentar para a possibilidade de estes animais poderem ter maior
acometimento deste segmento intestinal em relagdo aos demais, sugerindo entéo
um padréo que se aproxima mais da retocolite ulcerativa em humanos do que da
doenca de Crohn.

Os achados endoscopicos de nosso estudo permitem apenas indicar o
acometimento gastrointestinal dos animais sem, entretanto, diagnosticar
definitivamente a doenca. Para tanto, se faz necessaria a associacao entre sinais
clinicos, historico e avaliacdo histopatolégica das bidpsias obtidas por meio deste
procedimento.

No que tange a avaliagdo histopatolégica, os processos linfoplasmociticos
foram os mais freqlientes em todas as regides (70,58% no estdbmago, 60% no
duodeno e 81,81% no célon), assim como descrito na literatura (CRAVEN et al.,
2004; TAMS, 2005). Jergens et al. (2009) relatam que todos os 48 animais avaliados
apresentaram algum grau de inflamacéo linfocitica-plasmocitica em duodeno e/ou
colon.

Ainda em relacdo a esta avaliacdo, manteve-se o achado de lesbes mais
intensas em colon quando comparado a estbmago e duodeno, o que pode estar em
concordancia com a explicacdo previamente citada. No estdbmago, 67,32% das
avaliacbes foram normais, enquanto que no duodeno foi em 55,33% e colon,
38,63%. Consequentemente, observa-se maior incidéncia relativa de lesdes no
co6lon, seguido pelo duodeno e estdmago (61,35% para colon, 41,99% para duodeno
e 31,37% para estdbmago), independentemente da severidade da lesédo. Embora os
escores histolégicos ndo tenham sido tdo expressivos quanto se esperava (pelas
limitacbes previamente discutidas), refletiram esta distribuicdo de lesbes, com
mediana superior no célon em relacdo ao duodeno e estomago (6, 5 e 3;

respectivamente). A analise da severidade das les6es mantém o c6lon como sitio de
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maior indice de les6es moderadas (15,90%) seguido pelo duodeno (4,66%) e
estdbmago (3,92%). Apenas duas avaliagbes duodenais foram consideradas severas
(1,33%). Entretanto, esta distribuicdo ndo foi observada por Burgener et al. (2008)
que relatam maior severidade das alteracbes histopatoldégicas do duodeno em
comparacao ao célon. Embora ndo tenhamos realizado a mesma classificacdo de
Jergens et al. (2009), estes autores atribuiram inflamac¢des moderadas a severas em
37 dos 48 cédes avaliados, caracterizando processos mais severos do que 0s que
encontrados em nosso estudo. Para Canani et al. (2007), 10 caes apresentaram
alteracOes leves, seis com alteragbes moderadas e nenhum cdo com alteracéo
severa.

A analise dos subgrupos quanto ao escore histopatolégico ndo mostrou
diferenca entre afetado | e afetado Il nos trés locais avaliados, 0 que sugere que
este escore ndo seguiu a severidade do quadro indicada pelo escore clinico.

Ndo foram observadas correlacdes entre o0s escores endoscOpicos e
histopatoldgicos entre as diferentes regides estudadas. Analisar esta relacdo foi um
dos principais objetivos do estudo, visto que o exame endoscoOpico poderia
apresentar-se como fator preditivo da andlise histopatolégica. Entretanto, os
achados descritos mostram que apenas alguns animais apresentam concordancia
entre a severidade das lesdes endoscoépicas e histopatoldgicas. Na maioria dos
casos, observou-se certa discrepancia entre estas avaliacbes, como por exemplo, o
animal 3 que apresentou escore endoscopico 1 e escore histopatolégico 8,
considerado elevado para nossa amostra. De forma semelhante, os animais 1 e 8
receberam escore 1 na avaliacdo endoscopica do célon e escore 10 quando da
avaliacdo histopatolégica. Em contrapartida, O animal 19 recebeu escore 3 tanto
para a analise endoscopica quanto para a histopatologica do célon, sendo que a
primeira nota € considerada alta (endoscopia com maior grau de alteracédo) e a
segunda, baixa (visto que apresentou apenas trés alteragdes considaradas leves).
Esta auséncia de correlacédo pode representar uma real falta de concordancia entre
0s parametros, o que também foi descrito por Allenspach et al. (2007). Estes autores
ndo observaram correlacdo entre estes escores como também a relagdo entre estes
parametros e escore clinico de atividade da doenca e evolugdo do caso. J& em
2006, Silva et al. observaram que 32,1% dos 167 pacientes com diarréia cronica e
colonoscopias normais apresentaram lesdes histolégicas com valor diagndstico.

