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EDITORIAL
OS AVANCOS EM CIENCIAS AGRARIAS

Nos Ultimos anos a inovacdo possibilitou ganhos para a ciéncia e tecnologia, resultando em
praticas modernas tanto na producdo de alimentos quanto nos diagndsticos de enfermidades em
plantas e nos animais. No que diz respeito a Medicina Veterinaria, atualmente € possivel a utilizacéo
de equipamentos de Ultima geracdo para o diagnostico por imagem a semelhanca da medicina
humana, como tomografia e ressonancia magnética. Hoje ha centros especializados para dar suporte
aos clinicos veterinarios, incluindo-se centros especializados em endoscopia veterinaria, com
possibilidade de intervencdo para procedimentos complexos e cirurgias avancadas, como a
endoscopia intervencionista e videocirurgias toracicas e abdominais, bem como cirurgias na area
oncologica e gastroenterologia, doencas do trato reprodutivo e em nefrologia.

Aliado a esses aspectos, temos que enaltecer os profissionais dessas areas quanto a
importancia no agronegocio que suporta positivamente o PIB na geracdo de renda para o pais, que
independente do modelo de seu crescimento e dos fatores associados ao seu desempenho, coloca o
Brasil em destaque. Reforcam essa colocacéo resultados de pesquisas que utilizam indicadores que
mostram o desempenho e a importéncia desse segmento. Importantes, ainda, as reformas positivas
de politicas socioeconémicas e setoriais que formam o cenéario sobre o qual as atividades produtivas
organizaram-se nos ultimos anos. Nao se deve deixar de lado que a pesquisa e o0 desenvolvimento
explicam também o sucesso do agronegacio.

O presente numero da Revista Veterinria e Zootecnia traz artigos interessantes ineditos,
contribuindo com o desenvolvimento cientifico em diferentes areas do conhecimento. Como artigos
de revisdo: Diagnostico por Imagem de Hérnia Discal Hansen Tipo I, Il e 111 em Cé&es; Estudo sobre
as Diferentes Técnicas de Sexagem de Espermatozoéides; Centrifugacdo em Gradiente de Densidade:
Alternativa para Sexagem Espermatica em Cées?; Sistemas de Manejo para Maximizacdo da
Eficiéncia Reprodutiva em Bovinos de Corte nos Tropicos; Alteracbes da Medula Ossea e a
Importancia do Mielograma no Diagndstico da Ehrlichiose Monocitica Canina — Revisdo; Avaliacdo
Cardiovascular do Neonato Ovino — Revisdo de Literatura. Os relatos de caso: Colangite Cronica
Associada a Infestacdo de Trematddeo por Platynosomum fastosum, Concomitante a Vesicula Biliar
Dupla em um Gato — Relato de Caso; Ruptura do Tenddo Pré-Pubico em Ovelha; Melanocitoma
Perivulvar Congénito em Bovino; Endocardite Vegetativa em Leitdes Causada por Streptococcus
suis Sorotipo 9; Controle Populacional de Espécies Silvestres Invasoras por Meio de Laqueadura e
Vasectomia em Primatas Callithrix penicillata: Relato de Caso. Os artigos originais: Efetividade na
Reciclagem do Gel de Agarose em Laboratorio Comercial; Determinagéo dos Valores de Colesterol-
LDL de Equinos por Espectrofotometria Submetidos a Exercicio em Esteira e Suplementados com
Vitamina “E”; Contetdo Lipidico, Atividade Mitocondrial e Desenvolvimento Embrionario Precoce
de Odcitos Coletados de Vacas Mesticas (Bos taurus indicus); A Pratica do Tratamento na
Leishmaniose Visceral Canina (LVC) em Clinicas Veterinarias, Cuidados e Protocolos; Diversidade
e Biomassa Fitoplanctonica em Viveiro de Carcinicultura Marinha no Estado do Parg;
Caracterizacdo da Exposicdo a Raiva na Coldmbia, 2007-2011; Analise Ambiental, Sanitaria e
Econdmica de um Sistema de Tratamento de Residuos Solidos e Efluentes em uma Granja de
Suinos; Etiologia das Mastites: Pesquisa de Micro-Organismos da Classe Mollicutes.

Prof. Helio Langoni
Editor-Chefe

Langoni H. OS AVANCOS EM CIENCIAS AGRARIAS. Vet. e Zootec. 2018 mar.; 25(1): 9.
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DIAGNOSTICO POR IMAGEM DE HERNNIA DISCALHANSENTIPO I, I E Il EM
CAES

Lidiane da Silva Alves*
RESUMO

Para o presente trabalho, foi realizado um levantamento bibliografico abordando os métodos
diagndsticos da hérnia discal, a qual é a discopatia mais comum em cées e estd relacionada aos
distdrbios neurologicos que envolvem a medula espinhal. A hérnia discal € a principal causa para a
investigacdo imagenoldgica da coluna vertebral em pequenos animais. O diagnostico por imagem é
fundamental para obter o conhecimento da doenca, da localidade da lesdo e da gravidade. Os
exames mais comuns realizados na rotina veterinaria sdo a radiografia e a mielografia, por serem
mais acessiveis, poréem o diagnostico preciso se da por meio da tomografia computadorizada ou da
ressonancia magnetica, sendo esta Gltima a técnica primordial para as discopatias. Esses fatores,
bem como sua etiologia, fisiopatologia e predisposi¢édo serdo abordados também neste estudo.

Palavras-chave: disco intervertebral, radiografia, tomografia computadorizada, ressonancia
magnética

IMAGING DIAGNOSTIC OF HANSEN TYPE I, I1 AND 111 DISC HERNIATION IN DOGS
ABSTRACT

For the present study was reviewed bibliography about the diagnostic methods of disc herniation,
which it is the discopathy most common in dogs and it is related to neurological disorders involving
the spinal cord. Disc herniation is the main cause for the imaging investigation of the spine in small
animal. Diagnostic imaging is fundamental to have knowledge of the disease, the location and
severity of the lesion. The most common examinations performed in veterinary —medicine
are radiography and myelography, because they are more accessible, but an accurate diagnosis is
made through computed tomography or magnetic resonance, being the latter the
primary technique to the discopathy. These factors, as well as the etiology and pathophysiology will
be approached also in this study.

Keywords: intervertebral disc, radiography, computed tomography, magnetic resonance

DIAGNOSTICO POR IMAGEN DE LA HERNIA DISCAL HANSEN TIPO I, 11 Y 111 EN
LOS PERROS

RESUMEN

Para este estudio, se realiz6 una literatura sobre los métodos de diagnostico de la hernia de disco,
que es la enfermedad del disco mas comun en los perros y se relaciona con trastornos neurologicos
que implican la médula espinal. La hernia de disco es la causa principal para la investigacion por
imagen de la columna vertebral en los animales pequefios. El diagndstico por imagen es esencial
para la comprension de la enfermedad, la localizacion de la lesion y la gravedad. Las pruebas mas
comunes que se realizan en la medicina veterinaria son la radiografia y la mielografia, debido a que
son mas asequibles, pero el diagnostico exacto es a través de la tomografia computarizada o reso-

! Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP - Campus Botucatu.

Alves, LS. Diagndstico por imagem de hérnia discal Hansen tipo I, Il e I11 em cées. Vet. e Zootec. 2018 mar.; 25(1): 10-
20.
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nancia magnética, siendo esta ultima la principal técnica de discopatias. Estos factores, asi como su
etiologia, fisiopatologia y la predisposicidon también seran abordados en este trabajo.

Palabras claves: disco intervertebral, radiografia, tomografia computarizada, resonancia magnética

INTRODUCAO

A degeneracéo do disco intervertebral e, consequentemente, a hérnia discal sdo as causas mais
comuns de alteracdes neurologicas em cées (1-6). Tais causas podem levar a compressdo da medula
espinhal ou das raizes nervosas (2,6). Essa alteracdo ocorre em racas condrodistréficas e nao
condrodistréficas (7).

A apresentacdo clinica é variavel, dependendo da localizagdo da les&o, do volume de material
no interior do canal (1,2,5,8), da velocidade com que este material € ejetado (2,5) e da duracdo da
lesdo (1,5,8). Os sinais clinicos podem ser ataxia e paresia, nos casos brandos, e paralisia com ou
sem a perda da funcéo sensitiva caudalmente a lesdo, nos casos mais graves (1,9).

O diagndstico baseia-se na resenha, anamnese e exame neuroldgico (1,8), além da realizacao
de exames complementares para o diagndstico preciso e definitivo do local de extrusao ou protruséo
do disco herniado (8), como a radiografia simples e contrastada (mielografia), a tomografia
computadorizada e mielotomografia, e a ressonancia magnética (7). Embora a radiografia seja o
exame de primeira escolha, € um método ndo confirmatério para o diagndstico de hérnia de disco
intervertebral (10). A mielografia e a ressonancia magnética sdo exames de diagndéstico definitivo de
cdes com suspeita de herniagdo (3,9,10). Uma imagem precisa pode estabelecer a presenca e a
gravidade da doenca do disco intervertebral, permitindo que os clinicos determinem o progndstico e
realizem o tratamento (6).

O tratamento depende do tipo e grau da lesdo (8), havendo muitas controversas quanto a
determinacdo de uma técnica especifica para cada caso (2). O tratamento pode ser clinico
conservativo, utilizando analgéesicos e anti-inflamatdrios associados ao repouso absoluto sob
confinamento (1,2), ou entdo cirdrgico, utilizando teécnicas descompressivas como a
hemilaminectomia e laminectomia (2,7,9), a facetectomia (7), a fenestracdo ventral, a fenestracdo
lateral (1) e ainda a pediculectomia (11). Outras formas de tratamento que vem sendo bastante
utilizadas na medicina veterinaria sdo acupuntura (12), fisioterapia (13,14), eletroacupuntura (15,16)
e a ozonioterapia (17). Novas técnicas tém sido desenvolvidas para o tratamento da degeneracdo do
disco intervertebral em cées, como o transplante de condrécitos discais (18).

A suspeita de doenca do disco intervertebral € uma das mais importantes indicacGes para a
obtencdo de imagens da coluna vertebral em pequenos animais (6). Diante disso, 0 objetivo deste
estudo foi avaliar os métodos de diagndstico por imagem em cdes com hérnia discal para
diagnosticar corretamente a doenca e entdo proceder ao respectivo tratamento.

Etiologia e fisiopatologia

Em geral, as hérnias discais estdo associadas a degeneracao dos discos intervertebrais (DDIV),
causando a protrusdo ou extrusdo do material discal para o interior do canal vertebral, sendo de
forma espontanea ou secundaria a um trauma, levando a compressdo da medula espinhal ou das
raizes nervosas (19).

A estrutura anatbmica dos discos intervertebrais (DIVSs) podem explicar as ocorréncias mais
comuns de protrusdo ou extrusdo pelo fato do anel fibroso ser mais espesso nas porcdes ventral e
laterais, da sua localizacdo dorsalmente excéntrica do ndcleo pulposo e da maior fragilidade do
ligamento longitudinal dorsal em relagdo ao ligamento longitudinal ventral, assim promovendo a
herniagdo dorsal. Aléem da compressdo dorsal da medula espinhal, podem ocorrer compressoes
ventral e lateral com aprisionamento do nervo espinhal (20). Outros fatores podem influenciar a
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hérnia de DIV, como a genética, o comprimento da coluna vertebral, o grau de aptiddo muscular e o
peso corporal (21).

Hansen tipo | ou extrusao

Na extrusdo do DIV ocorre a ruptura do anel fibroso dorsal (22) devido a degeneracdo ou
metaplasia condroide e, entdo, o material do nucleo pulposo sai e vai para o interior do canal
vertebral (23). A degeneracdo condroide € caracterizada pela desidratacéo e calcificagdo do nucleo
pulposo (6), podendo ser visualizados precocemente nas radiografias (23).

Esse tipo de hérnia, envolve a concentracdo de glicosaminoglicano, perda de contetdo
liquido e de contetdo proteoglicano, e aumenta o contedo de colageno. Com isso, o disco torna-se
mais cartilaginoso e o nucleo torna-se mais granular, normalmente mineralizados, e perde sua
qualidade de absorcdo de choque hidroelastico (19).

Ocorrem normalmente de forma aguda (6) lesionando as estruturas anatdmicas da regido e
comprimindo a medula, podendo ocorrer hemorragia extradural ou intradural e tumefacdo da
medula espinhal causando inicio agudo de para- ou tetraparesia (24). A extrusdo discal também
pode ocorrer de forma lenta e progressiva, produzindo paresia que se torna mais severa apds varios
dias ou tem curso crénico e irregular. A lesdo traumatica grave pode levar a alteracdes vasculares
secundérias como a mielomalcia, que pode ser ascendente ou descendente (23).

Nesse tipo de hérnia, quando ocorre de forma lenta, o material discal pode extravasar para
ambos os lados do ligamento longitudinal dorsal e o animal pode apresentar deficit maior num
membro em relacdo ao outro (23).

E comum nas ragas condrodistréficas (Dachshund, Pequinés, Beagle, Poodle, Shih Tzu,
Lhasa Apso, Basset Hound e Welsh Corgis) (5,6,19) e normalmente em animais jovens (24), com
idade variando de dois a sete anos, com o pico de incidéncia aos quatro e cinco anos (19). Cerca de
62% a 92% dos cdes ndo condrodistroficos pesando mais que 20 Kg possuem extrusdo do DIV
toracolombar (22).

Hansen tipo 11 ou protrusao

A protrusdo do DIV esta tipicamente associada a degeneracao fibrosa ou metaplasia fibroide
(6,19,22,23). A medida que o animal vai envelhecendo, o ntcleo é acometido pela desidratacio, no
lugar de ser substituido por cartilagem hialina, € substituido por fibrocartilagem (20), sem que o
DIV mineralize, como acontece na degeneracdo condroide (22,23), ndo podendo ser vistos nas
radiografias de rotina da coluna vertebral (23).

O anel fibroso pode sofrer ruptura parcial das fibras (22,23), se estirar ou hipertrofiar (6), ndo
havendo a saida do material nuclear e sim uma saliéncia do DIV que comprime a medula espinhal
(23). O processo de protrusdo ocorre de forma cronica (6), promovendo paresia lentamente
progressiva que evolui em semanas ou meses (23).

A maior ocorréncia de protrusdo € em pacientes idosos (6), com idade variando de oito a dez
anos (19) e em racas de grande porte ndo condrodistroficas (6,19), mostrando maior incidéncia em
caes da raca Pastor Alemdo. Predilecdo sexual ndo tem sido reportada, embora alguns trabalhos
relatem que machos e fémeas castradas apresentaram alto risco de desenvolvimento de hérnia de
DIV que fémeas ndo castradas. A degeneracdo fibroide acomete apenas um pequeno nimero de DIV
(22), sendo os locais mais comuns de T12-T13 (23).

Hansen tipo 111

A hernia Hansen tipo Ill se caracteriza pela herniacdo discal traumatica ndo degenerativa
(6,19). Se um disco com o nucleo pulposo adequadamente hidratado é colocado sobre extremo
estresse, o anel fibroso dorsal pode-se romper, e entdo o material discal saudavel é ejetado para o
canal vertebral causando contusdo medular. Como esse material esta hidratado, ele difunde-se na
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gordura peridural deixando apenas as alteracfes secundarias atribuiveis a contusdo medular aguda
com pouca ou nenhuma compressao da medula espinhal (19).

DIAGNOSTICO POR IMAGEM

Radiografia simples

Os sinais radiograficos de hérnia discal sdo observados pelo estreitamento do espaco
intervertebral (6,22,23,25,26), do forame intervertebral e do espaco articular intervertebral dorsal
(6,24), opacificacdo do forame intervertebral (6,22,25) e cuneiformizacdo dos corpos vertebrais
contiguos (22,25,26).

Em extrusdo discal, que ocorre a calcificacdo dos DIVs previamente, sdo bem visiveis em
radiografias simples (6,23) pelo material discal calcificado dentro do anel dorsal ou no canal
medular (23). J& em protrusdo discal, onde ndo ha mineralizacdo do material de DIV, pode ser
identificado como uma estrutura de densidade semelhante a dos tecidos moles, verificando-se que
este achado é mais facilmente detectado ao nivel da coluna vertebral lombar, j& que ndo ha
sobreposicdo das costelas aos forames intervertebrais (6).

Associado as hérnias Hansen tipos | e Il podem ser identificados sinais radiograficos de
osteofitos vertebrais (20), espondilose deformante e esclerose vertebral (6,20). Os ostedfitos
vertebrais sdo, geralmente, ventrais e laterais; se dorsais, eles podem causar estenose do canal
vertebral (20).

Mielografia

A mielografia é um estudo contrastado usado para avaliar a medula espinhal pela injecdo de
meios de contrastes ndo idnicos no espaco subaracnoide. E utilizada para identificar sitios de
compressdo da medula espinhal devido ao edema, material discal, anormalidade vertebral ou
neoformacdes (27). Contudo, a mielografia deve ser realizada somente ap6s um exame radiografico
simples de boa qualidade (28).

Para a realizacdo da mielografia, o animal deve ser submetido a anestesia geral e entdo injetar
0 meio de contraste entre as vértebras C1-C2 com o paciente em decubito lateral com hiperflexdo da
cabeca ou entre L5-L6 com o paciente em decubito esternal ou lateral com a coluna lombar fletida e
0s membros posteriores estendidos cranialmente abrindo o espago intervertebral (27).

Os meios de contrastes injetados na medula espinhal sdo iohexol ou iopamidol utilizando
doses especificas para cada local de puncédo, sendo na regido de cisterna as doses de 0,3 ml/kg para
avaliar o segmento cervical e 0,45 ml/kg para o segmento toracolombar; assim como na regido
lombar que se utiliza 0,45 ml/kg para avaliar o segmento cervical e 0,3 ml/kg o segmento
toracolombar (27).

Se o0 paciente apresenta paralisia aguda e com uma Unica lesdo demonstrada no exame simples,
torna-se desnecessaria a mielografia, a menos que os achados neuroldgicos ndo sejam compativeis
com o diagnéstico radiogréafico (29), pois a mielografia € um procedimento invasivo podendo piorar
o estado neuroldgico de alguns animais (6,30). Podem ocorrer convulsfes durante a recuperacao,
principalmente se 0 meio de contraste adentrar ao cranio.

A mielografia ndo permite um diagnostico patolégico definitivo das lesdes espinhais, mas
certamente permite a identificacdo do local das lesdes ao longo da espinha e também a localizacéo
da lesdo em relagcdo & medula e meninges (31). Durante a interpretacdo da mielografia, deve se estar
ciente que podem existir artefatos mielograficos, como injecéo epidural ou subdural acidental que
podem dificultar o diagnostico. Se houver auséncia de alteracfes na mielografia, o paciente deve ser
submetido a outros exames de imagem, como a TC ou a RM.

Os sinais mielograficos da hérnia discal sdo compressdo extradural da medula espinhal com
deslocamento e modificacdo da largura da coluna de contraste, diminui¢do do espaco subaracnoide
e sua opacificacdo nas projecdes lateral ou ventrodorsal, estreitamento do espaco de DIV (6) e o
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desvio dorsal do espaco subaracnoide ventral (Figura 1) ao nivel da herniacdo discal nas projectes
laterais (6,26). Quando a protrusdo de DIV é ligeiramente lateral a linha media, a aparéncia
observada da coluna do meio de contraste pode ser fendida ou bifurcada, apresentando linha dupla
de contraste na projecdo lateral. E visualizada também uma massa epidural com localizagéo ventral
ou ventrolateral que causa o deslocamento da medula espinhal em sentido dorsal (6).

Figura 1. Incidéncia lateral direita de mielografia cervicotoracica de um céo sem raga definida, 7 anos, macho, com
historico de trauma por mordedura em cervical e apresentando tetraplegia. Nota-se deslocamento dorsal da
coluna de contraste medular ventral (seta) ocasionada por proliferacdo 6ssea intervertebral de C6-C7
(Imagens do setor de Radiologia Veterinaria da FMVZ-UNESP, Botucatu).

Existem alguns problemas técnicos da mielografia que podem comprometer a qualidade do
exame e, consequentemente, o diagnéstico, como a distribuicdo inadequada do meio de contraste,
administracao errébnea do meio de contraste na epidural e posicionamento radiografico inadequado.
Assim como outros fatores anatomopatologicos que podem dificultar a avaliagdo, como um
deslocamento atipico do material discal e tumefacdo da medula espinhal (28).

Epidurografia

Em pacientes com o saco dural curto ou pequeno, o exame de mielografia torna-se inviavel
para a avaliacdo, sendo necessaria a realizacdo de outros procedimentos radiograficos contrastados,
como a epidurografia ou discografia (32). Em sua maioria, essa técnica esta direcionada para a ava-
liacdo da regido lombossacra da coluna vertebral (33).

A epidurografia é realizada mediante a injecdo do meio de contraste no espaco epidural ven-
tral (6,31), por uma agulha inserida no canal vertebral da juncdo lombossacra (6,31,32) ou entre a
primeira e a segunda vértebras caudais (31). A dose do contraste é similar ao da mielografia (32) ou
entdo numa adicdo de 1 a 5 ml de meio de contraste (33), assim como as projecGes radiograficas
(32). O desvio dorsal do aspecto ventral do espaco epidural (Figura 2) e a interrupcdo completa da
coluna de contraste cranial constituem achados a epidurografia mais condizentes com compressao
medular (6).
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Figura 2. Epidurografia da coluna lombossacra de um cdo Boxer, 10 anos, macho, apresentando paraparesia
ambulatoria. Neste exame, nota-se ondulacdes da coluna de contraste ventral (seta) representada pelo meio
contraste na regido epidural. Houve extravasamento do meio de contraste na musculatura dorsal (asterisco)
(Imagens do setor de Radiologia Veterinaria da FMVZ-UNESP, Botucatu).

Discografia

A discografia é realizada como um procedimento complementar da mielografia ou da epidu-
rografia e prové de um excelente método de avaliacdo para os discos da regido lombossacra (33).
Para 0 exame, € posicionada uma agulha de 20 ou 22 gauge pelo canal vertebral, transpassando o
anel fibroso até o nucleo pulposo. A dose do contraste utilizada é de 0,1 ml em um disco normal,
pois ha uma resisténcia na aplicacdo a partir desse volume, e de 0,2 a 0,3 ml em um disco degenera-
do. Em casos de ruptura do anel fibroso, 0 meio de contraste deve extravasar para o canal vertebral
(32).

Tomografia computadorizada

A TC é uma ferramenta de diagndstico sensivel que pode ser utilizada como um adjunto da
mielografia ou como um procedimento de diagndstico Unico para, assim, evitar os efeitos secunda-
rios da mielografia (22). Entretanto, alguns autores (25) relatam que, para se obter bons resultados,
é necessario ter localizado previamente a area da lesdo mediante um exame neuroldgico e as corres-
pondentes radiografias da coluna vertebral.

A vantagem da TC sobre a radiografia é que esta técnica tem a capacidade de produzir ima-
gens multiplanares (dorsal, sagital e transversal) e em trés dimensfes (3D) (34). Além do mais, a
resolucdo de contraste superior da TC permite a deteccdo de hérnia com material discal ndo minera-
lizado (Figura 3) e de baixa densidade mineral (6).
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Figura 3. Tomografia computadorizada sem administracdo de contraste em janela éssea nos cortes (A) transversal, (B)
sagital e (C) dorsal, de um cdo Dachshund, 4 anos, fémea, com paraparesia ndo ambulatdria. Observa-se
material hiperatenuante, bem definido no canal medular entre as vértebras T13-L1 compativel com extruséo
do disco intervertebral mineralizado (Imagens do setor de Radiologia Veterinaria da FMVZ-UNESP,
Botucatu)

No exame tomografico simples, podem ser observados o fendmeno de vacuo e as cole¢des de
gas no interior do espaco intervertebral, devido a liberacdo de gases, principalmente nitrogénio, a
partir de tecidos adjacentes e acumulo dentro de fissuras do disco. O sinal de vacuo indica
degeneracdo discal, mas ndo compressdo da medula espinhal (24).

Para o exame de mielotomografia, injeta-se meio de contraste iodado no espaco subaracnoide
em uma dose menor que para a mielografia radiografica (19). Nesta técnica, quando ha herniacao
discal, observa-se a compresséo e o deslocamento da medula espinhal, a compressdo do espago
epidural e material de densidade de tecidos moles no local da compressao (Figura 4).

Figura 4. Corte sagital em janela 6ssea de um exame mielotomografico realizado em um cdo sem raga definida, 4 anos,
macho, apresentando paraplegia de inicio agudo. E possivel notar acentuado deslocamento da coluna de
contraste medular ventral (pontas de setas) provocada por material de tecidos moles, compativel com
extrusdo discal disseminada entre T11-T12 (Imagens do setor de Radiologia Veterinaria da FMVZ-UNESP,
Botucatu).

Na avaliacdo tomografica da DDIV pode-se observar hemorragia como um material
hiperatenuante se estendendo cranial e caudalmente do local de compresséo, edema como uma area
hipoatenuante, preenchimento intramedular por contraste sugerindo mielomalacia e tumefacdo da
medula espinhal (24).

Ressonancia magnética

ARM ¢ considerada o melhor método de diagndstico para a avaliacdo da degeneracéo de DIV
(22) e para gerar imagens da medula espinhal, do espaco epidural, dos DIVs e dos ligamentos
espinhais (25), ou qualquer tecido que possua grandes quantidades de moléculas de agua. Este
método imagenoldgico tem como vantagem adquirir imagens primarias em qualquer plano e nao
necessitar de injecOes de meio de contraste no espaco subaracnoide, pois o proprio LCR funciona
como tal (35). Como desvantagem, o exame de RM possui um custo relativamente caro e sua
técnica é limitada na avaliagdo mais detalhada dos 0ssos (36).

A RM ¢ capaz de mostrar todos os aspectos da lesdo do DIV, como o estagio de desidratacao
do DIV, descobrir se um DIV esta somente abaulado ou rompido, a localizagdo de qualquer material
discal livre, a magnitude da compressdo e o deslocamento da medula espinhal, a presenca de
hemorragia e edema relacionados (36) e, principalmente, o tipo de degeneracdo discal, se extrusdo
ou protruséo (22).
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O nucleo pulposo normal tem um sinal hiperintenso comparado ao anel fibroso. Quando esse
nucleo perde a hidratacéo, o sinal torna-se menos intenso e deve aparecer iso- ou hipointenso em
relacdo ao anel fibroso. Em extrusGes discais 0 material degenerado aparece primariamente como
uma les@o hipointensa em torno da medula espinhal na imagem ponderada em T2 no corte sagital
(Figura 5). Na hérnia Hansen tipo 111, que ocorre a ruptura traumaética de um nucleo pulposo sadio,
resulta em um material hiperintenso dentro ou ao redor da medula espinhal, pois o material nuclear
encontra-se normalmente hidratado (37).

Figura 5. Ressonancia magnética em plano sagital. (A) Imagem em T2 de um cdo sem raca definida, 6 anos, macho,
com paralisia ndo ambulatéria, demonstrando deslocamento dorsal do trajeto medular provocada por
pequeno material hipointenso entre T12-T13 compativel com protrusao discal. (B) Imagem em T1 de um céo
Poodle, 6 anos, fémea, apresentando paraparesia. Nota-se a presenca de material de baixa intensidade de
sinal entre L2-L3 (seta tracejada) deslocando a medula dorsalmente compativel com extrusdo discal
(Imagens do setor de Radiologia Veterinaria da FMVZ-UNESP, Botucatu)

Normalmente, as extrusfes agudas estdo relacionadas a hemorragia intra- ou extramedular e
edema intramedular na regido da ruptura discal (36), sendo que a hemorragia resulta do dano ou
ruptura do seio venoso vertebral ventral. A combinacéo de material discal herniado e de hemorragia
resulta em uma intensidade de sinal heterogéneo nas imagens ponderadas em T2. E comum obser-
var hipertrofia do ligamento longitudinal dorsal nas hérnias Hansen tipo Il (37). Contudo, o liga-
mento longitudinal dorsal, que faz parte do assoalho do canal vertebral, pode ser mais proeminente
em alguns animais podendo, entéo, ser confundido com protruséo discal (36).

O corte transversal fornece importante informacdo sobre a localiza¢do e a quantificacdo da
compressédo medular pelo material herniado. Herniagéo discal dorsal sdo as mais ocorridas, sendo as
ventrais raras e contribuem ou resultam em espondilose deformante. Pode ocorrer a herniacédo late-
ral, com menor frequéncia, e ndo deve acometer a medula espinhal, porém resulta na compressao e
no impacto de nervos periféricos (37).

Em herniacdes cronicas, o material discal dentro ou ao redor da medula espinhal deve realcar
apos a administracdo do contraste endovenoso, devido ao aumento da vascularizacao dentro do ma-
terial e/ou associado a inflamacéo. Em alguns casos, o realce de contraste pode ocorrer em regido
periférica do material discal (37).

CONSIDERACOES FINAIS

O diagnostico por imagem € fundamental para se ter conhecimento da enfermidade, da locali-
zacédo da lesdo e, como na tomografia computadorizada e ressonancia magnética, o grau da lesdo. A
radiografia simples é a de primeira escolha para se tentar diagnosticar a discopatia, devido sua facil
disponibilidade, porém ela ndo é capaz de confirmar a doenca ou a gravidade da lesdo, e sim mos-
trar se h& alguma alteracdo radiogréfica que indica uma discopatia. Outra modalidade de facil dis-
ponibilidade e indicadora do local da lesdo é a mielografia, porém oferece riscos ao animal, assim
como a discografia e epidurografia, que sdo menos realizadas. No Brasil, a ressonancia magnética e

Alves, LS. Diagndstico por imagem de hérnia discal Hansen tipo I, Il e I11 em cées. Vet. e Zootec. 2018 mar.; 25(1): 10-
20.



ISSN 0102-5716 ISSN Eletronico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 18

a tomografia computadorizada ainda sdo de dificil acesso, estando disponiveis apenas em algumas
capitais e em poucas cidades do interior. Nos paises desenvolvidos, essas duas modalidadessdo con-
sideradas como primordiais, descartando-se a radiografia e mielografia na investigacdo de discopa-
tias. Contudo, o diagndstico obtido por essas técnicas permite uma correta abordagem terapéutica,
sendo ela conservativa ou cirlrgica, e, consequentemente, o prognostico. E valido lembrar que a
anamnese, o exame clinico e neuroldgico e exames laboratoriais jamais devem ser dispensados, pois
é por meios destes que o paciente é direcionado ao diagnostico por imagem.
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RESUMO

O interesse na selecdo de individuos de determinado sexo vem dos antigos gregos, mas o estudo
sobre métodos eficazes desta selecdo € relativamente novo. Saber qual sera o sexo da futura
progenie traz ao mercado um grande potencial para o melhoramento genético, A selecdo do sexo
contribui na bovinocultura para a otimizacdo de animais do sexo desejado, em humanos evitando
doencas ligadas ao sexo, ou mesmo na selecdo de sexo em animais selvagens de cativeiro. Com 0
advento das biotecnologias, como a inseminacdo artificial e transferéncia de embrides, a sexagem
comeca a ter relevancia no cenario atual e o custo beneficio passa a ser significativo. Varias técnicas
foram desenvolvidas visando a melhor pré-selecdo de sexo, tal como a imuno separacdo, gradiente
de densidade, e a citometria de fluxo que, no atual cenario mundial, é a técnica com os melhores
resultados e a Unica que permite a comercializacdo do sémen sexado. Os processos de sexagem
ainda demandam muitos estudos, devido aos danos causados aos espermatozoides durante o
processo de separacdo, comprometendo os resultados de fertilidade. Essa revisao de literatura vem
como uma ferramenta para o entendimento do processo de sexagem e as técnicas utilizadas.

Palavras-chave: bovinos, citometria de fluxo, gradiente de densidade, imuno-sexagem, sémen
sexado.

STUDY OF DIFFERENT SPERMATOZOA SEXING TECHNIQUES
ABSTRACT

The interest in sex selection of a particular individuals comes from the ancient greeks, but the study
on effective methods of this selection is relatively new. Know future progeny sex brings to market
great potential for genetic improvement. Sex selection contributes to cattle for animal optimization
of desired sex, to human, preventing diseases sex-linked, or even sex selection of wild animals in
captivity. With the biotechnologies advent such as artificial insemination and embryo transfer,
sexing begins to have relevance in current scenario and benefit costs will be significant. Several
techniques have been developed aiming the best pre-selection of sex, such as immuno separation,
density gradient, and flow cytometry that in current world scenario is the technique with best results
and only one that allows comercialization of sexed semen. Sexing processes still require many
studies due to damage to sperm cells during the separation process, compromising fertility results.
This literature review comes as a tool for understanding the sexing process and techniques used.

Key words: bovine, density gradient, flow cytometry, imuno-sexing, sex sorted sperm
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El interés en la seleccion de individuos de un determinado sexo data de la antigua Grecia; sin
embargo, estudios sobre métodos eficaces para la seleccion espermética son relativamente nuevos.
Saber cual seré el sexo de la futura progenie trae al mercado un gran potencial para el mejoramiento
genético. Esta seleccion del sexo es realizada con diversos enfoques; en bovinos para la
optimizacion de animales de sexo deseado, en humanos evitando enfermedades ligadas al sexo y en
animales salvajes en cautiverio en la seleccion del sexo. Con el adviento de las tecnologias como la
inseminacion artificial y la transferencia de embriones, el sexaje comenzo a tener relevancia en el
escenario actual y el costo beneficio pasé a ser significativo. Varias técnicas han sido desarrolladas
con el objetivo de mejorarla la pre-seleccion del sexo, la inmunoseparacion, gradientes de densidad
y citometria de flujo son algunas de ellas, sin embargo, en la actualidad, la citometria de flujo es la
técnica con mejores resultados y la Unica que permite comercializacion de semen sexado. No
obstante, el proceso de sexaje aun demanda muchos estudios, debido a los dafios ocasionados a los
espermatozoides durante el proceso de separacion, comprometiendo las tasas de la fertilidad. Esta
revision de literatura viene como una herramienta para el entendimiento del proceso de sexaje y las
técnicas utilizadas.

Palablas clave: bovinos, citometria de flujo, gradientes de densidad, inmuno-sexage, semen sexado
INTRODUCAO

A venda de sémen sexado vem crescendo no cenario da atual pecuéria nacional, em 2011 ja
eram vendidas cerca de quase 12 milhdes de doses de sémen, e acredita-se que entre 600 a 800 mil
doses sdo de espermatozoides sexados embora ndo ha estatistica para esse dado (1). A sexagem de
espermatozoides visa a maxima producdo com menor custo e a possibilidade de produzir doses
inseminantes com espermatozoides portadores do cromossomo X ou Y especificamente de acordo
com a necessidade de cada programa de melhoramento genético (2). Na bovinocultura o uso do
sémen sexado tem, entre seus varios beneficios, a producdo de maior numero de machos para
producdo de touros reprodutores e estocagem de determinada unidade comercial e a producdo de
fémeas para reposicao ou aumento do rebanho (matrizes) (3).

Vaérias técnicas sdo descritas para a separacdo de espermatozoides X e Y, e todas estdo em
processo de adequacdo uma vez que ainda promovem danos irreparaveis aos espermatozoides e 0
seu DNA (2). De todas as técnicas ja descritas, a citometria de fluxo é a Unica que permite a
comercializacdo das doses sexadas devido aos 90% de acuidade ja comprovada (4). A separa¢do por
gradiente de densidade é uma técnica promissora e assim como a citometria é baseada no maior
peso do espermatozoide X dado pela maior quantidade de DNA (5). No que se refere a separacdo
pelo método imunoldgico, é sabido que existem outras diferencas ainda que sutis entre 0s
espermatozoides X e Y (6), porém essas diferencas podem ser essenciais no processo de separacao
espermatica, como a presenca do antigeno H-Y, encontrado nos espermatozoides portadores do
cromossomo Y (7). Véarios estudos sobre proteinas ligadas ao sexo vém sendo desenvolvidos a fim
de que se produza um método imunoldgico para sexagem de espermatozoides conforme o interesse
do criador.

Os espermatozoides ndo podem perder seu poder fecundante e devem manter sua viabilidade
apos descongelacdo desta forma sémen sexado deve ser compativel com a criopreservagao
mantendo o seu valor a um preco ajustado com a realidade do mercado. O aumento na procura pela
inseminacdo artificial € que permite a sustentacdo de vendas de doses sexadas (2).

A tecnologia de sexagem de espermatozoides é relativamente nova, mas esta em ascensdo no
mercado nacional e internacional. Dada a importancia dessa biotecnologia para o desenvolvimento
da pecuéria nacional a presente revisdo objetiva em um melhor conhecimento sobre a sexagem de
espermatozoides bem como as técnicas utilizadas.

Estratégias de separacdo dos espermatozoides X e Y
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Durante muitos séculos mitos e estratégias foram desenvolvidos com o objetivo de selecionar
0 sexo desejado, segundo Rezende (8) algumas estratégias utilizadas foram: pH do sistema genital
feminino em que o pH mais &cido favorece o nascimento de fémeas; nutricdo da mée antes e
durante a gestacdo com o consumo de determinado alimento ou nutriente especifico predispde ao
nascimento de macho ou fémea, como por exemplo, o consumo de gordura saturada favorece o
nascimento de machos, &cidos graxos poli-insaturados, 6mega 3 e 6mega 6 e acido ascorbico
favorece o nascimento de fémeas; concentracdo hormonal do macho e da fémea no momento da
copula, a concentracdo de testosterona favorece o nascimento de machos. Momento da inseminacgao
ou copula em relagdo a ovulacdo: o nascimento de fémeas pode ser favorecido quando a
inseminagdo ou cOpula ocorre proxima a ovulagdo. Essas entre outras estratégias foram utilizadas,
porém ndo existem resultados palpaveis na literatura que comprovem esses métodos, tornando-os
ndo eficazes no processo de pré-selecdo do sexo.

