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RESUMO

As doencas respiratérias em caes e gatos tem carater etiolégico muito
diverso e podem ser extremamente desafiantes quanto ao seu manejo e
diagnostico. Nota-se que no Brasil, pouco ainda se investe em exames
diagnosticos nas enfermidades respiratérias em cées e gatos. Dessa forma, faz-
Sse necessario estudar tais exames, e compreender sua eficacia e indicacado. A
partir do diagndstico obtido, é possivel conhecer a casuistica das afeccfes
respiratérias presentes na rotina clinica.

A presente tese de doutorado esta dividida em quatro capitulos. O
primeiro capitulo € uma revisdo sistematica sobre os termos semiolégicos
utilizados na ausculta pulmonar. Evidenciou-se que a nomenclatura é bastante
divergente entre a literatura publicada. Baseado nos estudos abordados foram
sugeridos termos semiolégicos a serem utilizados para ausculta pulmonar.
Concluiu-se que a padronizacao e utilizacdo dos termos sugeridos contribuiria
sobremaneira para valorizacdo do método e melhor entendimento do uso na
pesquisa, ensino e na pratica clinica.

No segundo capitulo é analisada a eficacia da radiografia toracica e do
lavado broncoalveolar seguido de analises citoldgica e microbiolégica em
qguarenta animais (cdes e gatos) com doenca bronquial crénica. Foram
demonstradas alteracdes especificas na radiografia toracica nas quais se
recomenda realizacdo do lavado broncoalveolar na sequéncia, associado a
analise citologica e microbiolégica. A combinacdo dos exames apresentados
aumenta o sucesso diagndstico.

O terceiro capitulo aborda a pneumonia fingica em caes e gatos, cita a
escassez de estudos sobre o tema, apresenta a incidéncia da enfermidade em
cdes e gatos com alteracdes respiratorias atendidos no Hospital Veterinario da
Universidade Federal do Parana (UFPR), descreve e discute os achados
radiogréaficos, hematologicos e do lavado broncoalveolar dos animais positivos.

Por fim, o quarto capitulo, relata sobre a mensuracdo de cotinina sérica,
um biomarcador da nicotina, usada em cées fumantes passivos. Foi mensurada
a cotinina sérica por cromatografia liquida acoplada a espectometria de
massas,.de vinte caes, destes dez fumantes, que tiveram contatato com a

fumaca do cigarro por no minimo um ano. Por esse estudo nao foi possivel



estabelecer uma relacdo entre cées expostos ao tabaco ambiental e o uso de

biomarcadores, dessa forma, mais estudos sdo necessarios.

Palavras-chave: afeccOes respiratérias, exames diagnosticos, casuistica, caes,
gatos.



ABSTRACT

Respiratory diseases in dogs and cats have a very diverse etiological
character and can be extremely challenging in the management and diagnosis.
It is noted that in Brazil, little is invested in diagnostic exams in respiratory
diseases in dogs and cats. In this way, it is necessary to study such tests, and
their effectiveness and indication. From the obtained diagnosis, it is possible to
know the incidence of the respiratory diseases present in the clinical routine.
The present doctoral dissertation is divided into four chapters. The first chapter
IS a systematic review on the semiological terms used in pulmonary auscultation.
It has been shown that a nomenclature is quite divergent among published
literature. Based on the studies discussed, semiological terms were suggested to
be used for pulmonary auscultation. It was concluded that a consensus and
standardization of the terms would contribute to the valorization of the method
and a better understanding of its use in research, teaching and clinical practice.

In the second chapter the efficacy of thoracic radiography and
bronchoalveolar lavage followed by cytological and microbiological tests were
analyzed, in forty animals (dogs and cats) with chronic bronchial disease. Specific
abnormalities in thoracic radiography have been demonstrated in which a
bronchoalveolar exam is recommended in the sequence associated to cytologic
and microbiologic analysis. The combination of exams presented increases the
diagnostic success.

The third chapter deal with fungal pneumonia in dogs and cats, quote the
paucity of studies on the subject and presents an incidence of the disease in dogs
and cats with respiratory clinical signs attended at the veterinary hospital of the
university and describes the radiographic, hematological and bronchoalveolar
lavage findings of positive animals.

Finally, the fourth chapter is a short communication on the measurement
of serum cotinine, a biomarker of nicotine used in passive smoking dogs. Serum
cotinine was measured by liquid chromatography coupled to mass spectrometry,
of twenty dogs of these ten smokers who had contact with cigarette smoke for at
least one year. Through this study was not possible to establish a relationship
between dogs exposed to environmental tobacco and the use of biomarkers, this

way, more studies are needed.



Keywords: respiratory disorders, diagnostic exams, casuistry, dogs, cats.
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1. CAPITULO 1 - ANALISE DA TERMINOLOGIA SEMIOLOGICA DA
AUSCULTA PULMONAR EM CAES E GATOS — REVISAO SISTEMATICA

RESUMO
Os primeiros termos semiolégicos da ausculta pulmonar, designados ralas,

instituidos pelo médico René Laennec, sofreram inUmeras modificagdes e até os
tempos atuais apresentam discrepancias de uso na literatura. Este trabalho de
revisdo sistematica propfe-se a analisar os termos utilizados para ausculta
pulmonar em caes e gatos na literatura brasileira e estrangeira. O levantamento
foi realizado com artigos e livros que abordassem de forma prioritaria a ausculta
pulmonar. Foram utilizadas palavras chave e bases de dados pré-definidas e
apos a triagem dos 840 trabalhos encontrados, foram analisados trés artigos
cientificos, um livro em formato digital e dezoito capitulos de livros de clinica
médica e semiologia. Foi possivel observar que h& grande divergéncia da
terminologia na literatura consultada. Conclui-se que a padronizacdo e a
utilizacdo da terminologia para ausucltacdo pulmonar sugerida nesse trabalho
contribuiria para valorizacdo do método, melhor entendimento no ensino e
pesquisa e facilitaria a comunicacao entre veterinarios na rotina diaria.

Palavras chave: sons pulmonares, veterinéria, ausculta respiratoria.
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ANALYSIS OF SEMIOLOGICAL TERMINOLOGY OF PULMONARY
AUSCULTATION IN DOGS AND CATS - SYSTEMATIC REVIEW

ABSTRACT
The first semiological terms for pulmonary auscultation, called rales, instituted by

the doctor René Laennec, have undergone numerous modifications and until the
current time present discrepancies of use in the literature. This systematic review
proposes to analyze the terms used for pulmonary auscultation in dogs and cats
in the Brazilian and foreign literature. The survey was made of articles and books
that addressed pulmonary auscultation as a priority. Pre-defined keywords and
databases were used and after screening of the 840 papers found, three scientific
articles were analyzed, one book in digital format and eighteen chapters of books
on internal medicine and semiology. It was possible to observe that there is a
great divergence of terminology in the consulted literature. It is concluded that
the standardization and use of terminology for pulmonary auscultation suggested
in this study would contribute to the method's valorization, a better understanding
in teaching and research, and facilitate communication between veterinarians in
daily routine.

Keywords: pulmonary sounds, veterinary, respiratory auscultation
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1.1 INTRODUCAO

A correlacéo dos sons pulmonares e das alteracoes associadas a estes foi
identificada em 1819, quando lancado o primeiro tratado de ausculta “De
L 'auscultation médiate” pelo médico frances René Laennec, que comparou 0S
sons auscultados com os achados post mortem dos pacientes (LAENNEC, 1821;
GRIMBERG, 1995). Nesse tratado também foram descritos 0s primeiros termos
semioldgicos para a ausculta pulmonar em pessoas (CARVALHO e SOUZA,
2007).

Os primeiros termos para o0s ruidos pulmonares anormais foram
designados por Laennec como ralas, sendo classificadas em inUmeras variantes:
rala Umida ou crepitante, rala mucosa ou borbulhante, rala seca ou ronco, rala
sibilante ou assobio e rala crepitante seca ou grosseira (AUADA, 1998;
STASZKO, 2006). Desde entdo, ocorreram diversas alteracdes e muitos sao os
termos empregados na literatura referentes a auscultacdo pulmonar, como
estertores, roncos, sibilos, crepitacdes e suas variagdes (CARVALHO E SOUZA,
2007; FERREIRA, 2014; HAWKINS, 2014).

Na medicina, varios trabalhos foram publicados abordando a discrepante
e confusa terminologia pulmonar empregada, e em todos eles destaca-se a
importancia de realizar os frequentes consensos em busca de uma padronizacao
terminolégica, como a conferéncia anual da associacao de sons pulmonares
(AUADA et al.,1998; SOUZA et al., 2002; STASZKO et al., 2006; BASSO et. al.,
2008).

Por outro lado, na medicina veterinaria ndo foram encontradas descri¢cdes
na literatura sobre uma padronizacdo ou consenso realizado para descricdo da
terminologia semiolégica da ausculta pulmonar, tornando-a divergente e dificil
de ser compreendida e empregada corretamente.

O objetivo desse estudo foi realizar uma revisao sistematica da literatura
brasileira e estrangeira, permitindo uma analise sobre a terminologia da ausculta

pulmonar empregada em cées e gatos.

1.2 MATERIAL E METODOS

Uma revisao sistematica foi realizada por meio de levantamento de livros e

trabalhos publicados em periddicos nacionais e internacionais, disponiveis nas
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bases de dados PubMed, SciELO, portal de periddicos CAPES, Scopus e Web
of Science. Para a busca dos trabalhos de interesse foram utilizadas palavras
chave em inglés e portugués relacionadas a auscultacdo pulmonar de caes e
gatos, sendo estas: ausculta pulmonar, sons pulmonares, auscultacdo dos sons
pulmonares, terminologia da ausculta respiratoria, semiologia da ausculta
respiratoria, terminologia dos sons pulmonares, respiratory auscultation,
pulmonary sounds, breath sounds, chest auscultation, respiratory sounds,
respiratory auscultation terminology, respiratory auscultation semiology,
pulmonary sounds terminology.

Como critério de inclusdo os trabalhos deveriam ter sido publicados entre
os anos de 1816 e 2016, apresentar como tema principal a ausculta pulmonar
em cées ou gatos, abordando termos semiolégicos, estar escrito em inglés ou
portugués. Foram incluidos artigos cientificos, revisées de literatura e capitulos
de livros de semiologia e clinica médica de pequenos animais, sem distincao em
relacdo ao formato impresso ou digital.

Foram excluidos os trabalhos que abordavam ausculta pulmonar em
pessoas ou outra espécie animal, relatos de caso, trabalhos que ndo estavam
disponiveis na integra ou ainda aqueles que apenas citavam a ausculta
pulmonar, ndo sendo este o tema principal ou ainda aqueles que néo se referiam
a explicacdo da terminologia semioldgica empregada na ausculta.

Todos os artigos cientificos e livros digitais encontrados foram exportados
para o programa Mendeley desktop (Elsevier®, NY, EUA) para triagem e
remocdo de duplicatas. A triagem foi realizada com base no titulo, e caso
abordasse o tema de interesse, prosseguia-se com a leitura do resumo do
trabalho para avaliar se estava dentro dos critérios de inclusdo da pesquisa, na
sequéncia realizava-se a leitura do trabalho na integra, definindo-se entéo a sua
permanéncia ou exclusdo na pesquisa. A pesquisa e a triagem dos livros
impressos foram feitas de forma manual, guiando-se pelo titulo do capitulo,
sendo escolhidos os capitulos que abordavam semiologia respiratdria ou exame

clinico de cées e gatos com alteracdo respiratoria.
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1.3 RESULTADOS

Das bases de dados digitais consultadas, usando as palavras chave
escolhidas para essa pesquisa, foram encontrados 840 trabalhos, apds a
remocado de 524 trabalhos varias vezes repetidos, restaram 316 trabalhos.
Destes, foi realizado uma triagem baseada nos titulos, restando 31 trabalhos que
se referiam ao tema escolhido. Em nova triagem por meio dos resumos dos
trabalhos restantes, foi obtido um numero de apenas sete trabalhos e apds
realizada a leitura integral dos mesmos obteve-se um nimero total de trés artigos
cientificos e um livio em formato digital. Na consulta manual de livros foram
obtidos 18 capitulos de livros que alcangaram os critérios de incluséo, totalizando
portando a incluséo de 21 trabalhos nessa pesquisa.

O livro digital encontrado € o trabalho mais antigo, intitulado “Compendio
de Veterinaria”, sua publicacdo data de 1854 (PINTO, 1854). Nesse os termos
semioldgicos dos sons pulmonares adventicios (anormais) sdo descritos como

ralas e divididos em sete categorias (Tabela 1.1).

Tabela 1.1 Termos semiolégicos dos sons pulmonares adventicios descritos por
Pinto M.J.F (1854).

Termo semioldgico Som similar Significado Afeccdo
possivel
Rala mucosa Bolhas de ar na Mucosidade nos Bronquite
agua brénquios
Rala espumosa Bebida Muco pouco Hemoptise
gaseificada ViSCOSO NosS
brénquios
Rala sonora Ressonar de Secura da mucosa Bronquite
guem dorme (som dos brénquios
grave)

Continua
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Tabela 1.1 Continuacdo. Termos semiolégicos dos sons pulmonares adventicios
descritos por Pinto M.J.F (1854).

Termo semioldgico

Som similar

Significado

Afeccao

possivel

Rala bronquial ou

de friccéo

Rala crepitante

Rala sibilante

Rala cavernosa

Som de uma serra  Som bronquial pela

(som seco e

sSonoro)

Salpicar de sal na

brasa

Som agudo, seco

e prolongado

Agua em ebulicdo

dificuldade do ar
para adentrar as
vesiculas
pulmonares (fase
de inspiracao)
Sons vesiculares
devido a
dificuldade da
passagem de ar
Dificuldade do ar
em sair das
vesiculas
pulmonares (fase
de expiragéo)
Presenca de

cavidade anormal

que comunica com

os brénquios

Lesao

pulmonar

NR

Asma

Abcessos
pulmonares,
phtysica,
grangrena

parcial

*NR — néo referido / *Adaptado Pinto M.J.F, 1854

Na sequéncia, o segundo trabalho mais antigo, um artigo de 1971 (REIF,

1971), também descreve os sons pulmonares anormais como ralas, porém
classifica-os de forma diferente de Pinto (1854) (Tabela 1.2).
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Tabela 1.2 Termos semioldgicos dos sons pulmonares adventicios descritos por
Reif J.S. (1971).