Desta forma, os autores recomendam a realizagdo de biopsias seriadas mesmo sem
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lesdo endoscopica indicativa para o diagnostico preciso de afe¢cdes causadoras de
diarréia crénica em humanos.

Uma outra explicacdo para este resultado € a ineficiéncia dos escores em
traduzir corretamente as alteracdes observadas em cada exame. O componente
subjetivo associado a falta de padronizacdo entre os diversos estudos e entre 0s
profissionais da area pode ndo s6 comprometer a utilizacdo de escores como
também a identificacdo deste problema.

Quanto as correlagbes entre escores endoscopicos e histopatologicos com
valores laboratoriais, s6 foram observadas correlacdes moderadas entre PCR e
escore histopatologico do colon e escore histopatolégico maximo.

A utilizacéo de valores séricos de TNF-alfa ndo se mostrou um bom marcador
laboratorial para a identificacdo de animais portadores de doenca inflamatoria
cronica. Apenas um animal pertencente ao grupo controle apresentou valores
quantifichveis desta citocina pro-inflamatoéria (14,83 pg/mL). InformagBes do
fabricante obtidas no proprio manual do kit ELISA utilizado relatam que amostras
provenientes de seis caes ndo apresentaram niveis superiores ao ponto minimo de
quantificacdo (7,8pg/mL). Acredita-se que 0 mesmo possa ter ocorrido com as
amostras testadas.

Segundo Jergens et al. (2009), o TNF-alfa € um precursor da proteina C-
reativa em processos inflamatorios e esta envolvido na cascata de inflamacao da
DIIC. Em 1995, Mahmud et al. observaram niveis seéricos elevados de TNF-a em
pacientes acometidos por DIIC principalmente quando a doenga encontrava-se ativa.
Estes autores relatam correlacdo entre este marcador e indice clinico da doenca e
microalbuminemia, porém n&o observaram correlacdo com valores seéricos de
proteina C reativa. Na medicina veterinaria, German et al. (2000) descreveram
elevacdo de diversas citocinas inflamatérias em cdes da raga Pastor Alem&o com
enteropatias (DIIC e supercrescimento bacteriano) incluindo TNF-alfa. Entretanto,
estes autores utilizaram biopsias endoscopicas para a mensuragdo semiquantitativa
através da técnica de PCR da expressdo de mRNA desta citocina. Utilizando a
mesma metodologia, De Majo (2008) n&do observaram maior expressado de TNF-alfa
MRNA em cées com diarréia crénica quando comparados a caes sadios.

Similarmente ao presente estudo, McCann et al. (2007) ndo detectaram TNF-
alfa quantificavel em nenhum dos 16 cdes com DIIC testados. Estes autores

sugerem que valores séricos deste marcador ndo aumentem em caes com esta
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afeccdo ou que o limite inferior do teste seja muito elevado para permitir sua
deteccdo. Desta qualquer forma, os resultados obtidos ndo suportam a utilizagéo de
TNF-alpha sérico mensurado por ELISA para avaliacdo da atividade da doenca em
cées com DIIC.