Para a pré-selecdo de sexo antes da concepcdo o Unico método eficaz é a separacdo de
espermatozoides portadores do cromossomo X dos portadores do cromossomo Y (9). Para a
bovinocultura essa selecdo representa um grande potencial para o melhoramento genético e
satisfacdo da demanda do mercado (10). Até a década de 80 ndo existia nenhum método efetivo da
sexagem de espermatozdides (6).

Diversas especulagdes sobre as diferencas entre espermatozoides X e Y foram sugeridas,
incluindo diferencas fisicas como tamanho, peso, velocidade, densidade, motilidade, cargas
elétricas superficiais, proteinas de superficie. Essas diferencas sdo tdo sutis e praticamente
impossiveis de mensurar, tornando os espermatozoides essencialmente idénticos nesse sentido (6).

Em 1910 aconteceu um grande marco com a descoberta dos cromossomos sexuais 0 que
possibilitou a separacdo dos espermatozoides em X e Y (11). Inicialmente acreditava-se que 0 sexo
era determinado apenas pelo cromossomo X, onde as fémeas eram classificadas como XX e o0s
machos X0, somente em 1914 descobriu-se que o sexo masculino estava associado ao cromossomo
X e um outro que foi denominado Y (12). Estudos mostram que 0s espermatozoides com
cromossomo X tem mais DNA que 0s espermatozoides com cromossomo Y (5), essa diferenca pode
chegar a 4% variando com as espécies (13).

Muito se deve pensar economicamente quanto ao uso do sémen sexado, observando se o
potencial reprodutivo do touro estd sendo maximizado com o uso do sémen sexado, e o custo da
implantacdo da tecnologia, ou seja, custo beneficio ao comprar uma dose sexada (3) ja que a dose
sexada é mais cara que a dose convencional (14), e a Unica tecnologia aceita para comercializacdo é
a citometria.

As técnicas de separagdo por sexo vém ganhando mercado devido ao maior conhecimento da
fisiologia do sémen e sua contribuicdo genética ao embrido (15). Ressalta-se que para o uso do
sémen sexado devem ser descartados os rebanhos que ndo alcancaram 60% de concepgéo para 0
sémen convencional. Doses sexadas tém seu uso recomendado somente para primeiro e segundo
uso da novilha, ndo é aconselhavel utilizar sémen de alto valor em terceiro uso (13), uma vez que a
fertilidade com sémen sexado é menor (14).

Outro problema do sémen sexado é que as células espermaticas ficam mais sensiveis ao
processo de criopreservacdo pelas injurias causadas no processo de separacao (16), como o estresse
quimico e fisico sofrido no processo de sexagem usando o citdbmetro (17).

Técnicas

Varios estudos vém sendo realizados na tentativa de descobrir a melhor forma de se obter
crias com o sexo desejado. Para isso algumas tecnologias tém sido testadas nessa area incluindo a
utilizacdo de anticorpos especificos do género, centrifugacdo em gradiente de densidade, e
citometria de fluxo (18). Estas técnicas ainda se encontram em processo de aperfeicoamento para se
adequarem a industria do sémen, uma vez que todas causam danos aos espermatozoides, ao seu
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DNA, a motilidade, assim como a cinética espermatica comprometendo o processo de fertilizacéo
(2,19).

Centrifugacdo em gradiente de densidade

A centrifugacdo em gradiente de densidade é considerada uma metodologia simples (15). O
processo se baseia na diferenca de densidade entre os espermatozoides X e Y, uma vez que 0S
espermatozoides X possuem mais DNA que os espermatozoides Y (5). Em um trabalho foram
testados 13 diferentes gradientes de densidade, o sémen foi depositado sobre os gradientes em um
tubo que foi centrifugado em velocidade e tempo determinado segundo o protocolo. Apds a
centrifugacao os espermatozoides foram separados em duas fracOes, o sobrenadante foi descartado e
o sedimento das duas fracGes foi aspirado nos gradientes de oito e 12 camadas. Os espermatozoides
recuperados foram 25% e 75% de Y e X, respectivamente (20).

Em um estudo a diferenca entre o uso dos gradientes de albumina, PureSperm e albumina
conjugada com PureSperm para separacdo dos espermatozoides X e Y ndo apresentaram resultados
significativos (21). O uso de um gradiente de densidade de sacarose também mostrou resultados
sem diferencas estatisticas para a separacdo do sexo, entretanto os autores afirmam que esse
gradiente € uma o6tima ferramenta e de baixo custo para esse fim, porém mais estudos sdo
necessarios (22). Tucker e Jansen (15) estudaram os métodos de centrifugacdo por gradiente de
densidade e afirmaram que a centrifugacéo é o0 método mais eficiente, e que existem alternativas ao
uso do Percoll ainda que com alto custo.

Sucessivas centrifugacdes causam danos as células espermaticas, desta forma, a diminuicao
no numero de centrifugagdes diminui as injurias causadas aos espermatozoides (23,24). Foi testado
um novo gradiente composto de solugdes isotdnicas que permite que em uma Unica centrifugacédo
haja separacdo de impurezas dos espermatozoides vidveis e esses ainda serem separados em X e Y,
Uma pesquisa desenvolvida com separacao de espermatozoides X e Y com gradiente de densidade
Percoll revelou resultados positivos quanto ao uso da técnica uma vez que apds a centrifugacao
houve a separacdo dos espermatozoides por sexo com acuidade de 75% e 25% de taxa de
recuperacdo de espermatozoides, apesar de ser uma técnica com menor recuperacdo comparada a
citometria de fluxo o gradiente de densidade € um processo mais rapido e com maior porcentagem
de motilidade (20).

Citometria de fluxo

A citometria de fluxo é um método capaz de estimar conteldo de DNA do espermatozoide e
separa-lo em X ou Y. E uma técnica eficaz em varias espécies de mamiferos para sémen fresco e
criopreservado (25).

Inicialmente foi usada para muitos propositos especialmente para diagnostico de cancer, uma
vez que o DNA poderia ser um indicador sensitivo de eventos mutagénicos. O uso na sexagem de
espermatozoides € mais recente (26) e se tornou o Unico método comprovado para separacdo por
sexo. Foi usado pela primeira vez na década de 80 para esse fim, mas com pouco sucesso pois havia
separacao dos espermatozoides X e Y, porém promovia a morte celular e, por este motivo, um novo
sistema foi desenvolvido, modificando o citbmetro em alguns aspectos levando ao sucesso da
técnica com poucos danos aos espermatozoides (18,27). Apo6s a década de 80 ocorreu um grande
avancgo na citometria e varias gestacoes do sexo determinado em espécies diferentes foram obtidas,
desde entdo vem sendo usada no cenario atual com bastante sucesso (13).

Partindo do principio que as células X e Y possuem conteudo de DNA total diferentes,
variando na média de 3 a 4% entre as espécies, no touro varia de 3,7 — 4,44% (4) O citbmetro de
fluxo ao ser calibrado consegue separar as células com mais de 90% de pureza, pois detecta essas
diferencas (4,13)

Garner (28) cita que em diferentes mamiferos alem da diferenca do conteddo de DNA existe a
diferenca na capacidade de orientacdo dos gametas no momento da classifica¢do pelo citdbmetro.Os
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espermatozoides com cabeca mais achatada e oval tendem a ser mais hidrodindmicos que aqueles
com cabeca mais arredondada ou angular, e os espermatozoides de touros sdo os mais faceis de
serem sexados pelo citdbmetro, pois dentre as espécies estudadas sdo 0s que possuem a maior area de
cabeca. De acordo com o descrito por Johnson e Welch (26), ndo ha diferencas na velocidade de
deslocamento entre os espermatozoides X e Y de bovinos respondendo a uma controvérsia que
existia hd mais de 25 anos a esse respeito quando estudos foram feitos com espermatozoides de
humanos.

A separacdo se faz por meio do uso de uma sonda fluorescente com especificidade para DNA,
e apds essa marcagdo a separacdo ocorre de acordo com a intensidade da fluorescéncia (26). Para a
separacao por citometria de fluxo a sonda utilizada é o Hoechst 33342 penetra na célula espermatica
integra e se liga ao DNA, como o espermatozoide X possui uma maior porcentagem de DNA em
relacdo ao Y é mais marcado, assim, quando sdo excitadas pelo laser, emitem uma maior
intensidade de fluorescéncia que os espermatozoides Y, essa diferenca é detectada pelos filtros
fotomultiplicadores e analisada pelo computador (29).

Os espermatozoides sdo analisados via computador e 0s com 0 cromossomo X recebem uma
carga positiva, 0s com cromossomo Y recebem uma carga negativa, os indistinguiveis ou
danificados ndo recebem nenhuma carga. A goticula que sai em alta velocidade pelo bico do
citbmetro passa por um campo elétrico e 0s espermatozoides sdo atraidos, 0s X com carga positiva
sdo atraidos pelo campo negativo, e 0s Y com carga negativa sao atraidos pelo campo positivo, 0s
que ndo possuem carga prosseguem sem serem atraidos para campo algum, dessa forma séo
produzidos trés fluxos que séo recolhidos por tubos coletores (29).

Apesar de ser a melhor técnica desenvolvida até hoje, passam por segundo pelo citdmetro de
fluxo cerca de 3 a 5 mil espermatozoides, sendo necessarias 1,3 horas para separar sémen suficiente
para uma palheta de 20 milhdes, além disso, apenas cerca de 30% das células sdo orientadas, ou seja,
somente 15% de cada sexo. Devido a esse lento processo a comercializagdo s é possivel em uma
concentracdo menor por palheta (dois milhdes), somado a isso tem o alto custo do citbmetro e a
necessidade de profissionais qualificados, tornando o custo do sémen sexado elevado. Além desses
fatores, esses espermatozoides tem viabilidade comprometida, dessa forma recomenda-se que esse
sémen seja utilizado em rebanhos bem manejado e novilhas férteis com alta taxa de concepcao
(13,30).

Utilizacdo de anticorpos especificos do género

Pela identificacdo de uma proteina sexo-especifica na membrana plasmatica dos
espermatozoides X e Y e a partir do desenvolvimento de um ou mais anticorpos antiproteina X ou
antiproteina Y foi possivel criar um método imunoldgico de sexagem de espermatozoides, (31,32).
Esse método possui varias vantagens como o baixo custo no processamento, técnica menos invasiva
ao espermatozoide e ndo oferece limitagdes na producdo espermatica (33).

Varias publicacBes e patentes sugerem que € possivel a sexagem de espermatozoides pela
producdo de anticorpos, que determinam proteinas de membrana sexo especificas. Ainda, que 0s
estudos sejam iniciais os resultados ja obtidos foram conclusivos. Foi detectada a expressdo de 14
proteinas diferentes entre X e Y, essas proteinas afetam energia, metabolismo estresse, resisténcia,
composicao do citoesqueleto, entre outros fatores nos espermatozoides. (34)

O antigeno de membrana H-Y foi descrito em 1955 por Eichwald e Silmser ao verificarem
que havia rejeicdo quando pele de rato macho era transplantado para uma fémea, entretanto quando
0 procedimento foi realizado ao contrario fémea/macho a rejeicdo ndo era observada. Nos estudos
de Bradley et al. (35) foi detectada a expressdo do antigeno H-Y na membrana plasmatica de
espermatozoides de carneiros por varias abordagens diferentes. No teste de ELISA foi observado
que o antigeno H-Y ¢é muito sensivel e com boa especificidade, a analise de Western blot revelou
que a membrana plasmatica flagelar contém uma proteina sexo-especifica masculina com peso
molecular de aproximadamente 25.000 kDa.
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Em um trabalho com suinos utilizando anticorpos policlonais observou a elevada afinidade
com 0s espermatozoides 0 que levou a uma cessacdo da motilidade, a maioria dos espermatozoides
ndo moveis tinham o cromossomo Y, concluindo que o uso de antigenos policlonais contra H-Y
pode ser um meio simples e barato de sexagem uma vez que a reducdo da motilidade dos
espermatozoides reduz a habilidade de fertilizagéo (36).

Pesquisadores desenvolveram anticorpos policlonais em ovinos, e relataram que ocorreu
somente no macho uma reacdo contra uma proteina originaria de tecido (32). Blecher, (37) registrou
em patente (US 5,840,504; 24/11/1998) as proteinas sexo especificas denominadas SSP (Sex
Specific Protein) e o desenvolvimento de um método na sexagem imunoldgica. O método se baseia
na incubacao de espermatozoides bovinos com anticorpos antiproteina X previamente identificados,
isolados e purificados por cromatografia de coluna. Apos a incubacdo houve 50% de aglutinacéo
dos espermatozoides, as que ndo sofreram aglutinacdo produziram in vitro 92% embrides do sexo
masculino confirmado pela sexagem por citogenética. Ndo foi relatado se a incubacdo de
espermatozoides com anticorpos antiproteinas especificas do sexo masculino também promoveu o
desvio da proporcdo sexual em favor do sexo feminino.

Existem trabalhos e patentes que discutem o0 uso de anticorpos sexo especificos, mas nenhum
deles ainda mostrou um resultado consistente (38). No que se refere a utilizagdo pratica da selecdo
do sexo por métodos imunoldgicos permanece a limitacdo da necessidade de mais investigacoes,
utilizando técnicas de identificacdo de proteinas mais sensiveis, a fim de produzir um anticorpo
especifico do espermatozoide X ou Y.

CONSIDERACOES FINAIS

A sexagem de espermatozoides vem ganhando grande relevancia no atual mercado da
bovinocultura, diversas técnicas vém sendo desenvolvidas a fim de que maior quantidade de
espermatozoides possam ser sexados em menor tempo.

Das técnicas conhecidas a Unica que permite a comercializacdo das doses sexadas é a
citometria de fluxo que apesar de propiciar 90% de separacdo ainda existem 10 % de erro 0 que
torna necessarios mais estudos envolvendo a técnica. A centrifugacdo por gradiente de densidade
apresenta resultados promissores e apesar da motilidade final ser boa, ainda ndo tem uma acuracia
relevante para 0 mercado. O método de sexagem por anticorpos esta apenas no inicio, e apesar dos
varios estudos no mundo todo a esse respeito ainda existem questionamentos sobre a viabilidade da
técnica.

O conhecimento que ja existe a respeito do assunto mostra a grande importancia da sexagem
de espermatozoides, tanto para doses frescas como doses criopreservadas, levando a uma expansao
do mercado e das biotécnicas utilizadas na reproducao animal.
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CENTRIFUGACAO EM GRADIENTE DE DENSIDADE: ALTERNATIVA PARA
SEXAGEM ESPERMATICA EM CAES?
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RESUMO

A evolucgdo das técnicas de sexagem espermatica nos Ultimos anos permitiu avangos significativos,
mas ainda nenhum método foi empregado com sucesso na espécie canina. Apesar da citometria de
fluxo ser um método eficiente para sexagem espermatica, nos caes pode ser considerada de dificil
aplicacdo, em vista do alto custo da aplicacdo da técnica e da baixa recuperacdo espermatica apos a
separacdo. Em contrapartida, a centrifugacdo em gradiente de densidade também pode ser utilizada
para separacdo espermatica em cées. Essa técnica também se baseia na diferenca do contetdo de
DNA entre os espermatozoides portadores dos cromossomos X e Y. A separacdo espermatica pode
ser confirmada por diferentes métodos, como citometria de fluxo, hibridizacao in situ fluorescente
(FISH), coloragdo com quinacrina mostarda e PCR. Objetivou-se, com esta revisdo abordar a
centrifugacdo em gradiente de densidade como uma alternativa a sexagem espermatica em cées.

Palavras-chave: Cdo, centrifugacdo, cromossomos X e Y, sémen sexado, separacao espermatica.

DENSITY GRADIENT CENTRIFUGATION: ALTERNATIVE FOR SEXING SPERM IN
DOGS?

ABSTRACT

The technical progress concerning sperm sexing in recent years has enabled significant advances,
but still none method was used successfully in dogs. Despite the flow cytometry to be an effective
method for sperm sexing, in dogs it can be considered difficult to implement in view of high cost of
application of the technique and low sperm recovery after separation. In contrast, density gradient
centrifugation can also be used for separating sperm in dogs. This technique is also based on the
DNA content difference between sperm with chromosomes X and Y. Sperm separation can be
confirmed by various methods such as flow cytometry, fluorescence in situ hybridization (FISH)
staining with quinacrine mustard and PCR. The objective of this review to address the density
gradient centrifugation as an alternative to sperm sexing in dogs.

Keywords: Dog, centrifugation, chromosomes X and Y, sexed semen, sperm separation.
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CENTRIFUGACION EN GRADIENTE DE DENSIDAD: ALTERNATIVA PARA SEXAR
ESPERMATOZOIDES CANINOS

RESUMEN

La evolucién de técnicas para la separacion del sexo de esperma en los ultimos afios ha permitido
avances significativos, pero todavia no hay método que ha sido utilizado con éxito en perros. Apear
de la citometria de flujo ser un método eficaz para el sexado de esperma, en perros puede ser
considerado dificil de implementar en vista del alto costo de la aplicacion de técnica y la
recuperacion baja de espermatozoides después de la separacion. En contraste, la centrifugacion en
gradiente de densidad tambien puede ser utilizado para la separacion de espermatozoides en los
perros. Esta técnica también se basa en la diferencia de contenido en DNA entre los
espermatozoides portadores de los cromosomas X e Y. Separacion de esperma puede ser confirmada
por diversos métodos tales como citometria de flujo, hibridacién in situ fluorescente (FISH),
coloracion con quinacrina mostaza y PCR. El objetivo de esta revision es abordar el centrifugacion
en gradiente de densidad como alternativa a la separacion del sexo de espermatozoides en los perros.

Palabras clave: Perro, centrifugacion, cromosomas X e Y, semen sexado, separacion de
espermatozoides.

INTRODUCAO

O interesse pelas biotecnologias reprodutivas na medicina veterinaria tem crescido
substancialmente. Dentre estas, a sexagem espermatica tem grande destaque na producdo animal.
Apesar disso, ha poucos estudos na espécie canina, embora haja interesse de criadores por uma
progénie de sexo pré-determinado, que dependendo da demanda do mercado por fémeas ou machos,
favorega a venda e resulte em maior ganho econémico.

Em outras espécies, especialmente em bovinos, varias técnicas ja foram testadas para
promover a sexagem, baseadas em diferencas entre 0s espermatozoides portadores dos
cromossomos X e Y. Entretanto, a separacdo espermatica baseada nessa diferenca do contetdo de
DNA é a Unica validada (1) e as duas técnicas que se fundamentam nisto sdo a citometria de fluxo e
a centrifugacdo em gradiente de densidade (2,3).

O sémen sexado contempla células separadas para conter uma amostra que produzird uma
prole masculina ou feminina para atender as exigéncias dos criadores de acordo com a necessidade
de producédo ou do mercado (4). Uma vez que seleciona animais com aptiddes especificas, que pode
ser favorecida por uma progénie de sexo pré-determinado, a sexagem espermatica beneficia o
manejo e a eficiéncia reprodutiva (5) e maximiza o progresso genético entre geracgdes (6).

Além do ponto de vista zootécnico, a sexagem espermaética também tem importancia na
reproducdo humana assistida e em animais ameacados de extin¢do (6,7), utilizando animais
domésticos como modelo experimental (8). Recentemente, o sémen sexado foi empregado em
golfinhos para aumentar o nimero de fémeas em cativeiro e permitir a reproducdo dessa espécie (9).

O esperado é que a proporc¢do natural de machos e fémeas em uma progénie ou rebanho seja
de, aproximadamente, 1:1 (10). O emprego do sémen sexado permite produzir uma proporc¢éo ideal
de machos e fémeas, obter descendentes de animais superiores, elevando em 15% o ganho genético
comparado ao sémen convencional (2,11).

A utilizacdo de citometria de fluxo para sexagem espermatica tem sido amplamente difundida,
devido a sua alta repetibilidade e acuidade, acima de 90% (11,12). No entanto, sua execucao
demanda equipamentos sofisticados, & muito dispendiosa e tem demonstrado diminuir a fertilidade
dos espermatozoides, em vista dos danos causados pela técnica (3,7).

Apesar de ainda ndo possuir repetibilidade e reprodutibilidade que a torne uma tecnica
confidvel e segura, uma alternativa é a centrifugacdo em gradiente de densidade devido a
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simplicidade de execucdo e por ndo exigir grandes investimentos em equipamentos (6,13).

Todavia, mais estudos sdo necessarios, especialmente em cées, que sdo multiparos e o maior
numero de descendentes de determinado sexo pode facilitar o mercado, independentemente se 0s
resultados sejam inferiores aos da citometria de fluxo.

Portanto, esta revisdo tem como objetivo abordar a centrifugacdo em gradiente de densidade
como uma opcao as diferentes técnicas de sexagem espermatica em diferentes espécies, mas que
ainda ndo tém sido empregadas com sucesso na espéecie canina.

Diferencas entre os espermatozoides com o cromossomo X e Y

A separagédo dos espermatozoides visando a sexagem deve ser baseada em pelo menos uma
diferenca entre as células, como a sensibilidade ao pH, a carga elétrica da superficie da membrana, a
velocidade de migracdo e antigenos de superficie. Porém, apesar das varias técnicas descritas para a
separacao espermatica, somente aquelas que se baseiam na diferenca do contetdo de DNA entre 0s
espermatozoides portadores dos cromossomos X e Y sdo comprovadas cientificamente in vitro e in
vivo (2,3).

Os espermatozoides sdo células haploides e contém cromossomos autossémicos e
cromossomos sexuais X ou Y que determinam o sexo. Em bovinos a sexagem espermatica €
baseada na maior quantidade (em média 3,80%, com variacdo racial entre 4,24% a 3,73%) de DNA
do cromossomo X. Esta diferenca varia entre as espécies, sendo que nos cées estd em torno de 3,90%
(3). Entretanto, diferencas raciais nos cdes ainda ndo foram estudadas. Apesar de ser considerada
uma diferenca pequena, € possivel mensurar o contetdo de DNA de cada um dos espermatozoides e
diferencid-los em X e Y (7). Para tal, duas técnicas podem ser usadas, a citometria de fluxo e a
centrifugacdo em gradiente de densidade (6,7).

Centrifugacdo em gradiente de densidade

O gradiente de densidade envolve um processo de centrifugacdo baseada na diferenca de
conteudo de DNA entre os dois cromossomos (14).

Em bovinos, acredita-se que essa diferenca seja de 7x10™g/cm® ou 0,06% (15,16) e por ser
minima, a sexagem sé € possivel com a utilizacdo de gradientes com alta resolucdo de densidade
(15).

Os gradientes de densidade podem ser de dois tipos, continuos ou descontinuos. Nos
continuos, a densidade do gradiente aumenta da parte superior até a parte inferior, ndo sendo
observadas diferencas entre as camadas; e nos descontinuos, as camadas sdo observadas e a mais
densa fica na parte inferior do tubo, diminuindo gradativamente até a parte superior (17).

A centrifugagdo em gradiente pode ser realizada com diferentes concentragfes de 2 a 12
camadas (18,19,20), utilizando-se varios tipos de meios, como albumina sérica, Ficoll, Ficoll-
metrizoato de sédio, Percoll® isoladamente ou associado a outros gradientes, como OptiPrep,
IxaPrep e Nycoprep® (21-25).

O Ficoll é uma mistura de polissacarideos neutros hidrofilicos de alta densidade associado ao
metrizoato de sodio (21). O OptiPrep € um componente iodinatado ndo ibnico, estéril e ndo toxico,
desenvolvido para estudos radiogréficos (26). Em vista da sua maior densidade, o OptiPrep é mais
vantajoso na separacao de organelas subcelulares quando comparado ao Percoll® (26).

O gradiente de albumina sérica bovina ja foi utilizado em humanos para obter amostra
enriguecida com espermatozoides portadores do cromossomo Y, resultando em um aumento de 63%
27).

Contrariamente, gradientes descontinuos de albumina sérica humana (ASH), contendo 2 (10,0
e 20,0% de ASH) ou 3 camadas (7,5%, 12,5% e 20,0% de ASH) ja foram utilizados para separacao
de espermatozoides em homens e resultaram em mais células portadoras do cromossomo X
(aproximadamente 52%) (13).

O Percoll® ¢ o mais estudado em animais por separar maior quantidade de espermatozoides
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com cromossomo X. E composto por silica coloidal recoberta por polivinilpirrolidona (PVP) e é
amplamente utilizado para formacdo de gradiente, para separacdo de células, virus e outras
particulas (28). Apesar disso, o Percoll® pode contaminar e afetar a qualidade da coloracdo com
quinacrina, a qual é utilizada para determinar a quantidade de espermatozoides contendo 0s
cromossomos X e Y. Uma alternativa é a utilizacdo de Ficoll como meio de lavagem para retirada
dos residuos do Percoll® (22).

Em 1987, Lizuka et al. (29) descreveram a acuidade de 94%, na separacdo de
espermatozoides humanos, utilizando a centrifugacdo em um gradiente de 12 camadas de Percoll® e
o método de confirmagdo do enriquecimento foi a quinacrina. Posteriormente, voluntarias
inseminadas engravidaram de bebés do sexo feminino, sem anormalidades. Em 1994, Wang et al.
(13) reavaliaram o método descrito por Lizuka et al. (29), utilizando o método de confirmacdo da
separacao por hibridizacdo in situ (FISH). Estes autores verificaram que a porcentagem de células
espermaéticas contendo cromossomos X, ndo ultrapassou os 57,2%, demonstrando que a quinacrina
ndo é um método confidvel para avaliar o processo de sexagem.

Blottner et al. (30) testaram a sexagem espermatica de bovinos pela centrifugacdo em
gradiente contendo 10 camadas de Percoll®, com concentragdes variando entre 22% a 48%. Estes
autores demonstraram enriquecimento de 75% de espermatozoides contendo cromossomos X na
ultima fracdo do gradiente, confirmado por FISH e nenhuma alteracdo na morfologia dessas células,
mantendo a sua viabilidade.

A centrifugacdo em gradiente de Percoll® foi comparada ao método Swin-up (migracio
espermatica) modificado e demonstrou que o primeiro deve ser o de escolha para enriquecimento de
X e 0 segundo para o enriquecimento de Y (31). Além disso, as células colhidas no fundo do tubo
(Percoll® 85%) também contém mais X do que aquelas colhidas na superficie que contém mais Y.
Quando foi utilizado um gradiente de Percoll® em oito camadas, a motilidade dos espermatozoides
contendo o cromossomo X foi aumentada em trés vezes (32), o que também pode contribuir para o
maior nimero de fémeas nascidas.

Samura et al. (33) também compararam o Percoll® e Swin-up, além do Glass wool (que é a
separacdo em la de vidro), e ndo observaram diferenca significativa em relacdo a motilidade dos
espermatozoides X e Y nos 3 métodos, apenas um aumento sutil da motilidade de X e diminuicao
de Y quando utilizado o gradiente de Percoll®. No entanto, nenhum desses métodos foi eficaz para a
sexagem espermatica.

Apesar dos resultados contraditorios a respeito do gradiente de densidade de Percoll®, a
capacidade de rolamento dos espermatozoides contendo o cromossomo Y é reduzida, com reducdo
da fertilidade, resultando em aumento do nimero de fémeas geradas pela amostra (34).

A associacdo do gradiente de Percoll® contendo 7 densidades e NycoPrep® com diferentes
concentracdes foi capaz de separar amostras contendo 94% de espermatozoides humanos com
cromossomos X, confirmadas por FISH. Os autores concluiram que os resultados poderiam ser
comparados a separacdo por citometria de fluxo (23).

Em humanos, apesar dos resultados satisfatorios, tanto na sexagem, quanto na separacdo de
espermatozoides vidveis para procedimentos como a IA e a PIV, o uso de Percoll® foi proibido
devido aos relatos de endometrite em mulheres que foram inseminadas com sémen previamente
tratado em gradientes compostos por meios coloidais, contendo silica (35), mas em animais nao ha
relatos semelhantes.

A associacdo de Percoll® e OptiPrep® mostrou resultados satisfatérios quanto ao desvio da
proporcdo sexual e repetibilidade da técnica, aléem de n&o comprometer a fertilidade dos
espermatozoides, mantendo-os vidveis a inseminagdo artificial (36). Além disso, o IxaPrep
(polissacarose eiodixanol) é outra alternativa e surgiu em 1996 para substituir o Percoll® e evitar
seus efeitos toxicos sobre os espermatozoides (24), mas ainda hoje também ndo é utilizado
comercialmente.

Em bovinos, o gradiente de Percoll® em 12 camadas, apresentou acuidade média de 70% e
pureza de 81%, aliada a manutencdo da capacidade fertilizante das células sexadas, isto é, sem
alteracOes significativas em relagdo ao sémen ndo-sexado. A 1A com 0 sémen sexado por este
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método resultou em uma taxa de gestacdo de 75%, acuidade de 65 a 70%, e taxa de nascimento de
fémeas de 70,7%, utilizando sémen fresco. Mas o enriquecimento dos espermatozoides contendo
cromossomo X ou Y foi confirmado pela coloragdo com quinacrina mostarda (19), o que conforme
Check et al. (18) ndo € um método seguro de validacdo da sexagem.

Houve taxa de 80% de espermatozoides bovinos contendo o cromossomo X no sedimento
utilizando gradiente de Percoll® com 8 camadas, os resultados foram relacionados a maior
motilidade dos espermatozoides contendo o cromossomo X antes da centrifugacdo, o que favoreceu
a sua sedimentacéo (37). Fato este que nédo foi confirmado por Lima (36), uma vez que as amostras
que apresentaram maior motilidade antes da centrifugacdo ndo foram as mesmas que tiveram maior
concentracdo de espermatozoides contendo o cromossomo X.

Resultados positivos tambem foram observados na utilizagdo de gradientes de densidade com
OptiPrep, que pode ser uma alternativa ao Percoll®, uma vez que as amostras de sémen
centrifugadas neste gradiente e utilizadas na inseminacdo artificial de vacas ndo demonstraram
alteracbes na fertilidade, resultando em taxa de prenhez de 80% (36). No entanto, estudos
posteriores afirmaram que o Percoll® como substancia formadora de gradiente de densidade tem
vantagens quando comparado ao OptiPrep em relacdo a repetibilidade da técnica, sendo
considerado mais confiavel (25,38).

Acredita-se que a criopreservacao possa alterar a separacao das células utilizando este método,
ja que amostras de sémen ndo-sexado descongelados, quando submetidas a centrifugacdo em
gradiente de densidade de Percoll®, apresentaram menor acuidade de separacdo dos
espermatozoides X (em torno de 60 a 65%), quando comparadas as amostras de sémen fresco
(25,38).

Até o momento, os gradientes contendo entre 8 e 12 camadas de Percoll separaram mais
espermatozoides com cromossomos X, com acuidade de 75%, provavelmente devido a maior
densidade e nimero de camadas, respectivamente. A coloragdo com quinacrina foi o método
utilizado para confirmar a taxa de enriquecimento de X e ha uma patente depositada no Brasil
descrevendo a metodologia (6,19).

Em cées, 0 método de centrifugacdo em gradiente descontinuo de Percoll®, na maioria dos
estudos, foi descrito para separacdo de contaminantes celulares do ejaculado, como hemécias e
células inflamatérias. Amostras preparadas sobre gradiente de Percoll®, nas concentracdes de 45 e
90%, e centrifugadas a 400xg por 20 minutos, mantiveram a motilidade espermética e apresentaram
consideravel taxa de recuperacdo dos espermatozoides, mas nao foi eficaz em separar as células dos
contaminantes (39).

Silva (40), utilizando a centrifugacdo em gradiente de Percoll® nas concentragdes 90, 85 e
80%, a 560xg, por 30 minutos, reportou diminuicdo na qualidade espermatica, especialmente a
motilidade (85,3% 8,3 versus 40,6% +22,6, p<0,001), vigor (4,5+0,6 versus 2,2+1,1, p<0,001) e
concentragdo espermatica (133,3+62,6x10° versus 15,3+10,1x10° espermatozoides, p<0,001), mas
sem alterar a integridade da membrana (80,8+8,9 versus 80,9+9,5%, p=0,95) e a porcentagem de
células morfologicamente normais (66,2+12,9 versus 69,5+14,5%, p=0,19). No entanto, a taxa de
enriquecimento dos espermatozoides contendo o cromossomo X nado foi suficientemente alta para
sua aplicagdo comercial, identificando média de 41,2% de X e 58,8% de Y pré-centrifugacdo e um
aumento (p=0,019) na proporc¢do de X/Y apds a centrifugacao (49,3% de X e 50,7% de Y) (40).

Apesar da centrifugacdo em gradiente de densidade apresentar resultados divergentes e
diferentes protocolos, sua utilizagdo é segura, simples e de baixo custo, e para que seja aplicada
comercialmente necessita de adaptacdes e repetibilidade que confirme a sua eficicia. Ademais,
embora haja descri¢cdes de aproximadamente 70% de nascimentos de fémeas bovinas apds o
emprego da técnica, essa taxa ainda é considerada baixa, visto que ha a possibilidade de 30% de
nascimento de machos, em uma espécie unipara. No entanto, cdes sdo multiparos, e mesmo com 0
nascimento desta porcentagem de machos, a maioria da ninhada sera de fémeas, favorecendo o
mercado, resultando em ganho econémico, j& que na maioria das racas caninas, as fémeas sdo mais
valorizadas.
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Métodos de confirmagdo da sexagem espermatica

Para a avaliacdo da porcentagem de espermatozoides X e Y em uma amostra e confirmagéo
do enriquecimento de uma dessas células por uma determinada técnica de sexagem espermatica,
alguns métodos sdo utilizados como a propria citometria de fluxo, dessa vez para avaliar a
ocorréncia da separacédo, além da FISH, da coloracdo com quinacrina mostarda e da PCR.

Citometria de fluxo

A validacdo por citometria de fluxo da separacdo espermatica segue 0 mesmo principio
utilizado para a sexagem. Os cromossomos sexuais tém diferentes conteldos de DNA e a
fluorescéncia emitida por eles é proporcional a essa diferenca. Os espermatozoides passam pelo
citdmetro de fluxo por uma fila Unica, em alta velocidade e presséo e recebem a incidéncia do feixe
de laser. Aqueles que contem o cromossomo X emitem um sinal de fluorescéncia maior do que 0s
que possuem o cromossomo Y, devido ao seu maior conteudo de DNA (41), e desta maneira é
possivel determinar a pureza da amostra em relacdo ao enriquecimento.

FISH — Hibridizac&o in situ por fluorescéncia

A FISH é um método que identifica os cromossomos em qualquer tipo celular, de acordo com
a sonda utilizada (37). Este método também utiliza um corante fluorescente, que é capaz de separar
0s espermatozoides contendo os cromossomos X e Y de acordo com a intensidade de fluorescéncia
que emitem (2) ou a cor quando uma sonda dupla é usada. Este método identifica sequéncias
génicas pelo principio da complementaridade de nucleotideos do DNA e RNA a partir de sondas de
DNA (37). A marcacgéo especifica no cromossomo € visualizada como pontos fluorescentes de cores
diferentes e para a analise sdo utilizados sistemas computadorizados (42).

Essa técnica requer sondas moleculares de sequéncias completas de genes conhecidos ou
fragmentos de DNA, que se ligam ao gene especifico na amostra que esta sendo analisada (42).

A FISH, por meio de suas diferentes sondas e principio da complementariedade de
nucleotideos do DNA, tem sido utilizada principalmente em humanos e ruminantes. A exemplo
disso, ja foi utilizada para reavaliar o0 método de coloracdo com quinacrina na confirmacdo da
sexagem espermatica de humanos por centrifugacdo em gradiente de densidade, e demonstrou que
essa coloracdo, descrita por Lizuka et al. (29), cuja acuidade havia sido reportada como 94%, ndo é
confiavel, uma vez que as células espermaticas contendo cromossomos X ao serem reavaliadas pelo
método FISH tiveram porcentagem inferior a 57,2% (13).

Andersen e Byscov (23) e Blottner et al. (30) também utilizaram a FISH para confirmar o
enriquecimento de espermatozoides contendo cromossomos X apds sexagem pelo método de
centrifugacdo em gradiente de densidade, e pelo método de gradientes de aloumina, demonstrando
que a técnica FISH é interessante como método de validacdo da sexagem espermatica e pode ser
considerada confiavel (43).

A FISH pode apresentar vantagens em relacdo a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e a
coloracdo com quinacrina, pois como utiliza sondas especificas de DNA dos cromossomos, 0S
resultados sdo mais confidveis; os espermatozoides sdo analisados individualmente e ndo em grupos;
e varios espermatozoides podem ser marcados de forma rapida e precisa (42).