Termo Som similar Significado Afeccdo possivel

semioldgico

Rala umida NR Secrecao NR
bronquial
Rala grosseira NR Liquido denso em Edema e

arvore brénquica  broncopneumonia

severa

Rala crepitante ou Som de bolhas Exsudacéo em Pneumonia e
meédia pequenos bronquite
brénquios (fase de

inspiragao)

Rala fina Crepitacbes Umidade em NR
secrecdo distal da
arvore brénquica

(fim da inspiracéo)

Rala seca NR Passagem de ar NR
por brénquios
estenosados,
colapsados (fase

de expiracéo)

*NR — néo referido / Adaptado de Reif (1971).

Os outros dois trabalhos, um publicado no ano 2000 (HAMLIN, 2000) e
outro em 2007 (MILLER, 2007), utilizam os termos semioldgicos crepitacdes e
sibilos para se referir aos ruidos pulmonares anormais. Descrevem ainda que
crepitacOes sédo geradas pela presenca de algum tipo de secrecdo nas vias
aéreas e normalmente sdo mais audiveis na inspiracdo, sendo comuns em

edema pulmonar, broncopneumonia e fibrose pulmonar. J4 os sibilos sdo mais
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audiveis na expiracdo, devido ao esforco da saida do ar em vias areas
estenosadas ou em bronco-constricdo como nos casos de asma, por exemplo
(HAMLIM, 2000; MILLER, 2007).

Na consulta manual de livros impressos, foram obtidos 18 capitulos de
livros, sendo quatro livros de semiologia veterinaria e quatorze de medicina
interna de pequenos animais. Foram encontradas diferengas entre os livros no
que se refere a utilizacéo de termos semiol6gicos designados aos sons anormais
na ausculta pulmonar. Os termos descritos, foram divididos em sons continuos
(sibilos, chiado, ronco) (Tabela 1.3) e sons descontinuos (crepitacfes e suas
variacbes) (Tabela 1.4) como sugerido por Robertson e Coope (1957) para
facilitar o entendimento do leitor.

Na descricdo dos sons continuos (Tabela 1.3), nota-se utilizacdo de trés
termos sendo sibilo, chiado e ronco. Entre os sons descontinuos (Tabela 1.4),
foram utilizados diversos termos, sendo crepitacdo delicada, média e grosseira,
crepitacdo grossa e fina, crepitagéo, estertor, estridor, estertor tmido e seco.

Tabela 1.3 Relacdo dos termos semiolégicos descritos na literatura impressa
(livros) para sons continuos obtidos na ausculta pulmonar de cées e gatos.

Ano Autor do capitulo Termos
1992 Shaer M., et al. Chiado e Ronco
1994 Hawkins E.C. Sibilo
1997 Hawkins E.C. Chiado
1998 Berkwitt L., Prueter J. Chiado e Ronco
2002 McGorum B.C et al. Sibilo
2003 Berkwitt L., Prueter J. Chiado e Ronco
2004 Gongalves, R.C. Sibilo e Ronco
2004 Corcoran, B. Sibilo e Estridor do tipo ronqueira
2005 Silverstein D.C, Drobatz K.J. Sibilo
2006 Hawkins E.C Sibilo
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Tabela 1.3 Continuagéo. Relacdo dos termos semioldgicos descritos na literatura
impressa (livros) para sons continuos obtidos na ausculta pulmonar de cées e

gatos.

Ano Autor do capitulo Termos
2008 Ferreira W.L. Sibilo
2008 Berkwitt L., Prueter J. Sibilo e ronco
2008 HamLin R.L. Ronco
2009 Hawkins E.C Sibilo
2010 Silverstein D.C, Drobatz K.J. Sibilo
2014 Ferreira W.L; Sibilo
2015 Hawkins E.C Sibilo
2015 Simdes D.M.N Sibilo

Tabela 1.4 Relacdo dos termos semiolégicos descritos na literatura impressa
(livros) para sons descontinuos obtidos na ausculta pulmonar de cées e gatos.

Ano Autor capitulo Termos

1992 Shaer M., et.al. Crepitacao delicada, crepitagéo
média, crepitacdo grosseira

1994 Hawkins E.C. Estertores

1997 Hawkins E., Crepitagao

1998 Berkwitt L., Prueter J. Estridor e estertor

2002 McGorum B.C et al. Crepitagao

2003 Berkwitt L., Prueter J. Estridor e estertor

2004 Goncgalves, R.C. Crepitacao grossa e crepitacao fina
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Tabela 1.4 Continuacéo. Relacdo dos termos semiologicos descritos na literatura
impressa (livros) para sons descontinuos obtidos na ausculta pulmonar de caes

e gatos.
Ano Autor capitulo Termos
2004 Corcoran, B. Crepitagao grossa e crepitacao fina
2005 Silverstein D.C, Drobatz K.J. Crepitagao
2006 Hawkins E.C Crepitacao
2008 Ferreira W.L. Crepitagcao grossa e crepitacao fina
2008 Berkwitt L., Prueter J. Estertor e crepitacéo
2008 Hamlin R.L Crepitacao e estertor
2009 Hawkins E.C Crepitacao
2010 Silverstein D.C, Drobatz K.J. Crepitacao
2014 Ferreira W.L. Crepitacao grossa e crepitacao fina
2015 Hawkins E.C Crepitacao
2015 Simbes D.M.N Estertor imido e estertor seco

1.4 DISCUSSAO

A ausculta pulmonar é uma técnica diagndéstica muito antiga, e durante o

passar dos anos 0s sons obtidos por essa técnica foram nomeados com

diferentes terminologias. Nessa revisdo sistematica pode-se observar que ha

divergéncia no uso dos termos tanto entre artigos cientificos como em livros de

referéncia, e pouco € discutido sobre o tema na medicina veterinaria.

Dos trabalhos referenciados nessa revisao, o mais antigo, datado de 1854

(PINTO, 1854) descreve os sons pulmonares anormais como ralas, palavra
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provinda de rale da lingua francesa, descricdo usada pelo médico frances
Laennec no primeiro tratado de ausculta médica (LAENNEC, 1821). Nota-se
que em apenas 35 anos de diferenca da publicacdo médica de Laennec (“De
L 'auscultation médiate”) para o “Compendio de Veterinaria” (PINTO, 1854) ja
ocorreram modificacbes nos termos utilizados, visto que Laennec nao utilizou
termos como rala espumosa, rala cavernosa e rala bronquial (AUADA, 1998)
(Tabela 1.1).

Acredita-se que essas modificacdes ocorreram devido a grande difuséo
de conhecimento que ocorreu na época subsequente a invencao do estetoscopio
(1816) (GRINBERG, 1995). Outro fator que pode ter contribuido para as
divergéncias de nomenclatura é o niumero de traducdes para diferentes linguas,
ocorridas desde o primeiro tratado de ausculta, publicada em francés. A obra foi
inicialmente traduzida para inglés por James Clarck em 1820 depois por John
Forbes também para o inglés e ja com adaptacfes, em 1833 foi traduzida para
o italiano, por Angiolo Modigliani. Assim acredita-se que sucessivas alteragdes
de terminologia iam ocorrendo a cada traducédo (GRINBERG, 1995). Além disso,
Laennec deu dois sinbnimos aos termos originalmente descritos, com as
traducdes e o tempo, € possivel que termos antes considerados sinbnimos,
acabaram adquirindo significado préprio (AUADA, 1998).

No trabalho de Reif (1971), século XX, a terminologia rala ainda foi
utilizada, mas também dividida em categorias diferentes das descricbes
anteriores, surgindo os termos rala média e rala fina (Tabela 1.2). Ja nas
proximas publicacdes e livros citados, alguns do século XX e a maioria do século
atual, a terminologia adotada passa a ser sibilos, chiados, roncos, estertores,
crepitacdes e suas variacdes. O termo crepitacdo, segundo Hamlin (2000) deriva
de ralas enquanto que o termo sibilo de ronco sibilante ou rala sibilante, mas néo
se sabe ao certo como e porque ocorreram essas alteracoes.

Mesmo entre as publicacées mais recentes observa-se uso de diferentes
termos para descrever um mesmo som pulmonar, como exemplo o uso do termo
sibilo e chiado para descrever um mesmo som, sendo esse agudo, musical e
continuo expressado pela passagem de ar em vias aéreas estreitadas (SHAER,
1992; FERREIRA, 2014; HAWKINS, 2015). Entre os trabalhos consultados ha

menor divergéncia entre 0 uso dos sons continuos em relacéo aos descontinuos,
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a mesma situacdo foi descrita em trabalhos médicos (SOUZA et al., 2002;
STASZKO et al., 2006) (Tabela 1.3).

Aos sons continuos (sibilo, chiado e ronco) tem sido atribuida uma maior
facilidade de interpretacdo ao distingui-los, como também existe um menor
namero de variaveis desde a descricdo de Laennec (rala sibilante), talvez sejam
essas as causas da menor inadequacédo de uso (STASZKO et al., 2006). Porém
o termo ronco, recebe diferentes denominagdes, segundo Shaer ronco (1992) é
um estertor mais intenso, grave, especialmente produzido nos brénquios mais
calibrosos ou na traqueia, como também para Goncalves (2004), ruido grave
produzido pela vibracdo de secrecdes viscosas aderidas a grandes bronquios,
ja Hamlin (2008) e Ferreira (2008) utilizam o termo ronco para definir um som
alto e grosseiro resultante da quantidade excessiva de palato mole ou massas
em regido faringeana, indicando o uso do termo para alteracdes em vias aéreas
superiores, varios outros autores como Corcoran (2004), Silverstein e Dobratz
(2005, 2010), Hawkins (2006, 2009, 2015) ndo adotam o termo ronco em
nenhuma das definicbes terminologicas (Tabela 1.3).

Em relacdo aos sons descontinuos citados na tabela 1.4, diferentes
termos séo utilizados, entre eles € unanime o uso do termo crepitacdo para
designar um som descontinuo, ndo musical que ocorre pela presencga de algum
tipo de liquido no interior das vias aéreas ou pela reabertura das mesmas, assim
como explicado por Ferreira (2014). Entretanto os adjetivos atribuidos a
crepitacdo se sobrep6em, sendo dificil a compreensédo da diferenca entre cada
termo e o som associado.

Para Shaer (1992) os termos para crepitacao sao divididos em delicada,
média e grosseira, sendo a escolha do termo de acordo com a altura e duracao
do som. Outros autores usam 0s termos crepitacdo grossa e fina, definem
crepitacdo grossa como um som de baixa tonalidade, alta amplitude e longa
duracédo e crepitacao fina como um som de alta tonalidade, baixa amplitude e
curta duragao (Robertson e Coope, 1957; Mikami et al, 1987; Shaer et al, 1992;
Phirila et al., 1995). Porém ao correlacionar esses sons com possiveis afec¢des
parece ndo haver diferenca, para Ferreira (2008) as crepitacdes grossas (som
de bolhas) podem ser relacionadas com broncopneumonia e edema pulmonar,
como também as crepitacdes finas (esfregar de cabelos), ndo havendo dessa
forma, uma diferenciacao nitida. Segundo Ferreira (2014) as crepitacdes grossas
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decorrem da reabertura de vias aéreas menos distais, e as finas estédo
relacionadas a vias aéreas periféricas (pequenas).

Ainda em relacdo aos sons descontinuos, o termo estertor também é
utilizado, Corcoran (2004) diz que estertores e suas variacdes sao termos menos
utilizados e dificeis de serem definidos, Simdes (2015) classifica em estertor
Uumido e seco, para Golgalves (2004) e Ferreira (2008) os termos estertor umido
e bolhoso ou estertor crepitante sdo antigos e foram substituidos por crepitacdes
finas e grossas. O termo estertor também foi utilizado como sinénimo de ruido
respiratorio anormal (Shaer, 1992; Berwitt e Pruetner, 2008), porém para varios
autores é considerado um ruido associado as vias aéreas superiores (Miller,
2007; Silverstein e Dobratz, 2010; Hawkins 2006, 2015) (Tabela 1.4).

O uso de diferentes terminologias gera conflitos na interpretacéo dos sons
pulmonares e dificulta o aprendizado académico, uso de termos semiolégicos
em textos e publicagBes cientificas. Na medicina, ha alguns comités que criam
consensos de tempos em tempos sobre 0s termos a serem utilizados em cada
situacdo. Em 1975 o American College of Chest Physicians e a American
Thoracic Society (ATS) determinaram que o termo estertor deveria ser utilizado
para sons descontinuos enquanto que o termo ronco para os continuos (BASSO
et al, 2008). Na sequéncia, em 1977 a ATS classificou os sons adventicios em
crepitantes grosseiros, crepitantes finos, sibilos e roncos e depois em 1987 foi
definido que a classificacdo deveria ser: crepitacdes finas (alta tonalidade, baixa
amplitude e curta duracéo) e crepitacdo grossa (baixa tonalidade, alta amplitude
e longa duracao) para os sons descontinuos e sibilos (alta tonalidade) e roncos
(baixa tonalidade) para sons continuos, terminologia esta em vigor na medicina
(BASSO etal., 2008; BOHADANA et al., 2014). Acredita-se que da mesma forma
na medicina veterinaria a discussdo sobre a terminologia da ausculta seja
cabivel e necessaria, visto que nao existem comités para estabelecer consensos
na ausculta pulmonar veterinaria.

Baseado na leitura realizada, os autores desse trabalho sugerem a
utilizacao do termo sibilo para ausculta pulmonar, quando na presenca de som
continuo, de carater musical e agudo, tendo como principal causa a passagem
de ar por vias aéreas com estreitamento (SILVERSTEN e DOBRATZ, 2010;
FERREIRA, 2014; HAWKINS, 2015). (Tabela 1.5).
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O termo crepitacdo se adequa a um ruido descontinuo, de curta duracao
e gque nado apresenta qualidade musical que ocorre na presenca de secrecdes
em vias aéreas e pela diferenca de pressdo entre brébnquios e alvéolos.
Classificacbes como crepitacdo grossa e fina ou outras devem ser evitadas
(SILVERSTEN e DOBRATZ, 2010; HAWKINS, 2014). E por fim os termos
estertor e estridor somente designados a alteracdes associadas ao trato
respiratério superior, sendo estertor relacionado a sons graves normalmente
relacionado a obstrucdo de vias (faringe) ou a vibracdo de tecidos flacidos e
estridor associado a sons agudos relacionado a obstrucdo de vias (nhasais) e
vibracdo de tecidos rigidos (laringe) (SILVERSTEN e DOBRATZ, 2010;
FERREIRA, 2014; HAWKINS, 2014). (Tabela 1.5) A fase respiratoria que o som
se manifesta e sua localizacdo pode auxiliar no levantamento da suspeita
diagnéstica (HAWKINS, 2014).