Embora apenas cinco dos 20 animais afetados tenham apresentado elevacéo
dos valores séricos de PCR, houve diferenga estatisticamente significante entre os
grupos afetados e controle, o que se manteve quando se comparou 0s subgrupos
afetado |, afetado Il e controle.Quando pareados, o grupo afetado Il e o grupo
controle obtiveram diferenca estatisticamente significante. McCann et al. (2007)
observaram elevacédo leve de PCR em 15 dos 16 animais incluidos no estudo
enquanto que Jergens et al. (2010) relatou elevacdo em 23 dos 54 (43%) dos
animais. Embora classificada como elevacéao leve por McCann et al. (2007), a média
de PCR sérica foi de 12,8+7,0 mg/L, com valores de referéncia variando entre 0,001
e 4,415 mg/L. A elevagcédo de proteina C reativa em animais com DIIC também é
relatada por Steiner (2012). Entretanto, Allenspach et al. (2007) descrevem esta
elevacdo em apenas sete dos 33 cdes mensurados para PCR.

Além da correlagdo com escore clinico de atividade da doenca, a PCR sérica
também foi correlacionada ao escore histopatolégico do colon e escore
histopatolégico maximo (p=0,037 e r=0,633; p=0,028 e r=0,491, respectivamente).
De forma semelhante, Jergens et al. (2003) descrevem a PCR como um marcador
de severidade da doenca, pois foi indiretamente correlacionada a escores clinicos e
histopatolégicos. Contrariamente ao observado por nés, Allenspach et al. (2007) e
McCann et al. (2007) ndo observaram correlagdo desta proteina com indice clinico e
histolégico. Em desacordo com os achados de nosso estudo, estes autores
concluem que, embora discretamente elevada na maioria dos cées, a PCR néo
reflete a severidade da doenca tanto clinica quanto histopatologicamente.
Entretanto, Allenspach et al. (2007) aceitam que, por terem dosado PCR em apenas
33 dos 70 animais incluidos no estudo, este dado pode estar subestimado.
Associado a este fato, os mesmos autores encontraram diminuicdo significativa em
todos os sete animais inicialmente caracterizados pela elevagdo de PCR, mostrando
que esta proteina pode ser utilizada na monitorizagdo do paciente ap0s a instituicao
do tratamento, assim como recomendado por Vermeire et al. (2006).

A mensuracdo de S100A12 em cées € uma ferramenta recente e ainda com

muito poucos dados clinicos para a comparacdo com 0s valores observados em



105

nosso estudo. A mensuracdo sérica deste marcador ndo mostrou diferenga
consideravel entre os dois grupos testados, com medianas muito préximas (195,90
ug/L para o grupo afetado e 195,55 pg/L para o grupo controle). Esta caracteristica
manteve-se quando analisamos os subgrupos afetado |, afetado Il e controle.
Embora a mensuracdo fecal desta proteina também n&o tenha apresentado
diferenca estatisticamente significante entre os grupos, a mediana do grupo afetado
foi maior em relacéo ao grupo controle, mostrando uma tendéncia de elevacao deste
parametro em animais afetados. Quando se analisou os subgrupos, os valores
fecais de S100A12 nao foram estatisticamente diferentes porém observou-se a
mesma tendéncia relatada anteriormente, com valores de 17,15 ng/g para grupo
afetado I; 80,30 ng/g para grupo afetado Il e 12,27 ng/g para grupo controle.

Embora a calprotectina também seja uma proteina pertencente a familia
S100, observou-se comportamento diferente deste marcador em relagdo a proteina
S100A12. Enquanto a mensuracdo sérica da calprotectina ndo se mostrou
estatisticamente significante, a mensuracéo fecal apresentou diferenca significante
entre 0s grupos e subgrupos analisados. Infelizmente, ndo existem estudos clinicos
avaliando esta afec¢éo para comparagdo com nossos resultados.