Porém, essa técnica ainda € muito trabalhosa e dispendiosa (43). Quando apenas uma sonda é
utilizada, alguns espermatozoides exibem sinal de hibridizacdo, mas ha aqueles que ndo apresentam
sinal algum, e entdo se pressupde que estes sdo portadores do outro cromossomo. No entanto, essa
suposicdo é inaceitavel, uma vez que o0s espermatozoides podem nado ser corados por varias razoes,
como a falha na hibridizacdo ou presenca de cromossomos aneuploides. Para resultados mais
confiaveis, devem ser usadas colora¢des duplas, ou até triplas, encarecendo e aumentando o grau de
dificuldade do procedimento (42).
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Quinacrina mostarda

A quinacrina é um método que cora o corpusculo F do cromossomo Y, o qual se encontra na
regido distal do seu brago curto. Em 1988, a partir dessa coloracéo, foi demonstrada a presenca do
corplsculo F (identificado como corpusculo fluorescente) em diversas espécies, como bovinos,
suinos, leporinos, murinos, caes, ratos e também no homem (44).

No entanto, a quinacrina pode produzir resultados falsos positivos e falsos negativos em
células em interfase, como ja demonstrado em humanos (18).

Vale ressaltar entdo que os resultados de trabalhos que utilizaram a coloragdo com quinacrina
para confirmar a sexagem por centrifugacdo em gradiente de Percoll® devem ser interpretados com
cautela, uma vez que a quinacrina pode falsamente aumentar o enriquecimento de X, e diminuir o
de Y, apresentando resultados incorretos, ja que ndo foi confirmado pela PCR, FISH (18) ou
citometria de fluxo. O Percoll® é considerado um contaminante, interferindo no processo de
coloracdo com a quinacrina. Nestes casos, o Ficoll pode ser utilizado como um meio para lavagem e
retirada dos residuos de Percoll®, mas estes achados néo foram confirmados (22). Meios contendo
albumina também resultam em coloracéo inespecifica dos cromossomos autossémicos, ndo corando
apenas o cromossomo Y, conforme desejado (45).

Diante disso, os resultados da separagdo espermética por gradiente descontinuo de Percoll® e
outros que utilizaram a coloragdo com quinacrina como indicador da separacdo devem ser
reavaliados (18).

Reacdo em cadeia de polimerase (PCR)

A validacdo da sexagem espermatica requer procedimentos seguros e confidveis. A PCR
permite a replicacdo do DNA in vitro e a amplificacdo de sequéncias especificas com alta
sensibilidade e especificidade (46). A PCR convencional pode quantificar a relacdo de cromossomo
X e Y em uma amostra de sémen. No entanto, em diferentes lotes de sémen n&do-sexado de um
mesmo reprodutor foi reportada grande variacdo, 0 que a caracterizou como uma técnica instavel e
insegura (16). Mas, o desenvolvimento de nova modalidade, a PCR em tempo real ou quantitativa,
restaurou sua confiabilidade, uma vez que, a utilizacdo de sondas fluorescentes, possibilita estudos
qualitativos e quantitativos, reportados com alto grau de acuracia, repetibilidade e reprodutibilidade.
Em estudo realizado em bovinos ndo houve diferenca significativa quando comparada a citometria
de fluxo (47).

Além disso, tém as vantagens de permitir a utilizacdo de uma pequena aliquota, o que no caso
do sémen, especialmente de céo, que conta com pequeno volume, é de interesse; além de poder ser
realizada em grande escala (46).

CONSIDERACOES FINAIS

A sexagem espermatica por centrifugacdo em gradiente de densidade, se empregada com
sucesso, produz descendentes de sexo pré-determinado a baixo custo e € comercialmente mais
acessivel do que as demais devido a facilidade de execucéo.

A citometria de fluxo, apesar de ser a técnica de separacdo espermatica que apresenta
resultados mais confiaveis e precisos, € muito dispendiosa, exige equipamentos sofisticados e é de
dificil execucao.

Apesar de ainda ndo possuir repetibilidade e reprodutibilidade para ser aplicada
comercialmente, as vantagens da centrifugacdo em gradiente de densidade sdo a simplicidade e a
economia da técnica, incentivando mais estudos nessa area, por ser uma alternativa viavel,
especialmente na espécie canina.
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SISTEMAS DE MANEJO PARA MAXIMIZACAO DA EEICIENCIA REPRODUTIVAEM
BOVINOS DE CORTE NOS TROPICOS
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RESUMO

Na bovinocultura de corte, a reproducdo pode ser considerada o principal pilar de sustentacdo da
cadeia, visto que produz a matéria-prima elementar dessa inddstria: o bezerro, determinando
diretamente a eficiéncia da producdo animal e garantindo o sucesso dos sistemas de producao.
Desta forma, a alta eficiéncia reprodutiva do rebanho, atrelada a elevados indices de producdo,
devem ser metas consolidadas dentre os criadores. O Brasil € um pais com grande potencial para
producdo de carne bovina, no entanto, ainda apresenta baixa eficiéncia produtiva e reprodutiva, com
indices reprodutivos muito baixos e insatisfatorios, além de um manejo muitas vezes precario, com
pouco ou nenhum controle acerca das diferentes fases que envolvem o ano reprodutivo, como
selecdo dos reprodutores, estacdo de monta, estacdo de paricdo e processo de desmama. Neste
contexto, o planejamento reprodutivo em uma propriedade e a inclusdo de estratégias de manejo
que maximizem a eficiéncia reprodutiva, torna-se crucial e de suma importancia para a melhoria do
desempenho produtivo e, consequentemente, da lucratividade na criagdo de rebanhos comerciais. A
adocdo de um adequado manejo reprodutivo, assim como sanitario e nutricional, também esta
intimamente atrelada a maxima exploracdo do potencial genético dos animais. Diante da grande
importancia da reproducdo na cadeia produtiva da carne bovina, esta revisdo visou reunir e
apresentar as principais e mais eficientes estratégias de manejo adotadas para maximizacdo do
desempenho reprodutivo e produtivo em rebanhos de corte.

Palavras-Chave: Bovino, manejo reprodutivo, manejo nutricional, manejo sanitario, eficiéncia de
producdo animal.

MANAGEMENT SYSTEMS TO MAXIMIZE THE REPRODUCTIVE EFFICIENCY IN
BEEF CATTLE IN THE TROPICS

ABSTRACT

In beef cattle, the reproduction can be considered the main pillar of the chain support, since it
produces the basic raw material of the industry: the calf, directly determining the efficiency of
animal production and ensuring the success of the production systems. Thus, high reproductive
efficiency of the herd, linked at high production rates must be consolidated targets among creators.
Brazil is a country with great potential for beef production, however, still has a low productive and
reproductive efficiency, with very low and unsatisfactory reproductive rates, plus a handling often
precarious, with little or no control on the different phases involving the reproductive year, as
selection of breeding, breeding season, calving season and weaning process. In this context, the
reproductive planning on a property and the inclusion of management strategies that maximize
reproductive efficiency, it is crucial and very important for improving growth performance and
hence profitability in the creation of commercial herds. The adoption of an adequate reproductive
management, as well as health and nutrition, is also closely linked to the maximum exploitation of
the genetic potential of the animals. Due the great importance of reproduction in the production
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chain of beef, this review aimed to gather and present the main and most effective management
strategies adopted to maximize the reproductive and productive performance in beef cattle herds.

Keywords: Bovine, reproductive management, nutritional management, health management,
animal production efficiency.

SISTEMAS DE GESTION PARA MAXIMIZAR LA EFICIENCIA REPRODUCTIVAEN
GANADO DE CARNE EN LAS ZONAS TROPICALES

RESUMEN

En la produccion de ganado de carne, la reproduccion puede ser considerado como el pilar principal
del soporte de la cadena, ya que produce la materia prima béasica de la industria: el becerro,
determinando directamente la eficiencia de la produccion animal y garantizar el éxito de los
sistemas de produccion. Por lo tanto, una alta eficiencia reproductiva del rebafio, vinculado a altas
tasas de produccion debe consolidarse objetivos entre los creadores. Brasil es un pais con un gran
potencial para la produccion de carne, sin embargo, todavia tiene una eficiencia productiva y
reproductiva baja, con tasas de reproduccion muy baja y poco satisfactorios, ademas de un manejo a
menudo precaria, con poco o ningun control sobre las diferentes fases que implican el afio
reproductiva, como la seleccion de crianza, estacion de cria, época de parto y el proceso de destete.
En este contexto, la planificacion reproductiva en una propiedad y la inclusion de estrategias de
gestion que maximicen la eficiencia reproductiva, es crucial y muy importante para mejorar el
rendimiento del crecimiento y por lo tanto la rentabilidad en la creacion de los rebafios comerciales.
La adopcion de un manejo reproductivo adecuado, asi como la salud y la nutricién, estd también
estrechamente vinculados a la explotacién maxima del potencial genético de los animales. Debido a
la gran importancia de la reproduccion en la cadena de produccion de carne de vacuno, esta revision
tuvo como objetivo reunir y presentar los principales y mas efectivas estrategias de gestion
adoptadas para maximizar el rendimiento reproductivo y productivo en los rebafios de ganado
vacuno.

Palabras clave: Bovino, manejo reproductivo, manejo nutricional, gestion de la salud, la eficiencia
de la produccién animal.

INTRODUCAO

Na bovinocultura de corte, quatro pilares sdo responsaveis pela sustentabilidade econémica
dos sistemas de producdo: o melhoramento genético, a sanidade, a nutri¢cdo e a reproducado, sendo
este ultimo o grande responsavel por determinar a eficiéncia da produc¢do animal, visto que produz a
matéria-prima elementar dessa industria: o bezerro.

A eficiéncia reprodutiva pode ser definida como o numero de crias produzidas durante o
periodo de vida da fémea no rebanho, sugerindo que a idade ao primeiro parto e o intervalo entre
partos, sejam os principais fatores que afetam o desempenho reprodutivo da fémea. A baixa taxa de
natalidade, o reduzido percentual de ventres produtivos no rebanho e a elevada idade ao abate ainda
sdo outros fatores responsaveis pela baixa eficiéncia. Desta forma, um adequado manejo animal e
uma alta eficiéncia reprodutiva do rebanho, atrelada a elevados indices de producdo, devem ser
metas consolidadas dentre os criadores de rebanhos comerciais, visando alta lucratividade da
atividade (1,2).

O Brasil € um pais com grande potencial para a producéo de carne bovina, no entanto, ainda
apresenta baixa eficiéncia produtiva e reprodutiva, com indices bastante insatisfatorios no processo
reprodutivo de bovinos de corte, tais como, taxas de prenhez, pari¢cdo, natalidade, desmama e
produtividade de quilos de bezerros desmamados/vaca relativamente baixo (3). A taxa de gestacéo
média na bovinocultura brasileira elevou-se significativamente nos Gltimos anos, no entanto, ainda
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h& pouco ou nenhum controle sobre as diferentes fases que envolvem o ano reprodutivo, as quais
consistem em: preparacdo da estacdo de monta, estacdo de pari¢cdo e processo de desmama. Os
baixos indices produtivos ainda séo frequentemente relacionados ao manejo inadequado destinado
as matrizes dentro de um rebanho, as quais muitas vezes sdo colocadas em segundo plano,
esquecendo-se de sua grande responsabilidade sobre a eficiéncia reprodutiva do rebanho, assim,
uma especial atencdo deve ser dedicada a fertilidade desta categoria (4).

O planejamento reprodutivo em uma propriedade torna-se, portanto, de fundamental
importancia para o aumento da eficiéncia reprodutiva de bovinos, possuindo impacto direto e
incisivo sobre a salde financeira da empresa rural. Este planejamento deve estar interligado aos
planejamentos nutricional, sanitario e genético, visando sempre a maximizacdo da eficiéncia
produtiva e reprodutiva do rebanho, ou seja, da producdo de quilos de bezerro
desmamado/hectare/ano (5).

Dentro deste cenario, inimeras estratégias de manejo vém sendo amplamente utilizadas de
forma racional em rebanhos de cria, visando além de um adequado manejo reprodutivo, a prevencao
de doencas, o atendimento das exigéncias nutricionais nas diversas fases da vida reprodutiva e a
méaxima exploracdo do potencial genético dos animais. Dentre as praticas de manejo empregadas
para melhorar a fertilidade e aumentar a eficiéncia reprodutiva do rebanho, destacam-se as seguintes:
escolha de matrizes e touros para a reproducdo, estabelecimento de uma estacdo de monta e de
paricdo, escolha de um sistema de acasalamento, adocdo de protocolos de sincronizagcdo de cio,
diagnostico de gestacdo precoce e descarte de fémeas inférteis, monitoramento do Escore de
Condicdo Corporal (ECC) das fémeas e atendimento de suas exigéncias nutricionais, preparo de
novilhas para reposicao, controle sanitario do rebanho, determinacdo da idade ao desmame, entre
outras (6,7).

Diante do exposto e da grande importancia que a reproducéo exerce sobre a cadeia produtiva
da carne bovina, esta revisdo objetivou reunir e apresentar 0s principais e mais eficientes sistemas
de manejo utilizados para maximizacao da fertilidade e, sobretudo, do desempenho reprodutivo e
produtivo em rebanhos de corte.

ESCOLHA DAS MATRIZES PARA REPRODUCAO

A selecdo de fémeas bovinas utilizadas na reproducdo de rebanhos de cria deve ser
extremamente criteriosa, visto que serdo as matrizes as grandes responsaveis pela eficiéncia
reprodutiva do sistema. Diante disso, deve-se disponibilizar uma atencéo especial ao processo de
selecdo de matrizes, assim como a selecdo de novilhas destinadas a reposicdo. A selecdo e
desenvolvimento dessas fémeas consiste em uma fase relativamente critica em sistemas de
producdo da pecuaria de corte, visto que a idade média ao primeiro parto no Brasil ainda esta acima
de trés anos de idade, em conseqliéncia de uma alimentacdo e manejo inadequados (4,8).
Fisiologicamente, novilhas de corte com 14 a 15 meses de idade ja estdo aptas ao primeiro
acasalamento, sendo possivel reduzir consideravelmente a idade média brasileira ao primeiro
servicgo, o que culminaria com uma diminuicdo significativa na quantidade de animais improdutivos
no rebanho (8).

O processo de selecdo de matrizes ou novilhas para reposicdo deve sempre estar atrelado a
nutricdo e manejo adequados para cada fase e estado do animal. Os procedimentos gerais para
selecdo das fémeas devem-se iniciar na desmama e prosseguir até que as fémeas selecionadas
tenham o primeiro parto. Na desmama deve-se descartar apenas aqueles animais que apresentem
problemas de conformacédo ou de desenvolvimento, ou seja, fémeas fenotipicamente incapacitadas
para a reproducdo. A taxa de selecdo imposta ao rebanho de bezerras desmamadas ira variar de
acordo com a taxa de fertilidade do rebanho base. Rebanhos com fertilidade alta devem reter no
minimo 70% das novilhas, ao passo que, rebanhos com baixa fertilidade devem incorporar 90% das
bezerras desmamadas. Essas fémeas serdo incorporadas ao rebanho de reproducdo somente ao
atingirem peso e idade compativeis ao exercicio das fungdes reprodutivas. Uma maior presséo de
selecdo sera imposta a essas fémeas no momento da desmama de suas primeiras crias (9).
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A escolha das fémeas bovinas para reproducdo e reposicdo € realizada principalmente em
funcéo da genética, do peso e da condigé@o ginecoldgica da novilha na entrada da estacdo de monta.
Essas novilhas devem iniciar este periodo com mais de 65% do seu peso adulto e ter atingido a
puberdade (ter ciclado) 42 a 21 dias antes do inicio da estacdo de monta (7).

Ap0s adequada selecdo das fémeas bovinas destinadas a reproducdo no sistema de cria, € de
primordial importancia que, 30 a 60 dias antes do inicio da estacdo de monta, as mesmas passem
por uma avaliagdo ginecologica criteriosa, a qual consiste em uma série de avaliagdes
morfofuncionais do aparelho reprodutor feminino, assim como de seus gametas (odcitos). Esta
avaliacdo proporciona diagnosticar animais em anestro e, pelo manejo (nutricional e reprodutivo)
adequado, permite oferecer as condi¢cBes adequadas para que esses animais possam ciclar o mais
rapido possivel na estacao (7).

ESCOLHA DOS TOUROS PARA REPRODUCAO

A selecdo de touros sadios e férteis para serem utilizados na reproducédo é fundamental dentro
de um sistema de producédo de bovinos, visto que estes influenciardo diretamente na fertilidade das
fémeas bovinas e, conseqlentemente, na producdo de quilos de bezerros desmamados/ha/ano. O
impacto da fertilidade do touro no desempenho reprodutivo do rebanho e na fertilidade das fémeas é
de extrema importancia, visto que 0s mesmos podem servir a um nimero elevado de fémeas, tanto
no sistema de monta natural (pelo menos 25 vacas) como de inseminacao artificial (10,11). Portanto,
touros de baixa fertilidade, quando permanecem por um longo periodo no rebanho, por ndo serem
diagnosticados em tempo habil, causam grandes prejuizos na produtividade do sistema de cria,
acarretando em baixa eficiéncia reprodutiva das fémeas de corte, mesmo que estas possuam elevada
fertilidade e caracteristicas reprodutivas desejaveis (6,12). O numero de touros zebuinos inférteis ou
subférteis em servico ainda é bastante elevado no Brasil, sendo que 20 a 40% apresentam algum
distarbio de fertilidade (13).

Para eliminar as perdas causadas por subfertilidade e infertilidade, os touros destinados a
reproducdo do rebanho deverdo ser previamente selecionados pela sua capacidade reprodutiva, a
qual pode ser seguramente avaliada por meio de um exame androlégico completo, realizado antes
da estacdo de monta. Desde que os touros a serem avaliados ndo sofram restri¢do alimentar durante
0 periodo de seca, o exame podera ser feito em torno dos 60 dias antes do inicio da estacdo de
monta. Essa avaliacdo deve ser bastante abrangente e criteriosa e, segundo Valle et al. (6) e Barbosa
et al. (11), deve incluir:

» Exame fisico: Observacdo de todas as condi¢des que possam interferir na habilidade de
monta, tais como, defeitos de aprumos, condicéo corporal, incidéncia de doencas, problemas respi-
ratorios e de denticdo;

> Exame do trato reprodutivo: Diagndstico de anormalidades dos 6rgdos genitais internos
(glandulas vesiculares, ampolas do duto deferente e préstata) e externos (pénis, prepucio, escroto,
consisténcia do testiculo, epididimo, perimetro escrotal e corddo espermatico). O perimetro escrotal
é um excelente indicador da producdo espermatica e da precocidade sexual das filhas e irmas;

> Avaliacdo das caracteristicas fisicas do sémen: Volume, aspecto, cor, pH, motilidade, vi-
gor, turbilhonamento, concentracdo e percentagem de vivos e mortos;

» Avaliacdo das caracteristicas morfoldgicas do sémen: Defeitos maiores, menores e total de
defeitos;

» Avaliacéo da libido: Desejo em procurar a fémea e completar a monta;

» Capacidade de monta ou relacdo touro/vaca: as recomendagdes gerais sdo de 25 a até 60 ou
80 vacas para cada touro. Esta relagéo ira depender de fatores como a idade, capacidade de monta,
estado sanitario e nutricional dos touros, tamanho e topografia das pastagens, lembrando-se sempre
de ndo colocar no mesmo pasto touros adultos e jovens, pois o0s adultos, devido a dominancia social,
poderdo impedir o desempenho reprodutivo dos mais jovens.

A avaliacdo da fertilidade dos touros, realizada pelo exame androlégico completo, oferece
uma estimativa segura do potencial reprodutivo do touro, proporcionando o uso de touros com
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maior capacidade de fertilizagdo, reduzindo o nimero de touros em relagcdo ao nimero de vacas e,
conseqlientemente, proporcionando um maior indice de fertilidade entre as fémeas bovinas, ou seja,
é capaz de elevar a taxa de prenhez e a subsequente producdo de bezerros (7,14).

Apesar da grande importancia do exame androldgico na selecdo de touros para reproducéo, a
maioria dos criadores ainda ndo adota essa préatica antes de iniciar a estacdo reprodutiva e nao
estabelece uma relacdo touro/vaca adequada, reduzindo consideravelmente a eficiéncia reprodutiva
do rebanho (15).

IMPLANTACAO DA ESTACAO DE MONTA

O sistema de monta mais primitivo e utilizado no Brasil € aguele em que o touro permanece
no rebanho durante todo o0 ano e, como consequéncia, 0s nascimentos se distribuem por varios me-
ses, dificultando o manejo das matrizes e das respectivas crias (6,16). Com a ocorréncia de nasci-
mentos em épocas inadequadas, o desenvolvimento dos bezerros é prejudicado e a fertilidade das
matrizes pode ser reduzida substancialmente devido ao aumento do intervalo parto-primeiro servi-
¢o, induzido pela restricdo alimentar. A monta durante todo o ano ainda dificulta o controle zootéc-
nico e sanitéario do rebanho, devido a falta de uniformidade (idade e peso) dos animais, prejudican-
do a selecdo dos bovinos de maior potencial reprodutivo, em detrimento da fertilidade do rebanho
7).

Por iss0, o0 estabelecimento de uma estacdo de monta de curta duracdo e na época adequada é
uma das decisfes mais importantes e cruciais do manejo reprodutivo e de maior impacto na
fertilidade do rebanho, pois, além de disciplinar as demais atividades de manejo, sua implantacao
ainda permite que o periodo de maior exigéncia nutricional (lactacdo) coincida com o de maior
disponibilidade de forrageiras de melhor qualidade, de modo a reduzir ou mesmo a eliminar a
necessidade de alguma forma de suplementacdo alimentar, e ainda conseguir melhores indices
reprodutivos (18,19). Como resultado desta préatica, as fémeas terdo tempo e condicdes suficientes
para se recuperarem fisiologicamente até a monta subsequente. A concentracdo dos nascimentos na
época mais adequada do ano ainda resulta em lotes uniformes de bezerros e permite a adogédo de
diferentes praticas de manejo, que visam a reducdo da mortalidade e ao aumento do peso a
desmama (17,18).

Reduzindo-se a estacdo de monta, também € possivel identificar as fémeas de melhor
desempenho reprodutivo, pois as vacas mais prolificas tendem a parir no inicio do periodo de
nascimento e desmamam bezerros mais pesados, ja aquelas que, sob as mesmas condicdes, ndo
concebem ou tendem a parir no final do periodo, devem ser descartadas, pois fatalmente néo irdo
conceber na proxima estacdo e, conseqientemente, estardo prejudicando a produtividade do
rebanho. Assim, para a otimizacdo da produtividade da cria, o produtor deve ter como meta a
obtencdo de elevados indices de concepcdo (acima de 70%) nos primeiros 21 dias da estacdo de
monta e indices superiores a 90% durante os dois primeiros meses de monta (6,20,21).

Epoca da Estacdo de Monta

Existe uma época de estacdo de monta ideal para cada clima e/ou regido, pois esta é
determinada em funcdo da distribuicdo das chuvas e de sua quantidade, a qual influenciara
diretamente a qualidade e quantidade de forragem disponivel no pasto. A estacdo de monta deve ser
estabelecida a fim de possibilitar a disponibilizacdo adequada de nutrientes requeridos para o
processo de amamentacdo e retorno a ciclicidade normal, alem de permitir que 0s nascimentos
ocorram na época das secas, quando a incidéncia de doencgas, como a pneumonia, e de parasitos,
como carrapatos, bernes, moscas e vermes € bastante reduzida (6,17).

A estacdo de monta normalmente é estabelecida 40 a 60 dias ap6s o inicio da estagdo das
chuvas, que pode variar de novembro a janeiro, dependendo da regido, fazendo com que o periodo
de nascimentos ocorra de agosto a outubro (periodo seco) e o terco inicial de lactacdo, que
apresenta as maiores exigéncias nutricionais, coincida com o periodo de maior oferta de alimentos

Castro FC, Fernandes H, Leal CLV. Sistemas de manejo para maximizacdo da eficiéncia reprodutiva em bovinos de
corte nos tropicos. Vet. e Zootec. 2018 mar.; 25(1): 41-60.



ISSN 0102-5716 ISSN Eletronico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 46

de melhor qualidade (estacdo das chuvas) (7). Desta forma, nas propriedades que preconizam 0
desmame aos oito meses de idade, os bezerros sdo separados das maes nos meses de marco, abril e
maio, época de grande oferta de pastagens. Esta pratica favorece o desempenho do bezerro no inicio
da recria, bem como o da vaca, que estara sem bezerro ao pé e podera suportar melhor as restricoes
do periodo seco e melhorar a condi¢do corporal ao parto (20).

Periodo de Estacdo de Monta

O estabelecimento de um periodo de monta é uma prética de facil adogdo e sem custo para o
produtor, no entanto, deve-se evitar a mudanca brusca do sistema tradicional (monta o ano inteiro)
para o de curta duracdo, devido ao elevado nimero de fémeas que teriam de ser descartadas. De
maneira geral, devido a sazonalidade da producdo de forrageiras, ocorre uma concentracdo natural
dos nascimentos durante o periodo seco do ano, ideal para os bezerros. Portanto, com base nestes
nascimentos, para propriedades que nunca adotaram um periodo de estagdo de monta, recomenda-se,
no primeiro ano, instituir um periodo de outubro a marco (180 dias) e, nos anos subsequentes, deve-
se ajustar gradativamente este periodo eliminando os meses de menor concentracdo de nascimentos,
até a obtencdo de um periodo ideal (60 a 90 dias) (6). Para novilhas, a estacdo de monta pode durar
de 60 a 70 dias quando 0 manejo nutricional, sanitario e genético estiver adequado (7). Deve-se ter
como meta elevados indices de concepgdo no primeiro més de monta, para que 0s nascimentos se
concentrem no inicio da época de paricdo e as vacas tenham tempo suficiente para recuperar seu
estado fisiol6gico e emprenhar novamente e, além disso, 0s bezerros nascidos nesse periodo sdo 0s
que apresentam o maior peso a desmama (6,18).

Dentro deste contexto, vale salientar que, para reduzir o intervalo entre o parto e o cio
subsequiente, tanto vacas como novilhas devem apresentar condi¢des corporais de moderada a boa
no inicio da estacdo de monta. Logo, o adequado manejo nutricional nos dois Gltimos meses de
gestacdo é de vital importancia para a recuperacao normal da ciclicidade e atividade reprodutiva nas
fémeas (7).

ESCOLHA DE UM SISTEMA DE ACASALAMENTO

Os principais sistemas de acasalamento consistem na monta natural em campo, monta natural
controlada ou dirigida e a inseminacao artificial. A monta natural em campo é o método ainda mais
empregado na pecuaria de corte extensiva e consiste em deixar os touros junto ao rebanho de
fémeas durante toda a estacdo de monta. J4, o sistema de monta controlada ou assistida consiste em
trazer a fémea bovina junto ao touro, ao ter seu cio detectado, onde permanece até a sua cobri¢cdo
(6,16).

Com relacdo a inseminacéo artificial, observa-se que ainda consiste numa biotécnica pouco
empregada. Os principais fatores limitantes a sua expansao estdo relacionados ao sistema extensivo
de exploracdo da pecudria, além da dificuldade na identificacdo correta do cio, dos problemas
associados com o aparte, conducdo, contencdo e inseminacdo diaria dos animais e dos custos
envolvidos na implantacdo do processo. No entanto, se bem manejado, o sistema de inseminacéao
artificial oferece inimeros beneficios, tanto econdmicos guanto sanitarios e zootécnicos, tais como:
padronizacdo do rebanho, controle de doencas sexualmente transmissiveis, ordenacdo do trabalho
na fazenda, redugéo do custo com reposicdo de touros (devido ao menor desgaste dos mesmos),
reducdo dos custos com manejo, melhoramento genético, obtencéo de animais com maior potencial
de produgéo e reproducéo e deteccao precoce de falhas reprodutivas relacionadas ao macho (22).

Quando associada a protocolos hormonais de inducéo e sincronizacdo de cio, a inseminacao
artificial é capaz de promover uma melhora consideravel nas taxas de fertilidade no inicio da
estacdo de monta e, sobretudo, na eficiéncia reprodutiva do rebanho (6,23). Normalmente, a taxa de
prenhez varia de 40-60% na primeira inseminacédo, sendo que esses resultados podem aumentar na
segunda inseminacdo ou repasse com touros (6). A inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF)
elimina o trabalho com detecgdo de cio apds o protocolo, facilita 0 manejo da inseminacéo,
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concentra o trabalho em dias pré-determinados, aumenta o nimero de animais inseminados e,
consequentemente, as taxas de prenhez, possibilitando o planejamento dos partos e da estacdo de
monta subsequente (24,25). No entanto, no sistema de IATF, deve-se atentar ao custo-beneficio do
programa. Valores inferiores a 1,6 de servico por concepcdo (n° de inseminagao/concepcao) sdo
desejaveis, refletindo assim uma excelente fertilidade dos animais e um eficiente processo de
inseminacao artificial (26).

Portanto, quando h& a deteccéo correta dos cios ou a implementacdo de programas especificos
de sincronizagdo de cio, além de adequada conducdo do procedimento de inseminacédo artificial,
utilizando-se méo-de-obra especializada, sémen de boa qualidade e ainda o repasse das vacas com 0
touro, este sistema consiste, sem duvidas, no de maior eficiéncia, capaz de explorar a0 maximo a
fertilidade das fémeas bovinas e melhorar o desempenho reprodutivo e produtivo do rebanho.

DIAGNOSTICO DE GESTACAO E DESCARTES DAS FEMEAS

O diagndstico de gestacdo é de grande importancia para a melhoria da eficiéncia reprodutiva,
pois possibilita a identificacdo precoce das fémeas que ndo ficaram prenhes durante a estacdo de
monta. Este diagnostico deve ser realizado o mais precocemente possivel apds o término da estacdo
de monta (26 dias por ultrassonografia; 45 a 60 dias por palpacdo retal), pois, desta forma,
identificam-se com antecedéncia as fémeas que deverdo ser descartadas e ganha-se mais tempo para
programar a reposicao de fémeas (5).

Identificadas as fémeas vazias, elas devem ser descartadas do rebanho antes do inicio do
inverno, pois ainda ndo perderam peso e o descarte dessas aumenta a disponibilidade de forrageiras
para as fémeas prenhes durante o ter¢o final de gestacdo, quando as exigéncias nutricionais se
elevam, devido ao acentuado desenvolvimento do feto. No entanto, um plano de descarte baseado
unicamente no diagndéstico de gestacdo deve ser analisado com muito cuidado, visto que um nimero
elevado de fémeas vazias pode ser resultado de uma restricdo alimentar apos periodos de seca
prolongados, baixa fertilidade e capacidade reprodutiva dos touros doadores de sémen, incidéncia
de doencas reprodutivas (que ndo foram diagnosticadas) e ainda baixa qualificacdo dos
inseminadores. Ciente desses fatos, o produtor deve estabelecer um plano de descarte adequado,
justo e de acordo com as suas necessidades (5,6).

Assim, a identificacdo e o descarte das matrizes improdutivas e baixa fertilidade séo
alternativas de manejo que possibilitam ao produtor otimizar, de forma racional e econémica, 0
desempenho reprodutivo do rebanho, promovendo desta forma a selecdo de animais mais férteis,
precoces e adaptados ao manejo local (7).

MONITORAMENTO DO ESCORE DE CONDICAO CORPORAL (ECC) E
ATENDIMENTO AS EXIGENCIAS NUTRICIONAIS

O adequado atendimento das exigéncias nutricionais nas diversas fases da vida reprodutiva é
de fundamental importancia para a otimizacdo do desempenho reprodutivo do rebanho e, acima de
tudo, para a maximizacao da fertilidade das fémeas reprodutoras. O balan¢o energético negativo
(diferenca entre a energia consumida e a necessaria para manutencdo e producao), causado pelo
manejo nutricional inadequado, geralmente é a maior causa de infertilidade entre os animais. Dentre
as diferentes fases da vida reprodutiva, as Ultimas semanas de gestacdo e o inicio da lactacdo
representam os periodos mais criticos, onde as vacas ficam muito propensas a passarem por um
periodo de balango energético negativo (27,28), devido a baixa ingestdo de alimentos e nutrientes,
que acarretam em perda de peso corporal, mobilizagcdo de gordura do tecido adiposo (27,29), atraso
na primeira ovulacdo po6s-parto, diminuicdo da atividade luteal, anestro e, consequentemente, em
baixo desempenho produtivo e reprodutivo pos-parto, alem de aumentar a incidéncia de transtornos
metabdlicos (30,31). A estratégia mais bem sucedida para minimizar o balanco energético negativo
€ 0 monitoramento e a manipulacdo do escore de condicdo corporal (ECC) ao parto (32).
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A avaliagdo da condigdo corporal das fémeas, apesar de subjetiva, € uma ferramenta bastante
atil no manejo reprodutivo, capaz de preconizar o estado nutricional do rebanho em determinado
momento. O emprego desta pratica, em ocasides estratégicas, permite que corre¢cbes no manejo
nutricional possam ser efetuadas a tempo, de modo que 0s animais apresentem as condigdes
minimas no momento desejado (6). Vacas com boas condi¢fes corporais ao parto retornam ao cio
mais cedo e apresentam maiores indices de concepcdo, além de produzirem maior quantidade de
leite durante a lactacdo (32). Portanto, 0 monitoramento da condig¢do corporal realizado no terco
final de gestacdo, pode indicar a necessidade de ajustes nos niveis nutricionais, de modo que, ao
parto, a condigéo corporal adequada da fémea seja atingida.

Um sistema de escore visual para avaliar a condicdo corporal das fémeas € utilizado para
verificar a necessidade ou ndo de corre¢do na disponibilidade de nutrientes. Em bovinos de corte, 0
sistema mais utilizado é aquele no qual a pontuacdo varia na escala de 1 a 9, onde o Escore de
Condicéo Corporal (ECC) de 1 a 3 correspondem a vacas muito magras; 4 a magras, 5 a moderadas,
6 a boas, 7 a gordas e, por fim, 8 a 9 correspondem a vacas muito gordas, sistema este desenvolvido
com base em estudos de Whitman (33), Lowman et al. (34) e Spitzer (35), e ainda de acordo com
outros autores (6,36).

A condicédo corporal é obtida por observacdo e palpacdo da gordura subcutanea das costelas,
processos espinhosos e transversos das vértebras lombares e/ou dorsais, tuberosidade isquiatica e
sacral e insercdo caudal (35-37).

Para que uma alta percentagem de vacas e novilhas figuem prenhes no inicio do periodo de
monta, € necessario que elas apresentem um escore de 5 a 6 ao parto (condicdes moderada a boa).
Nessas condicBes, a manifestacdo do cio sera antecipada e podera atingir altos indices de concepcao
ao inicio da monta (38,39). E muito importante que também seja efetuada uma avaliagdo do estado
corporal das vacas, e principalmente das novilhas, ao inicio do terco final de gestacdo. Como este
periodo coincide com o inicio da seca (maio a junho), as fémeas com escores abaixo de 5 devem ser
separadas das demais e suplementadas, de modo que possam, ao parto, apresentar condicdo corporal
de moderada a boa. Apds o parto, os animais requerem 50% a mais de nutrientes, em termos de
energia e proteina. Como essa fase coincide com a de pastagens de boa qualidade, a simples
utilizacéo das forrageiras disponiveis nesse periodo, se bem manejadas, vem atender as exigéncias
nutricionais dessa categoria. Novilhas de primeira cria, por estarem ainda em crescimento,
apresentam exigéncias superiores as das vacas adultas, por isso, uma atencdo especial deve ser dada
a essa categoria animal, principalmente apds o primeiro parto (6,36).

Quanto maior for a perda de peso no inicio do periodo p6s-parto, e quanto menores forem as
reservas corporais, maior o tempo necessario para a reativacdo ciclica do ovario. Geralmente, o
equilibrio energético negativo e um baixo escore de condicdo corporal causam atraso na reativacao
do ovario, com longos periodos de anestro, cios silenciosos, ciclos estrais curtos, baixa secrecdo de
progesterona e baixas taxas de fertilidade, com aumento de repeti¢éo de cios pds-servico (40-43).

Diante do exposto, para maximizar a fertilidade das fémeas reprodutoras, é de suma
importancia que o monitoramento do ECC seja realizado no terco final da gestacdo e no momento
da paricdo para que, desta forma, estas matrizes possam obter melhores taxas de fertilidade e,
consequentemente, menor intervalo entre partos (43).

PREPARO DE NOVILHAS PARA REPOSICAO

De uma maneira geral, a maioria dos produtores retém boa parte das novilhas do préprio
rebanho para repor as vacas descartadas. Entretanto, a selecdo e o preparo dessas novilhas para
reposicédo séo alguns dos itens mais importantes no manejo reprodutivo, pois interferem diretamente
na eficiéncia reprodutiva e indice de fertilidade do rebanho de fémeas. Essas devem ser
cuidadosamente selecionadas e manejadas para que atinjam a maturidade sexual mais cedo e que,
tanto a concepgdo como as pari¢cdes, ocorram ao inicio do periodo de monta e nascimentos,
respectivamente. Para que esses objetivos sejam alcancados é necessario: a) propiciar condicdes
nutricionais e sanitarias adequadas para a redugédo da idade & puberdade; b) colocar em monta uma
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quantidade de novilhas superior & necesséria para reposi¢do das vacas descartadas (cerca de 25% a
mais); c) iniciar e terminar a estacdo de monta, pelo menos quatro semanas antes da estacdo de
monta das vacas; d) selecionar para reposicdo aquelas que conceberam ao inicio do periodo de
monta; e) efetuar o diagndstico de gestacdo de 45 a 60 dias apds o final da monta, para descartar as
vazias; f) proporcionar condigdes nutricionais adequadas para que as novilhas apresentem
condicdes corporais de moderada a boa ao parto, visto que esta relaciona-se diretamente ao peso do
bezerro ao nascimento e os indices de fertilidade e concepcdo apo6s o parto; g) apos o parto, as
novilhas devem ser mantidas em pastos separados das vacas até a desmama, para que tenham suas
necessidades nutricionais atendidas e possam conceber na proxima estacdo de monta (6,44).