Tabela 1.5 Terminologia semioldgica para ausculta respiratéria de sons

anormais em céaes e gatos sugerida por Pavelski, M. et al, 2017.

Termo Referente Tipo de som Significado
semioloégico
Crepitacao Ap.RI Ruido Ocorre na passagem de ar
descontinuo,  por secre¢fes presente nas
ndo musical, vias aéreas e pela diferenca
de curta de pressao entre brénquios
duracéo e alvéolos
Sibilo Ap.RI Ruido Passagem de ar por vias
continuo, aéreas com estreitamento
musical, agudo
Estertor Ap.RS Som grave, Relacionado a vibracao de
audivel sem tecidos flacidos ou
estetoscopio obstrucéo de vias como a
faringe
Estridor Ap.RS Som agudo, Relacionado a obstrucéo de
audivel sem cavidades nasais ou

estetoscopio

vibracéo de tecidos rigidos
como a laringe

*Ap.RI — Aparelho respiratério inferior, Ap.RS — Aparelho respiratorio superior

As possiveis limitagbes dessa revisdo sistematica incluem um numero

limitado de trabalhos e ndo a totalidade de publicacbes existentes, devido a
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dificuldade de acesso as mesmas. Os livros consultados sdo tradugdes por isso
€ necessario considerar que possa ter havido alguma modificagcdo no momento
de traducdo do original. Contudo, acredita-se que foi possivel obter

conhecimento da problematica geral abordada.

1.5 CONCLUSAO

A divergente nomenclatura da ausculta pulmonar veterinaria encontrada
acaba por gerar imprecisdes em sua descricdo e consequente desvalorizacao
da técnica pelo ndo entendimento. A padronizacdo e utilizacdo da terminologia
sugerida para auscultacdo pulmonar contribuiria para valorizacdo do método,
melhor entendimento no ensino e pesquisa e facilitaria a comunicacdo entre

médicos veterinarios na rotina diaria.
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2. CAPITULO 2 - ANALISE COMPARATIVA DA RADIOGRAFIA TORACICA E
DO LAVADO BRONCOALVEOLAR EM CAES E GATOS COM DOENCA
BRONQUIAL CRONICA

RESUMO
Existe uma alta incidéncia de casos de bronquite e asma em medicina

veterinaria. A radiografia tordcica e o lavado broncoalveolar (LBA) séo
geralmente realizados para o diagnostico definitivo em cdes e gatos com
suspeita de bronquite e asma. Acredita-se que uma combinacédo de ferramentas
diagnésticas € a melhor escolha para se obter um diagndstico. O objetivo deste
estudo foi avaliar a eficacia de radiografias toracicas e do LBA no diagndéstico da
doenca brénquica cronica (DBC) em cées e gatos e determinar se ha achados
radiograficos especificos que possam influenciar a indicacdo de lavado
broncoalveolar. Foi realizado estudo prospectivo, observacional, incluindo
quarenta cdes e gatos com sinais clinicos de trato respiratorio inferior e aumento
de opacidade radiogréfica toracica, os quais foram avaliados com LBA seguido
de citologia e cultura bacteriana. Os resultados radiograficos em comparacéo
com a cultura bacteriana do LBA mostrou uma sensibilidade de 38%,
especificidade de 95% e acuracia de 65% na detecc¢do radiogréfica de pacientes
com pneumonia associada a doenca brénquica crénica. As radiografias toracicas
foram eficazes em diagnosticar 65% dos pacientes, radiografia mais LBA
seguido de citologia diagnosticaram 75% dos pacientes e a combinacdo de
radiografias, LBA seguido de citologia e cultura bacteriana diagnosticaram 95%
dos pacientes com doenca brénquica crénica. Em conclusédo, a combinacao de
exame radiografico toracico e LBA seguido de analise citoldgica e microbioldgica
aumenta o sucesso diagndstico na DBC.

Palavras-chave: doencas respiratérias, abordagem diagnostica, lavado

broncoalveolar
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COMPARATIVE ANALYSES OF THORACIC RADIOGRAPHS AND
BRONCHOALVEOLAR LAVAGE OF DOGS AND CATS WITH CHRONIC
BRONCHIAL DISEASES

ABSTRACT
There are a high incidence of bronchitis and asthma cases in veterinary medicine.

Thoracic radiographs and bronchoalveolar lavage (BAL) are commonly
performed for definitive diagnosis in dogs and cats with suspected bronchitis and
asthma. It is believed that a combination of diagnostic tools is the best choice to
achieve a diagnosis. The aim of this study was to evaluate the efficacy of thoracic
radiographs and BAL in the diagnosis of chronic bronchial disease (CBD) in dogs
and cats and whether there is any specific radiographic finding that could
influence the indication for bronchoalveolar lavage. It was performed a cross-
sectional, prospective, observational study including forty client-owned dogs and
cats with lower respiratory tract signs and positive radiographic opacities that
were evaluated with BAL followed by cytology and culture. The radiographic
results compared with BAL culture showed a sensitivity of 38%, specificity of 95%
and accuracy of 65% in detecting patients with pneumonia associated with
chronic bronchial disease. Thoracic radiographs were effective in diagnosing
65% of the patients, radiographs plus BAL cytology diagnosed 75% of patients
and the combination of radiographs, BAL cytology and culture diagnosed 95% of
the patients with chronic bronchial disease. In conclusion, the combination of
radiographic examination with BAL followed by cytological and microbiological
analyses increases diagnostic success in CBD.

Keywords: respiratory diseases, diagnostic approach, bronchoalveolar lavage



33

2.1 INTRODUCAO

A deteccdo acurada de qualquer afeccao inflamatoria das vias aéreas é
essencial para a conduta do tratamento, visto que o avanco da doenca pode
causar remodelamento das vias aéreas e predispor a complicacdes (ZHU et.al.,
2015).

A bronquite crbnica nos cdes e a asma e a bronquite nos gatos sao as
principais afec¢des bronquiais nessas espécies e tém alta incidéncia na rotina
clinica. S&o caracterizadas pela producdo excessiva de muco e como
consequéncia presenca de tosse cronica, dificuldade respiratoria e episédios de
broncoespasmo (BAY e JOHNSON, 2004; KUEH, 2004; KIRSCHVINK et.al.,
2007; ETTINGER, 2009).

A presenca de outras doencas de origem respiratéria concomitantes como
broncopneumonia, neoplasias, broncopneumonia eosinofilica, broncomalécia ou
ainda afeccdes cardiacas como a endocardiose de mitral podem dificultar o
diagnostico das doencgas bronquiais por apresentarem sinais clinicos bastante
semelhantes (PADRID, 2000; JOHNSON et al.,, 2013; ROSANSKI, 2014;
HAWKINS, 2014). Acredita-se que a associacao de exames seja a melhor opcao
para o sucesso diagnéstico (HAWKINS, 2014).

A radiografia toracica € um exame diagndstico essencial nas afeccdes
respiratérias. Apesar de apresentar resultados inconclusivos algumas vezes,
uma lista com potenciais diagnésticos diferenciais pode ser elaborada e os
demais exames a serem realizados sdo baseados nos resultados da radiografia
toracica (ROZANSKI e RUSH, 2004; SAUNDERS e KEITH, 2004).

Dentre as modalidades de imagem, sabe-se da expansao da tomografia
computadorizada na rotina clinica em animais de companhia. Alguns estudos
tem demonstrado a maior sensibilidade da tomografia computadorizada em
relacdo a radiografia (PRATHER et al., 2005; SZABO, 2015). Entretanto, a
limitacdo da tomografia € similar ao exame radiografico, principalmente quando
ha suspeita de infeccdo bacteriana associada a broncopatias. Esse fator enfatiza
a necessidade da associagdo de outras modalidades diagnésticas, como o
lavado broncoalveolar seguido de andlise citolégica e microbioldgica
(SAUNDERS e KEITH, 2004; THRALL, 2013).
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O lavado broncoalveolar (LBA) € um exame de baixo custo, minimamente
invasivo, que permite a analise citologica e microbioldgica das vias aéreas distais
(ANDREASEN, 2003; ENGLISH et.al.,, 2009). O LBA guiado ou n&o por
broncoscopia tem sido empregado com sucesso no diagnostico de doencas
respiratorias em cées e gatos. (HAWKINS et al.,, 1995; HAWKINS, 2004;
NORRIS, 2002; YBARRA et al., 2012).

Estudo realizado por Mantis e colaboradores (1998) mostra que a
sensibilidade e a especificidade do exame radiografico analogico na deteccéo
da bronquite crénica em céaes, variam de 56 a 65% e 91% respectivamente. E
em gatos com doenca bronquial inflamatéria a sensibilidade e especificidade do
exame radiogréfico variaram de 71 a 89% e 43 a 74%, respectivamente. Outro
estudo descreve que a informacéao obtida pelo LBA suportou ou foi definitiva para
o estabelecimento do diagndstico final em 75% dos cédes com doenca
respiratoria (HAWKINS et.al., 1995).

A radiografia toracica e o LBA tém sido estudados nas doencas bronquiais
cronicas, porém essas ferramentas ndo foram estudadas de forma integrada
(HAWKINS, 1995; YBARRA, 2012; JOHNSON, 2013, ROSANSKI, 2014; ZHU et
al., 2015)

Os objetivos desse estudo foram comparar a efetividade do exame
radiogréafico e do lavado broncoalveolar no diagndstico de bronquite crénica nos
cées e bronquite crbnica e asma nos gatos e verificar se existe algum achado
radiografico especifico que possa influenciar na indicacdo do LBA com analise
citologica seguida de avaliacdo microbiol6gica nesses pacientes.

2.2 MATERIAL E METODOS

Foi realizado um estudo prospectivo observacional em cées e gatos com
sinais clinicos de afecc¢des respiratorias inferiores. Cées e gatos de qualquer
raca, sexo ou idade foram selecionados no periodo de maio de 2013 a fevereiro
de 2015 da casuistica do HV/UFPR. Esse estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica local CEUA 067/2013.

Os critérios de inclusdo foram sinais clinicos de tosse, dispneia ou

taquipneia com evolugdo minima de um més. Todos 0s animais envolvidos no
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estudo foram submetidos a exame fisico, exames laboratoriais e radiografia
toracica. Como esse estudo focou em afecgBes do trato respiratorio inferior de
carater ndo neoplasico e ndo cardiogénico foram excluidos os animais com
suspeita ou diagnostico confirmado de cardiopatias, doencas do trato respiratorio
superior, neoplasias do trato respiratorio ou metastases pulmonares.

Os cées e gatos previamente selecionados em que foi confirmada
alteracdo pulmonar radiografica e que nao apresentaram nenhum dos critérios
de exclusdo foram mantidos no estudo e encaminhados para realizacdo de
lavado broncoalveolar.

Para o exame radiografico utilizou-se o aparelho Neo- Diagnomax. ZB-1
(Medicor Budapest ® - Hungaria) como produtor de raios x (500ma) e o CR 30-X
AGFA (AGFA Healthcare® - Bélgica) para digitalizacdo das imagens. As imagens
foram adquiridas em formato DICOM (Digital Imaging communication on
medicine) e interpretadas no software KPACS (Imaging Informations Systems
Ltd. — United Kindom).

Em todos os animais foram realizadas trés projecdes: ventrodorsal e lateral
direita e esquerda. Para o0 posicionamento do paciente foi seguida a
recomendacdo de Rudorf (2008), atentando a técnica, alinhamento e
sobreposicdes. As radiografias na fase expiratoria foram aceitas no estudo,
devido a presenca de alguns pacientes com restricdo respiratoria no momento
do exame.

As interpretacdes dos exames radiograficos foram o consenso de dois
radiologistas em treinamento, supervisionados por um radiologista experiente.
Os exames radiograficos foram interpretados logo ap6s a sua aquisicdo e de
forma cega aos resultados dos exames laboratoriais e do lavado broncoalveolar.

A interpretagao do aspecto radiografico pulmonar foi realizada a procura de
aumentos ou reducbes de radiopacidade. As alteracbes de aumento de
opacidade foram classificadas de acordo com a nomenclatura indicada por Suter
(1984) em padrdes pulmonares e a distribuicdo da lesdo como focal ou difusa.
Nas radiografias avaliou-se também a presenca de bronquiectasia ou
hiperinsuflacéo.

A partir da radiografia toracica, foram considerados positivos para bronquite
cronica, os cdes nos quais foram identificadas opacificacdo bronquial ou
intersticiobronquial, focal ou difusa, associadas ou ndo a opacificacédo alveolar.
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Nos gatos, a opacificacdo bronquial ou intersticiobronquial, associada ou nédo a
opacificagcdo alveolar e sinais de hiperinsuflagdo foram relacionadas a
bronquite/asma. O padrdo alveolar, quando presente, foi relacionado a
pneumonia concomitante a doenca bronquial inflamatoria.

O lavado broncoalveolar foi preconizado com no maximo trés dias de
intervalo da obtencdo da radiografia toracica. Os animais ndo receberam
nenhuma medicacdo nesse periodo.

Previamente ao lavado broncoalveolar os animais foram submetidos a
jejum alimentar de 8 horas. Para o exame, cada animal recebeu sedacao
(meperidina 5mg/Kg) seguida de indugdo anestésica com propofol (4mg/Kg IV).
Apés posicionamento do paciente em decubito lateral, oxigenacao foi oferecida
por um periodo de cinco minutos. Entdo, uma sonda para alimentacdo enteral
siliconada estéril (adaptada pela remocéo da extremidade metalica), adequando
a numeracgédo com o tamanho do animal, foi inserida pelo interior do traqueotubo
até encontrar resisténcia. A seguir, foi infundido solucgéo fisiol6gica 0,9%, sendo
até 4mL/Kg nos cées e até 3mL/Kg nos gatos seguidos de 5 mL de ar para evitar
resquicios da solucdo na sonda. Em animais acima de 10 Kg de peso corporal
foi padronizado o volume de 20mL total de solucgéo fisiologica (Ribas R.C. et.al.,
2010) . A solucéo infundida foi imediatamente aspirada por sucgcdo em seringa
estéril devidamente identificada. A amostra foi armazenada em isopor contendo
gelo e foi encaminhada logo ap6s a coleta para o laboratério. Durante o
procedimento, foram monitorados: pressao arterial, frequéncia cardiaca e
saturag&o de oxigénio por pulso oximetria.

Na avaliacdo laboratorial, caracteristicas macroscopicas como aspecto e
cor e microscopicas como quantidade, qualidade e diferenciacdo celular foram
realizadas. Da amostra total, foi separado 500uL para processamento em
citocentrifuga (c14-Teklab® - Brasil) a 1500rpm durante 5min. A contagem celular
diferencial foi realizada em laminas coradas com corante do tipo Romanowsky —
panotico.

