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RESUMO

Com este experimento objetivou-se avaliar microscopicamente o figado de
cadelas castradas durante o ganho e perda de peso, por meio de colheita de
tecido hepatico por biopsia guiada por ultra-som. Os grupos experimentais foram
compostos por 30 cadelas submetidas a ganho de peso com o uso de ragao
hipercalérica, destas foram selecionadas 14 para serem submetidas a dois
diferentes programas de perda de peso sendo sete com rac¢éo hipocaldrica e sete
normocaldrica. Andlises ultra-sonogréficas periddicas permitiram avaliar a
estrutura do figado durante os estégios inicial, de obesidade e de perda de peso,
e nenhum dos animais apresentou ecogenicidade que indicasse lesdo hepatica
em nenhum dos estagios. A avaliacdo dos parametros histolégicos no periodo
inicial revelou que 13 animais (92,8%) apresentaram inflamacao leve e um animal
(7,2%) inflamacdo acentuada, enquanto sete animais (28,5%) apresentaram
necrose leve e um animal (7,2%) necrose moderada. Ao final da engorda nenhum
dos animais (0%) apresentou qualquer tipo de fibrose ou degeneragéo gordurosa,
14 animais (100%) apresentaram inflamagéo leve. Em 10 animais (71,5%) n&o foi
detectado nenhum tipo de necrose e quatro animais (28,5%) apresentaram
necrose leve. Finalmente, notou-se que em ambos os programas de perda de
peso nenhum dos animais demonstrou qualquer tipo de fibrose, necrose ou
degeneragcdo gordurosa enquanto todos os animais (100%) apresentaram
inflamacé&o leve. Os resultados permitiram estabelecer parametros comparativos
entre ecogenicidade ultra-sonogréfica e andlise histolégica hepaticas em

diferentes estagios de obesidade bem como na perda de peso.

Palavras-chave: biopsia, céo, figado, obesidade, ultra-sonografia.



ABSTRACT

The objective of this experiment was to evaluate the histology of livers of castrated
bitches during sequential periods of weight gain and loss, through analysis of
samples obtained by ultrasound guided biopsies. The experimental groups were
composed by 30 bitches submitted to overweight by using of hypercaloric ration,
from these animals were selected 14 to be submitted to two differents weight loss
programs with seven receiving hypocaloric ration and seven receiving
normocaloric ration. Periodic ultrasonographic analysis was employed to evaluate
liver structure during the initial, obesity and weight loss stages, and revealed that
none of the animals displayed altered images and no lesions at any stages.
Histological examination revealed that no animals showed (0%) fibrosis or fat
degeneration, 13 animals (92,8%) presented mild inflammation and one animal
(7,2%) had severe inflammation. Nine animals (64,2%) did not have any kind of
necrosis, four animals (28,5%) had mild necrosis and one animal (7,2%) had
moderate necrosis. At the end of obesity stage, no animal showed fibrosis or fat
degeneration and all 14 animals had mild inflammation. Ten dogs (71,5%) showed
no signs of necrosis and four animals (28,5%) with light necrosis. Finally, in both
groups in the weight loss stage no one animal (0%) with fibrosis, fat degeneration
or necrosis and 14 animals (100%) with light inflammation. The group 2 had no
animal had fibrosis, fat degeneration or necrosis and all dogs showed light
inflammation. The results allowed the establishment of comparative parameters
between ultrasonographic liver images and histological hepatic analysis in different

stages of obesity and weight loss.

Keywords: biopsy, dog, liver, obesity, ultrasonography.



1 INTRODUCAO

A proximidade dos animais de estimagcdo com o0s seres humanos,
especialmente obesos e ou idosos, a participagéo da rotina familiar, tendo acesso
a dietas com alta densidade energética, petiscos e guloseimas e a reducdo de
atividades fisicas vém predispondo os animais a obesidade (EDNEY & SMITH,
1986; ARMSTRONG & LUND, 1996; JERICO & SCHEFFER, 2002).

A investigacdo da etiologia da doenga hepética em cées obesos tem
evoluido muito pouco nas Ultimas décadas e, em muitos casos, € pouco
elucidativa, uma vez que a caracterizacao e a definicdo das hepatopatias cronicas
estdo na dependéncia do estabelecimento do diagndstico e do acompanhamento
do paciente desde a primeira abordagem clinica. Quase sempre as doencas
hepaticas cronicas que afetam cées, ligadas ou ndo a obesidade, permanecem
com etiologia ndo estabelecida, sem tratamento especifico e com prognostico
impreciso.

A detecgdo das hepatopatias oriundas da obesidade pode ser feita por
meio de imagens ultra-sonogréficas e analise de amostras do figado colhidas por
meio de biopsia. A correta interpretagdo destas imagens e criteriosa analise dos
fragmentos hepéticos sdo de grande valor diagnéstico para as hepatopatias e,
quando feitas em diferentes tempos, geram dados importantes na investigacao de
sua etiologia.

Da mesma maneira os dados colhidos durante a perda de peso de um
cédo obeso, podem ser analisados e comparados com os dados do ganho de
peso, sendo estes feitos com criterioso acompanhamento dos pacientes, gerando
um melhor entendimento do desenvolvimento e evolugdo de hepatopatias
relacionadas a alteracdes metabdlicas.

Assim, o objetivo deste trabalho foi determinar a possivel ocorréncia
das patologias que acometem o figado de c&es obesos por meio de biopsia, com
especial atencdo a lipidose hepética e necroses, além do estabelecimento da

relacdo das alteracdes histolégicas com a ecogenicidade e ecotextura.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Obesidade canina

A obesidade é definida como o estado fisico em que h& depdsito
excessivo de gordura corporea (BURKHOLDER & TOLL, 2000; RODRIGUES et
al., 2003). Atualmente, a obesidade é a doenca nutricional mais comum em seres
humanos, cdes e gatos que vivem nas sociedades desenvolvidas. Dados
nacionais expressam a prevaléncia de 16% de obesidade em cdes (JERICO &
SCHEFFER, 2002), niumeros inferiores aos descritos em outros paises, nos quais
se reporta entre 24% e 30% de c&es com sobrepeso (EDNEY & SMITH, 1986;
LEWIS et al., 1994). Alguns especialistas relatam que a incidéncia de obesidade
em cées nos Estados Unidos e Europa Ocidental podem estar aumentando com a
elevacao da incidéncia da obesidade na popula¢cdo humana (GERMAN, 2006). A
obesidade tende ser maior com a idade em razdo da reducdo do indice
metabdlico. Em cées jovens, é mais comum em fémeas que em machos, porém
em cdes acima dos 12 anos de idade a incidéncia é de aproximadamente 40%
para ambos os sexos (MASON, 1970; MEYER et al.,, 1978; SLOTH, 1992;
GLICKMAN et al., 1995; MCGREEVY et al., 2005). A incidéncia de obesidade
também é maior em cées castrados devido a reducdo do indice metabdlico
(EDNEY & SMITH, 1986; FETTMAN et al., 1997; JEUSETTE et al., 2004;
MCGREEVY et al.,, 2005). A obesidade tem sido reportada como sendo mais
prevalente em caes pertencentes a donos que estdo com sobrepeso, sdo de meia
idade ou mais idosos (MASON, 1970). Isso pode ser resultado tanto de menor
frequéncia e exercicio fisico quanto pelo consumo de restos de comida, petiscos,
biscoitos e comida caseira com alto teor calérico (MASON, 1970; SIBLEY, 1984).
Acredita-se também que a obesidade é mais comum em cées que observam os
donos se alimentando (KIENZLE et al., 1998).

Consideram-se arbitrariamente como obesos aqueles cdes com peso
corporal igual ou superior a 10% do ideal, porém os problemas de saude
comecam a se manifestar quando o peso do corpo excede o ideal em 15%

(LEWIS et al., 1994). No entanto, é dificil a determinacdo do peso adequado, pois



existem diferengas entre animais com relacdo & massa corporal, além de
variagdes dentro das ragas (MARKWELL et al.,, 1991; WOLFSHEIMER, 1994).
Em cées, os fatores externos exercem importante papel no desenvolvimento da
obesidade. Dentre esses, o nivel de atividade fisica, composic&o dietética, sabor
do alimento e estilo de vida sdo os mais importantes (NORRIS & BEAVER, 1993;
KIENZLE et al., 1998; MARKWELL & EDNEY, 2000).