CONTROLE SANITARIO DO REBANHO

A sanidade também € capaz de comprometer significativamente a fertilidade de um rebanho.
Neste contexto, deve-se dar uma atencdo especial as doencas infectocontagiosas da esfera
reprodutiva, tais como brucelose, leptospirose, tricomonose, campilobacteriose, rinotraqueite
infecciosa (IBR), diarréia viral bovina (BVD), entre outras que acarretam em aborto, além de
problemas de retencdo de placenta e infecgbes uterinas, resultando na reducdo dos indices de
fertilidade (9,45). A IBR, a BVD, a leptospirose e a brucelose, tanto de forma isolada quanto em
associagdo, ocorrem em um percentual expressivo dos rebanhos bovinos brasileiros (46,47). A
etiologia das doencas reprodutivas € multifatorial, podendo ser de causa infecciosa e ndo infecciosa.
As doencas infecciosas podem ser de origem bacteriana, virotica e parasitaria, podendo impedir a
fecundacéo, causar abortos ou produzir bezerros com peso inferior a média (48). Para prevenir e
eliminar estas doencas, causadoras de grandes prejuizos a reproducdo, é de fundamental
importancia a ado¢do de um adequado programa de controle sanitario do rebanho (6).

Visto que a incidéncia de doencas ligadas a reproducdo reduz consideravelmente o potencial
reprodutivo do rebanho de cria (49), o controle sanitario dessas deve ser realizado de maneira
eficiente e sistematica, consistindo, basicamente, em um programa de vacinacdo adequado,
conforme demonstrado na Tabela 1. No caso de animais ja portadores destas doencas, geralmente
recomenda-se 0 descarte dos mesmos, devido ao elevado custo de tratamento e risco de
contaminacgdo dos demais, salvo animais de alto valor genético e comercial.

Em relacdo as matrizes, ainda é importante atentar-se a integridade fisica e funcional do Ubere
e de seus respectivos tetos. O esfincter e o canal do teto sdo importantes barreiras primarias contra a
invasdo de patdgenos no Ubere. Assim, é essencial que tais estruturas estejam em condicdes fisicas e
de higiene perfeitas para prevenir infecgdes intramamarias como as mastites (50).

Tabela 1. Calendario de vacinagdo contra as principais doengas infecciosas na bovinocultura de corte.

Vacinacéo Meses Recomendados Observacdes

Febre Aftosa Maio e Novembro Todo o rebanho.

Brucelose * Maio e Novembro Fémeas do 3° ao 8° més de idade.

Clostridiose ° Maio e Junho (reforco) Animais com 0 a 12 meses.

Carbunculo Sintomatico ° Marco e Setembro Animais com 6 a 12 meses e repeticdo semestral.

Gangrena Gasosa " Marco e Setembro Animais com 6 a 12 meses e repeticdo semestral.

Botulismo ° Janeiro A partir do 4° més de idade com repeti¢do anual.

Raiva ® Janeiro A partir do 4° més de idade com repetigdo anual
(em regides com incidéncia).

Leptospirose Agosto Duas doses com intervalo de 3-5 semanas e

revacinacgdo anual.

Rinotraqueite Infecciosa Setembro Vacinar as vacas 2 meses antes da monta.

Bovina (IBR) °

Diarréia Viral Bovina Setembro Vacinar as vacas 2 meses antes da monta.

(BVD)"

Diarréia Neonatal Bovina ° Agosto e Setembro Vacas no 8° més de gestagdo com revacinagao

apos 3 semanas.
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Paratifo ° Julho, Agosto e Vacas ao redor do 8° més de gestacao.
Setembro
Paratifo dos Bezerros ° Julho, Agosto, Bezerros com 15 a 21 dias de idade.
Setembro e Outubro
Pasteulerose " Agosto Vacinar todo o rebanho; bezerros 10 dias antes da
desmama.
Ceratoconjuntivite Agosto Vacinar fémeas no 7° més gestacdo e todo o
Infecciosa Bovina ° , , rebanho 2 vezes por ano.
“a - \Vacinagdo obrigatéria; b - Vacinacdo em regides onde o problema foi diagnosticado;

Fonte: Adaptado de Riet-Correa et al. (53).

O controle adequado de endo e ectoparasitas, também torna-se crucial para maximizar a
eficiéncia reprodutiva e produtiva do rebanho. No que se diz respeito ao controle de endoparasitas,
em animais com até 2 anos recomenda-se 8 tratamentos, sendo quatro aplica¢cdes do nascimento até
1 ano de idade e quatro aplicacdes de 1 a 2 anos, ja que sdo os animais mais acometidos (51). J&, em
relacdo aos ectoparasitas, uma das doencas mais importantes, e que afeta em larga escala os
rebanhos, é a infestacdo por carrapatos, enfermidade que causa enormes prejuizos e grande
desconforto para os animais, prejudicando o seu desenvolvimento e producdo. Além dos problemas
que os ectoparasitas normalmente causam, transmitem doencas que afetam de forma drastica o
animal. Estas doengas sdo a babesiose ¢ a anaplasmose que fazem parte do complexo “tristeza
parasitaria bovina” (52). Quanto ao controle desses ectoparasitas, este deve ser realizado com
banhos carrapaticidas na época de maior calor, periodo em que 0s ectoparasitas estdo mais presentes.
Estes banhos devem ser realizados a cada 21 dias, com um total de trés a seis banhos (52). Para o
controle de endo e ectoparasitas, deve-se seguir um programa sanitario adequado para a erradicacdo
dos mesmos, conforme demonstrado na Tabela 2.

Tabela 2. Calendario de manejo para controle dos principais endo e ectoparasitas na bovinocultura

de corte.
Parasita Meses Recomendados Manejo

Verminoses Julho e Setembro Vermifugacdo em animais da desmama aos

30 meses de idade.
Bernes e Bicheiras Setembro Inseticida - Somente em altas infestagdes ou

controle estratégico.

Carrapatos Setembro Carrapaticida - comegar no inicio das
chuvas (repetir 3-6 vezes, de 21 em 21 dias).
Mosca-do-chifre Setembro e Outubro Inseticida- Inicio das chuvas.

" Fonte: Adaptado de Riet-Correa et al. (53).
DETERMINACAO DA IDADE A DESMAMA

O manejo de desmame é um fator determinante na duracdo do anestro pés-parto, visto que 0
retorno ao cio de vacas que ndo apresentam deficiéncia nutricional estd fortemente ligado a
frequéncia, intensidade e duracdo da amamentacdo (54). A pratica de diminuir o tempo de
amamentacao tem demonstrado ser altamente efetiva na reducao do intervalo ao primeiro cio (54).

Estudos tém demonstrado que vacas com bezerro ao pé, amamentando de forma ad libitum,
apresentam intervalos mais prolongados para a manifestacao de estro e ovulagdo pos-parto, quando
comparadas a vacas sem bezerro ao pé (41,55). O prolongado periodo anovulatério decorrente do
aleitamento diario ocorre em funcdo de uma série de fatores sensoriais e comportamentais que
envolvem a interacdo entre a mae e o bezerro (56). Estudos de Short et al. (57), Yavas e Walton (58)
e Montiel e Ahuja (59), mostraram que o encurtamento da duragdo e da frequéncia de mamadas
proporciona uma reducdo no periodo de anestro pos-parto. Por isso, Vvérias técnicas de desmame
vém sendo desenvolvidas e amplamente utilizadas a fim de melhorar o desempenho reprodutivo de
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vacas no puerpério, como a desmama precoce, desmama interrompida, amamentacao controlada e a
suplementacdo adequada dos bezerros (41,60,61).

Desmama precoce ou antecipada

Essa pratica consiste na antecipacao da idade a desmama, onde a separacao do bezerro de sua
mée ocorre quando o mesmo atinge de 60 a 90 dias de idade, época em que o leite tem menor
participacdo no suprimento das exigéncias nutricionais do bezerro (62,63). Essa desmama é
realizada principalmente devido a situacdes de escassez de forragens durante o periodo de lactacéo
e monta. A finalidade principal desta pratica & reduzir o estresse da amamentacdo e 0S
requerimentos nutricionais da vaca, permitindo que essas fémeas recuperem sua condigédo corporal,
manifestem estro mais precocemente e, dessa forma, possam conceber ainda dentro do periodo de
monta subsequente ao parto (41). A restricdo alimentar durante esse periodo, associada a
amamentacdo, aumenta de forma significativa o intervalo entre o parto e o primeiro cio subsequente,
reduzindo assim a taxa de prenhez. Durante a lactagéo, as exigéncias nutricionais sdo mais elevadas
que no terco final de gestacdo e, principalmente em situacdes de restricdo alimentar, a atividade
reprodutiva das fémeas é inibida para favorecer a sobrevivéncia do bezerro. Por isso, a antecipacao
do desmame visa exclusivamente a vaca, sendo uma excelente op¢do para novilhas de primeira cria,
cujas exigéncias nutricionais sdo bastante elevadas para atender a gestacdo, lactacdo e crescimento
concomitantemente (20).

Almeida e colaboradores (64) evidenciaram que vacas submetidas ao desmame precoce s&o
mais pesadas, possuem melhor condicdo corporal ao final do acasalamento e apresentam maiores
ganhos de peso, proporcionando maiores taxas de prenhez. Vacas que desmamaram precocemente
seus bezerros (70 dias de idade) ganharam 67 kg de peso a mais em relacdo as vacas que
desmamaram seus bezerros aos 180 dias, sendo ambos 0s grupos mantidos na mesma area de
pastagem e, em relacdo ao desempenho reprodutivo dessas fémeas, as taxas de prenhez foram
substancialmente mais elevadas para as vacas submetidas ao desmame precoce do que para as
submetidas ao desmame tradicional (91% contra 26%) (65). Esses resultados concordam com 0s
obtidos por Vaz et al. (66), em que vacas cujos bezerros foram desmamados aos 76 dias de idade,
apresentaram um incremento consideravel na taxa de prenhez (de 55,5 para 86,34%), em
comparacao as que tiveram seus bezerros desmamados aos 148 dias de idade.

Cerdotes et al. (67), estudando o efeito da desmama precoce em primiparas, observaram que,
para essas fémeas, o desmame aos 42 dias proporcionou um incremento de 40,0% na taxa de
paricdo, quando comparada a de vacas suplementadas desmamadas aos 63 dias p0s-parto,
evidenciando que a suplementacéo e a reducédo na idade ao desmame tém grande importancia para o
aumento da taxa de paricdo das vacas primiparas, mesmo quando se trata de idades ao desmame
bem precoces. Estes dados concordam com os obtidos por Restle et al. (68), que verificaram maior
incremento na taxa de prenhez em vacas primiparas, a qual passou de 12,5 para 63,6%, quando a
idade de desmame foi reduzida de sete para trés meses, em relacdo aos demais grupos de vacas.
Moletta e Perotto (65) também verificaram que o efeito do desmame precoce foi bastante acentuado
na categoria de primiparas, sendo a taxa de prenhez de 82,35 e 3,7% para os desmames realizados
aos 70 ou 210 dias, respectivamente, evidenciando que quanto maior a diferenca de idade entre os
desmames, mais acentuados sdo os beneficios em favor do desmame antecipado. Almeida et al. (64),
por sua vez, quando reduziram o desmame de bezerros de 170 para 90 dias de idade, verificaram
um incremento de 30 pontos percentuais na taxa de prenhez de vacas multiparas (de 11,1 para
40,0%) mantidas em pastagem de campo nativo.

Além de promover um aumento consideravel nos indices de concepcao, a pratica de desmama
precoce ainda proporciona aumento na taxa de lotagéo, pois vacas solteiras necessitam de 40% a 60%
menos de nutrientes do que vacas em lactagéo (6,40,69).

Segundo Pascoal et al. (70), o desmame precoce é uma préatica utilizada com éxito pelos
produtores rurais para aumentar os indices reprodutivos do rebanho de cria a um custo compativel
com o sistema de exploracdo pecuéria. Entretanto, na aplicacdo desta pratica, 0o custo com
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suplementacdo alimentar dos bezerros deve ser considerado, ja que estes animais terdo que utilizar
mais cedo, como Unica fonte de nutrientes, alimentos sélidos. Para isso, devem ser disponibilizados
para os bezerros alimentos de alta qualidade. Apesar da reduzida influéncia do leite sobre o ganho
de peso de bezerro apds o terceiro més de lactacdo, a desmama pode afetar o desenvolvimento
ponderal e fertilidade & maturidade sexual das fémeas (20). Assim, para evitar um baixo
desempenho do animal na fase adulta, recomenda-se a adogdo de alguns cuidados na aplicacdo
dessa pratica, tais como: ndo desmamar bezerros com menos de 70kg e 60 dias de idade; ndo
desmamar bezerros com peso superior a 90 kg; desmamar em época adequada, com boa
disponibilidade de pastos; iniciar o desmame na mangueira, onde 0s animais devem ficar por 10
dias, com agua de qualidade, concentrado e feno (neste periodo os animais aprendem a comer o
alimento solido); os pastos devem ser diferenciados para animais desmamados precocemente;
fornecer suplementacdo com racdo concentrada até 7-8 meses de idade (pelo menos 2 vezes ao dia)
(1,20,63).

Pesquisas comparando o desempenho de bezerros submetidos ao desmame precoce (60 a 90
dias) com bezerros desmamados no sistema tradicional (170 a 210 dias) ja foram desenvolvidas por
diversos autores, e mostram que 0s animais desmamados precocemente, desde que submetidos a um
manejo nutricional adequado, apresentaram, durante a fase de terminacgéo, peso, ganho de peso,
espessura de gordura e desempenho reprodutivo, similares aos animais submetidos ao desmame
tradicional (1,71-75).

Desmama tempordria ou interrompida

E uma técnica de facil adogio e custo zero, podendo ser realizada de diversas maneiras. Esse
manejo consiste na interrup¢do temporaria da amamentacdo, por um periodo que pode variar de 48
a 72 horas, onde o bezerro permanece separado da mde em um piquete ou mangueira com
alimentacdo e agua disponiveis em abundancia. Neste periodo, as fémeas permanecem pastando ao
lado de fora da mangueira, mantendo contato visual com suas crias, a fim de amenizar o estresse
dos bezerros (40). Esse procedimento € iniciado a partir dos 40 dias pds-parto e repetido a cada a
cada 15 dias (63). A finalidade dessa separacdo € estimular o retorno a atividade reprodutiva normal
das fémeas e, consequentemente, melhorar a fertilidade do rebanho de corte (1).

Vinte e quatro horas ap0s a separacao do bezerro, ocorre um aumento gradual na liberacdo do
horménio LH, que é um dos requisitos essenciais para o restabelecimento dos ciclos estrais (40). No
entanto, o efeito dessa separacdo temporaria depende do estado nutricional em que a fémea se
encontra. Aquelas que estdo em condicdo corporal ruim (ECC abaixo de 4) ndo respondem
satisfatoriamente ao tratamento. J&, em fémeas que apresentam bom estado corporal (ECC 5), a
desmama temporaria pode induzir & manifestacdo precoce do cio no pds-parto, sendo capaz de
melhorar a taxa de concepc¢ao em até 30% (1, 40).

A desmama temporéaria ou interrompida ndo causa nenhum prejuizo ao peso dos bezerros a
desmama definitiva (210 dias), quando comparada com o método tradicional de desmama (1).

Amamentacao controlada

Esta pratica consiste no mesmo principio empregado em gado de leite e, quando utilizada em
bovinos de corte, objetiva controlar o acesso do bezerro a amamentacdo, com finalidade de
antecipar o retorno ao estro, visto que a intensidade e frequéncia da amamentacdo podem retardar
consideravelmente o aparecimento do primeiro cio ap6s o parto (1). Para a realizagdo da
amamentacdo controlada, a partir dos 30 dias de idade os bezerros sdo apartados das vacas e
amamentados apenas uma ou duas vezes por dia, permanecendo de meia a uma hora com sua mée
(20,21,55).

A amamentacdo uma vez ao dia, por um periodo de 30 dias, iniciando-se 30 dias pds-parto,
aumentou a taxa de concepcdo (90% contra 72% para o grupo controle) aos 90 dias de estacdo de
monta, sem interferir no intervalo parto-concepcéo (76). J4, a amamentacdo controlada 2 vezes ao
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dia, instituida a partir do trigésimo dia pds-parto até a desmama dos bezerros (7 meses), foi capaz
de melhorar circunstancialmente as taxas de concepcao (44%) em vacas primiparas em relacdo ao
grupo de amamentacdo a vontade (9%) (77). Pencai et al. (78), por sua vez, avaliaram uma
amamentacdo controlada em que os bezerros somente tinham acesso a suas méaes por um periodo de
30 minutos por dia, durante a estacdo de monta, observando efeito significativo desta amamentacédo
sobre a taxa de prenhez, que aumentou de 54,5 para 87,3%, quando comparada a do manejo de
amamentacdo convencional (vacas com bezerros permanentemente ao pé, até 210 dias de idade).

Apesar dos bons resultados proporcionados por essa pratica, em termos de manifestacdo do
cio e fertilidade das vacas, este método apresenta uso bastante limitado devido ao manejo intensivo,
principalmente em grandes rebanhos de corte (6,20,79).

Em relagdo aos bezerros submetidos & amamentacdo controlada, Strack et al. (80) observaram
menor peso aos sete meses para esses bezerros em relacdo aos mantidos ao pé das vacas (195,6
contra 208,8 kg, respectivamente), sendo os dois grupos suplementados. J&, Moletta e Perotto (65)
ndo evidenciaram indices negativos no desempenho de bezerros submetidos a amamentacdo
controlada em relacdo aos mantidos em aleitamento.

OUTROS MANEJOS
Efeito macho

A introducdo de um reprodutor em um lote de fémeas em anestro estacional, que encontram-
se isoladas de qualquer contato com machos ha pelo menos 3 ou 4 semanas, € que estejam na
estacdo pré-monta, induzird de maneira eficiente o estro dentro de 24 a 72 horas pos introducéo,
favorecido pela interacdo sexual e resposta em cadeia (81). Isso se deve pela liberacdo de LH cerca
de 10 horas ap06s a introducdo do macho, e que atinge seu nivel méximo 56 horas ap6s o contato
inicial, assim permanecendo por 10 horas. Embora menos marcante que nos ovinos, esse pico de
LH pode ser insuficiente para provocar ovulagdes, levando a ciclos curtos devido a formacéo de
corpos lateos de curta duracdo que regridem rapidamente. No entanto, a progesterona produzida por
esses corpos luteos, atua como “priming”, sendo responsavel por desencadear novos ciclos
ovulatorios, de duracdo e fertilidade normais (25,82). Vale ressaltar que existe uma alta variacao
entre racgas e individuos, sendo este manejo uma pratica pouco eficiente em rebanhos bovinos de
grande tamanho.

Efeito Fémea

E sabido que a existéncia de feroménios no muco vaginal de espécies domésticas é capaz de
acelerar o inicio da atividade reprodutiva e, em vacas no periodo de poés-parto, este fendbmeno é
bastante notavel (83). Portanto, fémeas em estro estimulam a inducdo da ovulacdo nas
companheiras em anestro, com plena manifestacdo de cio por todas as fémeas submetidas a
estimulacdo (25). Por isso, dentro de um sistema de cria de bovinos de corte, torna-se essencial
proporcionar o convivio direto dessas fémeas, separadas apenas por categorias.

CONSIDERACOES FINAIS

A melhoria da eficiéncia reprodutiva dos rebanhos de cria, em especial a otimizacdo da
fertilidade em fémeas de corte, depende mais do conhecimento e do bom gerenciamento dos
diversos fatores envolvidos no sistema de producéo do que de elevados investimentos. Por isso, é de
fundamental importancia a adocdo de um adequado planejamento reprodutivo para cada
propriedade. Apds o estabelecimento deste, pode-se incorporar a propriedade algumas estratégias de
manejo de grande impacto na maximizagdo do desempenho reprodutivo do rebanho. A
determinacdo de um periodo restrito de acasalamento (periodo de monta) € uma das praticas mais
importantes a serem implantadas, pois, além de proporcionar a concentracdo dos nascimentos na
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época mais adequada (menor incidéncia de doencas), ela ainda disciplina as demais atividades de
manejo da propriedade, facilitando a identificacdo dos animais de elevadas performances
reprodutiva e produtiva e, além disso, ainda é capaz de reduzir o intervalo entre partos. Além de
uma estacdo de monta adequada, a escolha e implantacdo de outras praticas de manejo em uma
propriedade torna-se de vital importancia para maximizar a fertilidade do rebanho de corte, tais
como:

» Escolha minuciosa de matrizes e touros reprodutores, os quais devem possuir elevada
performance reprodutiva;

» Escolha de um sistema de acasalamento adequado, de preferéncia em jungdo com um
protocolo de sincronizacdo de cio;

> Descarte das fémeas inférteis ou improdutivas pelo diagnostico precoce de gestacdo para
que, dessa forma, haja maior disponibilidade de forragem para aquelas de alta performan-
ce, proporcionando a estas melhor condicéo corporal ao parto e melhores indices de con-
cepcdo no pos-parto. Este manejo € capaz de aumentar progressivamente a fertilidade de
todo o rebanho;

» Monitoramento do ECC das fémeas nas diferentes fases de sua vida reprodutiva e ade-
quado suprimento de suas exigéncias nutricionais;

» Formacdo de lotes de vacas de acordo com a data de paricdo e ECC para que, desta for-
ma, estas possam receber um manejo nutricional diferenciado e adequado para suas con-
dicoes;

» Realizar um controle sanitario rigoroso do rebanho, principalmente em relacdo as doen-
cas reprodutivas;

» Implantar a desmama precoce, interrompida ou controlada, a fim de reduzir o periodo de
anestro pds-parto e ainda elevar os indices de prenhes;

> Outras praticas complementares de manejo, utilizadas para melhorar o indice de fertilida-
de das fémeas, consistem na exposicdo das mesmas ao macho (rufies) ou mesmo a ou-
tras fémeas em cio antes do inicio da estacdo de monta, que possuem grande influéncia na
inducdo da ovulacdo das vacas em anestro.

A incorporacdo destas estratégias de manejo, se adequadamente inseridas no sistema de
producdo de cria, proporcionardo uma maximizacdo da fertilidade nas fémeas de corte, assim como
a otimizacdo do desempenho reprodutivo do rebanho como um todo, acarretando em consideravel
aumento da qualidade e da produtividade de quilos de bezerro/ha/ano (matéria-prima deste
mercado), fazendo aumentar nossa competitividade no mercado mundial de carne.
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RESUMO

A Ehrlichiose Monocitica Canina (EMC) é uma doenca multissistémica e de alta incidéncia.
Contudo, a patogenia da enfermidade ainda ndo estd totalmente esclarecida. Infiltracdes
plasmocitéarias e linfoplasmocitérias sdo observadas em grande parte dos oOrgdos de animais
acometidos, inclusive na medula Ossea. Esses infiltrados sugerem que a maioria das lesdes
patoldgicas identificadas na fase cronica pode ser consequéncia do processo inflamatério originado
no inicio da infeccdo. Este trabalho tem por objetivo destacar a importancia da avaliacdo medular de
caes com EMC. A maior compreenséo das alteracbes medulares na fase aguda poderia esclarecer a
origem das alteracfes observadas na fase cronica. Mais estudos sdo necessarios para verificar se a
patogenia da EMC esta relacionada apenas a processos imunomediados ou se também ha agressoes
diretas de Ehrlichia canis as células precursoras. Elucidar os mecanismos fisiopatogénicos de E.
canis poderia melhorar a terapéutica instituida como também o progndstico de animais gravemente
acometidos.

Palavras-chave: Ehrlichia canis, mielograma, hematopoiese, células precursoras, processo
imunomediado.

BONE MARROW CHANGES AND THE IMPORTANCE OF THE MYELOGRAM IN
DIAGNOSING CANINE MONOCYTICS EHRLICHIOSIS - AREVIEW

ABSTRACT

Canine Monocytic Ehrlichiosis (CME) is a multisystemic disease with high incidence among dogs.
However, its pathogenesis has not been fully elucidated. Plasma cells and lymphoplasmacytic
infiltrates are observed in most organs of infected animals, including bone marrow. These infiltrates
suggest that most of the pathological lesions identified in the chronic phase may be a consequence
of the inflammatory process initiated at the beginning of the infection. This work aims to highlight
the importance of the bone marrow evaluation of dogs with CME. A better understanding of the
medullary changes in the acute phase could help clarifying the origin of clinical signs observed in
the chronic phase. More studies are needed to verify whether the pathogenesis of CME is related to
either the immune-mediated processes or the direct aggressions of Ehrlichia canis in precursor cells.
Understanding the pathophysiological mechanisms of E. canis will improvement both current
therapeutic strategies as well as the prognosis of severely affected animals.

Keywords: Ehrlichia canis, myelogram, hematopoiesis, precursor cells, immune-mediated process.
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ALTERACIONES EN LA MEDULA OSEAY LA IMPORTANCIA DEL MILOGRAMA EN
EL DIAGNOSTICO DE EHRLICHIOSIS MONOCITICA CANINA — REVISION

RESUMEN

La Ehrlichiosis Monocitica Canina (EMC) es una enfermedad multisistémica de alta incidencia. Sin
embargo, su patogénesis de la enfermedad aun no ha sido elucidada. L&s infiltraciones
plasmocitarias y linfoplasmocitarias se observan en la mayoria de los 6rganos de animales afectados,
incluyendo la médula 6sea. Estas infiltraciones sugieren que la mayoria de las lesiones patologicas
identificadas en la fase crénica son uma posible consecuencia del proceso inflamatorio iniciado a
comienzos de la infeccion. Este estudio propone destacar la importancia de evaluar la médula en
perros afectados por EMC. Una mejor comprension de las cambios medulares en la fase aguda
podria aclarar el origen de los signos clinicos observados en la fase cronica. Esta revision concluye
la necesidad de um mayor numero de estudios para verificar si la patogénesis de EMC se relaciona
Unicamente con procesos autoinmunes o con ataques directos de Ehrlichia canis a las células
precursoras. Uma mejor comprension de los mecanismos fisiopatologicos de E. canis podria
permitir un mejoramiento tanto del enfoque terapéutico como del prondstico de los animales
gravemente afectados.

Palabras-clave: Ehrlichia canis, mielograma, hematopoiese, células precursoras, proceso
autoinmune.

INTRODUCAO

A Ehrlichiose Monocitica Canina (EMC) é causada por bactérias gram-negativas,
pleomdrficas pertencentes ao género Ehrlichia, das quais a Ehrlichia canis (E. canis) é a espécie
que se destaca no Brasil (1). Estudos epidemioldgicos em diversas regides do pais demonstraram
que cerca de 20% dos cées apresentam a doenca (2). Embora a infeccdo em areas rurais esteja
presente, cdes que residem em ambiente urbanizado sdo os mais acometidos ja que populacGes do
carrapato vetor, Rhipicephalus sanguineus, sdo mais abundantes nessas regides (3).

A doenca nos cées pode ser aguda, subclinica ou crénica. Contudo, a fase crénica revela alta
mortalidade mesmo com antibioticoterapia instituida. As razGes para o desenvolvimento desta fase
ndo é elucidado, contudo, nota-se forte influéncia do sistema imunoldgico. Hipergamaglobulinemia,
acumulo de células linfoides e plasmocitose generalizada sdo alteragbes comumente observadas nos
caes infectados. Estes achados comuns em cdes portadores de EMC indica resposta humoral
exacerbada associada a patogénese da enfermidade (4).

Alteracdes em sangue periférico podem ser observadas em qualquer fase da afec¢do e ndo sdo
suficientes para determinar a fase da doenga. A avaliagdo medular pode auxiliar ndo apenas na
determinacdo correta da fase da infeccdo como identificar melhor as desordens hematoldgicas e, em
alguns casos, adiantar-se a essas alteragdes (5).

REVISAO DE LITERATURA
Etiopatogenia e manifestac@es clinicas e hematoldgicas

Por ser um parasita intracelular obrigatério, o agente etiolégico invade células do sistema
fagocitico mononuclear e, apds multiplicar-se em macrofagos por fissao binaria, se dissemina pelo
organismo do hospedeiro. O vetor necessita de pouco tempo para transmitir a infecgdo. Estudos
recentes comprovaram que apenas 3 horas de fixagdo sao suficientes para os animais parasitados se
tornarem infectados (6).
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Os principais sinais clinicos da EMC sdo inespecificos, tais como apatia, anorexia,
linfadenomegalia, evidente hepatoesplenomegalia, perda de peso, descargas nasais e oculares e
febre. Alteracdes no sangue periférico podem ser observadas entre 5 e 18 dias pds-infeccao (PI). Em
média, 10 dias PI ja sdo suficientes para o estabelecimento da trombocitopenia, que € a principal
caracteristica da EMC (4). Um dos fatores que contribui para essa diminuicdo plaquetéria é a
destruicdo mediada por células do sistema imune do hospedeiro. Em infec¢des agudas naturais e
experimentais os anticorpos ligados a plaquetas e anticorpos antiplaquetarios tém demonstrado
papel importante na patogenia da doenca (7). A anemia também € frequentemente observada na
EMC e esta relacionada a supressdo da atividade eritropoiética. Citocinas inflamatorias (IL-1, INF-y
e TNF-a) sdo liberadas pelas células infectadas causando anemia da inflamacéo (8).

A intensidade das alteracdes varia de acordo com a fase da infeccdo (7). Contudo, cées que
evoluem para forma crénica também podem apresentar, além dos sinais supracitados, diateses
hemorragicas. No hemograma desses animais, se observa grave pancitopenia (marcada
trombocitopenia, anemia arregenerativa e leucopenia intensa). A alta mortalidade nesta fase é
resultante da sindrome hemorragica e/ou infecgdes secundarias (4). O diagndstico precoce com a
identificacdo correta da fase da infeccdo e rapida instituicdo do tratamento sdo fundamentais para
evitar alta letalidade nos cées.

A diminuicdo da contagem plaquetaria ocorre em todas as fases da doenca, utilizado como
indicador clinico de suspeita de EMC. O diagnostico definitivo é firmado pela visualizagdo de
agrupamentos intracitoplasmaticos (morulas) nos mondcitos circulantes em esfregacos sanguineos,
presenca de altos titulos de anticorpos para E. canis, deteccdo do DNA da bactéria pela PCR ou,
ainda, pelo isolamento do agente em cultivos celulares (7).

Apesar de normalmente ndo serem exames solicitados nos casos de EMC, aspirados ou
biopsias medulares podem auxiliar no acompanhamento e principalmente no prognostico de cées
acometidos pela EMC. O mielograma consiste na identificacdo de morulas de E. canis, exclusdo de
outras causas de pancitopenia ou desordens hematologicas e avalia precursores hematopoiéticos.
Além disso, a puncdo medular é necessaria na determinacdo da fase da doencga e com isso pode-se
eleger o melhor tratamento para os animais doentes. Evidéncias sugerem que mecanismos no inicio
da infeccdo podem ser responsaveis por muitas lesGes patologicas observadas na fase cronica.
Estudos para identificar alteracdes medulares da EMC, principalmente na fase aguda, podem
esclarecer alteracOes irreversiveis da fase cronica e elucidar a patogenia da EMC.

Alterag6es medulares na EMC aguda

A avaliacdo de medula dssea € indicada nos casos de bicitopenias ou pancitopenias
persistentes, anemias arregenerativas, desordens mieloproliferativas, febre de origem desconhecida
ou a combinacdo de dois ou mais dos fatores citados (5). Considerado como importante método de
diagnostico nas doencas infecciosas, 0 mielograma auxilia também no prognéstico da EMC uma
vez que além de diferenciar outras causas de pancitopenia possibilita, também, diagnosticar
desordens hematoldgicas primarias, verificar possiveis areas de hematopoiese ativas e avaliar 0s
precursores eritroides, mielGides e megacariociticos.

As alteracdes medulares de cdes com EMC nas diferentes fases sdo bem distintas. Acredita-se
que essas alteracdes podem ser causadas pela supressao hematopoiética secundaria a infeccdo por
Ehrlichia sp. A intensidade da supressdo e/ou destrui¢cdo da medula dssea esta associada & producéao
deficiente de um ou mais elementos sanguineos, dependendo da fase da doenga. O
comprometimento medular indica agressdo ndo s6 ao estroma vascular, mas também as células
precursoras. Como mérulas de E. canis podem ser encontradas em sangue periférico e em aspirados
medulares a partir de 15 dias PI (9), uma hipdtese seria de que as células-tronco sejam infectadas
por E. canis resultando na falha do metabolismo dessas células e, consequentemente, na
proliferagéo celular (4,9,10).

Estudos citolégicos de medula 6ssea em cées experimentalmente infectados apresentando
EMC na fase aguda revelaram aumento inicial na propor¢do mieldide:eritréide (M:E) e na
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concentracdo média de megacaridcitos a partir de 1 dia até 2 meses Pl. O aumento da relacdo M:E
provavelmente estd associado a hipoplasia eritrdide, devido as citocinas inflamatorias (IL-1, IL-6,
INF-y e TNF-a) que alteram a cinética do ferro e a disponibilidade desse ion para sintese de
hemoglobina (11). Nota-se ainda que na fase aguda da enfermidade, a destruicdo celular é
principalmente de origem periférica. Para corrigir as citopenias periféricas a medula éssea aumenta
sua atividade de replicacdo celular e, portanto, a hiperplasia medular é facilmente compreendida (4).
Até 0 momento, ndo estd comprovado que anticorpos antiplaquetarios também exercam agdo sobre
0S megacariocitos, uma vez que o curto periodo de vida das plaquetas na circulacdo sinaliza a
disfuncdo medular. Contudo, o0 aumento do volume plaquetario médio (VPM) resulta da presenca de
macroplaquetas no sangue periférico e é interpretado como resposta megacariocitica adequada (9).

Novos estudos tém investigado a acdo das citocinas na patogénese da supressdao medular.
Pertencentes a uma familia especializada de citocinas, as quimiocinas sao proteinas pequenas que
atuam como potentes mediadores da inflamacdo e quimiotaxia de subpopulacfes especificas de
leucdcitos. As quimiocinas sdo essenciais para promover a resposta do hospedeiro diante da
infeccdo e estdo subdivididas em subfamilias: CXC (atuam sobre neutréfilos), CC (agem sobre
eosinofilos, celulas natural killer, linfocitos e mondcitos), C e CX3C, das quais as duas Ultimas
classes sdao menos descritas (9). A secrecdo dessas quimiocinas estd relacionada a presenca de
inclus@es intracitoplasmaticas de Ehrlichia. Estudos in vitro com células medulares infectadas com
Anaplasma phagocytophilum (agente infeccioso intimamente relacionado com E. canis) mostraram
aumentos significativos na producdo de quimiocinas da subfamilia CC: Proteina Inflamatoria de
Macré6fagos (MIP-10 ou CCL3 e MIP-1f ou CCL4), Proteina Quimiotatica Monocitica (MCP-1 ou
CCL2) e RANTES (CCL5) e da subfamilia CXC: IL-8 (CXCL8) (12). Enquanto baixas
concentragdes de MIP-1a e IL-8 agem sinergicamente regulando a hematopoiese, altas
concentracdes de MIP-1a, IL-8 e MCP-1 suprimem a proliferacdo de células precursoras. Incapaz
de compensar as anemias arregenerativas discretas na doencga aguda, a medula 6ssea demonstra mau
funcionamento da eritropoiese em cées portadores de EMC (9,12).

Alteracdes medulares na EMC cronica

Alguns cdes convalescentes da doenca crénica podem apresentar normocelularidade no
mielograma sugerindo supressdo medular moderada. Entretanto, a fase cronica caracteriza-se por
hipocelularidade medular acentuada dos trés tipos celulares (eritréide, mieldide e megacariocitica),
n&o raro evoluindo para faléncia medular (Figura 1). Animais acometidos pela doenca cronica grave
e que evoluem para 6bito mesmo depois de instituido o tratamento comumente apresentam aplasia
medular persistente observada ap6s a hipergamaglobulinemia. A terapia imunossupressora instituida
quando a concentracao de anticorpos atinge altos titulos associada ao tratamento especifico da EMC
tem demonstrado resultados satisfatorios sugerindo base imunomediada da doenca (9).

Figura 1- A: Apla3|a medular de orlgem infecciosa (PCR posmva para E canls) de um canino,
SRD, fémea de 3 anos. B: Medula hematopoieticamente ativa de um canino Poodle,
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fémea de 5 anos. Fonte: Laboratério Clinico Veterindrio da FMVZ — UNESP
Botucatu-SP. Coloracdo panotico (aumento de 100x)

A patogenia da hipoplasia medular na erliquiose crénica ainda é desconhecida, mas presume-
se que a resposta imunoldgica do organismo suprima a hematopoiese (13). A hipoplasia/aplasia de
medula em infec¢des por E. canis em cées pode ainda estar relacionada aos casos de mielonecrose,
tanto por danos diretos as células hematopoiéticas quanto por danos na microcirculagdo das artérias
nutricias (5). Além disso, o processo inflamatorio, danos vasculares e necrose, ou secundarios a
anemia imunomediada, sdo fatores que podem levar a quadros de mielofitise como consequéncia da
proliferacdo de fibroblastos. O tecido fibroso que invade a medula 6ssea compete com as células
hematopoiéticas pelo espago e nutrientes afetando todos os tipos celulares. Citocinas inflamatdrias
produzidas em doencas imunomediadas primarias ou secundarias a enfermidades infecciosas podem
desencadear sindrome hemofagocitica caracterizada por esquizocitos e mondcitos ativados no
sangue periférico e pelo aumento de macréfagos fagocitando células precursoras sanguineas na
medula éssea e em outros 6rgéos linféides como figado, linfonodos e/ou bago (5).