Apbs esse processamento foi realizada diferenciacdo celular de um total
de quatrocentas ceélulas entre macrofagos alveolares, neutrdfilos, linfocitos,
eosinofilos e mastécitos. A presenca de muco e células epiteliais cuboides
colunares foi avaliado de forma descritiva e classificada como grau 0 — ausente

grau 1- pouco, grau 2- moderado e grau 3-muito muco. A identificacdo de
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neutroéfilos degenerados também foi realizada, considerando-se degenerados na
presenca de picnose, cariorrexe ou cariblise. Ainda foi pesquisada a presenca
de espirais de Curschmann, os quais foram associados a obstrucdo de
bronquiolos e doenca inflamatoria (bronquite/asma).

Para a andlise dos resultados da citologia diferencial do lavado foram
utilizados valores normais previamente estabelecidos (ENGLISH et.al., 2009).
Sendo os limites superiores, para cdes 71% macrofagos alveolares, 17%
linfécitos, 5% neutroéfilos, 6% eosinofilos e 2% mastécitos e para gatos 70%
macrofagos alveolares, 4% linfocitos, 6% neutréfilos, 18% eosindfilos e 1%
mastécitos. O aumento nos numeros de neutrdfilos e eosindfilos foram
relacionados com doenca inflamatéria bronquial nos caes e nos gatos. As
amostras com contagem celular abaixo de 300 foram descartadas como também
nas quais eram visualizados bacilos caracteristicos de Simonsiella sp indicando
contaminagao oral.

O resultado final da citologia do lavado broncoalveolar foi o consenso de
dois patologistas clinicos com experiéncia.

Outra aliquota da amostra foi encaminhada para o laboratério de
microbiologia para realizagdo de cultura bacteriana. Foram consideradas
positivas as amostras nas quais houve crescimento bacteriano significativo de
apenas um tipo de colbnia, sem patdégenos contaminantes.

A interpretacdo das placas de cultura e do antibiograma foi realizada por
consenso por dois microbiologistas experientes.

Em cinco gatos do estudo, foi possivel enviar uma aliquota do LBA para
analise por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (Painel Respiratério da
empresa IDEXX®) a qual incluiu pesquisa de herpesvirus felino tipo 1, Bordetella
bronschiseptica, Chlamydophila felis, calicivirus felino, influenza virus e
Mycoplasma felis.

Para comparar os achados radiograficos com os resultados da cultura do
LBA foi realizado o teste de sensibilidade, especificidade e acuracia. Para
comparacao do diferencial celular da citologia do LBA nas diferentes situacdes
foi utilizado teste t ndo pareado. A citologia dos animais com padrao radiografico
alveolar e cultura positiva foi comparada com a citologia dos animais com cultura
positiva e padrdo radiografico bronquial ou broncointersticial; por exemplo,

macréfagos foram comparados com macréfagos, neutrofilos com neutrofilos e
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assim por diante, considerando todo o diferencial celular do LBA. Outro test t foi
realizado, sem considerar o resultado da cultura bacteriana do LBA, para
comparar a citologia do LBA dos animais com padrdo radiogréfico alveolar com
a citologia dos animais com padréo radiografico bronquial ou broncointersticial.

Todas as analises foram realizadas com o software Graphpad Prism (v.6, 2015).

2.3 RESULTADOS

Foram avaliados quarenta animais, sendo 28 cédes de variadas racas,
machos e fémeas com idade variando entre 5 e 14 anos (média 8 anos) e 12
gatos de variadas racas, machos e fémeas com idade variando entre 6 meses a
6 anos (média 3 anos).

Os sinais clinicos relatados foram tosse e dispneia. Sendo que 57,1%
(n=16) dos caes apresentaram tosse, 32,1% (n=9) tosse e dispneia e 10,8%
(n=3) apenas dispneia. Nos gatos 67% (n=8) apresentaram dispneia, 25% (n=3)
dispneia e tosse e 8% (n=1) apenas tosse. O tempo médio de evolucdo dos
sinais entre os caes foi de 3,5 meses e entre os gatos foi de 3 meses.

A andlise radiogréfica de todos os caes revelou opacificacao difusa, sendo
10/28 padrao bronquial e 18/28 intersticiobronquial. Desses, foi identificado
opacificacdo alveolar associada em 2/10 dos cdes com opacificacédo bronquial e
em 5/18 dos cédes com padrao intersticiobronquial (Tabela 2.1).

Em todos os gatos (n=12) a opacificacéo radiografica observada foi difusa,
sendo 3/12 bronquial e 9/12 opacificacao intersticiobronquial. Em 2/12 dos gatos
que apresentaram opacificacdo intersticiobronquial, também foi observado
opacificacdo alveolar focal associada (Tabela 2.1). A bronquiectasia foi
visualizada em dois gatos e em nenhum dos cées.

Os resultados citologicos e interpretacdo diferencial do lavado
broncoalveolar dos caes e gatos esta descrita na tabela 2.2. De acordo com a
citologia, vinte e sete cdes e todos 0s gatos apresentaram achados compativeis
com doenca inflamatéria (Figura 2.1). A quantidade de muco do LBA foi
classificada como ausente em 3,5% (n=1) dos caes, pouco em 32,14% (n=9),

moderada em 57% (n=16) e muito em 7,2% (n=2). Nos gatos, o muco foi
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considerado pouco em 59% (n=7), moderado em 16% (n= 2) e muito em 25%
(n=3).

Tabela 2.1 Achados radiograficos em cédes e gatos com doenca bronquial
inflamatoéria.

CAES (28) GATOS (12)
Opacificacao radiogréafica Difuso Focal Difuso Focal
Bronquial 28,6% (8) - 25% (3) -
Intersticiobronquial 46,4%(13) 58,3% (7) -

Intersticiobronquial com 17,8% (5)2 A 16,7 % (2)° C

opacificagcéo alveolar focal

Bronquial com opacificacdo 7,2% (2)° B - -

alveolar focal

a Qpacificagcdo alveolar foi classificada como focal. As letras indicam repetigdo

dos mesmos animais, 0s quais apresentam mais de um padrao pulmonar.

Tabela 2.2 Resultado da interpretacdo citologica diferencial do lavado
broncoalveolar de caes e gatos com doenca bronquial cronica.

Maior gtde. Neutrofilos Neutrofilos e Eosindfilos Macréfagos
celular no eosindfilos
LBA % (n)
Céesn=28 64,2% (18) 28,6% (8) 3,57% (1) 3,57% (1)
Gatos n=12 25% (3) 50% (6) 25% (1) -

*L BA — Lavado broncoalveolar

Foram visualizados espirais de Curschmann (Figura 2.2) na citologia do

LBA de 38% (11/28) dos cées, os mesmos apresentavam quantidade moderada
a grande quantidade de muco (Figura 2.3). Em nenhum LBA dos gatos havia

espirais de Curschmann.
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Foram visualizados neutrofilos degenerados em 6/12 amostras de LBA de
gatos e em 8/28 cdes. Em relacdo a presenca de neutréfilos degenerados
associado a cultura bacteriana positiva, foi identificado em 33,33% (n=2) dos
gatos em 57,14% (n=10) dos caes.

A cultura bacteriana do LBA foi positiva em 64,2% (n= 18/28) dos cées e
em 25% (n=3/12) dos gatos. Dos 18 cdes com cultura positiva, 33,3% (n=6)
apresentaram opacificacdo radiografica associada ao padrdo alveolar,
considerado indicativo de pneumonia e 66,7% (n=12) apresentavam
opacificacéo radiografica de padrao bronquial ou intersticiobronquial. Apenas um
cdo apresentou padrdao radiogréfico alveolar, sugestivo de pneumonia,
concomitante a doenga bronquial e teve cultura do LBA negativa (Tabela 2.3).

Dos trés gatos com cultura positiva, 66,7% (n=2) apresentaram
opacificacdo radiografica associada ao padrdo alveolar e 33,3% (n=1)
aprestaram opacificagao intersticiobronquial (Tabela 2.4).

Foram visualizadas bactérias fagocitadas na citologia do LBA de dois cées,
0S quais também apresentaram cultura positiva e em trés gatos, destes apenas
um apresentou cultura positiva.

Quando comparado os resultados da radiografia toracica com os da cultura
bacteriana, foram obtidos 38% de sensibilidade, 95% de especificidade e 65%
de acuracia de o exame radiografico detectar pacientes com pneumonia
associada a doenca bronquial inflamatoria.

A citologia diferencial (macréfagos, neutrofilos, linfocitos, eosindfilos) dos
animais com padréo alveolar e cultura positiva comparada com a citologia dos
gue apresentaram outros padrdes pulmonares nao indicativos de pneumonia e
cultura positiva ndo houve diferenca estatistica (p<0,05). Da mesma forma, o
diferencial celular do LBA, independente do resultado da cultura, comparando os
diferentes padrdes pulmonares nao houve diferenca estatistica (p<0,05).
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Figura 2.1 Citologia do fluido de lavado broncoalveolar de cdo com doenca
bronquial crénica, evidenciando um infiltrado predominante de neutréfilos e
esparsos macréfagos alveolares. Coloragcdo Romanowski - Panético®, aumento
20X. Fonte: Pavelski M., 2017.

Figura 2.2 Citologia do fluido de lavado broncoalveolar de cdo com doenca
bronquial crénica, evidenciando grande quantidade de muco ao fundo.
Coloracdo Romanowski - Panético®, aumento 20X. Fonte: Pavelski M., 2017.

Figura 2.3 Citologia do fluido de lavado broncoalveolar de cdo com doenca
bronquial crbnica, evidenciando um espiral de Curschmann ao centro. Coloracao
Romanowski - Panético®, aumento 20X. Fonte: Pavelski M., 2017.
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Tabela 2.3 Resultado da andlise radiografica e cultura do lavado broncoalveolar
de cées (n=28) com doencga bronquial crénica.

Opacificagcao

Radiografica

Pacientes

Acometidos

Culturado LBA (n / %)

(n)

Bronquial difuso 8 Positiva 5/ 62,5%
Negativa 3/ 37,5%
Intersticiobronquial difusa 13 Positiva 7/ 53, 84%
Negativa 6/ 46,15%

Intersticiobronquial difuso 5 Positiva 4/ 80%

com alveolar focal Negativa 1/ 20%

Bronquial difuso com 2 Positiva 2/ 100%

alveolar focal

Negativa 0/ 0%

Tabela 2.4 Resultado da analise radiogréfica e cultura do lavado broncoalveolar
de gatos (n=12) com doenca bronquial cronica.

Opacificacdo Radiografica  Pacientes Culturado LBA (n / %)
Acometidos
(n)
Bronquial difuso 3 Positiva 0/0%

Negativa 3/100%

Intersticiobronquial difusa 7 Positiva 1/ 14,28%
Negativa 6/ 85,71%

Intersticiobronquial difuso 2 Positiva 2/ 100%

com alveolar focal

Bronquial difuso com

alveolar focal

Negativa 0/0%
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Dentre os 40 animais avaliados, todos apresentaram citologia alterada e
destes apenas vinte e um tiveram cultura positiva. Quando relacionado o
diferencial celular do LBA, independente do padrdo radiogréfico, dos animais
com cultura positiva dos com cultura negativa, ndo houve diferenca estatistica
(p<0,05). Aumento de neutrdéfilos no LBA foi identificado tanto nos casos de

cultura positiva, como nos de cultura negativa (Tabela 2.5).

Tabela 2.5 Numero e porcentagem de animais com doencga bronquial crénica e
cultura positiva relacionando com a citologia do lavado broncoalveolar.

Maior Caes Cultura Gatos Cultura

guantidade positiva positiva
celular no LBA Caes Gatos

Neutréfilos 18 13 (72,22%) 3 1(33,33%)

Neutrofilos e 8 5 (62,5%) 6 1(33,33%

eosindfilos

Eosindfilos 1 0 3 1(33,33%)

Macréfagos 1 1 (100% - -

Nos cinco gatos em que foi realizado PCR do LBA, um foi positivo para
calicivirus, outro para Bordetella bronschiseptica, calicivirus e Mycoplasma e o
terceiro apenas para Bordetella bronschiseptica. Dois gatos foram negativos em
todo o painel respiratoério.

Dos 40 animais avaliados, em 42,5% (n=17) foi observado equivaléncia de
resultados entre os trés exames realizados (Rx, citologia LBA e cultura LBA), nos
demais animais houve equivaléncia de resultados entre pelo menos dois exames
(Tabela 2.6).

Somando os sinais clinicos com o resultado da radiografica toracica, da
citologia e da cultura do lavado broncoalveolar obteve-se como diagnostico final,
nos céaes, 18/28 doenca bronquial inflamatéria associado a pneumonia e 10/28
doenca bronquial inflamatoéria. Nos gatos, 3/12 doenca bronquial inflamatéria

associada a pneumonia e 9/12 doenca bronquial inflamatéria (Tabela 2.6).
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A radiografia toracica realizada de forma isolada foi eficiente em determinar
o diagnéstico de 65% (n=26) dos pacientes, quando associado a citologia do
lavado foi eficiente em 75% (n=30) dos pacientes e por fim quando associado a
radiografia, citologia e a cultura do lavado foi possivel determinar o diagnéstico
de 95% (n=38) dos pacientes. Apenas dois gatos apresentaram radiografia
indicativa de doenca bronquial e cultura negativa, mas no PCR foram positivos

para Bordetella bronschiseptica indicando quadro infeccioso.

Tabela 2.6 Numero e porcentagem de animais (28 cées e 12 gatos) avaliados
relacionando os trés exames realizados e o diagndstico final provavel.

Caes (28) Gatos (12) Diagnéstico
Radiografia BA/IBA* 21,5% (6) 16,7% (2) Doenca bronquial
Citologia alterada* inflamatdria e
Cultura positiva pneumonia
Radiografia IBA* 3,57% (1) - Doenga bronquial
Citologia alterada inflamatoria
Cultura negativa
Radiografia B/IB* 42,8% (12) 8,3% (1) Doencga bronquial
Citologia alterada inflamatoria
Cultura positiva € pneumonia
Radiografia B/IB* 32,2% (9) 75% (9) Doenca bronquial
Citologia alterada inflamatoria

Cultura negativa

*BA- bronquial difuso com opacificagao alveolar focal, IBA- intersticiobronquial
difuso com opacificacdo alveolar focal, B- bronquial difuso, 1B -
intersticiobronquial difuso. Citologia alterada = infiltrado de neutrdfilos, infiltrado

de neutrofilos + eosindfilos, infiltrado de osinofilos e infiltrado de macréfagos.