N&o foram observadas correlagdes entre os valores séricos e fecais tanto da
calprotectina quanto da proteina S100A12. Embora tenham sido mensuradas as
mesmas proteinas, esperava-se que valores fecais fossem mais especificos de
inflamacé&o intestinais quando comparados a valores séricos, que estariam sujeitos a
elevacéao por diversos outras condigdes (VERMIERE et al., 2006). Entretanto, houve
correlacdo entre os valores fecais de calprotectina e S100A12, assim como entre 0s
valores séricos destes mesmos marcadores.

Em humanos, Canani et al. (2008) relatam a correlacdo entre calprotectina
fecal e severidade da inflamacao avaliada por colonoscopia. Para estes autores, a
mensuragao fecal da calprotectina mostrou-se a ferramenta mais precisa na
avaliacdo de inflamacao ativa da mucosa quando comparada a escores clinicos e
marcadores séricos como taxa de sedimentacdo eritrocitaria e PCR, com alta
correlagdo com a graduacgédo histolégica. Contrariamente, no presente estudo nao
foram observadas correlacdes entre calprotectina ou S100A12 com PCR, escores
clinicos, endoscoépicos e histopatoldgicos.

Atualmente, a calprotectina e a S100A12 tém sido consideradas como

marcadores promissores para a DIIC por serem altamente sensiveis e acessiveis.
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Entretanto, os resultados deste estudo ndo foram tdo animadores quanto se
esperava. Uma explicagdo para isto pode estar relacionada ao fato de que a
calprotectina é uma proteina derivada preferencialmente de neutrofilos,
representando cerca de 60% das proteinas citosolicas de granulocitos (VERMEIRE
et al., 2006). Sua presenca nas fezes esta diretamente relacionada a migracéo de
neutréfilos no trato gastrointestinal. Em cées, sabe-se que as principais células
envolvidas na DIIC s&o os linfocitos e plasmacitos; sendo os neutrofilos envolvidos
em pequeno numero de casos. Desta forma, o uso destes marcadores na veterinaria
podem ser mais restritos e com menor utilidade quando comparado a humanos.

Um fator interferente aos resultados fecais dos dois marcadores pode ter sido
a metodologia utilizada neste estudo. A analise estatistica inicial incorporava a
meédia de trés amostras consecutivas para cada animal. Entretanto, foi observada
grande disparidade entre os valores adquiridos, o que ndo deve ser atribuido a erro
metodoldgico visto que se trata de uma proteina estavel a temperatura ambiente por
periodo superior a sete dias e que foi mantida a temperatura -80°C até o momento
da quantificacdo. Desta forma, optamos por utilizar apenas a média das duas
amostras mais proximas e eliminar o valor mais discrepante dentre os trés. Segundo
nosso entendimento, estariamos utilizando valores mais préximos aos do que
acreditariamos serem o0s exatos. No caso da S100A12, inicialmente obtivemos
diferenca estatistica entre afetados e controles, o que ndo se manteve quando da
selecédo de apenas duas amostras. Mesmo assim, mantivemos esta metodologia por
acreditar que fosse a mais condizente com nossas amostras. A escassez de estudos
comparativos impede de definirmos qual metodologia reproduz melhor o
comportamento destes marcadores e, evidentemente, estudos complementares
devem ser realizados para confirmar ou ndo nossos achados.

Mensuracdes séricas de folato e cobalamina ndo foram estatisticamente
significante entre os dois grupos. Entretanto, sabe-se que estes parametros ndo séo
utilizados como marcadores biologicos desta afeccdo e sim, como possiveis
contribuintes na localizacdo do segmento intestinal acometido (SIMPSON;
JERGENS, 2011). Apenas trés animais do grupo afetado apresentaram valores de
folato inferiores aos normais engquanto que apenas um animal deste grupo
apresentou valor aumentado de cobalamina. Batt (2009) descrevem que estes
parametros podem contribuir para o diagndstico de doencas do intestino delgado e