Consideracdes finais

As alteracOes citomorfoldgicas da medula 6ssea de cdes com EMC sdo pouco estudadas.
Contudo, o mielograma revela sua importancia como exame complementar principalmente no
progndstico da EMC uma vez que, além de diferenciar outras causas de bicitopenias/pancitopenias,
é possivel a partir deste exame se obter informacbes sobre desordens hematoldgicas, verificar
possiveis areas de hematopoiese ativas e avaliar os precursores eritrdides, mieldides, linfoides e
megacariociticos.
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RESUMO

Para que um problema seja relatado como patologia em um sistema orgéanico é necessario que ele
seja analisado e comparado ao padrdo de normalidade. Poucos estudos relatam esse padrdo no
sistema cardiovascular de ovinos recém-nascidos deixando uma lacuna no que diz respeito as
diferencas entre neonatos e os adultos. Durante o primeiro més de vida ocorrem as principais
adaptacOes cardiocirculatérias que permitirdo ao individuo chegar a vida adulta. A presente revisao
de literatura tem por objetivo discorrer sobre alguns dos principais métodos de avaliacdo
cardiovascular do neonato ovino, considerando o eletrocardiograma, o ecodopplercardiograma, o
exame radiografico toracico e a pressdo arterial sistémica, como o0s principais procedimentos, por
serem métodos diagnosticos importantes, utilizados principalmente para a deteccdo nao somente das
alteracdes cardiacas como, também, para analise da funcdo normal do coracéo.

Palavras-chave: Neonatologia ovina, ecodopplercardiograma, eletrocardiograma, pressao arterial
sistémica, radiologia

EVALUATION OF THE CARDIOVASCULAR SYSTEM OF OVINE NEONATE —
LITERATURE REVIEW

ABSTRACT

To report a problem like as pathologic in an organic system is necessary for it to be reviewed and
compared to standard. Few studies have reported this pattern in the cardiac system of newborn
sheep leaving a gap with regard to differences between these and the adults of the same species.
During the first month of life occur the main cardiocirculation adaptations that allow individuals to
reach adulthood. This literature review aims to discuss some of the main methods of evaluation of
the cardiovascular system of ovine neonate, considering the electrocardiogram,
echodopplercardiogram, chest radiographic examination and systemic arterial pressure as the main
procedures to be important diagnostic methods, mainly used to detect not only the heart changes as
also for analysis of the normal function of the heart.

Keywords: Ovine neonatology, echodopplercardiogram, electrocardiogram, radiology, sytemic
blood pressure
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EVALUACION CARDIOVASCULAR DEL RECIEN NACIDO OVINO — REVISION DE LA
LITERATURA

RESUMEN

Asi que un problema se divulga como patologia en un sistema organico es necesaria que sea
revisado y Comparado con el normal. Pocos estudios han informado de este patron en el sistema
cardiovascular del recién nacidos ovejas dejando un espacio con respecto a las diferencias entre
recien nacidos y adultos. Durante el primer mes de vida se producen las cardiocirculatérias
principales adaptaciones que permiten a los individuos llegar a la edad adulta. De esta revision de
literatura pretende discutir algunos de los principales métodos de evaluacion cardiovasculares de
ovinos recién nacidos, teniendo en cuenta el electrocardiograma, ecodopplercardiogram, examen
radiografico de térax y la presion arterial sistémica, como los principales procedimientos, porque
son métodos de diagnostico importantes, utilizados principalmente para detectar no solo los
cambios del corazon como también para el andlisis de la funcién normal del corazon.

Palabras-claves: Neonatologia ovina, ecocardiograma doppler, electrocardiograma, presion aterial
sstémica, radiologia

INTRODUCAO

A partir da década de 1990, a ovinocultura passou a ter papel de destaque no Brasil. Muitos
produtores rurais apresentaram interesse em explorar essa producédo devido dimensdes territoriais, 0
aumento no poder aquisitivo, condi¢es ambientais favoraveis e abertura do comércio internacional.
Por ser uma espécie de médio porte, adapta-se facilmente a qualquer tipo de sistema de producéo

).

A ovinocultura brasileira apresentou ligeiro crescimento entre 2012 e 2013. De acordo com
dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) (2), o efetivo de ovinos em 2013 foi
de 17.290.519 milhdes de cabegas, com variacdo positiva de 3,0% (16.789.492 de cabecas). Uma
série de técnicas auxiliaram a eficiéncia produtiva e reprodutiva do rebanho, como a adocao de boas
medidas de manejo sanitario e nutricional durante o periodo de reproducdo para que ocorresse um
crescimento desejavel (1,3).

Umas das grandes preocupacdes na criacdo de ovinos, caprinos, bovinos, equinos e suinos no
Brasil e no mundo € a elevada taxa de mortalidade nos primeiros dias de vida, diminuindo os
ganhos produtivos. Durante o periodo neonatal (primeiros 30 dias de idade) sdo necessarios
cuidados para que a taxa de mortalidade, associada a infeccdes e falha na transferéncia de
imunidade passiva, ndo se torne alta (4).

A espécie ovina tem sido amplamente utilizada em diversos protocolos experimentais ndo
somente na Medicina Veterinaria como também em Medicina (5,6). Modelos ovinos de cardiopatia
isquémica e insuficiéncia cardiaca sdo cada vez mais utilizados em pesquisas humanas, no entanto,
a extrapolacdo dos resultados para o cenario clinico exige o conhecimento da funcdo cardiaca
normal em neonatos ovinos (7,8).

Os exames para avaliacdo cardiaca como eletrocardiograma e eletrocardiograma
ambulatorial/sistema Holter, ecodopplercardiograma, radiografia tordcica e pressdo arterial
sistémica consistem de técnicas nédo invasivas, bem padronizadas e extremamente Gteis na obtencao
de informacbes sobre a funcdo cardiaca, particularmente na espécie humana e em pequenos
animais. Atualmente sdo considerados fundamentais para o diagnostico da maior parte das afecgdes
cardiacas, principalmente as congénitas em humanos e animais neonatos (9).

Dentre as diferentes faixas etarias existem variagdes nos valores eletrocardiograficos,
ecodopplercardiograficos, radiograficos e da pressdo arterial sistémica, tornando necessaria a
padronizacdo dos mesmos ao se tratar de cordeiros recém-nascidos sadios (10). A realizacdo de
exames seriados para avaliagdo cardiaca em neonatos ovinos possibilitara a determinacdo do
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momento da inversdo da predominancia do ventriculo direito sobre o esquerdo, permitindo assim o
diagnostico precoce de anormalidades congénitas (11).

Estudos aprofundados relacionados a fisiologia do neonato ovino e sua evolugdo clinica no
periodo pds-parto imediato devem auxiliar no aperfeicoamento da neonatologia veterinaria,
fornecendo dados que poderdo ser Uteis nos diversos protocolos que utilizam esta especie como
modelo experimental além de ampliar os estudos. O presente artigo tem por objetivo discorrer sobre
alguns dos principais méetodos de avaliacdo cardiovascular do neonato ovino, considerando-se 0
eletrocardiograma, o ecodopplercardiograma, o exame radiografico toracico e a pressao arterial
sistémica, além de ressaltar os resultados dos estudos que utilizaram esses métodos de avaliacao.

Sistema cardiovascular

Durante a gestacdo, o coracdo do feto sofre inimeras modificacGes para formar os vasos
sanguineos principais (aorta e artérias pulmonares) e, assim, transformar-se no 6rgdo central que
bombeia sangue por meio de contracdes ritmicas para todo o organismo. E um 6rgdo conico
posicionado dentro do térax e voltado para o lado esquerdo do mediastino, estendendo-se entre o
terceiro e sexto espaco intercostal, na maioria das espécies. O lado direito do coragdo, atrio e
ventriculo, possui paredes finas e pequena forca de contracdo para servir a circulagdo pulmonar (de
baixa resisténcia). A carga de trabalho da cdmara ventricular esquerda culmina com espessamento
significativo (hipertrofia) da parede ventricular, aparente na maioria dos mamiferos na primeira
semana de vida (12,13).

Na fase intrauterina, o sangue é oxigenado na placenta e retorna ao coragdo pela veia cava
caudal, atingindo o atrio direito (AD) que divide o volume sanguineo entre o ventriculo direito (VD)
e 0 atrio esquerdo (AE) pelo forame oval. Pequena quantidade de sangue retorna dos pulmdes
colabados e se mistura ao sangue oxigenado do ventriculo esquerdo (VE) seguindo para a aorta
ascendente que irrigard o coracdo e o cérebro. O sangue do AD, proveniente da veia cava cranial, é
menos oxigenado e segue pelo VD até as artérias pulmonares. Apenas uma parte desse sangue
atinge os pulmdes devido alta resisténcia vascular neste circuito. No percurso das artérias encontra-
se 0 ducto arterioso gque desvia o fluxo para a aorta descendente em virtude da menor resisténcia
vascular (14).

As comunicac0es intracardiacas sdo importantes para garantir o desenvolvimento das camaras.
O forame atua no lado direito, enquanto que o ducto atua no lado esquerdo, portanto o fechamento
precoce causaria hipoplasia dos ventriculos. Em animais prematuros ou de partos distdcicos, a
pressao no AE ndo é suficiente para o completo fechamento do forame oval, e a hipoxia a que o
recém-nascido é submetido, pode levar a persisténcia do ducto arterioso (15).

Apobs 0 nascimento, a resisténcia vascular pulmonar diminui rapidamente e aumenta o fluxo
sanguineo na artéria pulmonar, que recebera todo o débito do VD. O retorno venoso pulmonar
aumenta a pressdo no AE e comprime o septo interatrial, fechando o forame oval. Associado a baixa
resisténcia pulmonar, o aumento da pressao sisttmica e maior tensdo de oxigénio, ocorre inversao
no fluxo do ducto arterioso e constricdo deste vaso. O fechamento também estd relacionado a
circulacdo de citocinas pulmonares (bradicinina e prostaglandina E2). O volume de sangue que
chega ao VE é igual ao que sai do VD permitindo o aumento na resisténcia vascular periférica e a
manutencdo do débito cardiaco, volume plasmatico, perfusdo tecidual e pressdo venosa central para
suprir as necessidades metabolicas da vida extrauterina (14,15).

O débito cardiaco consiste no volume total de sangue bombeado em um minuto por cada
ventriculo. Nos fetos, as comunicagdes cardiacas e a passagem sanguinea para a mesma circulagao
impedem a diferenciacdo entre os volumes ejetados por cada ventriculo separadamente, entdo o
débito passa a ser o total das duas cdmaras. Por repassarem sangue & mesma circulacéo, as camaras
cardiacas possuem tamanhos e paredes de espessura iguais (1:1). Logo apds o parto, a forca de
ejecdo sofre alteracdo estando aumentada no VE e diminuida no VD. Com isso a relacdo VD:VE
passa a aumentar, ou seja, segue para 1:2 na vida neonatal e se estabelece em 1:3 na vida adulta.
Essa maturacdo miocardica durante a fase neonatal garante a rapida resposta frente ao aumento de
volume sanguineo que chega aos ventriculos. A geometria cardiaca também se altera com a
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hipertrofia esquerda e pode ser observada no tamanho do coracdo em relacdo a cavidade toracica
em radiografias, no tracado eletrocardiografico das ondas R e S, devido maior proximidade dos
eletrodos, e no aumento da camara na ecocardiografia. Em cdes, as alteracfes provenientes da
dominancia do VE podem ser observadas entre o terceiro e 0 nono dia de vida por aumento da
musculatura esquerda (13,14,16,17).

O coracdo possui controle autonémico e ndo necessita do sistema nervoso central para atuar,
mas 0 mesmo pode sofrer influéncia do sistema simpético e parassimpatico, representados pelas
fibras adrenérgicas e pelo nervo vago, respectivamente. Quando a atuacdo se da pelo sistema
nervoso simpético, ocorre ativacdo do nodo sinusal resultando em eventos generalizados como
hipertensdo, taquipnéia e vasoconstricdo periférica, e eventos cardiacos como taquicardia
(cronotropismo positivo) e aumento da contragcdo ventricular (inotropismo positivo). O sistema
parassimpatico esta, fisiologicamente, relacionado com o repouso, logo atua na diminuicdo da
frequéncia cardiaca (cronotropismo negativo) e da forca de contracdo atrial (inotropismo negativo)
(18).

Durante a fase fetal inicia-se o desenvolvimento do sistema autondmico e sua completa
maturacao se dara no periodo pos-parto tardio. Em humanos, o desenvolvimento completa-se aos
dois anos de idade. Essa imaturidade do sistema logo apds o parto pode ser observada pelas altas
frequéncias cardiacas e respostas reduzidas dos barorreceptores tornando a forca de contracdo
miocardica menor e limitando as respostas compensatorias frente a situacGes de estresse, como
hipertermia e desequilibrio acido-basico. Nos cées, 0 parassimpatico apresenta-se atuante apenas
apods a oitava semana de vida (19,20).

O periodo neonatal possui caracteristicas singulares e devem ser respeitadas no momento da
avaliacéo clinica. Os exames devem ser seguidos como nos adultos, mas necessitam de cuidado
frente as interpretac@es diagnosticas. Na auscultacdo pode ser detectado um sopro cardiaco suave no
inicio da sistole que, se ndo estiver associado a nenhum defeito congénito, € considerado fisioldgico.
O ritmo predominante é o sinusal, com pequenas alteracdes influenciadas pelo ciclo respiratorio,
que cessardo quando o tdnus vagal estiver adaptado. O eletrocardiograma também apresenta
alteracdo devido a mudanca na orientacdo vetorial (eixo) por aumento das camaras cardiacas,
necessitando que os eletrodos sejam posicionados de forma a melhorar a visualizagdo do tragado.
Os indices obtidos no ecodopplercardiograma poderdo acusar aumento do VD na semana logo ap6s
0 parto, pois as cAmaras ainda possuem caracteristicas volumétricas fetais. Durante os primeiros
dias, o Doppler pode apresentar um fluxo na regido da aorta e artéria pulmonar correspondente ao
fechamento do ducto arterioso. As imagens radiograficas poderdo estar opacificadas na regido
intersticial por diminuicdo no volume de ar alveolar que, em adultos, é caracteristico de pneumonia.
Outra observacdo no exame radiografico é a maior proporcdo do coracdo em relacdo a cavidade
torécica (16,19).

Eletrocardiografia e Eletrocardiograma ambulatorial / Sistema Holter

O eletrocardiograma (ECG) é um exame complementar, ndo invasivo e de baixo custo, que
permite detectar alteracbes na conducdo elétrica cardiacas, arritmias e do eixo elétrico no plano
frontal (21,22). O ECG tem sido utilizado em diversas espécies em Medicina Veterindria como a
equina (23,24), bovina (25,26), caprina (27,28) e a ovina (29,30).

A espécie ovina tem sido amplamente estudada em diversos protocolos experimentais, em
Medicina, como modelo para o remodelamento em insuficiéncia cardiaca crénica na cardiologia
(31), a eletrocardiografia fetal na obstetricia (32), e em variados protocolos farmacologicos na
anestesiologia (8,29,30), devido sua similaridade a anatomia e fisiologia cardiovascular dos seres
humanos (7). Além da disponibilidade, o tamanho, o baixo custo de manutencéo e a rapida gestacéo
desta espécie (33).

Os estudos eletrocardiograficos em ovelhas sdo exiguos, sendo um dos primeiros na espécie
feito por Schultz et al. (34). Os autores pesquisaram o0s padrbes normais do registro
eletrocardiografico em 31 ovelhas da raca Merino nas derivacdes do plano frontal. Os valores para
frequéncia cardiaca, amplitude e duracdo das ondas P e T, e do complexo QRS foram descritos. De

Ulian CMV, Cruz RKS, Lourengo MLG, Chiacchio SB. Avaliagdo cardiovascular do neonato ovino — Revisdo de
literatura. Vet. e Zootec. 2018 mar.; 25(1): 67-78.



ISSN 0102-5716 ISSN Eletronico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 71

acordo com o estudo h& grande variagdo individual, sobretudo na onda T e na frequéncia cardiaca
(60 a 197 batimentos por minuto). Vale destacar que a variagdo ocorrida na onda T parece ser uma
caracteristica normal do eletrocardiograma de ovinos, sem necessariamente indicar uma
enfermidade. Tério et al. (35) também encontraram altos valores para frequéncia cardiaca (119 bpm)
durante os registros eletrocardiograficos em ovinos saudaveis.

A padronizacdo de parametros eletrocardiograficos em 76 cordeiros da raca Dorper foi
descrita por Augusto et al. (36) em quatro diferentes faixas etarias (nascimento a trés meses; trés a
seis meses; seis a 12 meses e acima de 12 meses), utilizando as derivacGes bipolares, unipolares
aumentadas e precordiais. Os resultados permitiram a observacdo de valores estaveis entre 0s
ovinos como a duracdo da onda P e do complexo QRS. Contudo pardmetros como amplitude da
onda P e do complexo QRS, e o eixo elétrico cardiaco apresentaram grande variacdo entre 0s
animais. Segundo os autores, a disposicdo diferente dos eletrodos (evitando interferéncia das
diferencas anatébmicas, como o perimetro toracico e camada de gordura) é necessaria para a
obtencdo de resultados mais regulares.

Assim como os valores de referéncia para interpretacdo do eletrocardiograma em ovinos
adultos sdo variaveis, pouco se conhece a cerca de sua interpretacdo em cordeiros neonatos. Em
humanos as mudangas no eletrocardiograma, desde o nascimento até a vida adulta, sdo conhecidas.
Segundo a Sociedade Brasileira de Cardiologia (37), a tabulacdo mais completa foi elaborada por
Davignon et al. (38) representando um auxilio precioso na interpretacdo do eletrocardiograma
pediatrico. O estudo eletrocardiografico mostra as mudancas frequentes do tracado no primeiro ano
de vida, particularmente no periodo neonatal (do primeiro ao 30° dia), refletindo as alteracGes
anatomofisioldgicas que ocorrem logo ap6s 0 nascimento.

As dificuldades para estabelecer os padrdes eletrocardiograficos normais tanto em criangas
como em animais (39) decorrem de uma série de aspectos que devem ser considerados na analise do
eletrocardiograma pediatrico. Assim como em humanos, em animais as caracteristicas do tracado
eletrocardiografico devem ser avaliadas de acordo com a idade do paciente. O eletrocardiograma do
recém-nascido reflete as repercussGes hemodinamicas sobre o ventriculo direito na vida intra-
uterina, padréo de sobrecarga ventricular direita e as alteracGes anatomofisioldgicas decorrentes da
transicdo da circulacdo fetal para a circulacdo neonatal, podendo durar até dois anos nas criangas
(37). As modificacdes sdo decorrentes do desenvolvimento fisioldgico, do tamanho corporal, da
posicdo do coracdo em relacdo ao corpo e da variacdo na conformacdo estrutural das camaras
cardiacas e vasos pulmonares (40).

Os parametros fisioldgicos como frequéncia cardiaca em cordeiros mesticos (1/2 e ¥ Dorper)
do nascimento aos 90 dias de idade foram descritos por Lima et al. (41). A frequéncia cardiaca
atingiu um valor maximo logo ap6s o0 nascimento seguindo um decréscimo (prolongamento do
intervalo RR), com o avancar da idade com valores minimos aos 75 dias de idade. De acordo com
Piccione et al. (42) ha uma relagdo inversamente proporcional entre a idade e a frequéncia cardiaca
até os 30 dias de vida. A frequéncia cardiaca superior, em relacdo aos adultos, em recém-nascidos
de diversas espécies animais deve-se ao baixo volume sistolico durante o periodo neonatal (39,40).

A diminuicdo da frequéncia cardiaca com o avancar da idade (42,43) e o0 consequente
aumento do intervalo RR descrito em ovinos por Tovar et al. (44), sdo reflexo das alteragdes nos
mecanismos intrinsecos de controle da frequéncia cardiaca, ndo relacionadas ao tdnus autonémico
propriamente dito. A atuacdo intrinseca do sistema colinérgico e beta-adrenérgico na variabilidade
da frequéncia cardiaca foi investigada em cordeiros recém-nascidos a partir da primeira a oitava
semana de idade. Durante este periodo de crescimento, a frequéncia cardiaca diminuiu
semanalmente.

A monitoracdo eletrocardiografica feita em 24 horas permite ao clinico observar detalhes
sobre o ritmo cardiaco, conducdo elétrica, presenca ou auséncia de complexos anormais do paciente
durante o dia, que ndo sdo possiveis de serem detectados em um tracado eletrocardiografico
realizado em poucos minutos. Além disso, € Util para estudar a variabilidade da frequéncia cardiaca
(VFC) como indicador do equilibrio autonémico e de reducgéo da atividade vagal protetora contra a
inducdo de arritmias ventriculares (45).
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O eletrocardiograma ambulatorial/sistema Holter € baseado em gravagdes de sinais com baixa
e alta frequéncias (0,05 a 200 Hz) capazes de detectar o segmento ST. O registro é feito na
derivagdo bipolar modificada de trés canais que permite diagnosticar ocorréncias anormais de
conducdo elétrica, sendo elas V5, V3 e derivacdo inferior (45,46).

Os dados obtidos podem ser lidos no dominio tempo e/ou no dominio frequéncia. No primeiro,
a frequéncia dos complexos QRS é detectada em 24 horas, excluindo-se os artefatos e batimentos
ectopicos, com célculo da média e do desvio padrdo. No dominio frequéncia, os intervalos NN
(distancia entre duas ondas R consecutivas) sdo separados em componentes com diferentes
amplitudes e frequéncias (46).

Radiografia

O posicionamento do coracdo na caixa toracica sofre modificacdes no decorrer da transicao
neonatal-jovem acarretando alteragcbes nos diversos exames complementares que auxiliam no
diagnostico cardioldgico. A radiografia de torax fornece informacdes sobre a integridade anatdmica
das paredes toracicas e pleura, vias aéreas intratoracicas, vascularizagdo e estado do parénquima
pulmonar, além de ter maior sensibilidade para as dimensdes das camaras cardiacas (47).

Outra utilizacdo ¢ a determinacdo do tamanho cardiaco indicativo de cardiomegalia ou atrofia.
Em recém-nascidos humanos a relacdo cardio:toracica maior que 60% indica aumento cardiaco,
mas ndo deve ser confundida com a cardiomegalia transitéria fisiologica devido aumento do
ventriculo esquerdo durante o primeiro més de vida (15). Assim como em humanos, 0s animais
possuem caracteristicas cardiacas que devem ser avaliadas de acordo com a idade do paciente
atentando-se ao fato de que o recém-nascido reflete a dinamica da vida intra-uterina e as alteractes
anatomofisioldgicas decorrentes da transi¢cdo da circulacao fetal para a circulagdo neonatal (37).

Animais jovens possuem alta frequéncia respiratéria e menor superficie alveolar, cerca de um
terco do observado em adultos de pequenos animais, 0 que aumenta a movimentacdo toracica na
tentativa de elevar o volume minuto respiratério. Isso dificulta a obtencdo de boas imagens por nao
ser possivel observar o inicio da expiracdo e, assim, ter uma imagem mais nitida (19). Em
radiografias realizadas em recém-nascidos nas primeiras horas de vida, observou-se cardiomegalia
transitéria em razdo do maior aporte sanguineo advindo do corddo umbilical e da plancenta.
Associado a isso, comunicacBes ainda abertas como forame oval e ducto arterioso podem causar
sobrecarga devido circulacdo bidirecional. Com o estabelecimento da circulacéo e respiracdo, esses
fatores deixam de existir e 0 coracdo passa a ter tamanho normal (15).

Souza et al. (48) realizaram a mensuracdo cardiaca de 18 borregas Santa Inés para fins de
referéncia literaria, encontrando valores de 10,36 + 0,35 vértebras (v) para a projecao lateral direita.
Caprinos da raca West African Dwarf (WADG) com peso de 4,8 a 14 kg foram avaliados com o
objetivo de padronizacdo do VHS para a espécie resultando no valor médio de 10,1 + 0,01 v. (49).
Alguns métodos foram propostos na tentativa de padronizar o VHS nas diferentes espécies, mas
nenhum po6de generalizar os valores devido a grande diferenca que existe entre as espécies animais,
entre as racas e as conformacdes toracicas (49,50).

Ecodopplercardiografia

A avaliacdo ecodopplercardiografica constitui-se de um procedimento ndo invasivo, que
dispensa sedacdo e fornece uma avaliacdo morfofuncional fidedigna do coracdo e dos principais
vasos (51). Importante método para o diagnostico de doencgas cardiacas congénitas, adquiridas,
aumento do coragdo, insuficiéncia cardiaca entre outros (52).

Ovinos e caprinos sdo animais faceis de manejar e, por possuirem caixa torcica e coracdo
com tamanho semelhante ao dos humanos, foram escolhidos como modelo para pesquisas
cardioldgicas, principalmente quando necessitam de medidas em exercicio (53). Mesmo tendo
utilidade em Medicina, poucos estudos relatam todas as dimensdes cardiacas ou se quer diferenciam
os indices em animais jovens e adultos (30).

As imagens obtidas a partir de pacientes recém-nascidos demandam atencdo aos padrdes de
crescimento e desenvolvimento anatbmico das camaras, pois apds 0 nascimento as dimensdes se
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modificam, o ventriculo esquerdo passa a ter maior massa quando comparado ao ventriculo direito.
Em cdes, sabe-se que o aumento de peso esta diretamente ligado ao aumento do VE (19). Uma
vantagem na avaliacdo ecocardiografica em recém-nascidos é a proximidade do cora¢do com o
torax e menor cobertura de gordura na regido esternal, permitindo a obtencdo de melhores imagens
(16).

Hallowell et al. (30) estudaram as dimensdes das camaras cardiacas e os indices normais em
ovelhas e cabras adultas, afim de facilitar a identificacdo, quantificacdo e avaliagdo das doencas
cardiacas, além da diferenciacdo entre as espécies. Os ovinos, quando comparados aos caprinos,
possuem dimensdes ventriculares maiores, 0 que explica o formato do térax diferente entre as
espécies. Caprinos e ovinos necessitam de medidas de referéncias espécie-especificas baseadas na
mesma técnica e metodologia, pois isso pode interferir nas anlises. Os resultados obtidos nédo
puderam ser comparados e definidos como fidedignos por ndo haver dados na literatura para
comparacéo.

As mudancas no VD s@o mais lentas, pois dependem da FC. Quanto mais alta, menor o tempo
de permanéncia do sangue no ventriculo, logo ndo ha estimulo para a distensdo da camara. A
medida que a FC diminui, juntamente com a contratilidade, o volume residual aumenta e forca a
mudanga na capacidade volumétrica. Em recém-nascidos humanos, essa contratilidade decresce
apos 24 horas. Outro fator que pode incrementar o amadurecimento do VD € o fechamento do ducto
arterioso (54).

Presséo Arterial Sistémica

A avaliacdo da pressdo sanguinea arterial € uma ferramenta importante e indispensavel na
pratica clinica veterinaria, devido sua utilidade no diagnostico, tratamento e acompanhamento de
diversas doencas, bem como a monitorizacdo de pacientes anestesiados ou sob cuidados intensivos
(55). As técnicas empregadas na mensuragdo compreendem a forma invasiva ou direta, € ndo
invasivas ou indiretas. A forma invasiva € a técnica mais precisa e considerada por grande parte dos
autores como o “padrdo ouro”, pois proporciona uma avaliagdo mais fidedigna da pressdo arterial
(PA). Requer a colocacdo de um cateter numa artéria periférica, que apesar de tecnicamente mais
dificil e dispendiosa, é a exigida em determinadas situagBes clinicas, incluindo cirurgia,
traumatologia e na medicina de cuidados intensivos (56). Tem como vantagem a monitorizacao
continuada da PA e a facilidade para se colher amostras sanguineas para realizacdo de
hemogasometria (57).

A monitoracdo indireta € a mais utilizada nas clinicas por ser de facil realizacdo néo
requerendo sedacdo ou anestesia do paciente, ou qualquer intervencdo invasiva gerando estresse no
animal. Utiliza um manguito que bloqueia, momentaneamente, o fluxo da artéria periférica e por
meio de palpacdo, auscultacdo, doppler ou oscilometria, detecta-se a movimentacdo do fluxo
sanguineo ou da parede arterial (58).

Em cordeiros, a pressdo sanguinea arterial sofre modificacdes a partir do parto. O fechamento
dos desvios vasculares e a ruptura do corddo umbilical aumentam a presséo sistémica e a partir da
terceira semana, por diminuicdo da concentracdo de catecolaminas circulantes e do tbnus
adrenérgico, a pressao comeca a atingir valores semelhantes aos adultos. Uma vez que o ducto
arterial estd fechado e a resposta pulmonar completamente estabelecida, a pressdao pulmonar
também estabiliza préximo a dos adultos (59).

Em adultos, a pressao arterial é controlada pelo balanco entre o simpatico e parassimpatico, e
pelo sistema renina-angiotensina-aldosterona. As alteragcdes pressoricas produzem sensibilizacéo
dos barorreceptores, do cortex renal e das adrenais. Estes respondem com modificacfes na
resisténcia vascular periférica, frequéncia cardiaca, volume sanguineo e reabsorcéo de sodio (60).

CONSIDERACOES FINAIS

Os neonatos, sejam eles ovinos ou de outra espécie, possuem caracteristicas fisiologicas
singulares e por isso merecem maior atencdo durante a fase de maturagdo orgénica. Por serem
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animais de uso experimental para a cardiologia humana e veterinaria, definir a fisiologia e 0s
periodos de maior desenvolvimento cardiaco possibilitam melhores resultados e conclusdes clinicas.
Pesquisas sobre os diferentes padrbes de avaliagdo cardiovascular do neonato ovino, orientam a
propor um protocolo de avaliacdo, pois varias das alteracfes podem refletir simplesmente em uma
resposta compensatoria ao periodo critico de adaptacdo do recem-nascido.
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COLANGITE CRONICAASSOCIADA A INFESTAGAO DE TREMATODEO POR
PLATYNOSOMUM FASTOSUM, CONCOMITANTE A VESICULA BILIAR DUPLA EM
UM GATO - RELATO DE CASO
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RESUMO

Este trabalho tem o objetivo de relatar um caso de um felino de cinco anos, sem raca definida, apre-
sentando ictericia intensa, petéquias e equimoses cutaneas generalizadas, aumento da enzima ALT,
aumento de colesterol sérico e diminuicao de proteinas plasmaticas. Foi instituido tratamento médi-
co, entretanto o animal morreu dois dias apos a intervencdo clinica. No exame anatomopatoldgico
observou-se colangite cronica associada a infestacdo de trematdédeo Platynosomum fastosum e vesi-
cula biliar dupla verdadeira. Conclui-se que alteracdes anatdmicas associadas a infestacao por para-
sitas podem agravar significativamente o quadro clinico de colangite cronica e devem sempre ser
consideradas no plano diagndstico.

Palavras-chave: Anomalias congénitas da vesicula biliar, trematddeo hepatico, colangite cronica.

CHRONIC CHOLANGITIS ASSOCIATED WITH LIVER FLUKE INFESTATION
CAUSED BY PLATYNOSOMUM FASTOSUM, CONCURRENT WITH GALLBLADDER
DUPLICATION IN A DOMESTIC CAT — CASE REPORT

ABSTRACT

This paper aims to report a case of a 5-years-old, mixed breed cat showing severe jaundice, skin
petechiae and ecchymosis, high values of ALT enzyme and serum cholesterol and low plasmatic
proteins. A medical treatment was instituted; however the animal died two days after clinical inter-
vention. Anatomicopathological analisys showed a chronic cholangitis associated with liver fluke
infestation caused by Platynosomum fastosum, and duplex gallbladder. We conclude that anatomi-
cal changes associated with infestation by parasites may significantly aggravate the clinical condi-
tion of chronic cholangitis and should always be considered in the diagnostic plan.

Key words: gallbladder congenital anomalies, hepatic fluke, chronic cholangitis.

COLANGITIS CRONICAASOCIADAA LA INFESTACION POR TREMATODO
HEPATICO CAUSADO POR PLATYNOSOMUM FASTOSUM, CONCURRENTE CON LA
DUPLICACION DE LA VESICULABILIAR EN EL GATO DOMESTICO -
PRESENTACION DE UN CASO
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Este trabajo pretende informar un caso de un felino de cinco afios mestizo, presentando intensa
ictericia, petequias y equimosis cutanea generalizada, aumento de enzima ALT, aumento del
colesterol sérico y disminucién de las proteinas plasmaticas. Se instituyd el tratamiento médico,
pero el animal muri6 dos dias después de la intervencién clinica. ElI examen histopatolégico mostro
colangitis cronica asociada con infestacion por trematodos Platynosomum fastosum y verdadera
duplicacion de la vesicula biliar. Se conclui que los cambios anatomicos asociados con la
infestacion por parasitos pueden agravar significativamente el cuadro clinico de colangitis cronica y
siempre debe ser considerado en el plan de diagndstico.

Palabras Claves: anomalias congénitas de la vesicula biliar; trematodo hepatico; colangitis cronica.
INTRODUCAO

Na medicina de felinos, as colangites se encontram entre as principais afec¢ées clinicas, em
especial pela susceptibilidade anatdémica, onde ha maior facilidade da ascensdo de bactérias do
intestino para trato biliar (1,2). Em 2006 a Word Small Animal Veterinary Association (WSAVA)
propds uma padronizagdo na nomenclatura das doencas biliares sendo as colangites de felinos
divididas em quatro grupos: colangite neutrofilica, colangite linfocitica, colangite destrutiva e a
colangite cronica associada a infestacdo de trematddeos (3).

Dentre os quadros de colangite crbnica associada a infestacdo de trematddeos, o
Platynosomum fastosum é o parasita trematédeo mais comum de figado de gatos domésticos no
Brasil. Este se encontra comumente nos ductos biliares e vesicula biliar, e é capaz de causar um
quadro de hepatopatia (2,4,5). O Platynosomum fastosum é comum nas regides tropicas e
subtropicais por todo o mundo (6); No Brasil, a prevaléncia do parasita varia conforme a
localizagéo do animal, alcangando de 1,91 a 45% (7).

Na maioria das vezes a infestacdo por P. fastosum € assintomatica ou causa poucos sinais
clinicos, entretanto deve-se considerar a carga parasitaria, 0 tempo de parasitismo e a reacdo
individual do hospedeiro. Portanto, nas infestacfes graves e cronicas € possivel ocorrer obstrucédo
dos canaliculos biliares e consequente sobrecarga hepética, resultando em cirrose biliar (2,4,5,8).
Microscopicamente, o figado infestado por P. fastosum apresenta ectasia dos ductos biliares, e no
limen pode-se visualizar o parasita trematddeo, caracterizado por cuticula fina, cavidade solida,
testiculo, ovario e ovos operculados. Conforme aumenta a carga parasitaria, a presenca mecanica do
parasita intraductal leva a uma obstrucdo de ductos biliares e colestase intra-hepatica, associada a
fibrose e inflamacdo linfocitica predominantemente portal, bem como, hiperplasia ductal. O
parénquima também podera ser afetado, em que se verifica perda da arquitetura dos corddes de
hepatocitos associada a presenca de coldnias bacterianas e infiltrado neutrofilico. Ocasionalmente
ocorre hiperplasia papilar do epitélio dos ductos; proliferacdo cistica do epitélio ductal com
preenchimento luminal por contedo mucinoso e a visualizagdo de ovos operculados livres no
limen ductal (1,9).

Outro fator que deve ser considerado é que geralmente essas infecgdes biliares ascendentes
necessitam de algum fator predisponente como a estase biliar, colelitiase ou anormalidades
anatdbmicas (10). A vesicula biliar dupla é uma alteracdo congénita, raramente observada em
humanos (6,11,12), quase ndo descrita na medicina veterinaria e leva & sobrecarga biliar com lesdo
hepética (13,14).

Qualquer das quatro formas de apresentacdo da colangite nos felinos ndo revela caracteristicas
particulares no exame fisico ou anamnese, em geral 0s sinais sdo sistémicos e inespecificos como:
émese, anorexia, depressdo, distensdo abdominal, perda de peso, febre, diarréia, desidratacdo e
ictericia (2,7,15). Portanto, o diagndstico diferencial é importante para diferenciar qual é a forma da
colangite, e este deve ser feito associado os exames auxiliares de ultrassonografia abdominal,
bidpsia hepatica, citopatologia e cultivo da bile, para pesquisa de ovos e bactérias (5).
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O presente relato se justifica pela auséncia de descri¢des na literatura que citem a ocorréncia
simultanea de doencas do trato biliar em felinos, a duplicacdo verdadeira da vesicula biliar e
infecgdo hepatica por P. fastosum.