2.4 DISCUSSAO
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A alta ocorréncia da bronquite crénica nos cées e a asma e bronquite nos
gatos, faz considerar a melhor maneira de conduzir tais paciente na rotina clinica
para que diagnosticos incorretos sejam evitados. Esse estudo confirmou que a
melhor forma de se estabelecer um diagndstico é pela associacdo de técnicas:
o exame radiografico toracico e o LBA seguido de analise citoldgica e
microbioldgica.

Os sinais clinicos e o tempo de evolucao apresentados pelos cées e gatos
avaliados nesse estudo corroboram com o descrito na literatura em caes e gatos
com doenca bronquial crénica, sendo os principais sinais a tosse e dispneia com
mais de dois meses de evolugdo (FOSTER et al., 2004; ROSANSKI E RUSH,
2004; ETTINGER, 2013; HAWKINS 2014; ROSANSKI, 2014). Quanto a idade
de surgimento da doenca nos cdes a média obtida de oito anos foi similar ao
descrito (WHEELDON, 1979; ROSANSKI, 2014). Nos gatos ha divergéncias na
literatura quanto a idade de ocorréncia da bronquite cronica e da asma, alguns
autores comentam que a enfermidade € mais frequente entre oito e dez anos de
idade, outros que o aparecimento dos sinais € entre quatro e cinco anos ou ainda
que a doenca bronquial pode manifestar-se em gatos de qualquer idade
(YBARRA, 2012; HAWKINS, 2014; TRZIL e REINEIRO, 2014). A idade média
obtida nesse estudo foi de trés anos de idade, entretanto a amostra de gatos
estudados pode nao ser suficiente para discutirmos essa ocorréncia.

A maioria dos caes e gatos desse estudo apresentaram na radiografia
toracica opacificacdo bronquial ou intersticiobronquial (Tabela 2.1), que séo
visualizados devido ao infiltrado inflamatdrio bronquial e peribronquial promovido
pela doenca bronquial crénica (HAWKINS, 2014; THRALL, 2013). Para alguns
pesquisadores a identificacdo radiogréfica da bronquite corresponde ao edema
da mucosa bronquial, hiperplasia da mucosa, acumulo de muco e inflamacé&o do
tecido peribronquial (WHEELDON et al. 1979; SUTER 1984; MANTIS, 1998).

Nesse estudo a alta acuracia do exame radiografico na deteccdo da
bronquite crénica em caes e gatos provavelmente refere-se a melhor qualidade
de imagem proporcionada pela técnica radiografica computadorizada visto que
somente um cdo que apresentou opacificacdo radiografica ndo teve o LBA
conclusivo de bronquite crénica. Todavia a melhora na qualidade do exame
radiografico contribui para identificacdo de mais artefatos ou achados

incidentais, a exemplo as alteragdes pulmonares da idade, principalmente em
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caes, 0 que eventualmente poderia dificultar a interpretacdo (SUTER, 1984;
MANTIS, 1998).

A bronquiectasia foi visualizada em dois animais, esta dilatacdo bronquica
é relacionada ao remodelamento da parede bronquial devido avanco da doenca
bronquial cronica (HAWKINS, 2003). Existe ainda a possibilidade de que outros
animais ja apresentavam bronquiectasia no momento do estudo, porém néo
foram identificados pela radiografia toracica por este exame ter baixa
sensibilidade para esse fim, sendo nesse caso indicada a realizacdo de
tomografia computadorizada (MYER e BURT, 1973; HAWKINS et al., 2003).

Além de opacificagdo bronquial ou intersticiobronquial, vale ressaltar que
25% dos caes e 16,7% dos gatos apresentaram concomitante opacificacédo
alveolar no exame radiografico, o qual € associado a pneumonia em cées e gatos
(THRALL, 2013). A contaminacéao bacteriana € uma das complicacdes da DBC,
em cées principalmente, e por isso deve ser investigada para que seja realizada
uma terapia adequada ao paciente (McKIERMANN, 2000; ROSANSKI, 2014).
Ja a opacificacdo alveolar especificamente em gatos nos casos de bronquite
cronica e asma pode ser decorrente a atelectasia pulmonar causada por
obstrucdo bronquial pelas células inflamatérias, ja que o excesso de muco ou
exsudato endobronquial eventualmente causam obstrucdo de segmentos das
vias aéreas. Tal fato sem duvida dificulta a correlacdo da opacificacao alveolar
por contaminacao (pneumonia nos gatos), sabe-se ainda que essa obliteracao
ocorre principalmente no lobo médio direito, todavia ndo € tdo comum
(CORCORAN et al., 1995). Devemos ter cautela entdo ao interpretar associacao
dos achados de opacificacdo bronquial e alveolar em gatos, principalmente
porque nos dois gatos com opacificagdo alveolar focal houve crescimento
bacteriano (Tabela 2.4). Essa discussao ressalta mais uma vez a necessidade
da associacdo das técnicas diagnosticas complementares independente da
espécie.

Notavel que dos animais em que a radiografia ndo foi sugestiva de
pneumonia (opacificacdo bronquial e intersticiobronquial), 57,2% dos cées e
33,3% dos gatos apresentaram cultura bacteriana positiva (Tabela 2.3 e 2.4),
portanto, de forma menos comum, mas o padrdo bronquial também pode ser
relacionado a pneumonia (THRALL, 2013). Inclusive a opacificacéo intersticial

pode evoluir para um padrdo alveolar, mas este sO vai se tornar
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radiograficamente visivel quando uma area maior estiver afetada, envolvendo os
alvéolos ou se o infiltrado celular estiver concentrado ao redor dos brénquios
denotando a formacdo de broncogramas aéreos ou ainda se expandir até a
periferia dos lobos formando sinal lobar (THRALL, 2013). Por outro lado os
pacientes que apresentaram opacificacdo alveolar indicativa de pneumonia
foram realmente positivos na cultura bacteriana.

Baseado nesses resultados foi obtido 95% de especificidade e 38% de
sensibilidade da radiografia em detectar pneumonia em pacientes com DBC.
Visto isso, podemos sugerir que quando a opacificacdo alveolar é identificada, o
paciente tem provavelmente uma infeccdo bacteriana e nesse caso o lavado
broncoalveolar seguido de cultura pode ser feito para proporcionar uma terapia
adequada ao paciente. Entretanto, quando a opacificacdo alveolar ndo é
identificada, como nos casos de opacificacao intersticiobronquial, ndo pode ser
excluida a possibilidade de infeccdo bacteriana, pois a sensibilidade da
radiografia é baixa para indicar infec¢ao, entdo nesses casos pode-se sugerir a
realizacdo do LBA com o intuito de excluir a infeccdo bacteriana por meio da
cultura e outros achados citologicos. Devido essa lacuna diagnéstica da
radiografia toracica confirma-se a necessidade de realizar o LBA, como exame
complementar, como sugerido por outros autores em pacientes com DBC
(ENGLISH et.al., 2009; HAWKINS, 2014; ROSANSKI, 2014; ZHU et.al, 2015).

A citologia do LBA dos pacientes desse estudo apresentou carater
inflamatério, representado por infiltrado de neutréfilos, neutréfilos associado a
eosindfilos ou ainda representada por infiltrado apenas de eosindfilos. Esses sdo
realmente os achados descritos na citologia de cdes e gatos com doenca
bronquial crénica (MCKIERMANN et.al., 2000; KUEH et.al., 2004; ROSANSKI
et.al., 2014; HAWKINS, 2014). A inflamagé&o eosinofilica isolada ou associada a
neutrofilica pode ser o achado principal, como visto na citologia de 50% dos
gatos nesse estudo (BAY e JOHNSON, 2004; YBARRA et al., 2012). O infiltrado
eosinofilico no LBA em caes, foi visto em apenas um paciente do estudo, este
além da DBC, pode ser associado a broncopneumonia eosinofilica,
hipersensibilidade ou a presenca de parasitas (PRATHER et al.,, 2005;
ROSANSKI, 2014).

O infiltrado neutrofilico presente no LBA ndo pbdde ser associado a nenhum

outro exame nesse estudo. Foi constatado um aumento do nUmero de neutrdfilos
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na citologia independente do padréo radiografico (se indicativo de pneumonia ou
somente de doenga inflamatdria) e do resultado da cultura bacteriana, se positiva
ou negativa. O infiltrado neutrofilico presente na citologia é algumas vezes
associada diretamente, de forma equivocada, a processos infecciosos; quando
na verdade, € simplesmente o reflexo da inflamacéo das vias aéreas devido a
doenca bronquial cronica (McKIERMAN, 2000).

Outro fator é a presenca de neutrdfilos degenerados na citologia do LBA,
esse achado pode ser um indicio de infeccdo bacteriana (HAWKINS, 2004). De
fato, 46% (6/13) dos pacientes com neutrofilos degenerados apresentaram
cultura bacteriana positiva. Mas por esse estudo nao foi possivel confirmar essa
relagdo, pois 54% (7/13) dos animais com neutrofilos degenerados
apresentaram cultura bacteriana negativa. Ainda, 76% (16/21) de todos os
animais com cultura bacteriana positiva ndo apresentaram neutrofilos
degenerados na citologia.

Nesse estudo, em dois gatos que foram observadas bactérias fagocitadas
na citologia do LBA apresentaram cultura bacteriana negativa, o que difere da
literatura, que descreve que quando bactérias fagocitadas sédo visualizadas na
citologia do LBA pode-se concluir que h& processo infeccioso (HAWKINS, 2004).
Mas apesar da cultura bacteriana negativa, quando o PCR do LBA foi realizado
houve positividade para Bordetella bronschiseptica nos dois gatos e um deles
ainda foi positivo para Mycoplasma felis. Perante esse resultado pode- se dizer
que quando héa presenca de bactérias fagocitadas na citologia, o paciente muito
provavelmente tem um quadro infeccioso associado, todavia o contrario ndo é
completamente verdadeiro.

No caso dos dois gatos relatados acima, somente com o exame de PCR
do LBA foi possivel identificar agentes infecciosos envolvidos, de fato a cultura
pode ser falha na identificacdo de bactérias presentes, principalmente no caso
do Mycoplasma sp. (SUTER, 1984; REED et al., 2012; FOSTER et al., 2004). O
exame de PCR em tempo real ndo faz parte da rotina clinica diaria, mas estudos
futuros podem ser realizados em cédes e gatos com doenca bronquial crénica
associando este método como exame diagnodstico.

Em outros dois cdes desse estudo também foram visualizadas bactérias na
citologia e a cultura bacteriana de ambos foi positiva. Uma vez que bactérias nédo

sao visualizadas na citologia nao é possivel dizer que agentes infecciosos néo
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estdo presentes (HAWKINS, 2014), considerando que de vinte e um animais
com cultura positiva em apenas 14,3% foram visualizadas bactérias fagocitadas
na citologia do LBA.

Na maioria dos caes e gatos estudados foi visualizado muco na citologia
do LBA, que variou de pequena a grande quantidade, esse achado é bastante
caracteristico de animais com doenca bronquial e esta relacionado a inflamacgéo
cronica das vias aéreas (WHEELDON 1979; BAY e JOHNSON, 2004; ENGLISH
et.al., 2009).

Os espirais de Curschmann foram visualizados na citologia do LBA de 38%
dos cées desse estudo, o que pode indicar obstru¢do de bronquiolos e acredita-
se gue seja resultado da intensa producdo de muco devido doenca bronquial
cronica (ANDREASEN, 2003; ENGLISH, et.al., 2009). Nenhum dos gatos
apresentou espiral de Curschmann, similar ao descrito em outros estudos
(MCMARTHY e QUINN, 1989; LECUYER et al., 1995; FOSTER et al., 2004).

Inimeros sao os achados citolégicos que podem ser obtidos do LBA.
Entretanto, os resultados precisam ser analisados em conjunto com 0s sinais
clinicos do paciente e o resultado da radiografia toracica para que haja maior
compreensao dos resultados obtidos (ENGLISH et al., 2009).

Apesar de o lavado néo guiado por broncoscoépio ser indicado em afec¢bes
difusas, consideramos a néo utilizacdo de broncoscopia uma limitacdo desse
estudo (HAWKINS, 2014). Acredita-se que mais informacdes poderiam ser
obtidas uma vez que é feita visualizacao direta das vias aéreas. Ainda é valido
citar que a lavagem pode ter sido feita do lobo pulmonar que ndo o mais afetado,
além disso, multiplos focos de coleta ja tém sido utilizados (YBARRA, 2012).
Quando comparado os resultados dos exames realizados nesse estudo,
verificamos que com a associacao da radiografia toracica a citologia e cultura do
LBA foi possivel obter até 95% de diagnosticos acertados em cées e gatos com
DBC. Confirmamos dessa forma que o LBA aumenta a acuracia diagndstica de

caes e gatos com DBC.

2.5 CONCLUSOES

Concluimos que a radiografia toracica computadorizada € eficiente na

deteccdo da doenca bronquial cronica em cées e gatos e a citologia do LBA pode
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auxiliar na confirmacdo dessa suspeita. Visto que muitos animais com DBC
desenvolvem quadros infecciosos, quando opacificacao intersticiobronquial ou
alveolar sao visualizadas na radiografia toracica, o LBA lavado broncoalveolar
seguido de analise citologica e microbiolégica € indicado para descartar ou
confirmar pneumonia bacteriana. A combinacdo do exame radiografico com
lavado broncoalveolar seguido de analise citol6gica e microbiolégica aumenta o

sucesso diagnéstico nas doencgas bronquiais crénicas.
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3. CAPITULO 3 - PNEUMONIA FUNGICA: RESULTADOS DE UMA
INVESTIGACAO DE 46 CAES E GATOS COM SINAIS CLINICOS DE DOENCA
RESPIRATORIA INFERIOR

RESUMO

Pneumonia fangica tem sido um diagnéstico diferencial em caes e gatos com
sinais clinicos respiratorios, sendo também um risco de saude publica para seus
respectivos proprietarios. Uma vez que a fonte comum de exposicdo ambiental
pode resultar em infeccdo, caes e gatos podem agir como sentinelas da doenca
para ambos pessoas e outros animais. Assim, 0 presente estudo teve como
objetivo avaliar a ocorréncia de pneumonia fungica em cées e gatos com sinais
clinicos pulmonares, de maio de 2013 a fevereiro 2015, atendidos no HV/UFPR.
Radiografias toracicas, exame de sangue e lavado broncoalveolar (LBA) ndo
broncoscoépico seguido de analise citologica e microbiolégica foram realizados
em todos os animais. Um cao foi positivo na cultura do fuido do LBA para um
fungo patogénico (Cryptococcus neoformans) e outro cdo para um fungo
oportunista (Candida parapsilosis). Ambos os cédes apresentaram tosse como
sinal clinico principal e alteracBes radiolégicas toracicas. Em concluséo, a
ocorréncia de pneumonia fangica nos 46 casos estudados nesse estudo foi
relativamente baixa (4%). A cultura do LBA pode possibilitar o diagndéstico de
pneumonia flngica causada por fungos oportunistas ou patogénicos e este
diagndstico diferencial deve ser uma preocupacdo em cées e gatos com sinais
clinicos pulmonares.