O excesso de peso pode acarretar diversos efeitos deletérios sobre a
saude dos animais. Os mais importantes sé@o os disturbios do aparelho locomotor,
hipertenséo arterial, prejuizos a resposta imunolégica e aumento da incidéncia de
diabetes mellitus tipo Il (JOSHUA, 1970; FISER et al., 1972; HAND et al., 1989).
Além disso, cdes obesos apresentam maiores riscos inerentes a anestesia, assim
como maior propenséo a reagdes medicamentosas (CLUTTON, 1988; LEWIS et
al., 1994), maior dificuldade ao acesso cirirgico em razéo do acumulo de gordura
intra-abdominal, subcutdnea e mediastinica, além da maior propensédo a sofrer
necrose secundéria ao traumatismo cirargico (CASE et al, 1998).

A forma mais simples de diagndstico da obesidade geralmente se da
pela inspecédo e palpagéo diretas. Caes e gatos devem ter costelas facilmente
palpaveis e apresentar forma de ampulheta quando vistos de cima. Animais com
abdémen abaulado a partir da ultima costela, com depdésitos de gordura evidentes
em cada lado de insercdo da cauda e gradil costal ndo facilmente palpavel, séo
considerados obesos (LAFLAMME, 1997). Atualmente, os métodos mais praticos
utilizados para a avaliagéo da condigéo corporal dos animais sao a classificagao
por escore de condi¢éo corporal (ECC), avaliagéo do peso corporal relativo (PCR)
e analise morfométrica do paciente (BURKHOLDER & TOLL, 2000).

H& um namero amplo de evidéncias de que um metabolismo defeituoso
de &cidos graxos ndo-esterificados poderia contribuir para um estado de
resisténcia a insulina observada em individuos com obesidade visceral. Adipocitos
hipertrofiados intra-abdominais sé@o caracterizados por um estado hiperlipolitico
que é resistente ao efeito antilipolitico da insulina. Isso resulta em fluxo de acidos
graxos néo-esterificados para o figado podendo prejudicar o metabolismo
hepatico, conduzindo a um aumento da glicose hepética. Uma dieta hipercalérica
promovendo adiposidade visceral em modelo canino sugeriu uma resisténcia

hepatica a insulina com respeito a producédo de glicose, enquanto a sensibilidade



de tecidos periféricos aparentou ser menos afetada pelo aumento induzido por
dieta na adiposidade visceral (DESPRES & LAMIEUX, 2006; BERGMAN et al,
2007).

2.2 Hepatopatia da obesidade

O figado possui reserva funcional e capacidade de regeneragdo
consideraveis. Em animais sadios, mais de dois tercos do parénquima hepatico
pode ser removido sem prejuizo significativo da fungdo hepética e a massa
hepatica normal pode ser regenerada em aproximadamente seis semanas. Em
todas as espécies, disturbios da funcdo hepética tendem a produzir sinais
semelhantes independentemente da causa. Porém, esses sinais somente se
manifestam quando as consideraveis capacidades de reserva e de regeneragao
do figado sdo sobrepujadas. Somente lesbes que afetam a maior parte do
parénquima hepético poderdo produzir sinais de insuficiéncia hepética porque
lesdes focais raramente destroem uma quantidade suficiente de parénquima para
superar as reservas hepéticas (JUBB et al, 2007).

As principais fungfes exercidas pelo figado no metabolismo dos lipidios
séo de facilitagdo da digestdo e absorcéo de lipidios por meio da producéo de bile
qgue contém colesterol e sais biliares sintetizados de novo no 6rgéo pela captacéo
de colesterol das lipoproteinas, atuacdo de um sistema enzimatico ativo para a
sintese e oxidagdo de &cidos graxos, sintese de triglicerideos e fosfolipidio,
conversdo de &cido graxo em corpos cetdnicos, sintese e metabolizacdo das
lipoproteinas plasmaticas (THOMSON, 1990).

O figado exerce o papel de fabrica metabdlica ao sintetizar proteinas
plasméticas, glicose sanguinea (gliconeogénese, glicogendlise), além da
lipogénese. E um local de detoxicacdo e excrecdo de farmacos, metabolitos de
hemoglobina e ions aménio (THOMSON, 1990).

Em relacdo aos &cidos graxos utilizados na sintese dos triglicerideos
hepaticos, eles podem ser provenientes de duas fontes. A primeira consiste na
sintese hepética a partir de acetilCoA originada de carboidratos e a segunda é

propria da captagéo dos &cidos graxos livres da circulagédo (JUBB et al, 2007).



Animais obesos sao particularmente predispostos a desenvolver
degeneragdo gordurosa hepética como consequéncia de excessos dietéticos
(JONES et al, 1997). A degeneracao gordurosa, também conhecida como lipidose
hepatica, esteatose hepética ou figado gordo, tem como causas dietéticas os
excessos dietéticos simples em animais monogastricos, como uma dieta com
niveis de gordura e colesterol altos (JONES et al, 1997; CARLTON et al, 1998).

Lipidios sdo normalmente transportados para o figado do tecido
adiposo e do tubo gastrointestinal, respectivamente na forma de acidos graxos e
quilomicrons. Nos hepatécitos os acidos graxos livres sdo esterificados a
triglicérides. Esses sdo associados com apoproteinas, formando proteinas de
baixa densidade que s&o liberadas no plasma como fonte imediatamente
disponivel de energia para varios tecidos. Alguma oxidacdo dos acidos graxos
com formacgé&o de energia ocorre dentro dos hepatdécitos e parte dos 4cidos graxos
é convertida em fosfolipidios e ésteres de colesterol. Com excecdo dos
ruminantes, o figado também produz, ativamente, lipidios a partir de acidos
graxos e glicose. A presenca excessiva de lipidios dentro do figado € denominada
lipidose hepatica e ocorre quando o indice de acumulo de triglicérideos excede
seus indices de degradacdo metabdlica ou liberacdo como lipoproteinas
(THOMSON, 1990).

Independente da causa, 0 aspecto macroscopico do figado com
degeneracgdo gordurosa é bastante caracteristico. Com o acumulo progressivo de
lipidios, o figado aumenta de volume e torna-se amarelado. Em casos menos
acentuados, lipidios podem acumular-se somente em regides especificas do
acino hepético, como a regido periacinar, conferindo assim, a acentuagdo do
padrdo lobular ao figado. Em casos mais graves, todo o figado esta difusamente
afetado, o 6rgdo pode tornar-se consideravelmente aumentado de volume e
apresentar textura gordurosa. Vacuolos lipidicos s@o facilmente detectaveis no
citoplasma dos hepatdécitos (JUBB et al, 2007).

Outros disturbios podem ocorrer em decorréncia da obesidade com
menor lesé@o do figado. O acumulo de lipidios pode resultar facilmente em necrose
que conseqglentemente atraem células inflamatérias para o figado, provocando
inflamacéo local e evoluindo para hepatite (CARLTON et al, 1998). A maioria dos

casos de hepatite crénica no homem tem etiologia e prognostico bem definido; em



contraste, o entendimento das causas de hepatite crénica em caes tem evoluido
muito pouco nos ultimos 30 anos. Assim, a maioria das hepatopatias crénicas em
cées e classificada como de origem “idiopatica”, sem tratamento especifico e com
prognostico impreciso (HARDY, 1985; BOISCLAIR et al.,, 2001; TOSTES &
BANDARRA, 2004; WATSON, 2004).

A degeneracdo e necrose hepatocelular zonais ou alteragdo zonal,
afeta hepatdécitos dentro de areas definidas do acino hepético. As zonas séo as
areas periacinares, mediozonais (entre as areas periacinar e centroacinar) e
centroacinares. Caracteristicamente, tanto a superficie capsular como a superficie
de corte do 6rgdo mostram acentuacdo do padrédo lobular. Hepatdcitos
degenerados tornam-se tumefeitos e, quando a maioria dos hepatocitos numa
zona esta afetada, aquela por¢do do &cino aparece pélida. Por outro lado, a
necrose de hepatécitos numa determinada zona do 4cino resulta em dilatacéo e
congestdo dos sinusdides, de maneira que a zona afetada aparece vermelha e
deprimida. Embora a alteracdo zonal tipicamente produza padrédo lobular
acentuado, geralmente é necessario 0 exame microscopico para determinar qual
zona estd afetada. As formas especificas de alteracdo zonal séo a centroacinar,
periacinar, mediozonal, em ponte e massiva (THOMSON, 1990).

Na necrose massiva ndo ha, necessariamente, como 0 nome pode
sugerir, necrose de todo o figado, mas sim necrose de todo um I6bulo hepatico ou
de I6bulos hepaticos contiguos. Todos os hepatdcitos estdo necréticos. O aspecto
macroscopico do figado varia. Se a maioria do parénquima esta afetada, o 6rgéo
pode estar discretamente aumentado de volume com superficie externa lisa e
parénquima escuro em razdo da extensa congestdo. Se o processo é localizado,
o figado tipicamente € pequeno, com capsula enrugada, com &reas de necrose de
parénquima deprimidas e com &reas de congestdo espalhadas pelo 6érgéo.
Microscopicamente, as areas afetadas consistem de espacos cheios de sangue
dentro de um estroma de tecido conjuntivo desprovido de hepatdcitos (JUBB et al,
2007).