RELATO DE CASO

Um felino de cinco anos, sem raca definida, fémea foi encaminhado ao atendimento clinico
veterinario. O animal pesava 3,2kg e apresentava historico de emagrecimento progressivo, émese,
diarreia, anorexia, adipsia, protocolo antiparasitario atrasado e livre acesso a rua na cidade de
Bandeirantes, na regido do norte do Parand. Ao exame fisico demonstrou aumento da sensibilidade
abdominal, ictericia intensa, petéquias e equimoses cutaneas generalizadas.

Os exames complementares solicitados revelaram aumento moderado da enzima aspartato
aminotransferase (ALT) (534 UI/L), aumento de colesterol (211mg/dl), aumento da proteina total
(8,8g/dl), e diminuicao de albumina (1,96g/dl). O hemograma revelou leucocitose com neutrofilia e
desvio a esquerda, além de discreta trombocitopenia. A urinélise evidenciou bilirrubinudria e
proteindria. Em ultrassonografia abdominal observou-se aumento da ecogeinicidade em regido
epigastrica.

Foi instituido o tratamento com fluidoterapia com solucdo fisiologica com glicose 5%,
acrescida de vitaminas do complexo B e C, além do uso de hepatoprotetor (Ornitil®), porém o
animal morreu dois dias ap6s o atendimento.

Ao exame necroscopico, se observou a duplicacdo verdadeira da vesicula biliar (Figura 1), e 0
figado com consisténcia firme, padrdo lobular evidente distribuido de maneira difusa.
Macroscopicamente ndo se observou a presenca de parasitas ou espessamento dos ductos biliares,
entretanto o ducto biliar comum encontrava-se espessado e sem fluxo de bile para o duodeno
(manobra de Virchow negativa).

Figura 6. Figado de felino que apresentou duplicacdo verdadeira da vesicula biliar (seta) e
parénquima hepatico com padrdo lobular evidente e areas multifocais a coalescentes,
amareladas.

Microscopicamente, no figado observaram-se ductos biliares hiperplésicos associados a
intensa ectasia. Regido portal com fibrose moderada associada a infiltrado linfoplasmocitério
moderado (Figura 2) e no contetdo biliar intraductal foram observados ovos operculados e de casca
espessa, compativeis com ovos de P. Fastosum (Figura 3). O parénquima adjacente apresentou, de
forma difusa degeneracdo vacuolar de hepatdcitos associada a moderada desorganizacdo das
trabéculas de hepatdcitos.
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Figura 2. Fotomicrografia de figado
(seta preta), associado a fibrose periportal (seta vermelha). Hematoxilina e Eosina, Obj.
de 10x.
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Figura 3. Vesicula biliar de felino. Notar a presenca de ovos operculados (setas) de Platynosomum
fastosum mesclados ao conteudo da vesicula biliar. Hematoxilina e Eosina, Obj. de 10x.
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DISCUSSAO

No presente relato de caso, os achados histopatoldgicos permitiram concluir um quadro de
platinossomiase, devido a visualizacdo de ovos operculados, fibrose e colangite linfocitica que
envolvia a regido portal e extendia-se para o parénquima. A auséncia de parasitas trematddeos na
analise macro e microscopica do figado, coincide com os relatos de Headley (1), que destacou que
apesar de atipica, a visualizacdo de ovos operculados € uma caracteristica diagnostica do P.
fastosum.

De acordo com a classificagdo da WSAVA (3), 0 presente caso caracteriza-se por uma
colangite cronica associada a infestacdo de trematddeos, entretanto P. fastosum nédo é citado nessa
classificacdo. Assim ao avaliar o presente caso e outros relatos e estudos, sua importancia é

indiscutivel em casos de hepatopatias de felinos no Brasil.
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Embora ocorra inespecificidade dos sinais sisttmicos para a colangite cronica, a disfuncdo
hepatica devido ao processo inflamatorio que envolvia todo o parénguima, resultou em ictericia,
petéquias e equimoses, que também foram observadas por outros autores (7) e Brain (10,11). Esta
inespecificidade faz dos exames auxiliares, principalmente a bidpsia hepatica, pontos criticos para a
elucidacdo do diagndstico e uma consequente terapia adequada, assim como recomendado pela
WSAVA (3).

Apesar do tratamento dos casos cronicos ou de cirrose biliar ser limitado quanto a cura, pode-
se obter melhores resultados no tratamento ou aumento na sobrevida do animal com o diagnéstico
preciso e precoce.

O presente relato de caso coincide com os autores Brain (11); Stanley (15) e Pressel (6), os
quais afirmaram que alteragBes anatdmicas, como a duplicacdo da vesicula biliar, com sobrecarga
da bile e/ou a presenca de parasitas nos ductos biliares, predispdem o desenvolvimento de
colangites, obstrugdo ductal e fibrose periportal. Carreira (8) destacou que a infestacdo por P.
fastosum promove a estase biliar e pode favorecer a contaminagdo ascendente do trato biliar e
consequentemente levar ao envolvimento hepético e agravamento do quadro. Esses aspectos estdo
de acordo com os relatados no presente estudo.

CONCLUSOES

As doencas do trato biliar em felinos, principalmente a colangite crénica por infestacédo
parasitaria, sdo raramente descritas na literatura, mas sdo de grande importancia no atendimento
clinico desta espécie, devido a gravidade do quadro no momento do diagndstico. Portanto, a
colangite cronica associada a infestacdo de trematddeos (Platynosomum fastosum) deve ser
considerada no diagnostico diferencial dos processos patoldgicos que envolvem a vesicula biliar e
ductos em felinos.

A associacdo da anomalia congénita de vesicula biliar dupla com a infestacdo parasitaria nos
ductos e vesicula biliar intensifica o processo inflamatério hepatico, dificulta o tratamento e pode,
assim como presente relato, culminar no 6bito do animal.
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ABSTRACT

Pre-pubic tendon rupture is an often affection in mares, rarer in ewes and cows because of an
additional connection of the pre-pubic tendon found in these species. Etiology of this affection is
not completed elucidated, but it is associated with many gestation affections. Treatment is usually
unsatisfactory. This report aims to describe principle clinical and anatomopathologyc findings in an
ewe at the fifth month of gestation with pre-pubic tendon rupture. Bad general clinical status led to
euthanasia. Clinical and anatomopathological findings are consistent with pre-pubic tendon rupture.
The report of this case works as an alert to the possibility of the occurrence of this affection in ewes
and demonstrate a necessity to the parturition assistance of these animals.

Key words: dystocia, gestation, sheep
RUPTURA DO TENDAO PRE-PUBICO EM OVELHA
RESUMO

A ruptura do tenddo pré-pabico é uma afeccdo frequente em éguas, rara em ovelhas e vacas devido
a ligacdo adicional do tenddo pré-pubico encontrado nestas espécies. A etiologia desta afeccdo nao
estd elucidada, mas esta associada a muitas aspectos da gestacdo. O tratamento é geralmente
insatisfatorio. O objetivo desta nota é descrever o0s principais achados clinicos e
anatomopatologicos de uma ovelha no quinto més de gestacdo com ruptura do tenddo pré-pubico. O
mau estado clinico geral levou a eutandsia. Os achados clinicos e anatomopatoldgicos sao
consistentes com a ruptura do tenddo pré-pubico. Esta nota funciona como alerta para a
possibilidade da ocorréncia desta patologia em ovelhas e demonstrar uma necessidade de assisténcia
para o parto desses animais

Palavras-chave: distocia, gestacdo, ovelha

RUPTURA DEL TENDON PRE-PUBICO EN OVEJAS
RESUMEN

La ruptura del tend6n pre-pubico es una afeccidn frecuente en yeguas, rara en ovejas y vacas debido
a una conexion adicional del tendon prepubico encontrado en estas especies. La etiologia de esta
afeccion no ha sido completamente elucidada, aunque esta asociada con muchas afecciones de la
gestacion. El tratamiento es usualmente insatisfactorio. Este reporte tiene como objetivo describir
los hallazgos clinicos y anatomopatologicos en una oveja en el quinto mes de gestacion con ruptura
del tenddn pre pubico. EI mal estado clinico conllevé a la eutanasia. Los hallazgos clinicos y
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anatomopatol6gicos son consistentes con la ruptura del tendon prepubico. El reporte de este caso
funciona como alerta ante la posibilidad de la ocurrencia de esta afeccion en ovejas y demuestra la
necesidad de la asistencia al parto de estos animales.

Palabras clave: distocia, embarazo, ovejas
INTRODUCTION

Pre-pubic tendon rupture is an often affection in mares, rarer in ewes (1) and cows (2) because
of an additional connection of the pre-pubic tendon found in these species (1,3). In mares this
condition is not related to age nor breed (1) and usually occurs during the last third of gestation,
when fetus shows a fast growing rate (1,4).

Pre-pubic tendon rupture is clinically characterized in mares by ventral sore edema of 8 to
12cm thick (1,5), abdominal pain, walking reluctance, sweating, taquicardy and taquipnea (1).
Complete pre-pubic tendon rupture promotes ischiatic tuberosity elevation, lordose, mammary
glands displacement (1) and bloody secretion secondary to the increased tension over the mammary
gland and vascular ruptures (6). However, the etiology of this affection is not completed elucidated,
but it is often associated with twinning, fetal membranes hidropsia (7), fetal gigantism, prolonged
gestation (1) and trauma (8).

Diagnosis is difficult especially when it involves a partial rupture. Pre-pubic tendon rupture
might also be differentiated to physiologic edema of the abdominal wall (1), hydroamnion,
hydrallantois, vasculitis, neoplasis right cardiac failure and ventral abdominal hernia (9).

Treatment is usually unsatisfactory. Preventive treatment in mares with a remarkable edema
of the ventral portion of abdomen and reluctant walk consists in an exercise restriction and
abdominal support so that the abdominal viscera weight are transferred to the vertebral column (6).

Prognostic of pre-pubic tendon rupture is bad, as most of the mares and foals dye during
parturition. If it ends well, it is possible that the mare becomes able to do light works and unable to
reproduction (1,8).

This report aims to describe principle clinical and anatomopathologyc findings in a ewe with
pre-pubic tendon rupture correlating it to described findings in other species.

CASE REPORT

A three years old West Australian Merino ewe at the fifth month of gestation was assisted at
the Veterinary Hospital of the Sdo Paulo State University, FMVZ-UNESP, Botucatu-SP with
excessive pendulous abdomen. Physical exam showed ventral edema, abdominal pain, walking
reluctance, taquicardy, taquipnea, ischiatic tuberosity elevation and lordose (Figure 1). Additionally,
udder was cranially displaced and with hematomas.

From gynecologic exam, mucous secretion and cervical dilatation compatible with parturition
were detected. Fetus showed normal moving at abdominal palpation. After physic-gynecologic
exams, transabdominal ultrasound examination was done which revealed the presence of two fetus
with normal development.

Based on clinical signs, general status of the animal and the proximity to birth, the ewe was
kept in observation and 12 hours later it began to give birth showing abdominal and uterine
contractions. With the beginning of contractions it was detected exposure of fetal membranes,
however, even though cervical dilatation was satisfactory, abdominal contractions were denied and
showing difficulties to expel the lambs making necessary the traction of both. Lambs showed
posterior presentation and were born in good development status and were artificially fed because
the absence of colostrum production by the ewe, probably because of the big compression made
over the mammary glands before parturition. Lambs did not show any complication post-parturition
and were discharged.
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Figure 1. Ewe at the fifth month of gestation with pre-pubic tendon rupture. Large ventral
distention at the place tricotomy was done for ultrasound examination.

After parturition, the ewe was apathetic, hiporexic, with placenta retention and deformation of
the abdominal region. Additionally, the ewe kept with reluctance to walk and discrete lordose and as
a result of the case severity, the euthanasia of the ewe was done. Anatomopathologyc findings
revealed a complete rupture of the pre-pubic tendon and avulsion of the muscular abdominal wall. It
was also found that mucous were pale, placenta was retained in the uterus and a discrete rhinits.

Clinical history showed consistent information of pre-pubic tendon rupture. However,
definitive diagnosis is hard to be established ante morten because detected signs can be found in
many other conditions (1,9). Although, clinical characteristics are similar to reported in other
studies (1,5) in other species. Different to the horse reports (1,10), fetus was insinuated trough
cervical channel even though abdominal contractions were not enough for expulsion.

Prognosis was bad (1,8), because the ewe had a discontinuation in the internal abdominal wall
without possibilities of surgery correction. A bad general clinical status led to euthanasia three days
after parturition.

Clinical and anatomopathological findings are consistent with a total pre-pubic tendon rupture,
as reported by the literature (5), allowing the establishment of a definitive diagnosis for the case.
Facts that determine the rupture are still unclear. The report of this case works as an alert to the
possibility of the occurrence of this affection in ewes and demonstrate a necessity to the parturition
assistance of these animals once the abdominal contractions are very wounded. This report also
aims to emphasize the importance of differential diagnosis of this affection with other causes of
distocia in ewes.
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RESUMO

O objetivo deste relato é descrever os achados clinicos, histolégicos e o tratamento cirdrgico de um
caso de melanocitoma congénita. Esta neoplasia é considerada rara na espécie bovina, de
classificacdo histoldgica variavel e comportamento biolégico dificil de ser previsto.

Palavra-chaves: melandcitos, melanocitoma, tumor congénito.
PERIVULVAR BOVINE CONGENITAL MELANOCYTOMA
ABSTRACT

The objective of this report is to describe the clinical, histological and surgical treatment of a case
diagnosed as congenital melanocytoma, located in perivulvar region in a half-breed cow (zebu).This
neoplasia is considered rare in cattle, of variable histological classification and hard to predict
biological behavior.

Key words: melanocytes, melanocytoma, congenital tumour.
MELANOCITOMA PERIVULVAR CONGENITO EN BOVINO
RESUMEN

El objetivo de este relato es describir 16s hallazgos clinico, histolgico de um tratamiento quirdrgico
de un caso diagnosticado como melanocitoma congénito. Localizado en region perivulvar en una
vaca mestiza (cebuina). Neoplasia considerada rara en especie bovina, classificacion histoldgica
variable y comportamiento bioldgico dificil de ser previsto.

Palabras claves: melanocito, melanocitoma, tumor congeénito.
INTRODUCAO

Neoplasias melanociticas cutaneas sdo oriundas dos melandcitos e classificadas como
melanocitomas quando benignos e melanomas quando malignos (1). Na espécie bovina esta
neoplasia tem sido relatada na regido cutanea do térax, abdémen, lombar e nos membros, como
jarrete e metacarpo (2,3), aléem de ocasionalmente ser encontrada nas regides intraocular (4) e
periauricular (5). O tipo congénito foi observado apenas em 1% dos casos notificados, mas
compreendem 27% de todas as neoplasias de pele em bovinos (6).
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Tumores em bezerros recém-nascidos ou jovens (> 2 meses de idade) sdo considerados raros e
indicam uma provavel natureza congénita, em que o fator genético ao invés do ambiental possa
estar envolvido (6). A descricdo de casos congénitos pode trazer dados relevantes para a literatura
em relacdo ao efeito dessas neoplasias sobre a vida dos animais afetados, como risco de metastase,
asciste, distocias ou outros achados clinicos que podem levar ao Obito (7). Além disso, o
comportamento biologico e achados histopatoldgicos sdo considerados variaveis no melanocitoma e,
que podem ser diferentes das lesdes adquiridas na forma adulta comparado com casos congénitos.
(2,6,8).

Informacdes referentes as neoplasias em bovinos sdo extremamente vélidas tanto para
compreensdo da etiopatogenia, tratamento e progndstico, como também para a reducédo de perdas
econdmicas. A ocorréncia de patologias como estas em animais destinados ao abate leva a
condenacdo da carcaca e/ou visceras por serem consideradas improprias para 0 consumo, segundo a
legislagdo ou ainda, em muitos casos, ser responsavel pela indicagdo de eutandsia dos animais
(9,10).

H& certa caréncia de relatos de neoplasias em bovinos, possivelmente em virtude das
descricGes serem baseadas em pecas de abatedouros. A ocorréncia de melanocitomas na regiao
perivulvar e de carater congénito ndo foi relatada na literatura até o presente momento. Neste
contexto, o objetivo deste relato é descrever os achados clinicos, cirdrgico e histopatoldgico de um
caso de melanocitoma perivulvar congénito na espécie bovina, e compara-lo aos casos ja descritos
na literatura.

RELATO DE CASO

Foi atendido nas proximidades do municipio de Ivinhema, estado do Mato Grosso do Sul,
uma vaca, mestica (zebuina), criada em sistema extensivo, com aproximadamente 4 anos de idade.
A fémea apresentava nddulo pendunculoso perivulvar de crescimento lento, observado desde o
nascimento, o qual ocorreu na mesma propriedade. No histérico genealdgico verificou-se que a mée
deste animal era saudavel e ndo apresentava nenhuma lesdo semelhante. O animal com o nodulo ja
havia tido dois partos normais sem nenhuma complicacéo, apesar da grande massa perivulvar.

Ao exame clinico geral, o animal aparentava bom escore corporal, ativo e segundo histérico
reprodutivo havia parido uma bezerra ha dois anos por parto eutcico. No exame clinico especifico,
0 nodulo localizado na regido perivulvar esquerda media 20cm x 20cm x 8cm e apresentava
consisténcia firme, superficie enegrecida, ulcerada e que havia previamente sido tratada contra
miiase (Figural).

Figura 1. Animal em decubito lateral direito com destaque (seta) ao nodulo enegrecido medindo de
20cm x 20cm x 8cm, de consisténcia firme, ulcerado e localizado na regido perivulvar
esquerda.

Diante da reincidéncia de miiases e pensando no bem-estar do animal, optou —se pela exerese
do nddulo. Apos sedagcdo com xilazina (0,3 mg/kg/IM; Xilazin®, cloridrato de xilazina, Syntec,
Brasil) e bloqueio infiltrativo com lidocaina (Anestésico-L®, cloridrato de lidocaina e epinefrina,
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Pearson, Brasil), foi realizada incisdo eliptica na pele e tecido subcutaneo até exérese do tumor. A
massa tumoral ndo estava aderida a musculatura o que facilitou a resseccéo cirurgica. No entanto,
durante o procedimento observou-se intensa hemorragia, devido a presenca de grandes vasos que
irrigavam o tumor que foi contido por ligadura com fio monofilamentar ndo absorvivel (0.40mm).

ApOs resseccdo cirurgica da massa tumoral, verificou-se grande area de espago morto
(x15cm), porém ao realizar a divulsdo do tecido subcutaneo remanescente foi possivel aproximar as
bordas da ferida cirurgica sem grandes dificuldades. O tecido subcutaneo foi aproximado com
padrdo de sutura simples continuo (Cushing) e pele com ponto simples separado (Wolf), utilizando
fio monofilamentar ndo absorvivel (0.40mm). Foi instituida terapia parenteral com oxitetraciclina
(20mg/kg/IM; Terramicina®LA, Pfizer, Brasil) trés doses a cada 48 horas e flunexina meglumine
(1.1mg/kg/IM; Flunamine®, Bayer, Brasil) por 2 dias a cada 24 horas.

A andlise histopatoldgica revelou proliferacdo de alta densidade celular, nodular, expansiva e
ndo encapsulada (Figura 2a), formada por multiplos feixes sem dire¢do definidos por células
frouxamente agrupadas e entremeadas por estroma fibrovascular abundante (Fig. 2b).
Individualmente as células mostraram citoplasma fusiforme, bem delimitado, de tamanho moderado
e preenchido por quantidade abundante de granulos enegrecidos de melanina; o ndcleo mostrou-se
central, pequeno e redondo com cromatina grosseiramente agregada, hipocromatica e nucléolo
central evidente. O pleomorfismo celular foi moderado a acentuado com baixo indice mitético e
auséncia de invasao vascular. Na epiderme observou-se auséncia de atividade juncional associado a
uma estreita faixa de derme superior integra, caracterizando zona de Grenz (Fig. 2a), compativel
com melanocitoma dérmico perivulvar.
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Figura 2. Corte histopatoldgico de melanocitoma dérmico perivular. a) proliferacdo nodular de alta
densidade celular (#); zona de Grenz (*) HE. 100x. b) células fusiformes com citoplasma
preenchido por granulos de melanina entre abudante estroma fibrovascular. Observe o
pleomorfismo celular moderado a acentuado. HE. 400x.

DISCUSSAO

Em bovinos, os melanocitomas cutaneos sdao mais frequentes em rebanhos de pelagem
vermelha, cinza ou preta (7). Os animais acometidos ndo apresentam alteraces grave do estado
clinico geral, no entanto, ha possibilidade do tecido neoplasico se tornarem grandes massas e
ulcerarem predispondo a miiases; achado comum nas grandes neoplasias ulceradas e com longo
tempo de evolugéo (>11 meses de idade) (8), como observado no presente caso.

A excisdo cirdrgica de melanocitoma é sempre recomendada, considerada facil e com baixos
indices de recorréncia independente da origem congénita ou adquirida (4,7). Porém, no presente
caso, provavelmente devido ao longo tempo de evolucdo (4 anos), o grau de dificuldade da cirurgia
foi maior, devido a formacdo de vasos sanguineos calibrosos, presenca abundante de estroma e
consequentemente amplo espago morto apds a retirada da massa tumoral. No entanto, a escolha da
remocdo do tumor por meio de incisbes em formato elipitico mostrou-se satisfatdria, com
progndstico favoravel, tendo em vista a boa cicatrizacdo da ferida cirdrgica (sete dias) e a ndo
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ocorréncia de complicacdo pds-operatdria, tais como infecgdes ou pneumovagina, visto o facil
contato com material fecal ou pela perda da integridade dos labios vulvares, respectivamente.

A aparéncia macroscopica do melanocitoma no presente caso se assemelha com os descritos
na literatura: grande nodulo solitario, firme, enegrecido e ulcerado (7,8). A coloracdo escura é
resultado da deposicdo de melanina pelos melandcitos neoplasicos e considerado comum neste tipo
de neoplasia, apesar dessa caracteristica ndo ser excludente para o diagndstico (2,7).

Os melanocitomas dérmicos variam de células epitelidides e/ou fusiformes, com quantidade
variavel de melanina intra-citoplasmatica, apresentam baixo indice mitético e pleomorfismo; fatores
estes utilizados como critério de distingdo com melanomas (1,6,7). Entretanto, estes achados devem
ser utilizados com prudéncia, principalmente em les6es localizadas em juncGes mucocutaneas que
tendem a ser mais agressivas, como descrito por Brito (8), ao relatarem um melanoma metastatico
na cavidade oral de uma vaca, com padrdo histopatologico semelhante ao melanocitoma. Desta
forma, uma observacdo criteriosa dos vasos linfaticos regionais e sanguineos, principais vias de
metéstase (2) contribui para o diagnostico diferencial. O predominio de células fusiformes, nucleo
pequeno, baixo indice mitdtico e auséncia de invasdo vascular foram caracteristicas suficientes para
definir este caso de localizagéo atipica como benigno.

O fator etioldgico para o desenvolvimento de tumores congénitos e do melanocitoma ainda
ndo estd completamente esclarecido. Acredita-se que sdo de origem multifatorial, e uma possivel via
patogenética tem sido levada em consideracdo, em que estas neoplasias desenvolvem durante
estdgios embrionarios ou imediatamente apds o nascimento (7). Fatores hereditarios foram
associados com o desenvolvimento de melanomas em suinos recém-nascidos da raca Sinclair, pais
com melanomas podem aumentar a incidéncia em 54% em sua prole nessa espécie, 0 que indica a
existéncia de um fator transmissivel pelos pais para odesencadeamento desta neoplasia (9). Até o
momento ndo ha estudos em bovinos avaliando a relacdo do fator hereditario para o
desenvolvimento da lesdo. Infelizmente no presente caso essa teoria ndo foi possivel de ser
averiguada, devido a falta de informacdo referente ao histérico de todos os ascendentes na
genealogia do animal, mas ndo pode ser descartado como possivel fator etiolégico envolvido.

Neoplasias melanociticas podem desenvolver-se em diversos locais como ja citados (2,4,6,7),
porém no trato genital de bovinos sdo consideradas incomuns (10). Segundo Yeruham (10), o
carcinoma de células escamosas na vulva sdo os mais prevalentes e a exposi¢do solar € um dos
potenciais agentes carcinogénicos. Fator este que também é mencionado em casos de melanomas,
quando a exposicdo aos raios UVA e UVB podem induzir mutacdes secundarias em tecidos
predispostos (2). N&o é possivel afirmar que fatores ambientais, como o anteriormente mencionado,
foram os responsaveis pelo desenvolvimento inicial do tumor, por se tratar de uma neoplasia
congénita. No entanto, supfem-se que a alta exposicdo solar e o tipo de sistema de criacdo
(extensivo), em que geralmente h& poucas areas de sombreamento, também possa ter contribuido
para o crescimento do tecido neoplasico.

CONCLUSAO

No caso relatado, 0 melanocitoma congénito perivulvar apresentou caracteristicas clinicas e
histologicas semelhantes aos casos descritos na literatura apesar da localizacdo atipica e pelo longo
tempo de evolucdo. O tratamento cirdrgico foi considerado satisfatorio pela rapida recuperacao,
baixo custo e auséncia de recorréncia ap6s cinco meses do pos-operatorio. Apesar do progndstico
favoravel e baixo risco de metéstase é recomendado o descarte do animal devido a real
possibilidade do fator hereditario estar associado a etiologia desta neoplasia.
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RESUMO

A endocardite vegetativa € uma importante alteracdo do endocardio do suino, quase sempre
associada a infecgdes sistémicas provocadas por bactérias. Foi identificado como agente causador
de endocardite vegetativa Streptococcus suis sorotipo 9, em leitdes de 7 a 10 e 30 dias de idade.
Esse caso mostrou-se de interesse devido a idade dos animais acometidos e o sorotipo identificado.
Por ser uma lesdo de causa cronica, a endocardite vegetativa em leitdes jovens & considerada
incomum, ndo sendo relatada anteriormente na literatura. Além disso, ndo foi encontrado relato que
relacione o sorotipo 9 como causador de endocardite vegetativa em leitdes jovens.

Palavras-chave: estreptococos, sorotipagem, suinos.

VEGETATIVE ENDOCARDITIS IN PIGLETS CAUSED BY Streptococcus suis
SEROTYPE 9

ABSTRACT

Vegetative endocarditis is an important endocardium alteration in swine, related with bacterial
systemic infection. It was identified Streptococcus suis serotype 9 as the causative agent of the
vegetative endocarditis in piglets with 7 to 10 and 30 days of age. This case arouses interest due the
age of the affected animals and the identified serotype. Because it is a chronic injury, the vegetative
endocarditis is considered unusual in piglets and it is not report previously in the literature.
Furthermore, it was not found report that relates serotype 9 causing vegetative endocarditis in
young piglets.

Key words: serotyping, streptococcus, swine.

ENDOCARDITIS VEGETATIVAEN LECHONES CAUSADAS POR Streptococcus suis
SEROTIPO 9

RESUMEN

La endocarditis vegetativa es una importante alteracion del endocardio del cerdo, siendo casi
siempre asociada las infecciones sistémicas provocadas por bacterias. Fue identificado como un
agente causante de endocarditis vegetativa por Streptococcus suis serotipo 9 en cerdos de edad de 7
a 10 y 30 dias de edad. Ese caso resulto ser de interés debido a la edad de los animales y el serotipo
identificado. Al ser una lesion de causa cronica, endocarditis vegetativa en los lechones jovenes es
considerada inusual, no siendo relatada previamente en la literatura. Por otra parte, no se encontro
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relato que relaciona el serotipo 9 como causador de endocarditis vegetativa causado en lechones
jovenes.

Palabras claves: cerdos, estreptococcus, suerotipado.
INTRODUCAO

A endocardite vegetativa € uma importante alteracdo do endocardio do suino, quase sempre
associada a infecgdes sistémicas provocadas por bactérias. Os agentes causadores mais frequentes
sdo Streptococcus suis (S. suis) (1), Erysipelothrix rhusiopathiae (2) e, mais raramente, outras
bactérias, como Escherichia coli, Trueperella pyogenes, Staphylococcus aureus, Actinobacillus
equuli, Pasteurella multocida e Actinobacillus pleuropneumoniae (2,3).

Em geral, a patogenia da endocardite vegetativa estd relacionada a uma tromboembolia
bacteriana, que acarreta inflamacao e infarto do miocardio. O processo inflamatorio associado a
exsudacdo de fibrina promove o desenvolvimento da lesdo sobre as vélvulas, podendo se disseminar
até o endocardio mural adjacente (4). Animais com endocardite vegetativa podem apresentar sinais
de insuficiéncia cardiaca, como hipertermia (5), dispneia, taquicardia e cianose. Laminite, sinais de
desconforto, superficie corporal fria, perda de peso e apatia também podem ser observados. Os
animais acometidos sdo encontrados mortos ou gravemente enfermos (3), porém, podem curar-se,
apresentando complicacgdes de insuficiéncia cardiaca congestiva.

S. suis possui 35 diferentes sorotipos descritos (1), dos quais sdo associados a doencas 0S
sorotipos 1/2, 1, 2, 3, 4,5, 7, 8, 9 e 14 (1,6). O sorotipo 9 é relacionado com a ocorréncia de
doencas, particularmente em casos de pleurisia ou pneumonia, meningite e artrite (7) e ndo a
ocorréncia de endocardite (8).

O presente relato descreve a ocorréncia incomum de endocardite vegetativa em leitdes jovens
causada por S. suis sorotipo 9, com énfase aos aspectos epidemioldgicos, clinicos e patoldgicos da
infecgdo por S. suis em suinos.

RELATO DE CASO

As amostras foram coletadas no ano de 2015, em uma granja suina de 1300 matrizes,
localizada no Estado de Minas Gerais, Brasil. As instalacfes continham cinco salas de maternidade
com capacidade para alojar 270 fémeas. Em todos os lotes foi realizado o manejo “todos dentro-
todos fora” e o vazio sanitario de trés dias. As leitoas de reposi¢do do rebanho foram vacinadas
contra infeccdo por Erisipela, Parvovirose e Leptospirose, com o uso de duas doses de vacina, sendo
a primeira dose aplicada aos 190 dias de idade e a segunda dose trés semanas apds a primeira.
Fémeas multiparas foram vacinadas com apenas uma dose, trés semanas pré-cobertura.

A granja apresentou, no periodo anterior ao surto, taxa de mortalidade média de 8% na
maternidade e de 1,5% na creche. Porém, durante o surto, foi observada mortalidade de 12% nas
duas fases. Os lotes afetados foram avaliados clinicamente e foram realizadas cinco necropsias de
leitbes, sendo quatro destes oriundos do setor de maternidade, com idade variando entre 7 e 10 dias
e, um do setor de creche, com idade de 30 dias. Os principais sinais clinicos observados nos leitdes
de maternidade e de creche foram cianose nas extremidades, depressdo e apatia. Durante a
necropsia foram observadas lesbes macroscopicas e coletados fragmentos de coracdo, pulméo e
intestino dos animais, além da coleta de sangue cardiaco. Trés dos cinco leitdes necropsiados
apresentaram endocardite vegetativa (Figura 1) e ascite. O animal de creche, além de apresentar
endocardite, revelou aderéncia do saco pericardico, enquanto o leitdo restante ndo apresentou
alteracdo macroscopica.
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Figura 1. Aspecto macroscopico de lesdes de endocardite vegetativa em trés leitdes com idade

entre sete a 10 dias. Minas Gerais, 2016.

O contetdo purulento da endocardite dos leitdes foi encaminhado ao Laboratoério de Patologia
e Microbiologia da Microvet®, Vicosa, para realizacdo do diagndstico microbiologico. As amostras
foram cultivadas em condigdes de aerobiose em &agar acrescido de sangue ovino (5%). Apos a
incubacdo a 37°C por 24 horas, col6nias tipicas foram isoladas e submetidas a coloracdo de Gram e
testes bioquimicos para identificagdo. Os testes bioquimicos acusaram resultado negativo no agar
com 6,5% de NaCl no teste Voges-Proskauer e, reacao positiva no teste de amilase (9). As culturas
isoladas foram sorotipadas com base no teste de coaglutinacdo, usando os antisoros hiperimunes de
1 a 9. Foi utilizado o reagente preparado com Staphylococcus aureus Cowan 1 (10). Para 1 mL de
reagente, 50 pL de cada sorotipo hiperimune foi adicionado, homogeneizado e mantido a
temperatura controlada por 1 hora, com suaves movimentacdes da mistura a cada quinze minutos.
Ap0s a realizacdo de duas lavagens com solucdo tampdo fostato-salina (PBS), as células ficaram em
suspensdo em PBS contendo 0,05% de azida de sodio e 0,1% de albumina de soro bovino. A massa
de células da placa de agar sangue foi suspensa em 1 mL de PBS e esterilizada a 121°C por 15
minutos. Em uma placa de vidro, uma gota da suspensao foi misturada a uma gota do reagente de
coaglutinagdo, com cada sorotipo. Foi observada por 60 segundos a aglutinacdo da mistura. Foi
utilizado como controle negativo estirpe de Escherichia coli.

No exame anatomopatoldgico de trés amostras de coracdo foi observada presenca de
pericardite cronica no leitdo de 30 dias e endocardite vegetativa nas outras duas amostras oriundas
dos leitdes de maternidade. No exame bacterioldgico foi isolado S. suis em dois fragmentos de
pulmdo, em duas amostras de sangue cardiaco e uma amostra de pericardite. Em todos os isolados
foi identificado o sorotipo 9 de S. suis. Microscopicamente foi observada a presenca de infiltrados
inflamatorios crénicos e fibrose.

DISCUSSAO

Os achados clinicos encontrados nas leitegadas e nos leitdes necropsiados foram compativeis
macroscopicamente com endocardite vegetativa (11). A principal suspeita clinica foi infeccao por S.
suis e, baseado nos exames microbioldgicos, foi possivel confirmar o agente etiolégico como S. suis
sorotipo 9.

S. suis infecta suinos entre 5 e 10 semanas de idade. No entanto, animais jovens também
podem ser acometidos, manifestando principalmente quadro de meningite (6). A maioria dos
isolados de casos clinicos por S. suis pertence aos sorotipos 1/2, 1, 2, 7, 9 e 14 (6). O sorotipo 2 € 0
predominante na maioria dos paises (6,8), apesar de certa variacdo na localizacdo geografica (6).
Este sorotipo € o principal agente relacionado a ocorréncia de meningite em suinos, mas também
pode causar broncopneumonia, artrite, abscessos, endocardite, poliserosite (12), endometrite,
abortamentos (4) e pericardite (13).

O sorotipo 9 é reconhecido como o mais frequentemente isolado na Bélgica, Alemanha e
Holanda (6). Em outros paises a sua ocorréncia € baixa, como no Canada (2,2%) (13) e no Brasil
(6,4%) (8), apesar da descri¢cdo em casos de surto na América do Norte (14). Dados existentes na
literatura indicam que o sorotipo 9 ndo apresenta grande impacto na producdo de suinos e, até o
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momento, ndo foi referido como agente causal de endocardite vegetativa em plantéis de suinos no
Brasil (14-17). Nesse contexto, o presente estudo descreve pela primeira vez no Brasil a endocardite
vegetativa em leitdes jovens causada por S. suis sorotipo 9. Com efeito, infere-se a importancia de
se considerar S. suis sorotipo 9 como potencial agente causal de mortalidade de leitdes em fase de
maternidade e creche, associado a lesdes de endocéardio e valvulas cardiacas.

REFERENCIAS

1. Boye M, Feenstra AA, Tegtmeier C, Andresen LO, Rasmussen SR, Bille-Hansen V. Detection of
Streptococcus suis by in situ hybridization, indirect immunofluorescence, and peroxidase—
antiperoxidase assays in formalin-fixed, paraffin-embedded tissue sections from pigs. J Vet
Diagn Invest. 2000;12:224-32.

2. Jensen HE, Gyllensten J, Hofman C, Leifsson PS, Agerholm JS, Boye M, et al. Histologic and
bacteriologic findings in valvular endocarditis of slaughter-age pigs. J Vet Diagn Invest.
2010;22:921-7.

3. Katsumi M, Kataoka Y, Takahashi T, Kikiuchi N, Hiramune T. Histologic and bacteriologic
findings in valvular endocarditis of slaughter-age pigs. J Vet Med Sci. 1997;59(1):75-78.

4. Sobestiansky J, Barcellos DESN. Doencas dos suinos. 2a ed. Goiania: Canone Editorial; 2012.

5. Dewar HA, Jones MR, Griffin SG, Oxley A, Marriner J. A study of experimental endocarditis in
pigs. J Comp Pathol. 1987;97(5):567-74.

6. Wisselink HJ, Smith HE, Stockhofe-Zurwieden N, Peperkamp K, Vecht U. Distribution of
capsular types and production of muramidase-released protein (MRP) and extracellular factor
(EF) of Streptococcus suis strains isolated from diseased pigs in seven European countries. Vet
Microbiol. 2000;74(3):237-48.

7. Berthelot-Herault F, Morvan H, Kéribin A-M, Gorrschalk M, Kobisch M. Production of
Muraminidase-Released Protein (MRP), Extracellular Factor (EF) and Suilysin by field isolates
of Streptococcus suis capsular types 2, 1/2, 9, 7 and 3 isolated from swine in France. Vet Res.
2000;31(5):473-9.

8. Costa ATR, Lobato FCF, Abreu VLV, Assis RA, Reis R, Uzal FA. Serotyping and evaluation of
the virulence in mice of Streptococcus suis strains isolated from diseased pigs. Rev Inst Med
Trop Sao Paulo. 2005;47(2):113-5.