Palavras chave — lavado broncoalveolar, satude publica, pneumonia fungica
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FUNGAL PNEUMONIA: RESULTS OF AN INVESTIGATION OF 46 DOGS
AND CATS WITH CLINICAL SIGNS OF LOWER RESPIRATORY DISEASE

ABSTRACT

Fungal pneumonia has been a differential diagnosis in dogs and cats with
pulmonary clinical signs, posting also a public health risk to respective owners.
Since a common-source environmental exposure may result in infection, dogs
and cats may also act as sentinels for both animal and human disease.
Accordingly, the present study has aimed to evaluate the occurrence of fungal
pneumonia in dogs and cats with pulmonary clinical signs from May 2013 to
February 2015, attended in HV/UFPR. Thoracic radiographs, blood work and
non-bronchoscopic Bronchoalveolar Lavage (BAL), followed by cytology and
microbiologic analysis were performed in all animals. One dog was positive in the
BAL fluid culture for a pathogenic fungus (Cryptococcus neoformans) and
another dog to an opportunistic fungus (Candida parapsilosis). Both dogs have
presented cough as the prior clinical sign and showed thoracic radiographic
changes. In conclusion, the occurrence of fungal pneumonia in the 46 cases
studied was relatively low (4%). The BAL fluid culture may allow diagnosis of
fungal pneumonia caused by opportunistic or pathogenic fungi and this diagnosis
should be a concern in dogs and cats with pulmonary clinical signs.

Keywords - bronchoalveolar lavage, public health, fungal pneumonia, dogs, cats
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3.1 INTRODUCAO

A pneumonia mais comumente detectada em cées e gatos é causada por
bactérias, entretanto, a pneumonia fangica, parasitaria e viral devem ser
diagnosticos diferenciais em pacientes com enfermidade respiratéria (COHN,
2009). A pneumonia fangica pode ser causada por Histoplasma capsulatum,
Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis, Cryptococcus neoformans e
Aspergillus fumigatus. O trato respiratério € uma porta de entrada para esses
organismos e a infecgcdo pode envolver os pulmbes de forma isolada ou
disseminar-se sistematicamente a varios oOrgaos-alvo (NORRIS, 2004;
HAWKINS, 2014).

A pneumonia fungica também é uma preocupacdo em seres humanos,
tem sido descrito um namero crescente de pessoas afetadas apresentando alta
morbidade e mortalidade (RICHARDSON, 2005; SILPER, 2010; SILVA, 2010;
BROWN et al., 2012; GARNACHO -MONTEIRO, 2013, MANDANAS, 2014). A
exposi¢cdo ambiental a mesma fonte pode resultar em doengas aos animais e as
pessoas. A deteccdo da infeccdo em cées e gatos atua como sentinela para
exposicdo humana e sinaliza possivel infeccdo (GREENE, 2012; SYLKES e
MALIK 2012).

Alguns lugares geograficos especificos foram relacionados a certas
doencas fungicas. A histoplasmose em seres humanos e animais tem incidéncia
mais alta na regido centro e no médio atlantico dos Estados Unidos, e no Brasil
pode ser encontrada em todos os estados. Entretanto, em pessoas, ho estado
do Rio de Janeiro foi verificada maioria das microepidemias ja descritas (AIDE,
2009; BROWN et al, 2012; GREENE, 2012). Em cées e gatos, a doenca também
é encontrada em todas as regides do Brasil (SILVA-RIVEIRO et al.,, 1987,
CARNEIRO et al., 2005, CORDEIRO et al., 2011, BRILHANTE et al., 2012,
SOUZA et al. 2015).

A blastomicose € endémica em pessoas e animais no centro e sudeste
dos Estados Unidos, incluindo os vales de Ohio e do Mississippi, em partes do
Canada, da Africa e da india (BROMEL e SYKES, 2005; BROWN et al., 2012).
A incidéncia desta doenca fungica no Brasil ndo é conhecida. A
coccidioidomicose € encontrada principalmente no sudoeste dos Estados

Unidos, no norte do México e em outras regides secas, como no Nordeste do
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Brasil (WANKE et al., 1999; JOHNSON et al., 2003; TOGASHI et al., 2009).
Cryptococcus e Aspergillus estdo espalhados em todo o mundo, afetando
animais e pessoas (O'BRIEN et al, 2004, MARCASSO et al., 2005,
RICHARDSON 2005, FERREIRA, 2008, QUEIROZ et al., 2008, BROWN 2012,
PEREIRA et al. 2013).

Existem poucos estudos sobre a incidéncia de pneumonia fungica em
cdes e gatos no Brasil. Apenas dois estudos epidemiolégicos em cées foram
encontrados na literatura, ambos realizados em um hospital universitario de
Porto Alegre, Rio Grande do Sul (30°2'4.73 'S; 51°13'3.57"W). Um estudo
envolveu a ocorréncia de criptococose, abordando 53 cdes com sinais clinicos
respiratérios, sendo todos negativos para pneumonia fingica (OLIVEIRA et al.,
2005). Outro estudo envolveu a ocorréncia de aspergilose pulmonar, abordando
46 caes com disturbios respiratorios, tendo como resultado a negatividade de
todos os pacientes envolvidos (TEIXEIRA, 2012). Ndo foram encontrados
estudos epidemioldgicos publicados sobre pneumonia fingica em gatos. Entre
os relatos de casos de doenca fungica em cées e gatos no Brasil, quatro deles
descreveram sinais clinicos associados a presenca de pneumonia, incluindo um
cdo com coccidiomicose (LORIGADOS et al., 2012), um com aspergilose
(CARVALHO, 2013), um com criptococose PAULA et al.,, 2014) e em outro
trabalho, dois gatos com histoplasmose (BRILHANTE et al., 2012; SILVEIRA et
al., 2016).

O diagndstico de pneumonia fungica depende da combinacédo de exames,
incluindo exame fisico, hemograma, radiografias toracicas e ainda outros testes
podem ser necessarios (COHN, 2009; HAWKINS, 2014). O lavado
broncoalveolar (LBA) seguido de citologia e cultura pode auxiliar no diagnéstico
das infecc¢des fungicas pulmonares (ANDREASEN, 2003; HAWKINS, 2014).

A falta de estudos sobre a ocorréncia de pneumonia fungica na pratica
clinica levanta o questionamento se a doenca deve ser um diagndstico
diferencial em cées e gatos com disturbios respiratérios. De acordo com o
conhecimento dos autores, ndo ha estudos publicados mostrando a ocorréncia
de pneumonia fuangica em caes e gatos com afeccdes respiratorias. Esse
trabalho teve como objetivo avaliar a ocorréncia de pneumonia fungica em cées

e gatos atendidos em um hospital universitario do Parana- Brasil, e descrever os
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sinais clinicos, achados radiograficos, hematoldgicos, os resultados da citologia

e cultura do LBA dos pacientes positivos para pneumonia fungica.

3.2 MATERIAL E METODOS

Foram selecionados para o estudo, cdes e gatos, de qualquer raca ou
idade, apresentando sinais clinicos de doencas respiratérias inferiores, como
tosse, dispneia ou taquipneia, atendidos no hospital veterinario da UFPR entre
maio de 2013 e fevereiro de 2015. Animais com sinais clinicos respiratorios, mas
sem anormalidades na radiografia toracica foram excluidos, da mesma forma os
que apresentaram massas ha radiografia toracica ou ainda aqueles que
apresentaram alteracdes sugestivas de doenca cardiaca primaria, como:
aumento global do coracao associado a edema pulmonar ou congestdo venosa
toracica.

Os caes e gatos selecionados para o estudo foram submetidos a exame
fisico, hemograma, radiografia toracica e subsequente lavado broncoalveolar.
Além disso, foi obtido um historico detalhado das caracteristicas do ambiente
que o animal vivia. Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica local CEUA
067/2013.

Para o exame radiografico, foram realizadas trés projecdes (decubito
lateral direito e esquerdo e ventrodorsal) seguindo a técnica recomendada por
Rudorf (2008). As radiografias na fase de expiracao também foram aceitas neste
estudo devido a restricdo respiratéria de alguns pacientes durante o exame. As
radiografias toracicas foram realizadas com o aparelho Neo-Diagnomax ZB-1,
500 mA, (Medicor Budapeste, Hungria) digitalizadas com processador Agfa CR
30-X (Healthcare, Bélgica) e a interpretacdo das mesmas foi em formato DICOM
(Digital Imagins for communications on medicine) por meio do software K-PACS
(IMAGE Information Systems Ltd., Reino Unido).

Os exames radiograficos foram interpretados imediatamente apds a sua
aquisicao e os radiologistas nao tiveram acesso aos resultados dos exames
laboratoriais. A interpretagdo minuciosa e cuidadosa do aspecto pulmonar
radiogréafico foi realizada para detectar alteracdes de radiopacidade, as quais
foram classificadas de acordo com a nomenclatura para padrdes pulmonares

(alveolar, bronquial, intersticial ou misto).
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O LBA foi realizado dentro de no maximo trés dias apds a radiografia
torécica. Os animais ndo receberam nenhuma medicacgdo durante este periodo.
Antes do LBA, os animais eram mantidos em jejum durante oito horas. Para o
exame, cada animal foi sedado com meperidina (5mg/kg) seguida de anestesia
com propofol (4mg/kg intravenoso). Os pacientes foram intubados, posicionados
em decubito lateral e receberam oxigénio por cinco minutos. Em seguida, inseriu-
se pelo tubo traqueal um cateter siliconado estéril (modelo para alimentagao
enteral - adaptado removendo a extremidade metélica) adequadamente ajustado
ao tamanho do animal, até o mesmo encontrar resisténcia, entdo foi infundida
solucdo salina a 0,9% (até 5 mL/kg para caes e até 3mL/kg para gatos), seguida
por 5 mL de ar para evitar que a solugdo permanecesse no cateter. Em animais
com peso corporal superior a 10 kg, foi padronizado infusdo de 20 mL de solucéo
fisiol6gica (Ribas et al., 2010). A solucao infundida foi imediatamente recuperada
utilizando uma seringa estéril. A amostra foi armazenada em um isopor contendo
gelo, o qual foi enviado para andlise laboratorial logo apés a colheita.

Os animais foram monitorados ao longo do procedimento e apds a
recuperacdo da solucdo, receberam oxigenacdo até retorno anestésico e
remocao do tubo endotraqueal.

A amostra do LBA foi processada imediatamente apds a coleta (max
lhora) para assegurar a preservacao da morfologia celular. Foirealizada analise
macroscopica quanto a aparéncia e cor do liquido e em seguida, foi processada
em citocentrifuga (Cytospin ct14- Teklab®-Brasil) uma aliquota de 500 pL a 1500
rom durante cinco min. As laminas foram preparadas com coloragéo do tipo
Romanowsky - panético®, e entdo foi realizado contagem diferencial de células
e pesquisa de bactérias e hifas fungicas.

Um total de 400 células nucleadas foram contadas para diferenciacao
celular entre macréfagos alveolares, linfocitos, neutrdfilos, eosinofilos e
mastocitos. A contagem e a diferenciacdo celular do LBA foram comparadas com
valores normais previamente estabelecidos para animais saudaveis (ENGLISH
et.al., 2009). As amostras com uma contagem celular abaixo de 300 ou com
presenca de Simonsiella sp. (contaminacdo oral) foram consideradas
inapropriadas e foram descartadas.

Outra aliquota do LBA foi enviada ao laboratério de microbiologia para
realizacdo de cultura fungica e bacteriana, as quais foram feitas seguindo a
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metodologia de Quin et al. (1994). Para a cultura bacteriana, uma aliquota foi
distribuida em placas de &gar sangue, agar MacConkey e meio de agar manitol.
As placas foram entdo incubadas, de forma aerdbica, a 37°C durante 48-72
horas. Na auséncia de crescimento bacteriano, as amostras foram recultivadas
em caldo de infusdo BHI (brain heart infusion). Foi analisado o crescimento
bacteriano prevalente no meio de cultura, quanto as suas caracteristicas
bioguimicas (fermentacdo ou oxidacdo) e morfologia celular por meio de
coloracdo de Gram, as mesmas foram identificadas na sequéncia por exame
microscopico direto.

Para o crescimento de fungos e leveduras utilizou-se o meio de agar
Sabouraud. As placas foram incubadas sob condi¢cdes aerdbicas a 28°C em
estufa umida de DBO (demanda biol6gica de oxigénio) por até 4 semanas. As
placas foram verificadas diariamente. As colbnias de fungos apresentando
morfologia de levedura ou mofo foram identificadas por exame microscépico
direto, de acordo com aspectos da col6nia e das hifas. Os fungos foram
identificados por coloracdo azul de algodéo - lactofenol e coloracdo de Gram
(para leveduras).

Por fim, a interpretacdo dos exames radiogréficos, citologia do LBA,
culturas fungica e bacteriana foram o consenso de dois radiologistas,

patologistas clinicos e microbiologistas, respectivamente.

3.3 RESULTADOS

O estudo incluiu 46 animais de varias racas, sexo e idade, sendo 33 caes
e 13 gatos. Destes pacientes, um cao da raca Rottweiler (A), macho de seis anos
de idade e um cdo sem raca definida (B), fémea de cinco anos de idade foram
positivos na cultura para pneumonia fungica. O céo A era da cidade de Ponta
Grossa, estado do Parana (25°05'42 'S, 50°09'43" W) e o céo B era da cidade
de Cacador, estado de Santa Catarina (26°46'31"S, 51°00'54" W). Ambos viviam
no quintal de casa, com arvores, acesso a terra e grama. Nenhum dos gatos
estudados foi positivo para pneumonia flngica.