Cicatriz pdés-necrética € a expressdo que designa um Unico evento de
necrose hepatocelular difusa, geralmente periacinar a massiva, que ndo é seguida
por resposta regenerativa, mas por fibrose e condensacdo do estroma de tecido

conjuntivo preexistente que resulta na formagéo de espessos feixes de tecido



conjuntivo (KELLY, 1993; CULLEN & MACLACHLAN, 2001). O tecido fibroso é,
basicamente, a condensacéo da estrutura de tecido conjuntivo preexistente, e nao
um aumento na producéo de colageno. Corantes especiais, como o tricromico de
Masson, a solugdo de van Gieson ou a preparagdo para reticulina podem ser
utilizados para a avaliagdo mais adequada do contetudo hepético de colageno e
sua distribuigdo no interior do figado (JOHNSON, 1997).

2.3 Diagnosticos das hepatopatias da obesidade por meio do uso de ultra-

sonografia, biopsia e histologia

Em determinadas condicdes, o perfil enzimatico ndo atende as
necessidades do clinico em responder a real natureza da hepatopatia. Esta é a
fundamental raz&o da necessidade de visibilizag&o ultra-sonografica e a utilizacao
da biopsia. Por extensdo, uma visdo mais ampla da natureza da doencga hepética,
na maioria das vezes determinante, visa permitir acesso a morfologia da leséo
(CORNELIUS, 1997).

O parénquima hepatico é ecogénico, homogéneo e de textura média.
Circulos anecdlicos e estruturas vasculares tubulares sdo observados,
representando as veias hepaticas e portal (NYLAND & MATOON, 2005). Com a
utilizagdo de ultra-som hepético é possivel avaliar a arquitetura interna do
parénquima hepético, sistema biliar, estruturas pré-hepéticas e vascularizagédo
hepatica e portal. Os achados ultra-sonograficos hepéticos raramente séo
patognomaonicos, requerendo resultados complementares de provas hepéticas por
meio de biopsia ou aspiracdo para um diagnoéstico especifico (PARTINGTON &
BILLER, 1996).

O figado é margeado cranialmente por uma estrutura hiperecogénica
cobncava que é a delimitag&o entre o diafragma e pulm&o. E limitado caudalmente
pelo fundo e corpo do estdbmago, pelo bago a esquerda e piloro e rim direito a
direita. O figado tem a ecogenicidade relativamente homogénea e é menos
ecogénico que o bago e a gordura falciforme, é também isoecoéico se comparado

o0 cortex renal e possui superficies lisas e contornos definidos (BARR, 1990).



Devem-se obter imagens do figado adjacente ao bago na porcao
cranial esquerda do abdome e do figado tocando o cortex renal na por¢éo cranial
direita do abdome. Estas duas imagens (figado/bago e figado/rim) permitem a
comparacdo da ecogenicidade hepética quando h& suspeita de doenga hepética
difusa (BARR, 1990; CARTEE et al, 1995; PARTINGTON & BILLER, 1996). Em
gatos, a aproximagdo da ecogenicidade entre gordura do ligamento falciforme e
figado hiperecoico apresenta 91% de sensibilidade, 100% de especificidade e
100% de valor presuntivo positivo para a presenca de lipidose hepética severa
com a doenga hepatobiliar clinicamente aparente (YAGER & MOHAMMED, 1992).

Para visibilizagdo hepatica com o uso de ultra-sonografia, o transdutor
deve ser posicionado sobre a linha média ventral diretamente caudal ao processo
xiféide do esterno, aplicando-se pressdo suficiente para deslocar o intestino
sobreposto preenchido com gés, pois este impede a visibilizacéo da regido. Essa
técnica ndo € necessaria se o figado estiver muito aumentado. Porém, na maioria
dos casos o figado é facilmente visibilizado a partir dessa localizagéo, pois a
margem caudal desse estd adjacente ao arco costal (NYLAND & MATOON,
2005).

Multiplos pardmetros como obesidade, conteldos gastrointestinais e
conformagdo toracica podem atrapalhar a visibilizacdo de alguns 06rgéos
abdominais em cées, como o pancreas, glandulas adrenais, linfonodos e piloro.
De qualquer forma, o indice de detecgédo absoluta destes 6rgdos abdominais e
como eles sdo afetados por estes varios parametros sdo desconhecidos
(BARBERET et al, 2008).

O diagndstico correto com o uso de ultra-som convencional em escala
de cinza (gray-scale) somente é possivel em 26% a 35% das lesdes benignas e
em 28% a 39% nas lesdes malignas (STROBEL, 2001; LEEN, 2003). Doppler
colorido e power Doppler aumentam a sensibilidade para lesdes hepaticas
comparadas com o ultra-som em escala de cinza, porém eles ndo permitem niveis
de sensibilidade comparaveis ao dos aparelhos de imagem aprimorados de
contraste axial (tomografia computadorizada e ressondncia magnética)
(SOLBIATI, 2001; KONOPKE et al, 2007). O desenvolvimento de agentes de
contraste ultra-sonogréficos bastante efetivos e novas técnicas sonogréaficas como

as harmonicas e de inversdo de pulso tém melhorado consideravelmente as



possibilidades de avaliagdo de tumores no figado (BASILICO, 2002; SODHI,
2005).

As pesquisas em gastroenterologia veterinaria aumentaram
significativamente nas duas uUltimas décadas, privilegiando também a hepatologia,
que considera a biopsia hepética importante na busca pelo diagnoéstico. A biopsia
hepatica é uma técnica de diagnostico invasiva considerada fundamental na area
da hepatologia (POULTSIDES et al., 2007), com utilidade na abordagem do
doente com patologia hepatica primaria ou secundaria. E considerado o teste
mais especifico para avaliar a natureza e a severidade das doengas hepaticas,
fornecendo informagdes importantes para o estadiamento e progndstico de varias
situagcBes clinicas. A utilizagdo das varias maneiras de obter o tecido hepético
(percutanea, guiada por imagem e outras), assim como as indicagdes, o ambito
de execucgdo e as condi¢cdes da avaliagdo anatomopatoldgica, tém evoluido ao
longo dos anos (LI et al., 2007).

Trés aspectos sdo essenciais para a realizacdo da biopsia hepatica em
cdes: a sua aplicabilidade e o momento para biopsia, a técnica mais adequada e
as possiveis complicagbes decorrentes da pungdo (ZAWIE & GILBERTSON,
1985).

As técnicas de biopsia hepatica variam desde as chamadas de
fechadas (biopsias cegas que, quase sempre, utilizam a via percutanea) a semi-
abertas (biopsias mais invasivas que tem como exemplo a biopsia hepética por
laparoscopia) (DIAL, 1995).

As técnicas fechadas s@o mais utilizadas nas doencas hepaticas
difusas, onde a possibilidade de representatividade da amostra € maior.
Inversamente, as técnicas semi-abertas sdo mais utilizadas na tentativa de
amostragem de lesdes focais, pouco acessiveis em técnicas fechadas (BUNCH et
al., 1985; JONES et al., 1988; HITT et al., 1992).

Assim como diferentes técnicas, também diferentes agulhas de biopsia
sdo usadas para obtencdo de amostras do tecido hepético. Duas prevalecem
como as mais utilizadas, tanto pela sua praticidade como pela possibilidade de
oferecer um grau de risco menor ao paciente. O primeiro tipo refere-se as agulhas
tipo tru-cut, de natureza cortante; o segundo as agulhas tipo Menghini, de
natureza aspirativa (JONES et al, 1988).
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Procedimentos aspirativos tém como objetivo obter material para
cultura ou andlise bioquimica ou citol6gica. A biopsia tru-cut tem como objetivo
principal obter material para andlise histolégica, embora as amostras também
possam ser submetidas a cultura, especialmente coloradas ou analisadas de
outra maneira (NYLAND & MATOON, 2005).

A deciséo de realizar biopsia aspirativa ou tru-cut e a escolha do tipo
de agulha é determinada pela lesdo a ser amostrada e pela anormalidade
suspeitada. Geralmente recomenda-se biopsia aspirativa para pequenas massas
sélidas (< 1cm de didmetro), lesdes cisticas e les6es com alta vasculariza¢do ou
quando se suspeita de infiltragdo celular difusa como linfoma ou mastocitoma
(PLECHA et al., 1997).