9. Gottschalk M, Higgins R, Jacques M, Beaudin M, Henrichsen J. Characterization of six new
capsular types (23 through 28) of Streptococcus suis. J Clin Microbiol. 1991;29(11):2590-4.

10. Gottschalk M, Higgins R, Boudreau M. Use of polyvalent coagglutination reagents for
serotyping of Streptococcus suis. J Clin Microbiol. 1993;31(8):2192-4.

11. Santos JL, Del’arco AE, Guimaraes WV. Aspectos atuais sobre infec¢do por Streptococcus suis
em suinos. In: Anais do 100 Congresso da Associacdo Brasileira de Veterinarios Especialistas
em Suinos; 2001; Porto Alegre. Porto Alegre: Universidade Federal do Rio Grande do Sul;
2001.

12. Madsen LW, Svensmark B, Elvestad K, Aalbaek B, Jensen HE. Streptococcus suis serotype 2
infection in pigs: new diagnostic and pathogenetic aspects. J Comp Pathol. 2002;126(1):57-65.

Gaggini, TS, Bierhals T, Machado G, Braganca WCG, Bortolozzo FP. Endocardite vegetativa em leitdes causada por
Streptococcus suis sorotipo 9. Vet. e Zootec. 2018 mar.; 25(1): 94-98.



ISSN 0102-5716 ISSN Eletronico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 98

13. Coelho CF, Zlotowski P, Andrade CP, Borowski SM, Gaggini TS, Almeida LL, et al. Pericardite
em suinos ao abate no Rio Grande Sul: avaliacdo de agentes bacterianos e lesdes associadas.
Pesqui Vet Bras. 2014;34(7):643-8.

14. Gottschalk M, Lacouture S, Bonifait L, Roy D, Fittipaldi N, Grenier D. Characterization of
Streptococcus suis isolates recovered between 2008 and 2012 from diseased pigs in Québec,
Canada. Vet Microbiol. 2013;162(2-4):819-25.

15. Pagnani KJR, Castro AFP, Gottschalk M, Silveira WD, Nakazato G. Sorotipagem de amostras
de Streptococcus suis isoladas de suinos em granjas dos Estados de Sdo Paulo, Minas Gerais e
Parana. Pesqui Vet Bras. 2002;22(1):1-5.

16. Santos JL, Santos LF, Santos DL, Pasqualon HP, Guimaraes WV. Agents isolated in pericarditis
cases from pigs in the nursery, growing and finishing in Brazil. In: Proceedings of 21st
International Pig Veterinary Society Congress; 2010; Vancouver. Vancouver: IPVS; 2010. p.604.

17. Soares TCS, Paes AC. Encefalite dos leitdes. In: Megid J, Ribeiro MG, Paes AC. Doencas
infecciosas dos animais de producédo e de companhia. Rio de Janeiro: Roca; 2016. p.112-9.

Recebido em: 29/03/2016
Aceito em: 07/02/2018

Gaggini, TS, Bierhals T, Machado G, Braganca WCG, Bortolozzo FP. Endocardite vegetativa em leitdes causada por
Streptococcus suis sorotipo 9. Vet. e Zootec. 2018 mar.; 25(1): 94-98.



ISSN 0102-5716 ISSN Eletronico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 99

CONTROLE POPULACIONAL DE ESPECIES SILVESTRES INVASORAS POR MEIO DE
LAQUEADURA E VASECTOMIA EM PRIMATAS Callithrix penicillata: RELATO DE

CASO
Davi Fragdso da Silva®
Elisangela Barboza da Silva®
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RESUMO

Saguis-de-tufo-preto (Callithrix penicillata) sdo consideradas espécies invasoras em regides do sul
e sudeste do Brasil. Espécies invasoras interferem com a dindmica do ecossistema em areas as quais
foram introduzidas. A hibridizagdo, a competicdo e a predacdo de outros animais sdo alguns dos
problemas causados por estes calitriquideos. A esterilizacdo de primatas que se encontram em
Centros de Recuperacdo para Animais Silvestres é um procedimento necessario que visa o controle
populacional da espécie quando sdo destinadas para soltura. Técnicas como a de laqueadura e
vasectomia, que preservam as glandulas sexuais que sdo imprescindiveis nestes primatas, pois
necessitam de sua producdo hormonal para se estabelecer e viver em grupos na natureza. Sendo
assim, objetivou-se descrever a técnica cirdrgica de esterilizacdo de um macho e uma fémea da
espécie C. penicillata.

Palavras-chave: cirurgia veterinaria, controle populacional, espécies invasoras, sagui-de-tufo-preto.

POPULATION CONTROL OF INVASIVE WILD SPECIES THROUGH TUBAL
LIGATION AND VASECTOMY IN PRIMATES CALLITHRIX PENICILLATA: CASE
REPORT

ABSTRACT

Black-tufted marmosets (Callitrhix penicillata) are considered invasive species in the regions of
Southern and Southeast of Brazil. Invasive species interfere with the dynamics of ecosystem in
areas which they were introduced. The hybridization, the competition and the predation of other
animals are some of the problems caused by callitrichids. The sterilization of primates that are in
wildlife rehabilitation centers is a necessary procedure because it is intended to control the
population growth from species destined to reintroduction into the wild. Technics like tubal ligation
and vasectomy that maintain the sexual glands are essential to these primates since they need their
hormones production to be able to live in groups in the wild. Therefore the aim of this work is to
describe in details the sterilization technique of a male and a female of C. penicillata.

Keywords: Black-tufted marmoset, invasive species, populacional control, veterinary surgery.

CONTROL DE LA POBLACION DE ESPECIES SILVESTRES INVASORAS MEDIANTE
LIGADURA DE TROMPAS Y VASECTOMIA EN PRIMATAS CALLITHRIX PENICILLATA:
INFORME DEL CASO

RESUMEN
Los tities de Pincel Negro (Callithrix penicillata) son considerados especies invasoras en las
regiones del sur y el surdste de Brasil. Las especies invasoras interfieren con la dindmica de los
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ecosistemas en las areas em las que fueron introducidas. La hibridacién, la competencia y la
depredacion de otros animales son algunos de los problemas causados por estos callitricidos. La
esterilizacion de los primatas que se encuentran en Centros de Recuperacion de Animales Silvestres
es un procedimiento necessario dedicado a controlar la poblacion de la especie destinada a su
liberacion. Técnicas como la ligadura de trompas y la vasectomia, las cuales preservan las glandulas
sexuales, son imprescindibles para estos primatas ya que necesitan su produccion hormonal para
establecerse y vivir en grupos en la naturaleza. Por tanto, este estudio tiene como objetivo describir
la técnica quirargica de esterilizacion de un macho y una hembra de la especie C. penicillata.

Palabras claves: cirugia veterinaria, control de poblacion, especies invasoras, titi de pincel negro.
INTRODUCAO

As espécies de primatas mais conhecidas do género Callithrix costumam viver em grupos fa-
miliares. A espécie Callithrix penicillata é endémica do nordeste e centro-oeste predominante em
areas da caatinga, cerrado e mata atlantica. Reproduzem-se durante todo 0 ano e possuem uma dieta
rica e bem variada consumindo desde exsudatos, sementes, flores, frutos, néctar, além de artrépo-
des, moluscos, filhotes de aves e mamiferos, anfibios e pequenos lagartos (1).

Segundo o Ministério do Meio Ambiente (2) as espécies C. penicillata e C. jacchus sdo con-
sideradas invasoras em diversas regides do Brasil, dando destaque para regiGes do sul e sudeste.
Espécies invasoras estatisticamente sdo causadoras da segunda maior perda de biodiversidade no
planeta. Ao serem introduzidas em um novo ambiente, muitas dessas espécies ndo sobrevivem de-
vido as diferentes condi¢Ges do seu novo habitat, porém, aquelas que conseguem se adaptar possu-
em grandes chances de se estabelecer causando um potencial perigo de extin¢do as espécies nativas

(3).

Segundo Vale e Prezoto (4) o processo de invasdo de animais em novos ambientes € dividido
em etapas. A primeira fase é caracterizada pelo periodo de introdugdo da espécie no novo habitat.
A fase de colonizacdo acontece em seguida, apds as superacdes das barreiras encontradas pela espé-
cie invasora. Caso sobreviva, segue-se pela fase de naturalizacdo onde a nova espécie efetiva sua
reproducdo conseguindo dispersar seus genes e por fim a fase de impacto onde os danos, sejam eco-
I6gicos ou econdmicos, ocorrem. Estes processos podem ocorrer tanto de maneira linear como si-
multanea.

De acordo com Levacov et al. (5), os primatas C. jacchus, Cebus apella, C. penicillata e Cal-
lithrix geoffroyi sdo alvos do trafico interestadual e mais frequente em Centros de Recuperacédo e
Triagem de Animais Silvestres. Sendo os animais retirados de biomas das regides do norte, nordeste
e centro-oeste. Demonstrando assim uma grande quantidade de espécies exoticas e potencialmente
invasoras trazidas para regido sul e sudeste.

Devido a grande flexibilidade adaptativa das espécies C. penicillata e que ao serem introduzi-
dos em areas ndo endémicas onde ndo possuem predadores e/ou parasitos no ecossistema, geral-
mente se tornam consumidores do topo da cadeia (6). Aumentado os problemas causados devido ao
aumento exacerbado da populagéo.

Mais um problema gerado pelas invasoes, € o do declinio da fauna ornitéloga devido a preda-
¢ao de ninhos por Callithrix spp. Além das aves, mamiferos também sdo ameacados pela invasao
bioldgica por calitriquideos. Como o sagui-da-serra-escuro (C. aurita) e o sagui-da-serra (C. flavi-
ceps) devido a sua capacidade de reproducéo e hibridizacdo com estas espécies que, por conseguin-
te, causa o seu desaparecimento devido a perda genética (7).

Outra espécie que corre riscos com a invasao de C. penicillata é o mico-ledo-dourado (Leon-
tophitecus rosalia) a qual ja se encontra ameacada devido a grande perda de seu habitat, remanes-
cendo em fragmentos da mata atlantica. Além disso, estudos demonstraram que C. penicillata inva-
sores, possuem maior capacidade de adaptacdo em &reas degradadas em comparacdo com espécies
do género L. rosalia prejudicando ainda mais as condigdes de conservacdo do mico-ledo-dourado

(4).
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RELATO DE CASO

Um sagui macho e uma fémea da espécie C. penicillata, foram escolhidos aleatoriamente den-
tre os 27 exemplares de Callithrix spp. presentes em um centro de recuperacdo de animais silves-
tres. Os animais higidos foram entdo conduzidos para o centro cirurgico objetivando-se executar o
procedimento de esterilizacdo para a posterior soltura destes animais.

Os primatas foram levados em caixas de transporte onde ficaram em jejum hidrico e alimentar
por trés horas até o0 momento do procedimento cirurgico. Por serem animais com alta velocidade
metabolica foi administrado 0,2-0,5 ml de glicose 50% via oral antes da inducédo anestésica evitando
uma queda acentuada de glicose no organismo e o aparecimento de sintomas de hipoglicemia, sen-
do frequente, os animais apresentarem convulsdes.

A inducédo anestésica foi realizada cobrindo-se a caixa de transporte com material plastico e
bloqueando todas as saidas de ar ficando apenas uma abertura para entrada da mangueira pela qual
0 anestésico volatil era infiltrado, sendo utilizado o isoflurano a 5%. O animal ent&o era observado
até o momento de decubito, e o tempo médio variou de 5-10 min.

O primeiro animal uma fémea, adulta, pesava 0,334 kg que apds a inducdo anestésica foi
mantida com o agente inalatorio isoflurano em sistema aberto do tipo Baraka, com utilizacdo de
méascara ndo sendo necessario sua intubacdo. Durante o trans-cirdrgico, as concentragdes do
isoflurano variaram de 0,2 — 1,0%.

O animal foi posicionado na mesa em decubito dorsal para realizacdo da tricotomia, antisepsia
habituais. Logo entdo, uma pequena incisdo mediana retroabdominal de aproximadamente 3 cm foi
feita objetivando-se acessar a cavidade e o sistema reprodutor feminino. Foram expostos e
identificados o Utero, 0s cornos uterinos como também os ovarios, para entdo, dar inicio ao
procedimento de dupla ligadura na regido dos istimos tubarios (Figura 1).

Estes foram duplamente pincados em ambos os lados, direito e esquerdo, deixando uma
pequena regido da tuba uterina entre as duas pingas onde, aproximadamente 1 cm foi excisado. Em
seguida fez-se a ligadura da porcéo cranial e caudal das tubas. A ligadura foi feita com fio de nylon
3-0 em ambos os lados. O procedimento foi repetido na tuba uterina contralateral.

Ndo havendo sangramentos durante o procedimento, os orgdos foram reposicionados na
cavidade para prosseguir com a sintese. Foi utilizado o fio poliglactina 910 3-0 para a sutura da
musculatura e subctaneo utlizando os padrdes simples continuo e zig-zag, respectivamente e para a
sintese da pele foi utilizado cola cirdrgica a base de 2-octil-cianoacrilato.

» N
- - - - - \\ - -
Figura 1. Posicionamento anatbmico dos érgdos do sistema reprodutor feminino (a) utero (b) corno
uterino esquerdo direito (c) ovario esquerdo. (d) bexiga
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Terminada a cirurgia da fémea, o macho, também do género C. penicillata com 0,304kg, foi
conduzido para o procedimento de vasectomia. Seu preparo, inducdo e manutencgéo foi realizado da
mesma maneira que a fémea.

Uma incisdo mediana ventral foi feita acima da sinfise pubica pretendendo-se alcancar o funiculo
espermatico e seus ductos e em seguida foi feita a localizagdo destas estruturas (Figura 2),
divulsionou-se os ductos deferentes da fascia espermatica como também da veia e artéria presentes
no funiculo espermaético para entdo pin¢é-los. Foram pincandas duas por¢des do ducto, cranialmente
e caudalmente deixando um pequeno espaco entre as pincas que foi excisado (Figura 3), em seguida
realizou-se a ligadura das duas extremidades.

Figura 2. Exposicdo do ducto deferente para reallzagao da vasectomia. (@) pénis (b) funiculo
espermatico direito (c) ducto deferente.

Figura 3. Ducto deferente seccionado aguardando a ligadura das porcdes cranial caudal.

Utilizou-se o fio nylon 3-0 para ligadura dos ductos. O procedimento foi relaizado no ducto
deferente direito e esquerdo.ApoOs o reposicionamento das estruturas em seu local de origem, a
sintese da pele foi feita com cola cirurgica.

Durante o transcirdrgico 0s animais apresentaram-se estaveis com padrdes fisiologicos
normais para a espécie, frequéncia respiratéria 20-40 rpm e temperatura entre 38 — 39,0 °C. Devido
a alta frequéncia cardiaca da espécie, foi analisado com o estetoscdpio apenas a regularidade dos
batimentos, sendo os valores de referéncia para a espécie de: 38 — 39,7 °C, 20 — 50 rpm e 240 — 350
bpm.

Logo ao término da cirurgia foram adminstrados pela via intramuscular cloridrato de tramadol
3mg/kg e penicilina 20.000 Ul/kg para prolongamento da analgesia e profilaxia antibiotica,
respectivamente em ambos 0s animais.

No pobs-cirugico os animais ficaram em observacdo no centro de recuperacdo onde eram
alimentados e medicados. Foi prescrito para os saguis a administracdo de enrofloxacina 5mg/kg e
dipirona 10mg/kg via oral, uma vez ao dia durante 7 dias. Para receber a medicagdo, os animais
eram retirados do recinto com luvas de raspa evitando-se possiveis mordidas.

DISCUSSAO E CONCLUSOES
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O procedimento de vasectomia em machos e laqueadura em fémeas é recomendando para
animais silvestres que sdo destinados para o retorno a natureza. A esterilizagdo de calitriquideos
diminui a ocorréncia de efeitos negativos comparados a castracdo, Visto que esses animais
convivem em grupos e a produgdo hormonal pela glandulas sexuais interfere enormemente no
comportamento social e sexual dos individuos (8).

Primatas de pequeno porte como os da espécie Callithrix, necessitam realizar jejum alimentar
em reduzido periodo de tempo comparado com outras espécies, devido a sua alta taxa metabélica. E
recomendando o jejum de 6-8 horas antes da cirurgia. Entretanto, ndo existe ainda estabelecido um
intervalo ideal para espécie Callithrix penicillata (9).

Durante o procedimento de esterilizacdo optou-se pela inducdo com anestesia inalatéria com
isoflurano, agente comumente usado em pequenos primatas, pois sdo facilmente induzidos com
anestesia volatil, seja usando méscaras ou caixas para inducéo. Os animais foram induzidos em suas
préprias caixas de transporte devido a praticidade, aléem de evitar a manipulacdo dos saguis e
consequente estresse e fuga pelo local. Este método teve funcionalidade semelhante a utilizacéo de
caixas para inducdo anestésica em pequenos animais (9,10).

A manutencdo anestésica foi realizada com o isoflurano devido aos baixos riscos de
mortalidade e morbidade nestes primatas, além de possuir uma baixa CAM de 1,2% (9). Os animais
ndo foram intubados, porém em cirurgias de longa duracdo, esse procedimento € aconselhado
visando a protecdo das vias aéreas e correto fornecimento de oxigénio. A intubacdo endotraqueal de
primatas com peso menor que 500g pode se tornar de dificil realizacdo, podendo ser necesséaria a
adaptacdo de sondas utilizando-se como, por exemplo, cateteres ou sondas uretrais (10).

Os procedimentos de esterilizacdo foram baseados em técnicas cirdrgicas realizadas em
humanos devido a semelhanca anatémica entre as espécies. Na laqueadura foi utilizada a técnica de
Parkland de salpingectomia parcial bilateral a qual é frequentemente usada na medicina humana
(12).

A mesma técnica de dupla ligadura foi utilizada para a vasectomia dos machos a qual também
se assemelha com a humana (12). Esta técnica ja foi realizada com sucesso e descrita em um sagui
da espécie Callithrix jacchus por Morris e David (13).

Animais do género Callithrix assim como outros primatas sdo conhecidos pela sua grande
curiosidade (14). Conhecendo estas caracteristicas comportamentais da espécie, optou-se pela
utilizacdo de cola cirurgica para sutura da pele ao invés da tradicional sintese com fio de nylon, pois
os fios de sutura poderiam estimular os saguis a removerem 0s pontos causando novas lesdes
prejudicando o pds-operatario.

No pds-cirargico os animais foram medicados com dipirona sddica via oral e enrofloxacina
via oral, uma vez ao dia pretendendo-se promover uma analgesia e profilaxia de infeccGes
bacterianas respectivamente. Estes medicamentos foram adotados devido ao seu amplo uso e baixos
efeitos adversos em animais silvestres e exdticos sendo inclusive recomendado para primatas da
espécie C. penicillata (15).

Conclui-se entdo que a lagueadura e vasectomia de primatas Callithrix penicillata € um pro-
cedimento simples com baixos riscos aos animais e que deve ser realizado devido a sua fungéo no
controle populacional destas espécies, amenizando os impactos causados no ecossistema advindo
dos processos de invasdes e proliferacdo permitindo o seu retorno a natureza. A descri¢do da técnica
cirdrgica nestes primatas também colabora fornecendo informagdes sobre a clinica e cirurgia de
animais silvestres da fauna brasileira area em constante desenvolvimento e que sempre necessita de
novos dados.
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EFETIVIDADE NA RECICLAGEM DO GEL DE AGAROSE EM LABORATORIO
COMERCIAL

Daniel Davida®
Paulo Roberto Rodrigues Ramos?

RESUMO

A eletroforese em gel de agarose € uma técnica frequentemente utilizada em laboratorios de
biologia molecular. Esta técnica possibilita a separacdo de moléculas de acidos nucleicos. A agarose
é um polissacarideo obtido das paredes celulares de algas marinhas tendo um custo elevado. Apoés a
sua utilizacdo, o produto em forma de gel é considerado um contaminante ambiental e necessita de
descarte especializado. O produto obtido apresentou o rendimento total de 81% e foi testado quanto
a sua eficiéncia. Os testes demonstraram que a agarose reciclada apresenta resultados idénticos
quando comparados aos obtidos em géis produzidos com agarose comercial.

Palavras-chave: Agarose, eletroforese, residuo laboratorial, biologia molecular.

EFFECTIVENESS IN RECYCLING AGAROSE’S GEL IN COMMERCIAL
LABORATORY

ABSTRACT

The agarose gel electrophoresis is a often technique used by molecular biology laboratories. This
techninque allows acid nucleic molecules separation. The agarose is a polysaccharide obtained from
celular walls of seaweed having a high cost. After your use, the product in gel form is considered
enviorment’s hazardous and needs specialized waste. The obtained product showed a yield of 81%
and it was tested as to yours efficiency. Tests showed that recycled agarose presents identical results
compared with gels made from commercial agarose.

Key-words: Agarose, electrophoresis, laboratorial waste, molecular biology.
EFICACIADEL RECICLAJE DE GEL DE AGAROSA EN LABORATORIO COMERCIAL
RESUMEN

La electroforesis en gel de agarosa es una técnica usada con frecuencia en laboratorios de biologia
molecular. Esta técnica permite la separacion de moléculas de acido nucleico. La agarosa es un
polisacarido obtenido a partir de las paredes celulares de las algas con un alto costo. Después de su
uso, el producto en forma de gel, se considera un contaminante ambiental que debe ser desechado
de forma adecuada. El rendimiento total del producto obtenido fue de 81% y el mismo fue
estudiado para determinar su eficacia. Pruebas de laboratorio demostraron que la agarosa reciclada
posee propiedades idénticas al comparar con otros geles de agarosa producidos comercialmente.

Palabras clave: Agarosa, electroforesis, residuos de laboratorio, biologia molecular.
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INTRODUCAO

Residuo é um conceito vinculado a um contexto tecnolégico, de aprimoramento da producao,
portanto cultural e historico (1).

Todos os dias langa-se a natureza o desafio de ela ter que assimilar novos produtos artificiais,
ultrapassando os limites da capacidade dos fluxos de energia e seus respectivos ciclos naturais (2).

O gerador do residuo, ao tornar-se adepto a um programa de reciclagem, transparece a
imagem de que possui um programa de gerenciamento de residuos aperfeicoado. A reciclagem
surge como um reflexo que aspirou a melhoria continua.

Um modelo de gestdo bem estruturado tem como cunho primordial a prevencao da poluicéo.
Esta por sua vez, estimula a empresa a elaborar novas estratégias para a melhoria sistematica de
seus processos, resultando no aumento da produtividade (3).

Para este trabalho, foi estudada a reciclagem do gel de agarose utilizado em analises
eletroforéticas em laboratorios de biologia molecular. O gel torna-se um residuo apds o seu uso e
despende de servico especializado para seu descarte uma vez que é classificado como residuo de
servico de saude.

A agarose € um polissacarideo linear obtido das paredes celulares de algas vermelhas da
classe Rodophyceae, principalmente dos géneros Laurencia, Gracilaria e Gelidium. Destaca-se
principalmente o seu uso nas areas ligadas a farméacia, setor alimenticio e biotecnologia (4).

No Brasil a importagdo da agarose tem se demonstrado diminuta, sendo isso uma
consequéncia ao seu alto valor (5).

Segundo a Agencia Nacional De Vigilancia Sanitaria por meio da Resolucdo da Diretoria
Colegiada — RDC N°306 — De 7 De Dezembro De 2004, o gel é caracterizado no Grupo Al, item
5.1. Um tipo de residuo, no qual, estdo presentes materiais resultantes de atividades genéticas (6).

O presente trabalho foi desenvolvido numa associacdo do Centro de Isétopos Estaveis
Aplicados as Ciéncias da Vida (CIE), IBB, UNESP Botucatu com o laboratério Avex Tecnologia
Biomolecular e teve como objetivo verificar a eficicia da agarose reciclada quanto aos resultados de
sexagem de aves, comparando-se com os da agarose comercial.

MATERIAIS E METODOS
O processo de reciclagem

No presente trabalho foram empregados vinte géis de agarose comercial, a 2% de concentra-
cao, medindo 6x11cm. Na etapa inicial da reciclagem, aumentou-se o tempo de corrida da eletrofo-
rese (110V) em 10 minutos, promovendo a migracdo dos fragmentos de DNA para o polo positivo,
até que saissem dos geis.

Posteriormente, os géis foram fragmentados em fragdes circulares de 1,5cm de diametro e
acondicionados num béquer com capacidade para um litro. Foram cobertos com &gua de torneira
em temperatura ambiente, sem agitacao, até a marcacdo de 1000mL. Estes fragmentos passaram por
troca de agua em igual volume a cada vinte e quatro horas, permanecendo imersos por trés dias.

No quarto dia a agua foi removida por escoamento, sendo acrescentado igual volume de agua
destilada para a completa remocdo de sais. O béquer permaneceu em temperatura ambiente por 2
dias, sem agitacdo. Posteriormente essa agua foi removida por escoamento e os fragmentos
encaminhados para a secagem em estufa de circulacdo forgada no Centro De Isdtopos Estaveis do
Instituto de Biociéncias UNESP de Botucatu.

Os fragmentos permaneceram em estufa de circulacdo forgada, Marconi, modelo MA 035 a
60°C por trinta e seis horas em graal de porcelana, sendo posteriormente acondicionados em frascos
especificos para a moagem, onde receberam esferas de ago de 0,5 cm de diametro e foram
acondicionados em moinho criogénico, Spex Sample Prep, modelo Geno/Grinder 2010, até a
completa transformacdo em po, obtendo-se a agarose reciclada.

Dévida D, Ramos PRR. Efetividade na reciclagem do gel de agarose em laboratério comercial. \Vet. e Zootec. 2018
mar.; 25(1): 105-111.



ISSN 0102-5716 ISSN Eletronico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 107

Teste de efetividade da reciclagem

As amostras de sangue utilizadas para esse trabalho foram coletadas em papel do tipo FTA.
Apo6s o0s processos de extracdo e purificagdo com reagente Whatman, as amostras foram
combinadas a reac6es bioquimicas de PCR e posteriormente foram amplificadas (7).

Preparam-se 0s géis, pesando-se 0,60g de agarose comercial e reciclada, as quais foram
transferidas para dois béqueres com capacidade de 200mL.

Em seguida foram tomados 30mL de solugdo tampdo TBE, para cada béquer, levados ao forno
de micro-ondas, Philco, modelo PMS22N3 e aquecidos em poténcia maxima por trinta segundos.
Apos a dissolucdo da agarose, foram adicionados aos géis 1,5uL do corante Neotaq Brilliant Green.
Os géis assim preparados foram vertidos nas bandejas previamente montadas e mantidas em
temperatura ambiente até a completa gelificag&o.

Em cada gel foram aplicadas amostras de DNA de aves da espécie Nymphicus hollandicus,
previamente preparadas a partir de amostras de sangue fornecidas pelo laboratério AVEX. As
amostras em questdo foram previamente sexadas de modo que se aplicaram 5uL em cada ponto de
aplicacdo, sendo cinco machos e cinco fémeas. O Gltimo ponto de aplicacdo foi empregado como
controle negativo de contaminacdo. Os géis preparados com agarose reciclada foram montados com
trés repetigoes.

Ambos os geéis foram colocados na mesma cuba, imersos em solucdo tampdo TBE e
submetidos a eletroforese cujos parametros foram 110V por trinta minutos. Do inicio ao final da
corrida a amperagem variou de 70mA a 100mA.

Finalizada a eletroforese, os géis foram removidos da cuba, colocados num transiluminador,
UV, Crystal BioGlow, modelo ZT-21 e inspecionados quanto a presenca de bandas de fragmentos de
DNA, mediante exposi¢cdo a luz ultravioleta. Uma vez verificada a presenca das bandas os geéis
foram fotografados com uma camera digital, Samsung, modelo ES65 para arquivamento da imagem
e analises das mesmas.

As imagens assim obtidas foram investigadas quanto as mobilidades relativas (rfs) dos
fragmentos de DNA encontrados em ambos o0s géis de agarose, empregando-se 0 pacote
computacional GEL ANALAYZER 2010.

Foi empregada a estatistica descritiva para se avaliar a mobilidade relativa das bandas de
fragmentos de DNA nos géis obtidos. Os dados quanto as mobilidades relativas foram analisados
mediante o teste de correlacdo com o objetivo de comparar os géis preparados com agarose
reciclada e comercial.

RESULTADOS

A sexagem de amostras de Nymphicus hollandicus em agarose comercial e em agarose reci-
clada, mostrou-se efetiva, visto que as amostras de fémeas revelaram duas bandas, caracterizando a
heterozigose dos cromossomos Z e W, ja 0os machos apresentaram apenas uma banda referente a
homozigose do cromossomo Z (Figura 1).
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Figura 1. Gel de agarose comercial (A) e reciclada (B) a 2% em tamp&o TBE a 10%, com tempo de
corrida de trinta minutos, corado com Neotaq Brilliant Green, demonstrando a existéncia
de duas bandas nas amostras 1,3,5,7 e 9 caracterizando os cromossomos Z e W das fé-
meas e uma banda nas amostras 2,4,6,8 e 10 caracterizando o cromossomo Z em homozi-
gose de machos.

Na Tabela 1 estéo descritos os dados referentes as mobilidades relativas obtidas por eletrofo-
rese em gel de agarose comercial, apresentando as bandas 1 e 2 referentes aos cromossomas Z e W
na sexagem de Nymphicus hollandicus.

Tabela 1. Dados referentes as mobilidades relativas das bandas de fragmentos de DNA, referentes
aos cromossomas Z (banda 1) e W (banda 2), obtidas em gel de agarose comercial na
concentragéo de 2%, tampdo TBE 10%.

Amostras 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Bandal 0,17 0,17 0,17 0,17 0,17 0,17 0,17 0,17 0,17 0,17
Banda?2 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20

Na Tabela 2 estdo dispostos os valores obtidos na estatistica descritiva referentes as
mobilidades relativas obtidas por eletroforese em gel de agarose comercial, apresentando as bandas
1 e 2 referentes aos cromossomas Z e W na sexagem de Nymphicus hollandicus.

Tabela 2. Estatistica Descritiva referente aos dados de mobilidade relativa das bandas de fragmen-
tos de DNA, referentes aos cromossomas Z (banda 1) e W (banda 2), obtidas em gel de
agarose comercial na concentracao de 2%, tampao TBE 10%.

Média Desvio Padrao Variancia
Bandal 0,17  2,93x10"Y 8,56x10%*
Banda2 0,20 0,00 0,00

Na Tabela 3 estdo descritos os dados referentes as mobilidades relativas obtidas por eletrofo-
rese em gel de agarose reciclada, apresentando as bandas 1 e 2 referentes aos cromossomas Z e W
na sexagem de Nymphicus hollandicus.
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Tabela 3. Dados referentes as médias de mobilidades relativas das bandas de fragmentos de DNA,
referentes aos cromossomas Z (banda 1) e W (banda 2), obtidas em gel de agarose reci-
clada na concentragédo de 2%, tampao TBE 10%.

Amostras 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Bandal 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
Banda?2 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35

Na Tabela 4 estdo dispostos os valores obtidos na estatistica descritiva referentes as mobilida-
des relativas obtidas por eletroforese em gel de agarose reciclada, apresentando as bandas 1 e 2 re-
ferentes aos cromossomas Z e W na sexagem de Nymphicus hollandicus.

Tabela 4. Estatistica Descritiva referente aos dados das médias das mobilidades relativas das ban-
das de fragmentos de DNA, referentes aos cromossomas Z (banda 1) e W (banda 2), obti-
das em gel de agarose reciclada na concentracdo de 2%, tampé&o TBE 10%.

Desvio
Média Padrao Variancia
Banda 3,42x10°
1 0,30 5,85x10" 3
Banda
2 0,35 0,00 0,00

Na Tabela 5 estdo apresentados os valores obtidos nas correlacdes referentes as mobilidades
relativas obtidas por eletroforese em géis de agarose comercial e reciclada, apresentando as bandas
1 e 2 referentes aos cromossomas Z e W na sexagem de Nymphicus hollandicus.

Tabela 5. Valores de correlacdo dos dados das mobilidades relativas das bandas de fragmentos de
DNA, referentes aos cromossomas Z (banda 1) e W (banda 2), obtidas em gel de agarose
comercial e reciclada na concentracdo de 2%, tampédo TBE 10%.

Reciclada Comercial
Bandal Banda?2

Bandal 1,00 -
Banda2 - 1,00

DISCUSSAO

Os métodos criados e conduzidos nesse trabalho tiveram como suporte a comparacao com 0S
trabalhos revisados (8) (9). Contudo, algumas alteragdes introduzidas na metodologia empregada no
presente trabalho demonstraram que a reciclagem da agarose teve um resultado bastante positivo.

Na primeira etapa do processo, optou-se por aumentar o tempo da eletroforese, garantindo
entdo que eventuais contaminagdes devido a permanéncia de fragmentos de DNA fossem evitadas.
Essa pratica assegurou que a agarose reciclada tornasse-se isenta de contaminagdes oriundas de
materiais genéticos.

Nos trabalhos revisados, a remocdo do material genético foi feita por difusdo em agua.
Quando comparadas as metodologias, verificou-se que a remocdo pela extensdo do tempo da
eletroforese foi mais eficiente, pois foi mais réapida (8) (9).

Para o processo seguinte, a fragmentacao, procurou-se padronizar um tamanho de fragmento
adequado para a etapa de eluicdo. Os fragmentos foram convenientes para o processo de difuséo de
possiveis contaminantes, devido a area de contato com a agua.
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Ainda como uma garantia de qualidade, os fragmentos apo6s as etapas de elui¢do foram
conferidos novamente quanto a presenca de material genético por meio da visualizacdo dos mesmos
no transiluminador UV. Nenhum resquicio de DNA foi visualizado.

A etapa de desidratacdo teve como resultado fragmentos integralmente secos e,
consequentemente, com tamanhos reduzidos, fatores ideais que contribuiram para o processo de
moagem. Observou-se, que a desidratacdo em estufa provida de circulacdo forcada, favoreceria o
tempo do processo, visto que é um equipamento mais eficiente quando comparado a uma estufa
normal (9).

A desidratacdo numa estufa que ndo dispde de circulacdo de ar forcada é realizada no tempo
de cinquenta e quatro horas (9). Para este trabalho, utilizando a estufa de circulacdo forcada de ar,
foi possivel reduzir o tempo para trinta e seis horas mantendo-se a mesma temperatura a qual foi
utilizada como referéncia. Em relagdo ao moinho criogénico, o mesmo foi utilizado em virtude de
também apresentar-se mais eficiente quando comparado a um moinho normal.

Os resultados das correlacdes apresentaram-se iguais a 1,00, o que certificou que a agarose
reciclada possui a mesma eficiéncia da comercial.

Foi observado que as bandas de DNA nos géis reciclados tiveram mobilidade relativa maior
do que as bandas de DNA no gel de agarose comercial. Esse fato pode ser explicado porque,
provavelmente, os processos de eluicdo em agua e eletroeluicdo tornaram a agarose reciclada livres
de elementos presentes na agarose comercial. 1sso Ihe conferiu uma resisténcia ligeiramente menor,
ndo alterando o resultado final.

CONCLUSAO:

A agarose reciclada é tdo eficiente quanto a comercial, quando empregada na sexagem de aves
por técnicas moleculares.
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RESUMO

A lipoproteina de baixa densidade (LDL) faz parte de um grupo de lipoproteinas que, por sua
natureza anfifilica, sdo responsaveis pelo transporte de colesterol plasmatico, sendo esse
carreamento importante, uma vez que o colesterol é insoltvel no plasma sanguineo. Sabe-se que a
principal fonte de energia dos cavalos, para a contracdo basal dos muasculos, é obtida a partir dos
acidos graxos livres proveniente do tecido adiposo e os corpos cetbnicos, produtos da quebra de
acidos graxos provenientes do figado, processo que gera espécies reativas de oxigénio (ERO), que,
em excesso, leva a um estresse oxidativo celular. Para evitar o dano resultante desse processo, 0
organismo tem um sistema de defesa antioxidantes, que conta com a participagdo da vitamina E (dI-
a-tocoferol). Quando a LDL se encontra elevada, o colesterol pode se depositar na luz dos vasos
sanguineos, diminuindo o seu calibre e podendo, desse modo, causar o enrijecimento da parede do
vaso sanguineo e a formacdo de placas de ateroma nos cavalos. Normalmente, os valores desse
colesterol LDL sdo obtidos pela equacdo de Friedewald, por isso neste estudo objetivou-se
determinar os valores de colesterol LDL por espectrofotometria em equinos submetidos a exercicio
fisico em esteira e suplementados com vitamina “E”. Para tal, foram selecionados dez cavalos
higidos da raca Arabe e Crioulo, em que as amostras foram processadas em duplicata utilizando os
kits comerciais LDL Direto (BioClin®) por meio de espectrofotdbmetro semiautoméatico BA-88A
(Mindray®). Neste estudo, ndo se obteve diferenca estatistica significante entre os tempos
analisados e nem com a suplementacdo de vitamina “E”, com o protocolo estabelecido.

Palavras-chave:cavalos, lipidios, espectrofotdmetro, antioxidante.