Os sinais clinicos observados no cdo A foram de tosse produtiva com

evolucdo de quatro meses e secrecao nasal bilateral nos ultimos dois meses. O
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céo B apresentou tosse produtiva com evolucdo de mais de um ano. Ambos o0s
caes tinham recebido antibidticos sem melhora dos sinais. O cdo B recebeu
também corticosterdides orais, por mais de um ano, com melhora temporaria dos
sinais clinicos. No exame fisico, o cdo A apresentou febre (40 °C), ausculta
pulmonar crepitante principalmente em regido cranio ventral e algumas areas de
abafamento, linfadenomegalia periférica e presenca de hifema no olho esquerdo.
O céo B tinha a ausculta pulmonar crepitante de forma generalizada e em alguns
focos presenca de sibilos, ndo apresentava febre, linfadenomegalia periférica ou
outras anormalidades fisicas. O eritrograma dos cdes estava dentro dos
parametros de normalidade, e o leucograma apresentou uma contagem de
leucocitos totais normal (cdo A 16500 /ul, cdo B 10300 /ul) porém o cdo A
apresentou neutrofilia.

A analise radiografica pulmonar do cdo A apresentou um padrédo difuso
misto com algumas é&reas de consolidacdo alveolar associadas a cavitacdo
multifocal e aumento moderado dos linfonodos traqueobrénquicos (Fig. 3.1). Os
achados radiograficos pulmonares do cdo A foram sugestivos de pneumonia
fungica, pneumonia bacteriana grave ou neoplasia. O cao B apresentou padréo
pulmonar predominantemente bronquial difuso (Fig. 3.2) sugestivo de doenca
bronquial crénica. Nao houve complicagbes para nenhum dos cées, durante ou
apos o LBA. Nao foram observadas hifas fungicas, leveduras ou bactérias na
analise citologica do LBA. A amostra citologica do cao B apresentou grande
quantidade de muco. A contagem diferencial celular das amostras do LBA estéo
listadas na tabela 3.1.
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Figura 3.1 Imagem radiografica projecdo lateral esquerda de um cdao
diagnosticado com pneumonia por Cryptococcus neoformans apresentando
padrao pulmonar misto difuso com consolidacao alveolar, cavitacées multifocais
e aumento moderado dos linfonodos traqueobrénquico

Figura 3.2 Imagem radiogréfica projecdo lateral esquerda de um céo
diagnosticado com pneumonia por Candida parapsilosis associada a doenca
bronquial crénica, apresentando padréo pulmonar bronquial difuso.
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Tabela 3.1 Contagem diferencial celular, apresentadas em porcentagens (400
células), das amostras do lavado broncoalveolar de cédes com pneumonia
fungica, sendo A — Cryptococcus neoformans e B — Candida parapsilosis.

LBA Macrofagos | Neutrofilos | Eosindfilos | Linfocitos | Mastocitos

A 23% 59% 7% 11% -

B 6% 70% 20% 4% -

Valores de referéncia: macréfagos alveolares 71%, neutréfilos 5%, eosinofilos
5%, linfocitos 17% e mastocitos 2% (English, et al., 2009).

Na andlise citologica do LBA do cado A verificou-se um aumento no nimero
de neutrdfilos e eosindfilos, sendo sugestiva de processo inflamatdrio/infeccioso.
Na citologia do cdo B também apresentou um aumento significativo de
neutréfilos e eosindfilos sendo igualmente sugestiva de processo
inflamatério/infeccioso.

A cultura fangica do lavado de ambos os cées, A e B, foram positivas. As
placas de cultura de 4gar sangue com amostra de LBA do cdo A apresentaram
crescimento de levedura com caracteristicas pertencentes ao fungo
Cryptococcus, que foi identificado na sequéncia como sendo Cryptococcus
neoformans. As placas de agar Sabouraud com amostra de LBA do cdo B
apresentaram crescimento de leveduras pertencentes a espécie de Candida e
foram identificadas na sequéncia como sendo Candida parapsilosis.

O cao A morreu trés dias apds o diagnéstico da pneumonia fangica. A
necropsia do mesmo, nao foi autorizada pelo proprietario. O cédo B recebeu
tratamento para bronquite crbnica com corticosteroides orais (prednisolona) e
nebulizacdo (fluticasona), broncodilatadores, esses de forma continua e
itraconazol por via oral, 10mg/Kg a cada 24 horas durante por 30 dias, para

pneumonia fangica e apresentou resolu¢cdo completa de sinais clinicos.

3.4 DISCUSSAO

A ocorréncia de pneumonia fangica em cdes e gatos com afecccdes
pulmonares ndo é conhecida no Brasil. Esse estudo mostrou ter baixa
ocorréncia, entre maio de 2013 e fevereiro de 2015 nos cées atendidos no

HV/UFPR. De 46 pacientes avaliados com sinais clinicos respiratorios, apenas
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dois cdes foram positivos para pneumonia fungica, detectada pela cultura do
LBA.

Entre os fungos que podem causar pneumonia, a criptococose tem o
maior numero de casos relatados no Brasil. Entretanto, os relatos de caso
descrevem pacientes principalmente com sinais neurologicos (MARCASSO et
al., 2005, MARTINS et al., 2008, CAMPOS et al., 2009, GALIZA et al., 2014,
HEADLEY et al., 2016), em outro trabalho, um cdo com infeccdo cutanea
(MARTINS et al., 2014) e outro com infec¢do nasal (PEREIRA et al., 2013). O
cao A neste estudo, além da tosse sem resposta ao tratamento com antibioticos,
apresentou outros sinais clinicos compativeis com a doenca fungica, sendo a
febre, linfadenomegalia periférica e o hifema (FERREIRA et al.,, 2007). A
manifestacdo pulmonar é considerada incomum na criptococose, enguanto o
sistema nervoso central € mais frequentemente afetado, seguido dos olhos
(FERREIRA et al., 2007). Recentemente, a pneumonia por Cryptococcus sp.
emergiu como pneumonia oportunista em pessoas imunocomprometidas
(RICHARDSON, 2005).

Na medicina veterinaria, os dados sobre pneumonia causada por Candida
sp. sdo limitados. Ja em pessoas, a pneumonia por Candida é uma das infec¢des
oportunistas mais comuns, principalmente em pacientes imunocomprometidos
(WILSON et al.,, 2010; LIMPER, 2010). Existem alguns relatos de casos
referentes a candidiase disseminada em cées, porém nao citam o pulm&o como
orgdo alvo (CLERCX et al., 1996, RODRIGUEZ et al., 1998, HESELTINE et al,
2003, MORETTI et al., 2004, BROWN et al., 2005b, SKORIK et al. 2011). Foi
identificada na cultura do LBA do cdo B o fungo Candida parapsilosis. Essa
espécie de candida é o segundo fungo mais isolado de amostras respiratérias
em pessoas (GARNACHO-MONTEIRO et al., 2013). A incidéncia de pneumonia
por candida permanece desconhecida em caes e gatos e requer estudos focados
em fungos oportunistas, pois eles representam uma séria ameaga a saude
(LIMPER, 2010).

A Candida parapsilosis foi relatada em cées e gatos, causando infec¢des
do trato urinario e infecgbes cutaneas (PRESLER et al., 2003). O céo B nesse
estudo apresentou sinais clinicos, radiografias toracicas e citologia do LBA
consistentes com bronquite crbénica, também apresentava histérico de

tratamento com corticosteroides por longo prazo para a tosse. Acredita-se que
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essa possa ser a causa do aparecimento de Candida na cultura do LBA porque,
como acima referido, os doentes imunocomprometidos s&o suscetiveis a
infeccbes por Candida (SILVA, 2010; GREENE, 2012). O cao nesse estudo
recebeu tratamento antifingico porque, embora, a presenca de fungos
oportunistas frequentemente s6 implica colonizacdo do trato respiratério pode
também representar infec¢cdo e a discriminagdo entre as duas situacdes é dificil.
Além disso, em pessoas, 0 inicio tardio do tratamento est4 associado com alta
mortalidade (GARNACHO-MONTEIRO et al., 2013).

A radiografia toracica € comumente o primeiro exame solicitado quando
se suspeita de pneumonia e esse exame, de fato, fornece resultados que
auxiliam na selecdo do proximo exame mais apropriado para diagndstico
(COHN, 2009). Os achados radiograficos toracicos do cédo A foram sugestivos
de doenca fungica, uma vez que o padrao difuso (intersticial, alveolar) com
cavitagBes nos pulmdes associados a linfadenomegalia hilar sdo descritos como
achados sugestivos de pneumonia fungica (THRALL, 2013). Embora o padrédo
radiografico mais caracteristico da pneumonia flungica seja o padrdao nodular
intersticial miliar, as altera¢des radiograficas podem variar muito e incluem o
padrao intersticial misto com padréo alveolar ou regides bronco-intersticiais e
consolidagdes pulmonares (REINEIRO et al., 2007; THRALL 2013, HAWKINS,
2014). Um trabalho sobre o aspecto radiografico na criptococose pulmonar em
pessoas, revelou o padrdo intersticio nodular difuso associado a grandes
cavidades pulmonares (PIYAVISETPAT et al., 2005), assim como observado no
cdo com criptococose nesse estudo. Nenhuma caracteristica especifica foi
descrita sobre o aspecto radiogréafico da pneumonia por Cryptococcus sp. em
caes e gatos.

O padréao bronquial difuso observado na radiografia do céo B € sugestivo
de bronquite cronica (MCKIERMAN, 2000; HAWKINS, 2014). A pneumonia
fungica ndo entrou na lista de diferenciais, visto que os padrées miliar, intersticial
ou alveolar ndo foram identificados (THRALL, 2013). Em pessoas, a aparéncia
radiografica da pneumonia por Candida albicans é descrita como alveolar ou
mista alveolar e intersticial com auséncia de padrdo nodular miliar (BUFF et al.,
1982).

Neste estudo, a radiografia toracica auxiliou no diagndstico de ambos os

cées, porém ndo mostrou sinais radiograficos sugestivos de pneumonia fingica
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no cao B especificamente. A radiografia de térax € um importante método de
diagnostico de triagem, entretanto, diferentes doencas podem revelar padrdes
pulmonares radiograficos semelhantes e, portanto, requerem ferramentas
diagnoésticas complementares (REINEIRO et al., 2007; THRALL, 2013).

A cultura do LBA em pessoas € considerada um dos principais métodos
diagnosticos para a identificacdo de fungos no sistema respiratorio, apresenta
alta sensibilidade e especificidade (ASHRAF et al., 2008; SILVA, 2010,
GARNACHO-MONTEIRO, 2013). Em cdes e gatos, este método tem sido
utilizado para diagnosticar inUmeras doencas respiratérias, tais como pneumonia
bacteriana, doencas bronquiais crbnicas, neoplasia e doencas de
hipersensibilidade (HAWKINS et al., 1995; JOHNSON et al., 2013) . Acredita-se
gue a incidéncia de pneumonia fungica na regido estudada foi realmente baixa,
porque o LBA associado a cultura tem sido descrito como um método sensivel
para o diagndéstico.

Embora a andlise citologica do LBA tenha sido previamente descrita para
a identificacdo de fungos patogénicos com taxa de sucesso de 71% (HAWKINS
e DENICOLA 1990), nesse estudo, nenhum fungo foi identificado, mesmo na
citologia do LBA do cdo que apresentou cultura positiva. A analise citologica
revelou um aumento do nuimero de neutréfilos e eosindfilos (Tabela 3.1),
conforme descrito no LBA de cdes com pneumonia fungica no mesmo estudo
(Hawkins e DeNicola 1990). Também foi relatada uma resposta inflamatoria
(infiltrado de neutrdéfilos e eosinofilos) no LBA na bronquite crbnica em caes
(McKIERMAN, 2000; MELCHERT et al., 2008). Também com esse resultado
citolégico, a pneumonia bacteriana poderia ser um diagnéstico diferencial, mas
foi descartada porque nenhum cao apresentou cultura bacteriana positiva e ndo
apresentaram melhora dos sinais clinicos com o uso de antibidticos.

A relevancia clinica deste estudo é a importancia de se manter a
pneumonia fungica na lista de diagnosticos diferenciais em pacientes com sinais
clinicos respiratérios. Acredita-se que existe a possibilidade de ter mais animais
acometidos por fungos oportunistas ou patogénicos na rotina clinica diaria mas
ndo sao diagnosticados. Mais pesquisas na medicina veterinaria sao
necessarias sobre doencas fungicas no Brasil. Os autores desse trabalho

acreditam que a criacdo de um sistema de registro, sobre doencas fungicas,
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incluindo a pneumonia, aumentaria o conhecimento sobre a epidemiologia
dessas afeccoes.

A limitagdo desse estudo foi realizar o método de LBA nédo guiado por
broncoscopia. Embora essa técnica seja indicada em alteracbes pulmonares
difusas, HAWKINS e DeNICOLA (1990) identificaram organismos fuangico em
todos os lobos pulmonares em apenas metade dos cdes em que 0S organismos
foram encontrados no liquido do LBA. Dessa forma, uma possibilidade, nesse
estudo, é ter lavado o lobo pulmonar que néo estava acometido. Outra situacéo,
que talvez seja considerada limitacdo, foi a ndo realizacdo de um método
diagnoéstico complementar ao LBA como a PCR ou teste sorolégico ou ainda
pesquisa de antigeno capsular para Cryptococcus, para aumentar a
sensibilidade e especificidade do diagndstico (LIMPER, 2010).

3.5 CONCLUSOES

A ocorréncia de pneumonia fungica nos 46 animais estudados foi
relativamente baixa. A cultura do LBA permitiu diagnéstico de pneumonia
fungica, causada tanto por fungos oportunistas como patogénicos. A pneumonia
fungica deve ser um diagnéstico diferencial em cdes com sinais clinicos
pulmonares. A pneumonia causada por fungos precisa continuar sendo

investigada na rotina clinica de caes e gatos.
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4. CAPITULO - 4 COTININA SERICA DE CAES EXPOSTOS AO FUMO DE
TABACO AMBIENTAL

RESUMO

A cotinina € um biomarcador da nicotina e tem sido utilizada em estudos
epidemiologicos em pessoas fumantes passivas. O objetivo desse estudo foi
mensurar a cotinina sérica de cdes expostos ao fumo de tabaco ambiental.
Foram avaliados dez caes que conviviam com pessoas fumantes e dez que nao
tinham contato com fumantes. A cotinina foi dosada laboratorialmente pelo
método de cromatografia liquida acoplada a espectometria de massas. O
biomarcador ndo foi detectado em nenhuma amostra sanguinea. Concluiu-se
que os cdaes desse estudo ndo podem ser considerados fumantes passivos e
que mais estudos sdo necessarios para compreender a relacao entre o uso de
biomarcadores da nicotina e a exposi¢cao de caes ao tabaco ambiental.