A biopsia tru-cut é preferida para grandes massas e outros tipos de
doengas organicas ou quando a avaliagdo histolégica é necessaria. Entretanto, o
diagndstico muitas vezes € obtido antes por aspiragdo; caso a amostra aspirativa
néo seja diagnostica, ela deve ser seguida de biopsia tru-cut (MEYER, 1997).

Aspiracdo de cistos pode ser realizada com agulhas finas (22 ou 23
gauge), enquanto abscessos de conteddo espesso e purulento frequentemente
requerem agulha com maior calibre. A aspiracdo de massas tumorais para andlise
citolégica geralmente pode ser realizada com agulha de 21 ou 22 gauge, porém a
biopsia tru-cut requer agulhas de 14 a 18 gauge para obtengdo de amostra
adequada (WANG et al, 2007).

Agulhas com calibres maiores sdo mais faceis de serem visibilizadas e
fornecem amostras maiores, porém foram associadas com elevadas taxas de
complicagbes, particularmente hemorragias. Portanto, a menor agulha que
permita a obtengcdo de uma amostra adequada deve ser utilizada (NYLAND &
MATOON, 2005).

O formato da extremidade da agulha também é importante para o
maior aproveitamento dos procedimentos aspirativos. A agulha com ponta em
bisel produz rendimento positivo maior que agulhas de extremidades
circunferencial ou com outro tipo de formato. Agulhas de paredes finas fornecem
amostras maiores em biopsias tru-cut, mas tendem a ser flexiveis e a se
desviarem do plano do feixe, a menos que uma liga de metal especial seja

utilizada para aumentar sua inflexibilidade (WANG et al, 2007).
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A visibilizag&o ultra-sonografica da agulha pode ser melhorada com a
fabricacdo de agulhas de superficie externa ou mandril mais aspero, aumentando
a reflexdo do som; a superficie da agulha também pode ser revestida por teflon.
Infelizmente, a vantagem de uma maior visibilizagdo muitas vezes é seguida de
maior custo (NYLAND & MATOON, 2005).

Uma agulha de injecdo de 21 a 25 gauge é utilizada na maioria das
biopsias aspirativas & méo livre. Biopsias tru-cut sdo facilmente realizadas com
agulhas do tipo tru-cut manualmente operaveis de 14 a 18 gauge, embora outros
tipos de agulhas também sejam satisfatorios. Geralmente é necessario um
assistente para realizar a biopsia enquanto o ultra-sonografista posiciona o
transdutor. Porém biopsias com um Unico operador sdo possiveis atualmente,
embora tenham um custo maior por causa da introdugédo de uma variedade de
agulhas com dispositivos de mola e de aparelhos autométicos de biopsia
(NYLAND & MATOON, 2005).

Outras técnicas, usadas como variante das mencionadas, tem sido
aplicadas, incluindo-se o recurso diagndstico por imagem como o ultra-som. Essa
técnica € conhecida como biopsia guiada por ultra-som (KONOPKE et al., 2007).

A biopsia guiada por ultra-som tornou-se prética rotineira em pequenos
animais, pois um posicionamento preciso da agulha é possivel por meio do
monitoramento continuo em tempo real, mesmo em caso de lesdes mais
profundas. A porcentagem de amostras com diagndstico positivo estad aumentada
e h& maior velocidade e seguranca quando esse método de biopsia € comparado
com outros. O equipamento de ultra-som é portatil, geralmente ndo requer
anestesia geral e a exposi¢cdo a radiagdo ionizante é eliminada (NYLAND &
MATOON, 2005).

A sedacdo no momento da biopsia é preferencialmente realizada com o
uso de propofol. O propofol tem sido utilizado em grande escala na anestesia de
cdes e gatos por suas caracteristicas farmacocinéticas que fazem com que este
agente seja considerado uma importante alternativa nos diversos protocolos
anestésicos intravenosos, devido a sua rapida depuracéo e curta duragdo de acéo
(SELMI et al., 2005). Possui grande volume de distribuicéo, além de ndo possuir
efeito cumulativo apds administragdes repetidas, podendo ser utilizado por meio

de administracdo intermitente ou infusdo continua, sem efeito significativo no
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tempo ou na qualidade da recuperagdo (ARAUJO et al., 2001). Sua recuperacéo
anestésica rapida é suave e resulta da sua redistribuicdo do sistema nervoso
central a outros tecidos, e da sua excrecdo do plasma através de sua
biotransformacéao rapida (CASTRO, 2005).

A amostra da biopsia pode ser colhida enquanto o figado for
visibilizado nos planos sagital, transverso ou dorsal, contando que a espessura do
parénquima hepatico seja adequada para acomodar completamente a agulha
durante o procedimento (NYLAND & MATOON, 2005).

A biopsia do figado é realizada como rotina nos lobos medial ou lateral
esquerdo, longe do diafragma, vasos centrais do hilo e vesicula biliar. Isso pode
ser ndo possivel quando lesdes solitarias focais estiverem presentes ou se o
figado apresentar-se diminuido. A biopsia com agulha tru-cut € recomendada em
animais com lesfes focais solidas ou predominantemente sélidas ou ainda se
houver doenca hepatica difusa. A aspiragdo é o procedimento de escolha se a
lesdo for cistica, complexa ou altamente vascular. Essa pode ser seguida de
biopsia com agulha tru-cut se o aspirado néo for diagndstico e a biopsia da porcéo
sélida da les&o puder ser realizada com seguranca (NYLAND & MATOON, 2005).

A amostra é colhida evitando-se incluir a superficie capsular do figado
dentro do fragmento, reduzindo o risco de hemorragia e de possivel disseminacgéo
peritoneal de infeccdo. Nas margens de lesdes intra-hepaticas, é util incluir
porcdes aparentemente mais normais do figado. Duas ou trés amostras em locais
diferentes sao colhidas para assegurar uma amostragem adequada e
representativa. Lesbes que parecem ser muito vascularizadas séo evitadas em
favor da biopsia cirdrgica, a menos que uma regido néo vascularizada adequada
possa ser identificada. A avaliacdo da vascularizacdo é facilitada com o uso de
ultra-sonografia Doppler antes da biopsia (NYLAND & MATOON, 2005).
Espécimes colhidos por agulhas representam apenas cerca de 1/50.000 do 6rgéo,
que pode ter niveis diferentes de atividade e acometimento da doenca
dependendo da regido, levando a uma avaliagdo errdnea. Na hepatite, a regiao
mais superficial, abaixo da capsula, costuma apresentar mais necrose, e
diagnéstico pior que o real. Na cirrose, o parénquima no interior de um nédulo

pode ser normal, levando a um diagnéstico erroneamente otimista. A maioria das
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lesbes do figado, no entanto, é difusa e tende a ser homogénea (SCHEUER &
LEFKOWITCH, 2000).

A gama limitada de rea¢Bes morfoldgicas vistas na histologia hepatica
exige correlacdo estreita com todos os dados disponiveis de histéria clinica,
exames laboratoriais e de imagem para melhor correlagéo e interpretagdo dos
achados, que devem ser confrontados com as suspeitas do patologista. Apesar
de nem sempre ser conclusiva, os melhores resultados da histologia hepética sao
observados quando o conjunto da historia clinica, investigacéo laboratorial e de
imagem, avaliacdo, técnica correta de coleta e patologista experiente estdo em
harmonia (SCHEUER & LEFKOWITCH, 2000).

A citologia hepatica foi introduzida na préatica médica como coadjuvante
das biopsias (HAJDU, 1977), em primeira instancia no diagndstico de neoplasias
e posteriormente no diagndstico de doencas ndo neoplésicas, como cirrose,
esteatose e outras alteracdes de natureza infecciosa ou metabdlica (BELL et al.,
1986). Em estudo retrospectivo, PISHARODI et al. (1995) concluiram como
correto o diagnostico citologico em 80% dos casos de neoplasias hepaticas e
estudos prospectivos apresentaram como resultados variacdo de 81% a 96% de
sensibilidade desta técnica em pacientes humanos portadores de neoplasias
(SUEN, 1990). Estudos em pacientes humanos demonstraram significativo
aumento na sensibilidade do diagndstico por biopsias quando combinados aos
procedimentos citoldgicos e histopatolégicos (HAJDU et al., 1986; HALL-
CRAGGS & LEES, 1987; SUEN, 1990).

Os métodos de avaliacdo da lesdo hepética por biopsia e visibilizagdo
do figado em animais com répida variagcdo do peso corporeo foram escolhidos
para serem aplicados neste experimento, pois dispensam métodos que
necessitam de equipamentos onerosos, viabilizando sua aplicagdo na rotina das

clinicas veterinaria.
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3 OBJETIVOS E METAS

3.1 Objetivo geral

Detectar hepatopatias em cadelas durante o periodo de rapido ganho e
a perda de peso por meio de exames ultra-sonogréaficos e histologia de

fragmentos hepéticos obtidos por biopsia guiada por ultra-som.