que resultados normais n&o excluem doenca intestinal.
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O uso de marcadores laboratoriais na medicina veterinaria pode representar
um grande avanco do diagnostico e tratamento dos animais acometidos por DIIC
porém, deve-se ter em mente que nem todos os marcadores terdo comportamento
semelhante ao descrito na medicina. Embora muito proxima, a patofisiologia da
doenca tem suas particularidades nas diferentes espécies e alguns marcadores
apresentam maior especificidade e sensibilidade a um determinado tipo especifico
da doenca (doenca de Crohn ou retocolite ulcerativa). A falta de conhecimento de
padrées de resposta imunolégica para os cdes pode dificultar a definicdo de

marcadores altamente correlacionados com a doenga.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados, podemos concluir que:

1. A doenga inflamatoria intestinal € uma afecgdo com diversidade de sintomas
cronicos sendo que émese e diarréia sao frequientes nos animais afetados.

2. A associacdo de avaliacdo endoscopica e histopatologica sao validas para o
diagnostico da DIIC.

3. A proteina C-reativa e a proteina S100A12 fecal contribuem para a
classificagao da doenca.

4. Marcadores laboratoriais podem ser utilizados como aditivos de uma avaliacao

global em pacientes com DIIC.
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Apéndice A — Descricdo da avaliacdo histopatoldgica inicial dos animais afetados —

FMVZ/USP — Sé&o Paulo — 2012

Céo EXAME DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO INICIAL
N° REALIZADO
1 Colono Enterocolite linfoplasmocitica cronico-ativa moderada com microerosoes associadas; tiflite cronica discreta a
moderada
2 EGD Gastrite crénica e moderada com reepitelizacdo e regeneracdo glandular. N&o foi possivel identificar
organismos Helicobacter spp. Leve enterite linfocitica plasmocitica
8 EGD Gastrite cronica moderada com eosinéfilos e neutréfilos; enterite linfocitica plasmocitica
4 EGD Gastrite superficial subaguda leve; enterite linfoplasmocitica leve
5 EGD/Colono | Gastrite superficial subaguda com presenca de eosinofilos e helicobacter spp.; enterocolite erosiva multifocal
subaguda linfoplasmocitica com presenca de eosindfilos
6 Colono lleite linfoplasmocitica discreta associada a edema discreto; colite linfoplasmocitica discreta; tiflite
linfoplasmocitica discreta; proctite fibrino-neutrofilica ulcerativa multifocal discreta
7 EGD Gastrite aguda superficial leve com calcificagéo e helicobacter spp.; duodenite linfoplasmocitica discreta
8 EGD/Colono | Gastrite multifocal discreta linfoplasmocitica associada & moderada congestéo; duodenite moderada
linfoplasmocitica; ileite linfoplasmocitica discreta a moderada; tiflite linfoplasmocitica discreta; colite
linfoplasmocitica moderada; proctite linfoplasmocitica moderada com raros eosindéfilos associados
9 EGD/Colono | Mucosa gastrica sem alteracdo (alguns fragmentos c/ fibrose superficial leve); duodenite linfoplasmocitica
leve; ileite linfoplasmocitica leve com aumento leve de eosindfilos; colite linfoplasmocitica leve com
microerosoes, fibrose, dilatagio de criptas e distor¢céo; proctite ativa microerosiva leve com hiperplasia de
criptas
10 EGD Epitelio géstrico, fovéolas regulares revestidas por células epiteliais s/ sinais de erosdo, metaplasia ou
rasamento. Alguns campos da lamina prépria ¢/ vasos congestos e areas de hemorragia. Mucosa duodenal
sem sinais de erosdo, metaplasia ou rasamento. Na lamina prépria, discreto infiltrado inflamatério
linfoplasmocitico.
11 EGD Gastrite subaguda superficial leve com indicios de reepitelizacdo (erosdo prévia?); duodenite cronica
linfoplasmocitica leve com presenca de histidcitos e eosindfilos e reatividade de criptas
12 EGD/Colono | Mucosa gastrica (regiéo de fundo) com discretas areas de fibrose; mucosa gastrica (regido de antro gastrico)
dentro dos padrées de normalidade; ileite linfoplasmocitica discreta com hiperplasia de placas de Peyer;
colite microerosiva multifocal com &reas focais de fibrose, atrofia e discreto infiltrado linfoplasmocitico
13 EGD/Colono | Gastropatia erosiva com reepitelizacéo e fibrose; enterite linfoplasmocitica discreta associada a moderada
linfangiectasia; colon: hemorragia multifocal discreta a moderada e edema discreto
14 EGD/Colono | Gastrite superficial cronica com eosindfilos associados; Duodenite linfoplasmocitica discreta com eosindfilos;
Colite erosiva linfoplasmocitica discreta a moderada com presenca de eosindfilos
15 EGD/Colono | Mucosa gastrica dentro do valor de normalidade; Duodenite linfoplasmocitica moderada com moderado
infiltrado inflamatério eosinofilico; lleite linfoplasmocitica discreta com presenca de eosindfilos; Colite cronica
discreta com eosindfilos e areas focais de microerosdo em atividade e reepitelizagao.
16 EGD Gastrite erosiva regenerativa linfocitica moderada; Duodenite linfoplasmocitica discreta com eosinoéfilos
17 EGD Edema e discreta congestdo de mucosa gastrica; dicreta enterite aguda
18 EGD/Colono | Gastrite subaguda difusa discreta, lleite discreta, difusa, crénica com eosindfilos, exsudacéo fibrino-
neutrofilica com macréfago (sugestiva de fundo de Ulcera); duodeno insuficiente para analise
19 EGD/Colono | Mucosa gastrica de fundo dentro dos padrdes de normalidade com presenca de Helicobacter sp.; Gastrite
cronica discreta associada a fibrose em antro gastrico; Duodenite linfoplasmocitica com presenca de
moderado infiltrado eosinofilico; lleite linfoplasmocitica discreta; Colite linfoplasmocitica discreta com
microerosfes em fase de reepitelizacao
20 EGD Mucosa gastrica dentro dos padrées de normalidade; Enterite linfoplasmocitica discreta