Palvras chave: nicotina, cotinina sérica, fumantes passivos, caes



76

SERUM COTININE OF DOGS EXPOSED TO ENVIRONMENTAL TOBACCO
SMOKE

ABSTRACT

Cotinine is a biomarker of nicotine and has been used in epidemiological studies
in human passive smokers. The aim of this study was to measure the serum
cotinine of dogs exposed to environmental tobacco smoke. Ten dogs living with
smokers and ten no-smokers dogs were evaluated. Cotinine was measured
laboratorially by liquid chromatography coupled to mass spectrometry. The
biomarker was not detected in any blood sample. It was concluded that dogs in
this study can not be considered passive smokers and that more studies are
needed to understand the relationship between the use of nicotine biomarkers
and exposure of dogs to environmental tobacco.

Keywords: nicotine, serum cotinine, passive smokers, dogs
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4.1 INTRODUCAO

Para a mensuracao da exposi¢cao ao fumo de tabaco ambiental (FTA), é
possivel quantificar os componentes da fumaca do cigarro, sendo a nicotina o
principal marcador. Essa é rapidamente e amplamente metabolizada em varios
metabalitos, sendo mais de 80% convertida em cotinina (CATTANEO et al, 2006;
MURPHY et al, 2007). A cotinina, em pessoas, tem uma meia vida relativamente
mais longa do que a nicotina, 18 a 20 horas, e a mensuragdo de sua
concentracdo em amostras biolégicas como soro, plasma, urina e saliva tem sido
usada com sucesso em pessoas para acessar a exposicao ao FTA (BENTLEY,
1999; BERNERT, 2000, DHAR et al., 2004).

O tabagismo, ativo ou passivo, é reconhecido como causa importante de
inumeras  enfermidades em  pessoas, principalmente  alteragcbes
cardiorrespiratorias (RADON et al., 2002; WAKEFIELD et al., 2003; OROZCO-
LEVI et al., 2005). Por outro lado, existem poucos estudos mostrando os efeitos
do tabagismo passivo em caes (PARK et al, 1977; ZWICKER, 1978; REIF, 1992;
ROZA, 2007; HAWKINS, 2010). Para isso se faz necessario investigar exames,
testes laboratoriais que possam avaliar e mensurar a exposicéo do cao ao fumo
ambiental do tabaco.

A maioria dos trabalhos sobre tabagismo em cées estudam os efeitos do
fumo induzido por laboratério, e avaliam alteragBes histopatoldgicas teciduais
post-mortem (HERNANDEZ et al., 1966; PARK et al, 1977; ZWICKER, 1978).
Em um relato de caso o cancer de cavidade nasal e seios paranasais €
relacionado a exposicao ao tabaco (REIF et al., 1992), em outro trabalho, mais
recente, um estudo retrospectivo sobre a tosse cronica em caes questiona se o
tabagismo passivo pode ser uma das causas da tosse (HAWKINS et al., 2010).
Foi encontrada apenas uma publicacdo avaliando a concentragcédo de cotinina
urinaria em caes (ROZA et al., 2007).

A falta de dados sobre a mensuragédo de biomarcadores de nicotina em
cées justifica o presente trabalho, cujo objetivo foi quantificar a cotinina sérica

em caes domésticos expostos ao fumo do tabaco ambiental.



78
4.2 MATERIAL E METODOS

Cées clinicamente saudaveis de qualquer raga, sexo ou idade foram
incluidos no estudo e divididos em dois grupos: caes expostos ao fumo do tabaco
ambiental (grupo fumante) e caes ndo expostos a fumantes (grupo controle). Os
critérios de inclusdo dos cdes para o grupo fumantes, era que 0s mesmos,
tivessem sido expostos ao FTA por no minimo um ano e que 0 consumo de
cigarros pelos tutores fosse em ambiente fechado ou semiaberto.

Os fumantes de cada moradia responderam a um questionario sobre 0s
hébitos de consumo tabagico: tipo de cigarro, nUmero de cigarros por dia (com
0 cao) e local onde costuma fumar. O tipo dos cigarros foi classificado em
regular, light e ultra-light seguindo o padrao dos fabricantes. O local de exposicao
do cao ao tabaco foi classificado como fechado (a) se em ambiente fechado ou
semi-aberto (b) quando havia janelas ou portas abertas. O numero de cigarros
consumidos em que o cao era exposto foi dividido entre 1 e 5, 5 e 10, 10 e 15,
15 e 20, 20 a 25 e mais de 25.

De todos os céaes selecionados para o estudo, foi coletado no minimo 2mL
de sangue em tubos estéreis sem anticoagulante. As amostras foram
conservados em isopor com gelo (max 1 hora) até chegada ao laborat6rio. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas, a 3000rpm, durante 5 minutos. O soro
separado de cada amostra foi transferido para um micro tubo individual,
identificado e congelado em freezer -82 C° para posterior envio para
processamento.

A cotinina sérica foi determinada utilizando o método de cromatografia
liquida (Agilent®- California — EUA) acoplada a espectometria de massas
(Agilent®- California — EUA modelo 6460 tiple quad), com calibracéo de cinco
pontos, dois niveis de controle, limite de detec¢cédo da cotinina de 2ng/mL e de
quantificacéo de 4ng/mL.

4.3 RESULTADOS
Foram incluidos na pesquisa 10 cées de diferentes racas, sexo e idade

que nunca foram expostos ao FTA, os quais formaram o grupo controle. O grupo

fumante foi composto por 10 cédes de diferentes racas, sexo e idade que
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conviviam em ambiente fechado ou semi-aberto com fumantes. Os dados

relacionados aos cdes fumantes estao descritos na tabela 4.1.

Tabela 4.1 Dados dos cées expostos ao fumo de tabaco ambiental.

Céo | ldade |Raca/tamanho | Periodo de | Nomero de | Local de | Tipo de
(anos) exposicao | cigarros/dia | exposi¢cdo | cigarro
(anos)
1 9 SRD/ peg. 9 10-15 a+b Regular
2 8 SRD/peq 8 10-15 a+b Regular
3 13 Yorkshire/peq 13 5-10 a+b Light
4 12 SRD/peq 12 15-20 a+b Light
5 6 SRD/méd 3 20 a+b Regular
6 7 SRD/peq 4 20 a+b Regular
7 4 Pug/peq 4 15-20 a+b Light
8 2 Pug/peq 2 15-20 a+b Light
9 4 SRD/méd 3 20 a+b Regular
10 2 Bulldog 2 15-20 a+b Regular
inglés/méd

a - ambiente fechado, b- ambiente semi-fechado / peq. — até 10Kg, méd — 11a

20Kg.

O tempo médio de exposicdo ao tabaco ambiental dos caes fumantes foi

de seis anos (72 meses) e 0 niumero médio aproximado de cigarros por dia foi

de 18 unidades.

A mensuracédo laboratorial de cotinina sérica de todos os animais desse

estudo foi considerada indetectavel.

4.4 DISCUSSAO

A cotinina é o principal marcador da nicotina utilizado em estudos

relacionados a fumantes passivos em pessoas. Nesse estudo o biomarcador ndo

foi detectado em nenhuma das amostras testadas.

A nicotina é metabolizada rapidamente em cotinina e outros metabalitos,

sendo a cotinina o marcador mais utilizado em exames laboratoriais, devido sua
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relativa longa vida plasmatica (BENOWITZ, 1996; DHAR et al., 2004). As
pessoas expostas ao fumo de tabaco ambiental (fumantes passivos)
normalmente apresentam valores de cotinina sérica por volta de 15ng/ml
enguanto que fumantes ativos apresentam valores acima de 300ng/ml (LEON et
al., 2002). Nesse estudo nenhum dos cées do grupo fumantes apresentou niveis
mensuraveis de cotinina, sendo considerada indetectavel na amostra sérica.

Em um estudo realizado por Roza e colaboradores (2007), os caes
apresentaram valores mensuraveis de cotinina, sendo que dois apresentaram
mais de 1000 ng/ml, trés entre 10 e 30 ng/ml e dez cdes apresentaram valores
entre 30 e 100ng/ml. Valores esses, também esperados no trabalho presente,
visto que o tempo médio de exposi¢cdo ao cigarro, dos cdes desse estudo, foi de
36 meses maior que o estudo de Roza et al. (2007) e a média do numero de
cigarros/dia foi apenas cinco unidades inferior.

E vélido ressaltar, que no estudo de Roza et al. (2007) a metodologia de
mensuracdo da cotinina utlizada foi ensaio imuno-cromatografico, sendo
diferente desse estudo, também a mensuracéo foi a partir de urina como amostra
biolégica. Segundo Dhar e colaboradores (2004) a concentracdo de cotinina
urindria pode ser mais elevada do que em outros materiais biol6gicos. Por outro
lado, Benowitz (1996) e Larramendy (2004), consideraram o sangue (plasma ou
soro) a melhor amostra biolégica para mensurar a cotinina, pois toda nicotina
consumida é absorvida na corrente sanguinea, vai para o figado, € convertida
em cotinina e retorna a circulagao.

Os cées fumantes passivos estudados foram de porte pequeno a médio,
fato ja apontado em outro estudo (COOK & DOWLING, 1977) que influencia na
proximidade com o responsavel, o que de certa forma favoreceria maior
exposicdo a fumaga do cigarro. Porém nenhum dos responsaveis relatou fumar
apenas em ambientes estritamente fechados, mas sim com janelas ou portas
abertas, 0 que talvez possa justificar uma baixa exposicdo do c&o a nicotina
impossibilitando a mensuracgéo da cotinina.

Outro fator é que a cotinina é convertida em metabdlitos secundarios e
com a variagdo individual do metabolismo, o tempo de coleta e a ultima
exposicao a nicotina, podem interferir no resultado do exame (LEON et al.,
2002). Porém como os cées do estudo eram expostos de forma crénica diaria ao
fumo de tabaco ambiental, dessa forma, acredita-se que isso ndo tenha ocorrido.
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Por outro lado, ndo € possivel afirmar que a cotinina absorvida pelos animais
tenha o mesmo percurso e tempo de metabolizacdo que em pessoas.

Quanto ao método de processamento laboratorial, dentre as diversas
possibilidades como espectofotometria, imunoensaios, cromatografia gasosa; a
mensuracgao por cromatografia liquida acoplada a espectrofotometria de massas
utilizada nesse estudo é considerado um dos métodos mais especificos e
sensiveis em pessoas tornando-se apropriado para estudos com fumantes
passivos (CATANEO, 2006; BERNERT, 2000). Da mesma forma, o método de
coleta, armazenagem e envio foram seguidos de acordo com a recomendacao
de Watts (1990), acredita-se, dessa forma, ndo terem sido fatores de
interferéncia no exame.

Em um préximo estudo, a mensuracao de cotinina poderia ser realizada
de mais de uma amostra biolégica de um mesmo animal (sangue, saliva, urina)
para comparacdo de resultados e os limites de deteccdo e quantificacao
menores.

Por meio do resultado obtido nesse estudo, pode-se concluir que nenhum
dos cédes do grupo fumantes pode ser considerado um fumante passivo. Mais
estudos sao necessarios para compreender e estabelecer a relacdo entre

pessoas fumantes e caes fumantes passivos.

4.5 CONCLUSAO

Nesse estudo, ndo foi possivel estabelecer uma relacdo entre caes
expostos ao tabaco ambiental e a mensuracao sérica de cotinina. Mais estudos
sd0 necessarios para compreender o uso de biomarcadores da nicotina e a

exposicao de caes ao tabaco ambiental.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Sao inumeros os exames que podem ser empregados no diagndstico das
afeccdes respiratdrias em cées e gatos. Nesse trabalho abordamos a ausculta
pulmonar, a radiografia toracica, o lavado broncoalveolar associado a diversas
andalises como citologia, cultura bacteriana e fungica, e PCR para bactérias e
virus. Além desses, ainda podemos citar a broncoscopia e a tomografia
computadorizada. Para a obtencdo de um diagnostico acurado é de suma
importancia a associacado de varios exames diagnosticos e interpretacdo dos
resultados em conjunto.

Apesar da grande maioria dos exames estarem disponiveis, 0S mesmos
nao estdo, aparentemente, implantados na rotina do médico veterinario no Brasil
e por isso tem sido pouco utilizados. Como exemplo, o lavado broncoalveolar
associado a analise citolégica e microbiologica, que é um exame que fornece
muitos resultados, é de baixo custo e de facil realizacéo.

A subutilizacdo dos métodos diagndsticos nas afeccbes respiratorias
resulta muitas vezes em diagndsticos incorretos ou imprecisos com consequente
tratamento inadequado, gerando gastos desnecessarios e a ndo resolucao da
enfermidade levando o paciente até mesmo a ébito.

“A pneumologia veterindria € uma area em crescimento, na qual eu tenho
grande interesse e noto que muito ainda tem a ser estudado e explorado,
principalmente no Brasil.”

Mariana Pavelski
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Universidade Federal do Parana, tendo concluido em 2013 e na sequéncia
ingressou ao doutorado no Programa de Po6s Graduacdo em Ciéncias
Veterinarias da UFPR — Curitiba.

No ano de 2012, realizou estagio durante trés meses na Michigan State
University nos EUA nas &reas de Oncologia e Cirurgia de tecidos moles. Em
2014, realizou estagio durante um més na North Carolina State University
também nos EUA, na area de pneumologia veterinaria sob a supervisdo da
renomada pneumologista Dra. Eleanor Hawkins.

Foi professora contratada da Universidade Federal do Parand, setor
Palotina, no periodo de abril de 2015 a dezembro de 2016, sendo responsavel
pelas disciplinas de Clinica Médica de Pequenos Animais, Terapéutica Clinica
Veterinaria, Clinica das Intoxicacdes e Oncologia Veterinaria (optativa). Nesse
periodo também foi preceptora do Programa de Residéncia em Medicina
Veterinaria na area de Clinica médica, fundou o grupo de estudos em diagnostico
por imagem — ImagemVet, coordenou no ano de 2016 o grupo de estudos em
Clinica Médica de Pequenos Animais — MedPet, participou da coordenacao do
Projeto de Extensdo de terapia assistida por animais — Patas terapeutas,
orientou 23 alunos no programa de voluntariado académico no Hospital
veterinario, orientou 8 alunos no estagio curricular obrigatorio, participou de 14
bancas de relatério de estagio supervisionado obrigatdrio, participou ainda de
bancas de processo seletivo de projetos de extensédo e monitoria. Foi professora
homenageada pela turma XXIl de Medicina Veterinaria e professora Paraninfa
da turma XXIII de Medicina Veterinaria, ambas da UFPR- Palotina.

Tem experiéncia na area de Clinica Médica e Cirurgica de pequenos
animais, com enfoque em afeccdes do sistema respiratorio. Ministra cursos e
palestras nessa éarea, tem publicacdes cientificas em revistas nacionais e

internacionais.
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