3.2 Objetivos especificos

Identificar alteracdes hepéticas por meio do exame de ultra-sonografia
em cadelas submetidas a um programa de ganho de peso com racao
hipercaldrica e a dois programas de perda de peso com racdo hipocalérica e
normocaldrica.

Identificar e avaliar possiveis hepatopatias por meio de técnicas
histolégicas de coloragbes de rotina e especiais de tecido hepético, obtido por
biopsia em cadelas submetidas a um programa de ganho de peso com ragéo
hipercalérica e a dois programas de perda de peso com racdo hipocalérica e

normocalérica.



15

4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais e periodo de adaptagéo

As etapas experimentais foram realizadas no Hospital Veterinario (HV)
da Escola de Veterinaria (EV) da Universidade Federal de Goias (UFG), no
periodo de julho de 2007 a julho de 2008. Previamente a execugédo das atividades
o projeto foi submetido & aprovacdo do Comité de Etica em Experimentag&o
Animal da UFG, protocolo 095/2006. Ao término do experimento os animais foram
doados para proprietérios cadastrados.

Os 30 animais utilizados neste experimento foram oriundos do Centro
de Zoonoses do Municipio de Goiania. Foram selecionadas fémeas, adultas, sem
raga definida com peso corporal entre seis e doze quilogramas e temperamento
dacil.

As cadelas foram alojadas em baias individuais de canis coletivos,
construidos em alvenaria, em area coberta, com paredes revestidas em azulejos
e piso vinilico semiflexivel possuindo outra area coberta, revestida por cimento
rustico. Os animais foram mantidos presos nas baias durante todo o dia, sendo
levados para passeios antes de cada periodo de alimentagéo.

Antes de iniciado o experimento foi realizado um periodo de adaptacéo
para facilitar o condicionamento destes animais aos alojamentos e a nova rotina
de alimentag&o. Durante este periodo de adapta¢céo as 30 cadelas foram pesadas
e avaliadas quanto a higidez por meio de exame clinico com utilizacdo de
recursos semiotécnicos de rotina, inspecédo, palpagéo, auscultacdo, percusséo e
afericdo da temperatura retal, além de exames laboratoriais, parasitolégico de
fezes, hemograma, urinélise e bioquimica sérica (ETTINGER, 1997).

Ainda neste periodo as cadelas foram alimentadas com racéo
normocalérica - RN (Fino Trato Adultos® — Racdes VB), vacinadas (Quantum
Dog® — Schering - Plough), desverminadas (Vermegard Plus® — Bequisa) e
tratadas com ectoparasiticida (Pulgoff Pour On® — Mundo Animal). Posteriormente
foram submetidas a ovariosalpingohisterectomia, respeitado um periodo pds-

operatério de 10 dias.
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4.2 Tempos, periodos e delineamento experimental

Finalizado o periodo de adaptacdo foram iniciados os periodos
experimentais, sendo estes separados por tempos experimentais. Os periodos
experimentais foram: periodo de engorda, periodo de manutengéo e periodo de
emagrecimento. O objetivo de cada periodo experimental foi de promover uma
interferéncia planeada na ordem natural dos acontecimentos fisioldgicos de ganho
e perda de peso a fim de obter alteracdes hepaticas nestes diferentes periodos.
Nos intervalos compreendidos entre cada periodo foram realizadas biopsias e
avaliagbes ultra-sonogréfica do figado de cada um dos animais para
determinagao destas alteragdes caso ocorressem.

Os tempos experimentais para os diferentes procedimentos (Quadro 1)
foram divididos em:

To - Tempo inicial do periodo de engorda;

T1 - Tempo final do periodo de engorda e inicio do periodo de
manutencao de 30 dias;

T2 - Tempo inicial do periodo de emagrecimento e final do periodo de
manutencao de 30 dias;

Ts - Tempo final do periodo de emagrecimento.
4.2.1 Periodo de engorda

A primeira etapa do experimento consistiu no periodo de engorda,
iniciado em To onde as 30 cadelas com escore de condi¢cdo corporal (ECC)=5,
foram submetidas a programa de ganho de peso durante um periodo médio de
seis meses com racdo de engorda (RE) para cdes adultos Finotrato Gold®
(Racgdes VB®) de elevado teor energético e fornecimento & vontade (Quadro 2). O
periodo de engorda teve como objetivo fazer com que cada um dos animais
adquirissem 15% de ganho de peso em relacdo ao peso do inicio do experimento

(To), sendo assim consideradas obesas e apresentando (ECC)=7 ao seu final (Tz).

4.2.2 Periodo de manutenc¢éo
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Finalizado o periodo de engorda foram selecionadas somente 14
cadelas obesas com escore corporal (ECC)=7, ja que as demais 16 cadelas nédo
conseguiram atingir o peso meta de 15% em relagdo ao peso inicial. Com isso
estas 16 cadelas foram enviadas para adoc¢do sendo excluidas do experimento.

Os 16 animais restantes foram novamente testados quanto a higidez
por meio de exames clinicos e laboratoriais e mantidos em periodo de
manutenc¢do da obesidade por um periodo de 30 dias, iniciado em T1 e finalizado
em T2, sendo alimentadas com racdo Finotrato Gold® (Ragdes VB®), o mesmo
tipo de racdo do periodo de engorda porém duas vezes ao dia. O objetivo deste
periodo experimental foi promover uma adaptacdo dos animais ao novo peso e

conformagdao corporal de obesidade.

4.2.3 Periodo de emagrecimento

Finalizado o periodo de manutencéo, os 14 animais foram distribuidos
aleatoriamente em dois grupos de sete cdes cada para serem submetidos ao
periodo de emagrecimento compreendido entre T2 e Ts. Para o grupo um (G1) foi
utilizada ragdo adulto normocalérica Fino Trato Adultos® (Ragdes VB®) e para o
grupo dois (G2) racdo hipocalérica formulada especialmente para este
experimento (Quadro 2), também produzida pela empresa Ragdes VB®. A ragéo
hipocaldrica apresentou alta porcentagem de fibra insoltvel de baixa fermentacéo,
baixa densidade energética, carboidratos de assimilacdo lenta e alta relacédo
proteina/energia.

No periodo de perda de peso, os animais receberam semelhante
manejo alimentar, diferenciando apenas pelo tipo de ragdo empregada. Foi
fornecida exclusivamente a ragdo estabelecida para cada grupo, em duas
refeicbes dirias. O objetivo deste periodo experimental foi fazer com que cada
um dos animais retornasse ao peso inicial do experimento (To).

Nessa etapa de restricdo caldrica, o fornecimento foi de 60% das

necessidades energéticas de manutencédo (NRC, 1985).
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QUADRO 1 - Racdes oferecidas, niumero de animais e avaliagbes a serem

realizadas em cada tempo experimental. UFG - Goiania, 2008.

Per_lodos : Animais Avaliagdes Tratamentos
experimentais
Baseline 30 Ultra-som® e biopsia? racao
To normocaldrica
Ganhone peso 14 Ultra-som* racdo hipercaldrica
1
Periodo de
adaptacao 14 Ultra-som® e biopsia® | racéo hipercaldrica
Tia T2
7 Ultra-som' e biopsia?® facao
Durante a perda de normocaldrica
peso
T,aT L - -
2e s 7 Ultra-som® e biopsia? racao hipocalorica

' Ultra-som - To, T1, T2 e T3

% Biopsia- To, T2 e T3

O célculo efetuado para a determinacédo da quantidade de alimento a

ser fornecido aos cées utilizou as seguintes formulas (HAND et al., 1989; NORRIS

& BEAVER, 1993):

NEM (Kcal EM/dia) = 2 [(30x peso ideal) + 70]
Onde, NEM = (necessidade energética para manutengao)
CED (Kcal/dia) = NEM x 0,60
Onde, CED = (consumo energético diario)
Quantidade a ser fornecida (g) = CED (kcal/dia) / DE (kcal/g)

Onde, DE = (densidade energética)
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QUADRO 2 — Composigao nutricional das dietas experimentais utilizados neste
ensaiol. UFG - Goiania, 2008.