EGD- esofagogastroduodenoscopia, Colono- colonoscopia
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Apéndice B — Descricdo dos valores séricos individuais de proteina C reativa —
FMVZ/USP — Sao Paulo — 2012

Cao No | Proteina C reativa Céao No | Proteina C reativa
(mg/l) (mgfl)
1 11.5 21 6.3
2 3.3 22 0.1
3 5.4 23 0.3
4 0.1 24 0.2
5 0.7 25 0.1
6 7.0 26 0.1
o 7 8.1 L 27 3.2
9( 8 225 8 28 0.1
E 9 1.6 E 29 5.2
5(|_ 10 2.1 o) 30 3.2
o 11 1.3 O 31 0.1
S 12 4.1 O =32 0.1
x 13 0.2 = 33 4.1
O 124 0.1 o | 34 0.1
15 44.0 35 0.1
16 0.1 36 0.1
17 0.1 37 4.6
18 19.5 38 0.1
19 1.3 39 0.1
20 0.1 40 0.2

Apéndice C — Descricdo dos valores seéricos individuais da proteina S100A12 -

FMVZ/USP — Sao Paulo — 2012

C3o No S100A12 sérico C3o No S100A12 sérico
(ug/L) (Mg/L)
1 4158 21 144.9
2 368,2 22 1010,3
3 369,3 23 498 4
4 206,6 24 2924
5 137,6 25 4445
6 272,3 26 5354
0 7 794,0 w| 27 4528
2! 8 104,3 o 28 163,9
= 9 84,5 = [_29 220,7
L [ 10 128,2 & 30 180,6
ol 11 1364,3 O [ 31 134,4
S| 12 387,5 Ol 32 104,9
x| 13 185,2 2 [ 33 106,5
O 14 634,1 O 34 299,9
15 381,3 35 179,7
16 113,6 36 350,2
17 52,6 37 87,6
18 148,1 38 210,5
19 94,3 39 1015
20 131,9 40 101,0
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Apéndice D — Descricdo dos valores fecais médios da proteina S100A12 para cada
cao do grupo afetado - FMVZ/USP — Sao Paulo — 2012