Nutriente . Ragé,o_ 2 Ragéq . .3 : Ragé}o_ 4
Hipercaldrica®” | Normocalérica® | Hipocalodrica
Umidade (Max. %) 12 12 12
Proteina bruta (min. %) 25 22 28
Extrato etéreo (min. %) 14 10 7
Fibra bruta (méx. %) 2 3 7
Matéria mineral (méx. %) 8 10 10
Célcio (méx. %) 2 2 2
Fosforo (min. %) 1 1 1
(Iir;zrlgla Metabolizavel 3800 3600 3100

1 - Valores expressos sobre a matéria seca;
2, 3, 4 - As formulacdes das racdes encontram-se no Anexo A.

4.3 Ultra-sonografia

Para o exame ultra-sonografico em todos nos momentos experimentais
propostos (To, Ti, T2 ¢ T3) foram realizadas as tricotomias da regido ventral
abdominal desde o arco costal até a regido inguinal. O gel acustico foi aplicado na
pele, com o objetivo de favorecer o intimo contato entre transdutor e pele do
animal bem como para permitir melhor deslizamento do transdutor por toda a
superficie a ser examinada. Foi utilizado o aparelho ultra-sonografico Honda
Electronics HS-1500 (Honda Eletronics Co., Ltd) e transdutor multifrequencial de
3-5 MHz.

A varredura para visibilizacdo de possiveis alteragbes hepéticas foi
iniciada com correto ajuste do aparelho para maximizar a qualidade da imagem. A
profundidade de campo foi adequada & imagem do aspecto mais dorsal do
parénquima hepatico dentro do campo distante. O parénquima hepatico normal foi
considerado com as definicdes de ecogénico, homogéneo e de ecotextura média.
Circulos anecoicos e estruturas vasculares tubulares representando as veias
hepaticas, portais e ductos biliares foram avaliados assim como margens,

contorno do figado e o hilo hepatico.
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Foram realizadas comparacdes de ecogenicidade do figado com o
baco e cértex renal e considerou-se as definicdes de BARR (1990); CARTEE et al
(1995); PARTINGTON & BILLER (1996), segundo as quais o figado € hipoecoico
em relag@o ao bago e isoecdico ao cortex renal e, nos casos de lipidose hepatica
o figado apresenta-se isoecoico ou hiperecéico em relagdo ao baco.

Para localizacdo de possiveis alteragbes de ecogenicidade e
ecotextura do parénquima hepatico foram feitas imagens do figado nos planos
transversal e longitudinal e, caso fossem constatadas imagens demonstrando
alteracdo em qualquer regido hepética, uma amostra seria colhida por biopsia

para analise.

4.4 Biopsia hepatica

Nos tempos experimentais To, T, e T3 foram realizadas as biopsias
hepaticas, tendo-se o cuidado de avaliar os animais previamente quanto a
desordens hemostéticas por meio de testes de triagem. Durante o procedimento,
todo o material padrdo para realizacdo de biopsia permaneceu disponivel
(agulhas tru-cut esterilizadas em glutaraldeido, compressas e gazes estéreis,
frascos contendo solucéo de formol tamponado, &lcool 70%, iodo-polvidona e gel
acustico). Foram utilizadas luvas estéreis pelo operador do transdutor e da agulha
tru-cut.

Os cées, apoés jejum alimentar de 12 horas, foram sedados utilizando
protocolo anestésico constituido da aplicacdo de &cido tranexamico (Hemoblock,
Sigma Pharma Ltda) (12,5 mg/kg IM) e citrato de fentanila (Fentanil, Janssen
Cilag Farmacéutica Ltda) (0,02 mg/kg IM) 30 minutos antes do inicio do
procedimento e propofol (Propofol, Eurofarma Laboratérios Ltda) (6 mg/kg V)
para sedagéo.

Apos a infusdo continua de propofol (Propofol, Eurofarma Laboratérios
Ltda) assegurando adequado plano anestésico (globo ocular rotacionado, ndo
reacdo a estimulos dolorosos, frequéncias cardiaca e respiratoria estaveis), o
animal foi posicionado em decubito dorsal sobre mesa nao condutora, de acrilico,

com os membros toracicos tracionados cranialmente e os pélvicos caudalmente,
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de acordo com metodologias descritas em cées, para a realizagdo da ultra-
sonografia.

A segunda etapa foi a de colheita de tecido hepatico para analise
histolégica. Esta foi realizada pela técnica de biopsia & mao livre com o uso de
agulha tru-cut guiada por ultra-som. Foi escolhida para colheita primeiramente a
amostra de &reas ultra-sonograficamente anormais, como este tipo de area néo
esteve presente, a amostra do tecido foi colhida no local padrdo para o
experimento. Os locais padrdes foram o lobo medial ou lateral esquerdo, longe do
diafragma, dos vasos centrais do hilo, da vesicula biliar, do baco, do estémago e
das algas intestinais.

O local da biopsia foi preparado assepticamente utilizando solugéo de
iodo-povidona aplicada com gaze estéril. Foi padronizado o acesso da agulha
caudalmente a cartilagem xiféide, buscando acessar o parénquima do lobo medial
esquerdo.

Com a visibilizagdo do parénquima hepatico na tela do monitor do
aparelho de ultra-som a agulha foi posicionada com a céanula sobre a pele e
inclinada entre 30° e 45° no sentido dorsocranial direito do abdémen. Em seguida,
esta foi introduzida lentamente com o obturador retraido cobrindo o entalhe e
atravessando a pele, musculatura abdominal e peritbnio parietal. Nesta posi¢ao
foi necesséario um maior cuidado e atencdo com as visceras abdominais pelo
movimento destas pelas contragdes e relaxamentos do diafragma durante o ciclo
respiratorio. Assim, a agulha foi avangada durante as inspiracdes. A profundidade
de passagem para o interior do figado foi de um a dois centimetros e os avangos
da agulha pelo operador foram lentos e continuos, sempre em sincronia com as
inspiracbes. Em caso de respiragdo dificultosa ou rapida, a agulha era
imediatamente retirada.

Uma vez que a agulha esteve totalmente visibilizada no interior do
parénquima do figado na imagem ultra-sonogréafica, o manipulador da agulha foi
recuado abrindo-se assim o entalhe. Para obter-se uma amostra cilindrica a
canula da agulha foi rotacionada. O obturador foi ocluido durante o pico de
inspiracdo pelo avanco rapido do manipulador ocorrendo o corte do tecido,
depositando a amostra no interior do entalhe. Os fragmentos obtidos pela biopsia

percutdnea mediram de 1mm a 2mm de didmetro e até 1cm de comprimento.
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Apos a colheita o fragmento foi armazenado em frasco contendo
solugdo de formol tamponado. Quando o espécime obtido era considerado
insuficiente para analise histolégica, uma nova agulha era requerida e o processo
repetido integralmente.

Depois de retirada a agulha, o figado continuou sendo monitorado por
ultra-som por cinco minutos, a fim de identificar possivel presengca de hemorragias
ou qualquer outra alteracdo do figado e da vesicula biliar. Durante este intervalo
de tempo, o0s sinais vitais também foram monitorados. Depois de finalizado este
periodo de monitoramento, a sedagdo foi cessada e o animal ficou sob
observacgéo até o total retorno anestésico.

As amostras foram preservadas em solucdo de formol tamponado a
10% pelo periodo de 24 horas e a fixagdo concluida transferindo-se as amostras

para frascos contendo solug&o de &lcool etilico a 70%.

4.5 Avaliagao histoldgica

Depois de fixadas, as amostras foram enviadas para o Setor de
Patologia da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Goids para
inclusédo da peca em parafina, preparacdo do corte histolégico em laminas de
microscopia Optica e coloragdes de eleigdo.

Para inclusdo foram necessérias imersdes sucessivas das amostras
em solugbes de etanol em concentragdes crescentes, seguidas por desidratagao
com passagem das amostras por solugdo de xileno. Posteriormente, as pegas
foram incluidas em parafina e, ao final desse processo, os blocos foram cortados
com micrétomo em espessura de 5 micras e montadas em laminas histologicas.

As coloragdes realizadas foram: hematoxilina e eosina (HE); reticulo-
reticulina, para avaliacdo das fibras reticulares; tricromico de Masson, para
avaliacdo das fibras colagenas; e calleja, para avaliacdo das fibras elésticas. Para
a realizacdo das coloragbes foram utilizados os protocolos de rotina do
laboratério, de acordo com LUNA (1968). As laminas foram posteriormente

montadas e foi iniciada a andlise histolégica com o uso de microscopia optica.
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As alteracdes histologicas foram avaliadas e classificadas de acordo
com a intensidade em: nenhuma (-), leve (+), moderada (++) e acentuada (+++).
Os parametros avaliados foram: fibrose, degeneracdo gordurosa, inflamagéo e

necrose.
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5 RESULTADOS

5.1 Exames ultra-sonogréaficos

Em todos os tempos experimentais: inicio do periodo de engorda, final
do periodo de engorda, final do periodo de manutencdo em obesidade e final do
periodo de emagrecimento os resultados ultra-sonograficos dos animais
caracterizaram figados de contornos definidos, margens regulares, dimensdes e
ecotextura preservadas. A vesicula biliar apresentava-se moderadamente repleta
com conteado anecogénico homogéneo, paredes finas e discretamente

ecogénicas (Figuras 1A e 1B).
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FIGURA 1 - Imagens ultra-sonograficas do figado de duas cadelas, antes de iniciar o
periodo de engorda (A) e ao final do periodo de engorda (B). O parénquima
hepatico apresenta-se com ecotextura homogénea, ecogenicidade normal,
vesicula biliar repleta com conteddo anecogénico homogéneo, paredes
finas e ecogénicas. Circulos anecdicos representando veias hepaticas,
portais e ductos biliares preservados séo evidenciados na Figura 1A (setas
pretas). UFG - Goiania, 2008.

A arquitetura vascular do figado estava preservada (Figura 2A) e em
todos os momentos examinados foram realizadas comparagdes entre a

ecogenicidade do figado em relagédo ao bago (Figura 2B).
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FIGURA 2 — A) Imagem ultra-sonogréafica hepatica de uma cadela com arquitetura
vascular preservada (setas pretas). B) Imagem ultra-sonogréafica do figado
de uma cadela ilustrando a ecogenicidade de figado com baco. O baco
apresenta-se ecogénico em relacéo ao figado. UFG - Goiania, 2008.

5.2 Exames histolégicos

Na Tabela 1 encontram-se o0s resultados referentes ao exame
histolégicos com definicdo dos tipos de lesdes diagnosticadas, bem como a
intensidade das mesmas em (To) e (T2). A interpretacdo das laminas em T2
caracterizou tipo semelhante de lesdo predominante em To em todas as laminas
(100%), ou seja, somente infiltrados inflamatérios focais discretos e quatro
(28,5%) laminas apresentaram raras ceélulas necréticas em zona Il acino de
Rapaport. Também n&o foram detectadas alteragbes em fibras colagenas,

reticulares e elasticas em nenhuma das laminas analisadas neste tempo.
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TABELA 1 — Padréo de intensidade (- = nenhuma; + = leve; ++ = moderada; +++
= acentuada) da leséo histologica observada nos 14 cées antes (T0)
e apos (T90) o periodo de engorda. UFG - Goiania, 2008.

Tipo de lesao histolégica

Degeneragéo

Animal Fibrose gordurosa Inflamacé&o Necrose
To T2 To T2 To T2 To T2

1 - - - - + + - +
2 - - - - + + + +
3 - - - - + + - -
4 - - - - + + - -
5 - - - - + + - -
6 - - - - + + - -
7 - - - - + + - -
8 - - - - + + 4+ -
9 - - - - + + - -
10 - - - - + + + -
11 - - - - + + + -
12 - - - - + + - +
13 - - - - +++ + ++ -
14 - - - - + + - +

As cadelas que receberam racdo normocal6rica e hipocal6rica néo
apresentaram diferencas nos resultados histolégicos entre eles em Ts (Tabela 2).
As lesdes detectadas em T3 demonstraram tipo semelhante de leséo
predominante em To e T2 em todas as laminas (100%), ou seja, somente
infiltrados inflamatorios focais discretos, porém sem a presenca de células
necroticas, fibrose e degeneragcdo gordurosa (0%). Também ndo foram
detectadas alteracdes em fibras colagenas, reticulares e elasticas em nenhuma

das laminas analisadas nesse tempo.
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TABELA 2—- Padrao de Intensidade (- = nenhuma; + = leve; ++ = moderada; +++ =
acentuada) das lesBes microscopicas ap0s o periodo de
emagrecimento (T3) observadas em sete cdes nutridos com ragao
normocaldrica e em sete outros nutridos com ragdo hipocaldrica.
UFG - Goiania, 2008

Tipo de lesao histolégica

Animal Degeneraco

Fibrose Inflamacéo Necrose
gordurosa

Rac&o normocaldérica

~N| O O W N -
1

+ |+ [+
1

13 - -

Racdo hipocalérica

4 - -

8 - -

9 - -

10 - -

11 - -

12 - -

+lH |||+
1

14 - -

A Figura 3 representa laminas histolégicas dos animais (A) antes de
iniciado o periodo de engorda, (B e C) ap6s o periodo de engorda e (D) apds o
periodo de emagrecimento. Em todos estes periodos, o parénquima hepético

apresentou focos inflamatorios discretos sem a presenca de lesdes vasculares.
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FIGURA 3 — Fotomicrografia de fragmentos de figado corados em HE, 400 X. A)
infiltrados inflamatérios focais discretos (seta) Antes de iniciado o periodo
de engorda. B) Aspecto normal do parénquima apds o periodo de engorda.
C) Infiltrados inflamatérios focais discretos (setas) apds o periodo de
engorda. D) Apos o periodo de emagrecimento, aspecto normal do
parénquima. UFG - Goiania, 2008.

A andlise histolégica das laminas submetidas a coloragdes especiais
por tricrémico de Masson e reticulo-reticulina com impregnacgao por sais de prata
ndo apresentaram fibrose, alteracdo de sinusoides ou distorcdo da arquitetura
lobular (0%). As laminas coradas por calleja ndo apresentaram fibrose perivenular

(0%), demonstrando fibras elasticas integras e vasos com arquitetura preservada.
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6 DISCUSSAO

Neste estudo, dos 30 animais avaliados por meio do uso do ultra-som
antes do inicio dos procedimentos experimentais, nenhum apresentou alteragdes
de imagens compativeis com lesdo hepética; ndo havia ecogenicidade
aumentada, diminuida ou mista. Alguns autores (BARR, 1990; CARTEE et al,
1995; PARTINGTON & BILLER, 1996) recomendam a comparag¢do sonogréfica
do parénquima do figado com o cortex renal e o bago para melhor visibilizacdo de
possiveis alteracdes parenquimatosas, porém a varredura completa demonstrou
em todos os animais o parénquima hepatico ecogénico, homogéneo e de
ecotextura média, mantendo a relagdo de ecogenicidade dentro dos padrdes de
normalidade entre baco e figado. Os aspectos normais da vesicula biliar, dos
circulos anecéicos e estruturas vasculares tubulares representando as veias
hepaticas, portais e ductos biliares, e das margens do figado possibilitaram
caracterizar os animais como néo portadores de hepatopatias difusas ou focais
visiveis ao ultra-som (NYLAND & MATOON, 2005).

As biopsias foram realizadas seguindo os protocolos descritos por
KERWIN (1995); o acido tranexamico (Hemoblock, Sigma Pharma Ltda) foi
utilizado com o intuito de reduzir hemorragias provenientes da passagem da
agulha de biopsia e o citrato de fentanila (Fentanil, Janssen Cilag Farmacéutica
Ltda) como agente analgésico, possibilitando menor desconforto do paciente no
periodo poés-cirargico e reduzindo a taxa de infusdo do Propofol (Eurofarma
Laboratérios Ltda), minimizando efeitos colaterais como depresséo
cardiorrespiratoria. Em todos os casos, as amostras obtidas foram suficientes
para analise histolégica, estando de acordo com resultados de GAYOTTO et al.
(1989), que em 1.873 biopsias observaram que os diagndsticos conclusivos
predominaram nos grupos em que os espécimes de biopsia eram superiores a 0,5
centimetro. Nenhum dos animais apresentou qualquer alteracdo comportamental
no periodo pés-biopsia.

As cadelas apresentaram os padrdes hepaticos morfologicos e
bioquimicos necessarios para a realizacdo do experimento, porém ndo houve
padronizacdo de raga. Todas as fémeas eram oriundas do Centro de Zoonoses,

sem raga definida, peso variavel, tamanho e conformacé&o corporal diversificada.
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Esta impossibilidade de padronizar a raga, além do fato intrinseco que a
obesidade é considerada uma doenca metabdlica de causa multifatorial na qual
estdo associados determinantes poligénicos (a exemplo dos genes ob/ob, db/db,
fat/fat), neuroenddcrinos, ambientais e sociais (BURKHOLDER & TOLL, 2000;
RODRIGUES et al., 2003), provocou grande variagdo quanto aos tempos de
engorda. Para adquirir o ganho de peso de 15% pré-estipulado em relagdo ao
peso inicial para serem considerados obesos (LEWIS et al., 1994), os tempos
variaram de trés a oito meses. Para minimizar este efeito, a racéo foi fornecida a
vontade e foram adicionados palatabilizantes sem alteragdo da energia
metabolizavel, gerando uma maior atratividade pelo alimento e consequente
incremento no consumo. As cadelas com maior dificuldade para engorda foram
descartadas do experimento, sendo mantidos até o final desta etapa 14 animais.