Cao S100A12 fecal Média Cao S100A12 fecal Média
No (ng/g) S100al2 No (ng/g) S100al2
fecal fecal
ng/g) (ng/g)
1 3,8 3,8 21 | 20,5;17,5;1.399,0 479
2 80,3 80,3 22 | 13480; 248,9; 163,5| 206,2
3 56,0; 26,5; 9,1 30,53 23 14,7;9,9; 4,4 9,66
4 6,2; 25,1; 18,7 16,66 24 3,4,21;2,.8 2,76
5 3,0; 3,2; 326,9 111,03 25 6,1; 15,6; 4,3 8,66
6 3,6;24;25 2,83 26 68,7; 8,5; 78,5 51,9
o 7 24,3;94,2;: 41,8 53,43 w 27 9,8; 14,7; 35,8 20,1
<D( 8 68,6; 8,2; 301,1 125,96 8 28 12,9;7,7; 20,3 13,63
E 9 |4,6;2.314,0;4.120,0| 21462 | ~ | 29 9;:8,4;9,7 9,03
% 10 | 240,7;1.227,0; 3,3 | 490,33 % 30 9,9; 13,1; 10,2 11,06
o |11 4,9;16,9; 434,5 152,1 O 31 29,2;22,0; 2,4 17,86
% 12 9,6; 304,7; 21,9 112,06 8 32 3,1;24,9; 2,8 10,26
@ | 13 6,3; 6,4; 2.438,0 816,9 a 33 19,4; 22,2; 37,6 26,4
O 124 12,4; 410; 21,9 148,1 O | 34 57,6; 12,9; 18 29,5
15 | 4.622; 361,9; 6200 | 3727,96 35 1,8; 20,8;1612 544,86
16 41,7; 14,8; 1654,0 570,16 36 29,3; 14,6; 11 18,3
17 19,9; 28,2; 11,7 19,93 37 | 2230; 313,7; 2090 | 1544,56
18 2505; 1360; 475,7 1446,9 38 4,1;2,6; 3,1 3,26
19 24; 687; 429,7 380,23 39 3,3;3,2; 3,4 3,3
20 64,3; 24,9; 3419 1169,4 40 377; 583; 305,9 421,96
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Apéndice E — Descricdo de valores séricos individuais de folato e cobalamina -
FMVZ/USP — Sao Paulo — 2012

Céao Folato Cobalamina Céao Folato Cobalamina
No (ball) (ng/l) No (ball) (ng/l)
1 16,0 823,0 21 28,2 315,0
2 10,8 354,0 22 18,3 294.0
3 11,0 718,0 23 12,8 288,0
4 18,0 255,0 24 6,3 209,0
5 14,1 774,0 25 5.6 187,0
6 23.4 477,0 26 15,8 995,0
7 ONS 282,0 " 27 15,8 573,0
o 8 2,8 397,0 o [ 28 10,0 481,0
i 9 58 666,0 X [T 29 12,9 841,0
m 10 6,9 520,0 2 30 14,9 721,0
S 11 9.2 504,0 O 31 10.1 570,0
o 12 13,9 441,0 Q 32 14,6 >1000
@ 13 10,4 476,0 = 33 10,2 611,0
14 11,1 895,0 O 34 15,1 605,0
15 10,7 >1000 35 21,9 688,0
16 16,1 299,0 36 12,9 235,0
17 115 332,0 37 3,0 315,0
18 8,2 421,0 38 7.7 479,0
19 19,8 751,0 39 9,2 822,0
20 9,6 688,0 40 1,4 285,0