Quando obesas, essas 14 fémeas foram mantidas por um periodo de
30 dias em uma fase chamada de manutencdo. Durante este periodo houve
poucas variagdes no peso. Para que iSso ocorresse, a ragao passou a ser
fornecida duas vezes ao dia. Esta etapa experimental foi importante para que 0s
organismos dos animais se adaptassem a nova distribuicio de peso e
conformagéo corpdérea. No inicio deste periodo de manutencédo, foram realizadas
novas avaliagBes ultra-sonograficas sem nenhum animal apresentar qualquer
alteragcdo ecogénica de parénquima hepatico.

ApoGs atingirem o ganho de 15% de peso e finalizar o periodo de
manutencdo de 30 dias, os 14 animais foram submetidos a uma nova avaliagao
ultra-sonogréfica e biopsia. As imagens demonstraram parénquima semelhante
aos visibilizados no inicio do experimento sem qualquer alteracdo ecogénica de
parénquima hepético. A formagdo de degeneracdo gordurosa que €
particularmente predisposta a desenvolver em animais obesos consequente de
excessos dietéticos segundo JONES et al. (1997) nédo ocorreu. O figado gordo
apresenta-se geralmente aumentado e com ecogenicidade aumentada. Nas
avaliacOes realizadas o figado apresentou-se de tamanho normal e hipoecoico em
relagdo ao bago. A necrose presente em disturbios imprecisos que podem ocorrer
em decorréncia da obesidade com menor lesdo do figado (CARLTON et al, 1998)
também ndo foi visibilizada, e o parénquima hepatico apresentou-se ecogénico,

homogéneo e de ecotextura média, sem areas de ecogenicidade mista.
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A necrose decorrente da obesidade com menor lesdo do figado descrita
por CARLTON et al. (1998) e a degeneragdo gordurosa em animais obesos
consequente de excessos dietéticos descrita por JONES et al. (1997) néo
estiveram presentes ao final do periodo de obesidade. Isso pode ser decorrente
do curto periodo em que os animais foram mantidos em sobrepeso/obesidade. As
lesbes descritas por THOMSON (1990) de acumulo de triglicérideos excedendo
seus indices de degradacdo metabdlica ou liberacdo como lipoproteinas séo
crbnicas e necessitam de um periodo mais extenso de obesidade para ocorrer.

As lesdes inflamatdrias e necroéticas leves observadas ndo se devem a
obesidade ou ao emagrecimento acelerados pelo fato de j& estarem presentes
antes do inicio destes. Por estarem presentes em zona lll acino de Rapaport séo
originadas por acdo de agentes téxicos ou infecciosos (JUBB et al, 2007). O
mesmo aconteceu com a cadela que apresentava degeneragdo macrovacuolar na
zona lll, com presenca de mononucleares, porém mais acentuado. Este animal
apresentou recuperagao total, demonstrando que a leséo néo tinha ligagdo com a
nutricdo submetida aos animais.

As dietas foram preconizadas segundo o National Research Council
(NRC, 1985) com a restricdo cal6rica seguindo o fornecimento de 60% das
necessidades energéticas de manutencgéo, e a taxa média de perda de peso esta
diretamente relacionada ao grau de restricdo caldrica. Para cées, restricoes de
50%, 60% ou 75% da necessidade energética de manutencdo podem gerar
percentuais de perda de peso semanais desde inferiores a 1% até superiores a
4% (BURKHOLDER & TOLL, 2000). Neste caso, a perda foi em média de 1% por
semana. O peso meta foi considerado como o0 peso inicial menos 15% (T3). A
quantidade fornecida foi definida a partir da divisdo do consumo energético diario
pela densidade energética por grama da ragdo. N&o houve alteracdes hepaticas,
tanto na avaliagdo ultra-sonografica quanto na analise histologica, associadas aos
dois programas de perda de peso. Isso demonstra similaridade dos efeitos das
racOes hipocaldrica e normocaldrica sobre o figado quando fornecidas uma vez
ao dia e pesadas de acordo com os protocolos de perda de peso.

A similaridade dos resultados nos dois grupos na fase de
emagrecimento torna a ragdo normocaldrica mais indicada que a hipocaldrica,

considerando o custo desses alimentos no mercado. Entretanto, o uso de racéo



32

hipocal6rica em programas de emagrecimento deve ser considerado, pois outros
efeitos fisiolégicos importantes estdo associados a este tipo de alimento.
HANNAH e LAFLAME (1998) demonstraram que dietas hipocaldricas
hiperprotéicas aumentam a porcentagem de perda de massa gorda e preservam a
massa magra. Assim tornardo mais seguro o processo de perda de peso,
mantendo a massa corporal magra, preservando ou melhorando a resposta
imunoldgica, a condicdo da pelagem, o trabalho cardiocirculatério e respiratorio,
bem como as fungdes fisioldgicas normais do organismo. Além disso, um alimento
especifico para perda de peso, com ingredientes e um perfil de nutrientes que
venham a estimular a sensagao de saciedade dos animais, diminuir a velocidade
de esvaziamento gastrico e permitir uma maior ingestao diaria de matéria seca,
mantendo a ingestdo caldrica baixa, torna mais agradavel, tanto para o
proprietario quanto para o cdo, o processo de perda de peso, aumentando as

chances de sucesso na terapia.
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7 CONCLUSOES

Mediante as condigbes em que este trabalho foi realizado, permite-se

concluir:

1. As alteracdes hepéticas caracteristicas da obesidade como degeneragdo
gordurosa e necroses acentuadas apds a engorda ndo foram detectadas em
nenhum dos animais, nem por meio do exame de ultra-sonografia e nem nas
andlises histolégicas.

2. N&o ocorreram alteracdes hepaticas nos animais obesos que emagreceram
apdés serem submetidos aos dois programas de perda de peso com racéo
hipocaldrica e normocaldrica.

3. A biopsia com o uso de agulha tru-cut guiada por ultra-som € segura, ndo

gerando nenhum tipo de complicagdo em nenhum dos animais.
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ANEXOS

ANEXO A - Formulagdes das rac¢des: quadro com ingredientes - enriquecimento
por quilograma de produto

Racé&o hipercaldrica:

2 — Vitamina A 10000 Ul/g, Vit. D3 875 Ul/g, Vit. E 75 mg/kg, Vit. K3 1mg/kg, Vit.
B1 2 mg/kg, Vit. B2 4,5 mg/kg, Vit. B6 2,12mg/kg, Vit. B12 37,5 mcg/kg, Acido
pantoténico 15 mg/kg, Niacina 31,25 mg/kg, Acido félico 0,25 mg/kg, Biotina 31,25
mcg/kg, Manganés 19,32 mg/kg, Zinco 173,29 mg/kg, Ferro 213,28 mg/kg,
Cobre 19,05 mg/kg, Cobalto 10,13 mg/kg, lodo 2,49 mg/kg, Selénio 0,47 mg/kg;

Racao normocaldrica:

3 — Vitamina A 10000 Ul/g, Vit. D3 850 Ul/g, Vit. E 75 mg/kg, Vit. K3 1mg/kg, Vit.
B1 2 mg/kg, Vit. B2 4,5 mg/kg, Vit. B6 2,12mg/kg, Vit. B12 37,5 mcg/kg, Acido
pantoténico 15 mg/kg, Niacina 31,25 mg/kg, Acido félico 0,25 mg/kg, Biotina 31,25
mcg/kg, Manganés 19,32 mg/kg, Zinco 173,29 mg/kg, Ferro 213,28 mg/kg,
Cobre 19,05 mg/kg, Cobalto 10,13 mg/kg, lodo 2,49 mg/kg, Selénio 0,47 mg/kg;

Racéo hipocalérica:

4 - Vitamina A 12000 Ul/g, Vit. D3 1050 Ul/g, Vit. E 90 mg/kg, Vit. K3 1,2 mg/kg,
Vit. B1 2,4 mg/kg, Vit. B2 5,4 mg/kg, Vit. B6 2,55 mg/kg, Vit. B12 45 mcg/kg, Acido
pantoténico 18 mg/kg, Niacina 37,5 mg/kg, Acido félico 0,30 mg/kg, Biotina 37,50
mcg/kg, Manganés 20,81 mg/kg, Zinco 198,28 mg/kg, Ferro 233,24 mg/kg,
Cobre 20,79 mg/kg, Cobalto 12,13 mg/kg, lodo 2,79 mg/kg, Selénio 0,51 mg/kg;