DETERMINATION OF EQUINE’S LDL CHOLESTEROL BY SPECTROPHOTOMETRY
SUBMITTED TO EXERCISE ON TREADMILL AND SUPPLEMENTED WITHVITAMIN
“E”

ABSTRACT

Low density lipoprotein (LDL) is part of a group of lipoproteins which in amphiphilic nature, are
responsible for transporting cholesterol plasma, it is important entraiment, since cholesterol is in-
soluble in blood plasma. It is known that the main power source of the horses to the basal contrac-
tion of the muscle, is obtained from the free fatty acids from adipose tissue and ketone bodies,
breakage products of fatty acids from the liver, a process that generates species reactive oxygen
(ROS), which, in excess, leads to cellular oxidative stress. To avoid the resulting damage of this
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process, the body has an antioxidant defense system, which includes the participation of vitamin E
(dl-a-tocopherol). When LDL is high, cholesterol can be deposited in the lumen of blood vessels,
reducing their size and can thus cause the hardening of the blood vessel wall and the formation of
atheroma in horses. Normally, the values that LDL cholesterol are obtained by the Friedewald equa-
tion, so this study aimed to determine the LDL cholesterol levels by spectrophotometry in horses
submitted to exercise on a treadmill and supplemented with vitamin "E". To this ten healthy Arabe
and Criolo horses were selected. The samples were processed in duplicate using the Direct LDL
commercial kits (BioClin®) by means of semi-automatic spectrophotometer BA-88A (Mindray®).
This study did not present a statistically significant difference between the analyzed time and not
with vitamin supplementation "E" with the established protocol.

Keywords: horses, lipids, spectrophotometer, antioxidants

DETERMINACION DE LOS VALORES DE COLESTEROL LDL EQUINA POR
ESPECTROFOTOMETRICA SOMETIDOS A EJERCICIO EN ESTERA Y
SUPLEMENTADOS CON VITAMINA "E"

RESUMEN

La lipoproteina de baja densidad (LDL) es parte de un grupo de lipoproteinas que en la naturaleza
anfifilica, son responsables de transportar el colesterol en plasma, siendo el arratre importante, ya
que el colesterol es insoluble en el plasma sanguineo. Se sabe que la fuente de alimentacion
principal de los caballos a la contraccion basal del mdsculo, se obtiene a partir de los acidos grasos
libres del tejido adiposo y los cuerpos cetonicos, productos de rotura de los acidos grasos del
higado, un proceso que genera especies reactivas de oxigeno (ROS), que, en exceso, conduce a
estrés oxidativo celular. Para evitar el dafio resultante de este proceso, el cuerpo tiene un sistema de
defensa antioxidante, que incluye la participacion de la vitamina E (DL-a-tocoferol). Cuando LDL
es alta, el colesterol puede ser depositado en el lumen de los vasos sanguineos, lo que reduce su
tamafio y por lo tanto puede causar el endurecimiento de la pared del vaso sanguineo y la formacion
de placas de ateroma en los caballos. Normalmente, los valores de colesterol LDL que se obtienen
mediante la ecuacién de Friedewald, por lo que este estudio tuvo como objetivo determinar los
niveles de colesterol LDL por espectrofotometria en caballos sometidos a ejercicio en estera y
suplementados con vitamina "E". Para esto diez caballos sanos fueron seleccionados de la raza
Criollo y Arabe, en el que las muestras se procesaron por duplicado utilizando los kits comerciales
de LDL directa (BioClin®) por medio de espectrofotémetro semi-automatica BA-88A (Mindray®).
Este estudio no presentd una diferencia estadisticamente significativa entre el tiempo analizado y no
con la administracion de suplementos de vitamina "E" con el protocolo establecido.

Palabras clave: cavallos, lipidos, espectrofotdmetro, antioxidante.
INTRODUCAO

Os lipideos sdo a segunda maior fonte de energia em equinos, sendo no exercicio intenso
considerados a principal fonte (1). Para tanto, eles s&o digeridos no intestino delgado sobre acéo das
lipases e, concomitantemente, emulsificados pelos sais biliares(2,3). Finalmente, os acidos graxos
formados no processo sdo absorvidos no ileo distal, ceco ou intestino grosso(3). Sendo que, é no
intestino grosso que hd uma grande digestdo, mediada pela microbiota local, que produz acidos
graxos volateis essenciais no metabolismo energético (4). A produgdo de energia a partir dos
lipideos ¢ feita pelo processo de oxidacéo aerobica, em que o acido graxo € oxidado e se torna
energia pronta para o uso sob a forma de adenosina trifosfato (ATP) (5).
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Dentre os lipideos, o colesterol é um dos mais relevantes no organismo, que se apresenta no
sangue ligado a lipoproteina, como a lipoproteina de baixa densidade (LDL), conhecido como “mau
colesterol” (6). A LDL apresenta a fungdo de transportar lipideos do figado para os tecidose, em
excesso, € altamente aterogénica(7).Nos cavalos, a LDL é responsavel pelo transporte de 15% do
colesterol plasmatico, apesar de ser a lipoproteina com maior concentragdo de colesterol, tendo
como principal funcdo fornecer colesterol para os tecidos periféricos(8). Seu peso em equinos €é
composto 6% por triacilglicerol, 8% por colesterol, 36% por ésteres, 23% por fosfolipideos e 27%
por proteina (apolipoproteina)(9).

Usualmente, o valor da LDL € estimado indiretamente a partir do valor do colesterol e duas de
suas fracdes, que sdo lipoproteina de alta densidade (HDL) e lipoproteina de muito baixa densidade
(VLDL) aplicados na equacéo de Friedewald[Colesterol LDL = Colesterol total - (colesterol-HDL +
trigliceridios/5)], em seres vivos com predominio da LDL no organismo (7,10). Porém, nos equinos,
hé& o predominio do colesterol-HDL, o qual se revela aumentado em resposta a maior ingestao de
gordura e de colesterol, logo o uso da equacéo para célculo da concentracdo sérica de LDL poderia
enviesar os valores da LDL (10,11). Ademais, 0 método ndo e apropriado para determinar perfil
lipidico sob condices de dislipidemias, como visto em humanos (12).

Em equinos submetidos a exercicio fisico exaustivo, esses lipideos sofrerdo maior
lipoperoxidacdo, pois, com a atividade fisica, hd o aumento acentuado da respiracdo celular com
maior sintese de radicais livres, responsaveis pelo dano oxidativo que afeta a integridade celular e
desencadeiam tal processo de oxidacao lipidica (13,14). Portanto, para evitar os efeitos danosos do
estresse oxidativo a célula, o organismo conta com um sistema antioxidante, no qual um de seus
componentes é a vitamina E (dl-a-tocoferol)(14,15). Logo a suplementacdo de equinos com
vitamina E reduz a produgdo de radicais livres, pois essa vitamina converte os radicais livres em
espécies mais estaveis e, portanto, menos reativas(16). Essa acdo antioxidante do tocoferol é
verificada laboratorialmente por uma diminuicdo de malondialdeido, que é um marcador de injuria
celular (17).

Assim, devido a importancia dos lipidios no metabolismo equino e a ndo padronizacdo dos
valores basais de LDL usando a mensuracdo direta pelo espectofotdmetro, objetivou-se no presente
estudo determinar os valores de colesterol-LDL por espectrofotometria e verificar a influéncia da
vitamina “E” nos niveis séricos dessa lipoproteina.

MATERIAL E METODOS
Animais

O trabalho foi realizado sob a aprovacdo do comité de ética com o protocolo n°128/2009
CEUA/ UNESP - Botucatu.

Utilizou-se 10 equinos, sendo cinco da raca Puro Sangue Arabe e cinco da raca Crioula,
mantidos em piquetes do Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(FMVZ) da Universidade Estadual Paulista (Unesp), Campus de Botucatu, sob as mesmas
condi¢Bes de manejo alimentar e sanitario. Os animais estavam sem treinamento fisico por mais de
um ano, com idade variando de oito a dez anos, e peso médio de 372,1 + 32,9 kg, foram
considerados higidos mediante exames hematoldgico e bioquimico sérico.

Delineamento experimental

Os equinos foram submetidos a um teste padrdo de exercicio progressivo em esteira de alta
velocidade (Mustang 2200 AG, Kagra, Suica) inclinada a 6%, da qual a velocidade é elevada
gradualmente, com o protocolo de exercicio proposto por Watanabe et al. (18). Utilizou-se a
mascara de andlise de trocas gasosas e dados ventilatorios (Metavet, Cortex, Alemanha), para se
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extrair a carga de trabalho para cada equino, com base no consumo maximo de oxigénio
(VO,méx)(19), sendo o valor médio dos animais de 110,4 + 20,4 mL/kg/min.

Apos 14 dias do teste progressivo, 0s equinos foram submetidos ao teste de baixa intensidade
e longa duracdo (TLD1). O teste, considerado de exercicio predominantemente aerobico
(concentracdo de lactato inferior a 4mmol/L), foi realizado com a esteira inclinada a 6%, a
velocidade de 35% do VO,max de cada animal pelo periodo de 60 min (20), correspondendo a uma
velocidade média de 2,3 £ 0,5 m/s.

A suplementacdo da vitamina E (dl-a-tocoferol) dos animais teve inicio logo apos o teste
TLD1, na dose de 1.000 Ul/animal (21), por meio de cépsulas gelatinosas (E-tabs 1000 Ul, Sigma
Pharma, Hortolandia, Brasil) misturadas a raspas de rapadura, por via oral, diariamente e sem
interrupgdo até o final do experimento. Apds 59 dias do inicio da suplementagdo, 0s equinos
realizaram o segundo teste (TLD2) com o mesmo protocolo de TLD1. A temperatura e a umidade
relativa do ar do saldo do Centro de Medicina Esportiva Equina da Unesp de Botucatu, onde os
testes foram realizados, variou de 17,0 a 20,6°C e 66 a 81%, respectivamente.

Colheita e processamento das amostras

As coletas de sangue foram realizadas antes do teste (MO0), imediatamente apds o exercicio
(PE) e 12h subsequente, sendo armazenadas em tubos contendo ativador da coagulagdo para
obtencdo de soro e foram imediatamente separados e congelados a -80°C até serem processadas.

Foi entdo determinada a concentragdo dos triglicerideos séricos pelo método enzimatico com
kit comercial Bioclin® em analisador biogquimico semiautomatico Mindray®, modelo BA-88A, no
laboratorio de Patologia Clinica da Universidade Vila Velha.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Antes do exercicio (MO0), as dosagens de LDL-colesterol na auséncia de suplementacdo com
vitamina E obteve-se umamédia de 24,11 +7,37 mg/dL. Ja& para as amostras de LDL-colesterol de
equinos com suplementacdo com vitamina E, obteve-se média de 30,78+20,74 mg/dL.

Logo apds o exercicio (PE), as dosagens de LDL-colesterol na auséncia de suplementacédo
com vitamina E obteve-se uma média de 19,29+ 10,36 mg/dL. J& para as amostras de LDL-
colesterol de equinos com suplementacdao com vitamina E, obteve-se média de 26,11 mg/dL+ 10,68
mg/dL.

Ja no momento 12 horas ap06s o exercicio (12h), as dosagens de LDL-colesterol na auséncia
de suplementagdo com vitamina E obteve-se uma média de 12,65 + 7,53 mg/dL. Ja para as amostras
de LDL-colesterol de equinos com suplementacdo com vitamina E, obteve-se média de 26,11
mg/dL+ 10,68 mg/dL.

Todos os resultados estdo apresentados na figura 1, sendo em TDL1 os equinos ainda sem
suplementacdo e TDL2 o momento com suplementacéo de vitamina D.
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Figura 1. Comparacéo da dosagem de LDL em equinos com e sem a suplementagéo de vitamina E.

O estudo de Ozério e Veladzquez (10), realizado com 200 cavalos revelou com o método de
precipitacdo média de 32 mg/dL, com desvio padrdo de 8,8 mg/dL, sendo que o valor minimo foi de
13 mg/dL e o valor maximo de 59 mg/dL. No mesmo estudo, determinada a dosagem de LDL pelo
método de Friedewald, encontrou-se média de 29 mg/dL, com desvio padrdo de 7,0 mg/dL e valores
minimos e maximos de 11,2 e 54,2 mg/dL, respectivamente (10). Comparando-se tais resultados
com os do presente estudo, observou-se que os valores minimo e maximo obtidos por
espectrofotometria se encontram dentro dos valores minimos e maximos obtidos tanto por
precipitagdo quanto pela férmula de Friedewald, possivelmente pela semelhanga na amostra, ou seja,
cavalos de idade semelhante, mantidos adequadamente e com boas condi¢cfes de saude. Além disso,
outra pesquisa realizada pelos mesmos autores (22), também feita pelo método direto e realizada
com 200 equinos, encontrou valor médio de LDL-colesterol correspondente a 27,9 mg/dL, valor
minimo de 14,0 mg/dL e valor m&ximo de 51 mg/dL.Os valores obtidos sdo similares aos
apresentados nesse estudo, possivelmente pela determinacdo da dosagem direta da LDL nos dois
estudos.

Assenza et al. (23) em seu estudo realizado a partir da analise de 34 cavalos em programa de
treinamento obteve, no dia zero do estudo, média do LDL-colesterol correspondente a 72,15 mg/dL,
com desvio-padrdo de 14,68 mg/dL para cavalos de trote e média de 45,26 mg/dL, com desvio-
padrdo de 21,13 mg/dL para cavalos puro sangue. Ambas as médias diferem das encontradas no
presente estudo, possivelmente por se tratar de condi¢des esportivas e racas diferentes de cavalos,
que sdo de trote e de puro sangue.

Ao utilizar a formula de Friedewald em 92 cavalos de corrida da raca arabe e mestica
encontrou-se média de 35 mg/dL de LDL-colesterol, com desvio-padrdo de 1,54 mg/dl, em estudo
de Hasso et al. (24)™°. Tal resultado se encontra dentro dos valores obtidos no presente estudo,
possivelmente pela semelhanca das racas, uma vez que ambos utilizam cavalos arabes. Porém, a
diferenca entre as médias pode se dar pela utilizacdo da formula de Friedewald, diferindo do estudo
em questdo que usou 0 método de espectrofotometria.

Ja no estudo de Gonzaga at al (25), usando seis cavalos suplementados com um antioxidante
gama-orizanol, foram obtidos uma média e um desvio padrdo de LDL-colesterol, calculado pela
formula de Friedewald, de 38,44 mg/dL e 10,38 mg/dL, respectivamente. Essa substancia reduz o
colesterol plasmatico, diminui a biossintese do colesterol hepético, reduz a absorcdo do colesterol e
aumenta a excrecdo de acidos biliares nas fezes (25). Essa diferenca encontrada nos estudos pode
ser explicada, possivelmente pela utilizagdo de diferentes tipos de antioxidantes.
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Com o passar do tempo de treinamento foi observado um aumento dos niveis de LDL, fato
observado pelas médias de TDL2 que foram superiores a TDL1. Tal comportamento foi observado
também por Kurcz(21), provavelmente, porque o exercicio aumenta a utilizagdo de lipideos da dieta
e sua mobilizacdo como fonte de energia. Entretanto os resultados encontrados no presente estudo
nédo apresentaram diferenca estatisticamente significante.

A reducdo dos niveis plasmaticos de LDL ap0s o exercicio pode ser explicada pelo reflexo da
reducdo do colesterol plasmatico, que especialmente em esforcos, é utilizado para sintese de cortisol
pela glandula adrenal e pela sua utilizagdo no metabolismo aerdbico(1). Porém as redugdes dos
valores da LDL encontrada ap6s o exercicio ndo apresentaram diferenca estatisticamente
significante.

CONCLUSAO

O presente estudo apresenta valores de LDL-colesterol por espectrofotometria em equinos,
visando contribuir valores de referéncia basais por meio da dosagem direta. Entretanto, ainda ha
necessidade de estudos para a determinacdo de valores de referéncia de LDL-colesterol. A partir do
estudo ndo é possivel afirmar que a vitamina E altera os niveis séricos da LDL, pois os dados
encontrados ndo apresentam significancia estatistica. Assim ainda se sugere mais estudos para
determinar a real influéncia da vitamina E nos niveis séricos de LDL.
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ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the effect of phenotypic predominance on lipid
content, mitochondrial activity and early developmental competence as indicators of oocyte quality.
Cumulus-oocyte complexes (COCs) were recovered through follicular aspiration, and underwent in
vitro maturation (IVM), in vitro fertilization (IVF), and in vitro culture (IVC) of presumptive
zygotes. Lipid content and mitochondrial activity in immature and 1VM oocytes were determined. A
maturation rate of 80.6% and 69.3% was found for oocytes predominantly B. indicus and
predominantly B. taurus, respectively. Total fertilization rate was 27.6%; 26.1% for predominantly
B. indicus oocytes and 29% for predominantly B. taurus oocytes. A total of 55.5% and 57.5% of
cleaved embryos after 48 and 72 h post-insemination (hpi) in predominantly B. indicus group were
observed, respectively. As for the predominantly B. taurus group, 48.6% and 60.4% of cleaved
embryos were found after 48 and 72 hpi, respectively. In both groups, immature oocytes showed a
greater amount of small lipidic droplets (p <0.0001); IVM decreased the number of small lipid
droplets (p < 0.0001) and increased the number of medium and large lipid droplets (p < 0.0001).
Predominantly B. indicus oocytes had a greater number of small and medium-sized lipid droplets,
while there were no significant differences in large lipid droplets. IVM oocytes had higher
mitochondrial activity than immature oocytes group (p < 0.05) without any effect of phenotypic
predominance on this parameter. Assessment of lipid content was not a predictive factor of oocyte
quality in crossbred cows.

Key words: Oocyte quality, lipid content, phenotypic predominance, Bos indicus, Bos taurus.

CONTEU[}O LIPIDICO, ATIVIDADE MITOCONDRIAL E DESENVOLVIMIENTO
EMBRIONARIO PRECOCE DE OOCITOS COLETADOS DE VACAS MESTICAS (Bos
taurus indicus)

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da predominancia fenotipica no conteudo lipidico co-
mo um indicador da qualidade do o6cito. Os COC foram recuperados por aspiracéo folicular e sub-
metidos a maturacgéo in vitro (IVM), fertilizacdo in vitro (FIV) e cultura in vitro (CIV). Determinou-
se 0 conteddo lipidico e atividade mitocondrial em odcitos imaturos e IVM. A taxa de maturacao
total era de 75%, com valores de 80,6% e 69,3% para o6citos predominantemente B. Indicus e pre-
dominantemente B. taurus, respectivamente. A taxa de fertilizacdo total foi de 27,6%, para odcitos
predominantemente B. indicus e predominantemente B. taurus, este foi de 26,1% e 29%, respecti-
vamente. Um total de 52,1% de embrides divididos e 58,9% foi observada apds 48 e 72 horas ap0s
a inseminacdo (hpi), respectivamente. Além disso, para o grupo predominantemente B. indicus
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55,5% e 57,5% embrido clivada apds 48 e 72 hpi foi observado. Enquanto para o grupo predomi-
nantemente B. taurus 52,1% e 58,9% dos embrides divididos apos 48 e 72 hpi respectivamente.
Odcitos imaturos mostraram gotas lipidicas mais pequenas (p<0,0001), em contraste com od4citos
IVM com maior numero de gotas lipidicas médias e grandes (p <0,0001). Odcitos predominante-
mente B. indicus mostraram mais gotas lipidicas pequenas (p = 0,0005) e médias (p = 0,005), en-
quanto que para as gotas lipidicas grandes ndo foram observadas diferencas significativas. Odcitos
IVM tiveram maior atividade mitocondrial que o grupo de odcitos imaturos (p < 0,05), nao houve
efeito de predominancia fenotipica sobre este parametro. A avaliacdo do conteudo lipidico ndo foi
um preditor de qualidade dos odcitos nas vacas mesticas.

Palabras-Chave: Qualidade oocitaria, contetdo lipidico, predominancia fenotipica, Bos indicus,
Bos taurus.

CONTENIDO LIPIDICO, ACTIVIDAD MITOCONDRIAL Y DESARROLLO
EMBRIONARIO TEMPRANO DE OVOCITOS PROVENIENTES DE VACAS MESTIZAS
(Bos taurus indicus)

RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue el de valorar el efecto de la predominancia fenotipica
sobre el contenido lipidico como indicador de la calidad ovocitaria. Los COC’s fueron recuperados
mediante aspiracion folicular y sometidos a maduracion in vitro (MIV), fecundacién in vitro (FIV)
y cultivo in vitro (CIV). Se determiné el contenido lipidico y actividad mitocondrial en ovocitos
inmaduros y MIV. La tasa de maduracion total se ubicd en 75%, con valores de 80,6% Yy 69,3% para
ovocitos predominantemente B. indicus y predominantemente B. taurus, respectivamente. La tasa
de fecundacién total fue de 27,6%, para ovocitos predominantemente B. indicus Yy
predominantemente B. taurus, esta fue de 26,1% y 29%, respectivamente. Se observ6 un total de
embriones divididos de 52,1% y 58,9% tras 48 y 72 horas post inseminacion (hpi), respectivamente.
Por otro lado, para el grupo predominantemente B. indicus se aprecié un 55,5% y 57,5% de
embriones divididos tras 48 y 72 hpi. Mientras que para el grupo predominantemente B. taurus se
aprecio un 52,1% y 58,9% de embriones divididos tras 48 y 72 hpi. Ovocitos inmaduros
presentaron mayor numero de gotas lipidicas pequenas (p <0,0001), en contraste con los ovocitos
MIV que presentaron mayor numero de gotas lipidicas medianas y grandes (p < 0,0001). Ovocitos
predominantemente B. indicus presentaron mayor nimero de gotas lipidicas pequefias (p = 0,0005)
y medianas (p = 0.005), mientras que para las gotas lipidicas grandes no se apreciaron diferencias
significativas. Ovocitos MIV presentaron mayor actividad mitocondrial que el grupo de ovocitos
inmaduros (p < 0,05), sin observarse efecto de la predominancia fenotipica sobre este parametro. La
valoracion del contenido lipidico no resulté un factor predictivo de la calidad ovocitaria en hembras
mestizas.

Palabras clave: Calidad ovocitaria, contenido lipidico, predominancia fenotipica, Bos indicus, Bos
taurus.

INTRODUCTION

Intracellular lipids are a substrate that can be used as a source of energy during invitro embryo
production (IVP) (1,2). Thus, alterations in the quantity and the type of lipid species may result in a
decrease of competence in oocyte development (3), being a paramount condition for the success in
IVP, as are sperm quality and culture system (4,5). Leroy et al. (6) reported that IVM oocytes
matured under fatty acid concentrations similar to those of follicular fluid from dairy cows
undergoing negative energy balance, showed a decrease in maturation, fertilization, cleavage, and
blastocyst rates. Furthermore, the increase in lipid content may induce mitochondrial dysfunction,
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which results in abnormal chromosome segregation, alterations in mitochondrial morphology,
distribution, and membrane potential, along with an increase in lipid droplets (7,8,9).

Oocyte quality is a major factor in the success of reproductive biotechnology implementation.
Several studies resulted in the selection of morphologic and biochemical parameters that contribute
as a whole to determine oocyte development competence. Recently, attention has been focused to
the study of lipid content as an indicator of oocyte quality, due to the possibility of taking advantage
of an endogenous energy source during IVP and the susceptibility to cryotolerance related to an
increase in lipid droplets (10). An increment in concentration and variation of the composition of
free fatty acids in the oocyte may impair its developmental competence (3,6).

In western Venezuela, dual-purpose cattle husbandry has been developed. It has resulted in
crossbreeding programs mainly alternating B. taurus and B. indicus, with the aim of producing an
animal capable of adapting to the particular environmental conditions of the tropics (11). Moreover,
the effect of phenotypic predominance on oocyte quality is paramount for cattle husbandry in the
tropics. Oocytes from predominantly B. indicus cows are more competent in the early stages of de-
velopment in vitro than oocytes from cows with phenotypic predominance B. taurus in tropical set-
tings (12).

Several studies have aimed to increase the success of IVP systems, from improvements in
recollection methods of oocytes to the design of culture media similar to the physiological
conditions in cows. However, few studies have focused on the effect of lipid content and
mitochondrial activity over oocyte development competence, and especially in their relation with
phenotypic component in tropical crossbred cows.

MATERIALS AND METHODS
Selection of females in the slaughterhouse

Before slaughter, all cow and heifer was classified according to grade crossing and phenotypic
ratio according Isea-Villasmil e Aranguren-Méndez (13). Only animals with phenotypic
predominances above 5/8 Bos taurus and Bos indicus were included in one of two groups,
phenotypic predominance Bos taurus and Bos indicus, respectively.

Oocyte collection and IVM

Ovaries were collected from local slaughterhouses, in an area that has characteristics of
tropical wet forest with annual rainfall between 550-1500 mm. After collection, ovaries were
transported within 2hto the laboratory in 0.9% NaCl (w/v) at 35-37 °C. For this study, bovine
oocytes obtained from predominantly B. indicus (n=367) and predominantly B. taurus (n=369)
crossbred cows, were used. COCs were recovered by aspiration of all visible follicles (2-8 mm) and
resuspended in TCM-199 (11150-059, Gibco Life Technologies, Grand Island, NY, USA)
supplemented with NaHCO3(2.2 mg/L), gentamicin sulfate (50 pg/mL), BSA (0.4 g/L), HEPES (25
Mm)and heparin (11.1 pg/mL). Oocytes enclosed in a compact cumulus with an evenly granulated
cytoplasm were selected. Groups of 25 COCs were IVM in 100 pL drops of TCM-199
supplemented with FSH(0.5 ug/ml, Folltropin-V®, Bioniche), 17p estradiol (1 pg/mL) gentamicin
sulfate (25 ng/mL) and 10% fetal calf serum (FCS) in plates covered by mineral oil. COCs were
cultured for 23 h at 38.5 °C in an atmosphere with 5% CO, in air saturated humidity.

Sperm preparation and IVF

Frozen semen from a single bull (Bos taurus) were thawed at 37 °C for 30sec and washed in a
15 Falcon tube using Percoll® gradients of 45% and 90% prepared with Tyrode’s Albumin Lactate
Pyruvate (TALP) solution (2 mL of 45% Percoll® at the top and 2 mL of 90% Percoll® in the bottom
of the tube) by centrifugation at 325 g for 15 min; then the pellet was diluted with 0.5 mL TALP
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solution and centrifuged a second time at 325 g for 10 min. After maturation, batches of COCs were
fertilized in 100 pL Talp Fert medium containing 0.6% fraction V fatty acid free BSA, 10 pg/mL
heparin, 20 mM penicillamine, 10 mM hypotaurine, and 1 mM epinephrine. Spermatozoa were
added to a concentration of 1 x 10° spermatozoa/mL. COCs and spermatozoa were incubated for 18
h at 38.5 °C under an atmosphere with 5% CO; in air saturated humidity.

IVC

Presumptive zygotes were denuded of cumulus cells by manual pipetting. Droplets of 50 pL
of modified synthetic oviduct fluid with amino acids, citrate and myo-inositol (mSOFaaci)
supplemented with fatty acid free BSA (6 mg/mL), sodium pyruvate (11mg/mL) and gentamicin
sulfate (50 pug/mL) were layered under mineral oil and embryos cultured in group of 25 at 38.5°C in
5% CO; in air saturated humidity. The embryos were cultured for 3 days.

Oocytes denudation

Cumulus cells were mechanically removed from intact COCs by repeated pipetting with PBS
supplemented with BSA (3mg/mL). Dispersion of cumulus was verified by a stereoscopic
microscope.

Assessment of lipid content

Oocytes were previously fixed in 10% formaldehyde in PBS, pH 7.4, for 2 h at room tempera-
ture. After fixation, they were washed in distilled water containing 0.05% polivinyl-alcohol (PVA)
and then transferred to drops of 50% ethanol. After 2 min, oocytes were stained in drops of 1% Su-
dan Black B (w/v; S668, Fisher) in 70% ethanol for 1-2 min, then they were washed three times
with 50% ethanol, 5 min each, followed by a 5 min wash in 0.05% PVA in distilled water. Prepared
oocytes were mounted in 10 pL glycerol on cover slips and examined under a light microscope at
600X magnification. To estimate the relative amount of lipid droplets in the cytoplasm in each oo-
cyte, a grid with five squares of 1,600 pm? (40 x 40 um) each was designed using ImageJ 14.1
software. Lipid droplets were classified as small, medium, and large (<2 pm, 2-6 pm, and >6 pum,
respectively). The number of droplets per category in the 1,600 pm? square was counted, and the
average number of droplets from five squares for each embryo was calculated. Data regarding lipid
accumulation are presented as number of lipid droplets per 1,000 um? (14).

Evaluation of mitochondrial activity in oocytes

Oocytes were stained with 0.02% Janus Green B in maturation medium and maintained at
38.5° C in an atmosphere with 5% CO, in humidity saturated air for 30 min. After several washes in
PBS and PVA (0.1 mg/mL), oocytes were observed under light microscope (600X) (15). To esti-
mate mitochondrial activity, a photograph of each oocyte was taken and processed with Adobe®
Photoshop® CS6 software. Color photographs of oocytes were converted to gray scale images and
the average gray intensity (arbitrary units) was obtained.

Nuclear maturation

After denudation, oocytes were fixed with methanol + acetic acid (3:1) for 48 h at 4°C,
stained with 1% solution of lacmoid in 45% glacial acetic acid, evaluated under an optical micro-
scope (Olympus CX31, Japan®) (400X), and classified according to the meiotic stage reached: ma-
ture (metaphase Il + polar body, telophase I) and immature (anaphase I, metaphase I, chromosomal
condensation and in GV). Oocytes that could not be included in previous groups were considered as
degenerate.
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Assessment of fertilization and cleavage rate

To evaluate the fertilization rate, oocytes were removed from culture at 17 hpi and fixed and
stained as described in the previous section. Oocytes were examined under an optical microscope
(Olympus CX31, Japan®) and classified as either (a) non fertilized — the presence of female and the
absence of male chromatin; (b) normal fertilized: the presence of female and male chromatin in the
cytoplasm, a decondensed sperm head, pronuclei or cleavage; (c) abnormal fertilized: asynchronous
oocytes (marked alteration in the formation of pronuclei, as undecondensed sperm head or
telophase I1) and > 2 pronuclei (oocytes in which more than 2 pronuclei were observed in the
cytoplasm); or (d) degenerate oocytes. Cleavage rate was evaluated at 48 and 72 hpi, taking into
account the total of embryos of 2 or more cells obtained in relation to the total of oocytes that were
fertilized. All embryos were observed under stereoscopic microscope (Olympus, SZX12, Japan®).

Experimental design

Oocytes obtained from each of the phenotypic predominance were divided into two groups,
the first group (GI) corresponding to immature oocytes were fixed and stained for evaluation of
lipid content and mitochondrial activity. The second group (GII) were oocytes for IVM, from which
a pooled sample of 10 oocytes in each group were used for the evaluation of meiotic progression,
lipid content and mitochondrial activity. The rest of IVM oocytes (GII) were used in IVF, and a
pooled sample of 10 oocytes of each group were fixed for the evaluation of fertilization rate after 17
hpi. Finally, cleavage rate after 48 and 72 hpi was assessed.

Statistical analysis

Nuclear state, fertilization and cleavage rate were expressed as frequencies and analyzed
using the Chi-square test. Lipid content and mitochondrial activity were expressed as mean + SD
and analyzed using General Linear Model (GLM PROC) and statistical LSMEANS of the SAS®
Version 8.2 software (1999; SAS® Institute Inc., Cary, NC, USA). A value of p< 0.05 was
considered to be statistically significant.

RESULTS

A total of 736 oocytes were included in this study; 367 oocytes represented the experimental
group with B. indicus phenotypic predominance, and 369 oocytes represented the experimental
group with B. taurus phenotypic predominance. Eighty-eight oocytes were analyzed for lipid
content (Table 1). Immature oocytes showed a greater amount of small lipiddroplets; this condition
changed as oocytes reached maturation, having a cytoplasm richer in medium and large lipid
droplets (p <0.0001). No significant differences in large lipid droplets were found due to phenotypic
predominance.
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Table 1. Lipid content in immature and 1VM oocytes from cows with phenotypic predominance of

B. indicus and B. taurus.

Total of Small droplets Medium-sized Large droplets
Stage Predominance evaluated < mp droplets 2 6 rr?
oocytes H 2a6um H
B. indicus 29 74.7 +37.1° 12.4 +12.2% 0.1+0.3%
(')g"cr;fetsure B. taurus 26 41.7 +27.6° 75+6.8° 0.2+05°
Total 55 59.1 + 36.6" 10.1 +10.2Y 0.2 +0.4
B. indicus 15 21.6 +12.5™ 26.4 +11.2° 21+1.1°
(I)\o/::\;/ltes B. taurus 18 8.6 +9.4% 17.8 + 8.7 2.4+1.4°
Total 33 145+ 12.6Y 21.7 +10.7% 2.3+1.3"

Mean + SD. Lipid droplets /10° um?. **““Values within the same column with different superscripts differ (p < 0.0005).
*YValues within the same column with different superscripts differ (p < 0.0001).

IVM oocytes showed greater mitochondrial activity (128.5 AU) than immature oocytes (133.9
AU). On the other hand, there was no effect of phenotypic predominance on this parameter (Table
2).

Table 2. Mitochondrial activity in bovine immature and VM oocytes from cows with phenotypic
predominance of B. indicus and B. taurus.

Stage Predominance Total of evaluated Gray scale intensity
oocytes
B. indicus 24 131.4+£11.2
Immature oocytes B. taurus 26 136.3+9
Total 50 133.9£10.3"
B. indicus 15 1289+ 15
1VVM oocytes B. taurus 17 128.1+£12.5
Total 32 128.5+ 13.5%

Mean + SD. Arbitrary units. *° Values within the same column with different superscripts differ (p < 0.05).

Maturation rate for predominantly B. indicus oocytes was 80.6%, whereas for the
predominantly B. taurus group it was 69.3%. A 3.3% and 6.5% incidence of degenerate oocytes for
predominantly B. indicus and predominantly B. taurus groups was observed, respectively. There
were no significant differences in the above-mentioned parameters (Table 3).

Table 4 displays data corresponding the assessment of bovine oocyte fertilization, wherein a
total of 145 presumptive zygotes were taken into account. The predominantly B. indicus group had
26.1% normal fertilized oocytes. As for the group predominantly B. taurus, 29% normal fertilized
oocytes and 2.6% of degenerate oocytes, without any significant differences in any case.
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Table 3. Nuclear maturation of bovine oocytes from cows with phenotypic predominance of B.
indicusand B. taurus.

: . N°
Total of N° of mature oocytes N° of immature oocytes Deg.
Predominance evaluate Total Telol MII+CP | Total GV MI Anal n
d oocytes n n n n n n n (%)
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) °
o 50 1 49 10 1 8 1 2
B. indicus 62 (80.6) | (1.6) 79 | @1 | 16 |@9| @ | 33
43 2 41 15 15 4
B. taurus 62 693) | (32) | (66.1) | (24.2) Ol © 6.5)
93 3 90 25 1 23 1 6
Total 124 75) | @4) | @25 | 202 | ©8 |@5| (08 | 48

Telol: Telophase 1. MII+CP: Metaphase Il + polar body. GV: Germinal vesicle. MI: Metaphase I. Anal: Anaphase I. N°
Deg: degenerate oocytes.

Table 4. Assessment of fertilization in bovine oocytes from cows with phenotypic predominance
of B. indicus and B. taurus

Total of N° of adnormal fertilized oocytes N° Deg.
Non Fert. Norm. Fert. .
Predominance S\r/:lsllljztgfi Oocytes Oocytes Actl\r/]ated AS)r/]nc. >2§N n
n n (%)
ve zygotes (%) (%) (%) (%) (%)
- 45 18 3 3
B. indicus 69 (65.2) (26.1) (4.3) 0 0 (4.4)
47 22 2 2 1 2
B. taurus 76 (61.8) 29) (2.6) 26) | @3) | (6
92 40 5 2 1 5
Total 145 (63.4) (27.5) (3.4) 13) | 06 | @4

Non Fert. Oocytes: non fertilized oocytes. Norm. Fert. Oocytes: normal fertilized oocytes. Async: asynchronous
oocytes. >2PN: oocytes with more than 2 pronuclei. Deg: degenerate oocytes.

The evaluation of embryo development was performed. After 48 and 72 hpi, 52.1% and 58.9%
of total cleaved embryos, respectively, were observed (Table 5). The predominantly B. indicus
group showed 55.5% and 57.5% cleaved embryos after 48 and 72 hpi, respectively; whereas, the
predominantly B. taurus group had 48.6% and 60.4% cleaved embryos after 48 and 72 hpi,
respectively. No statistically significant differences were observed.

Table 5. Evaluation of embryo development of bovine oocytes from cows with phenotypic
predominance of B. indicus and B. taurus.

Total
Total >2 cleaved
Total cleaved 2 Cells 2 Cells >2 Cells
. . Cells embryos
Predominance | zygotesin embryos n n 79 hoi n n
IVC 48 hpin . P
0]
0 %)
. 85 88
B. indicus 153 (55.5) 35 50 (57.5) 20 68
70 87
B. taurus 144 (48.6) 27 43 (60.4) 20 67
155 175
Total 297 (52.1) 62 93 (58.9) 40 135
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DISCUSSION

Research focusing on determination of lipid content in bovine oocytes is scarce, especially in
B. indicus oocytes. This study presents the first findings for quantification and dynamics of lipid
droplets in oocytes from crossbred cows. In this research, it was observed that lipid content was
affected by both phenotypic predominance and maturation stage of the oocyte. A previous study by
Ballard et al. (16), reported the presence of oocytes with greater amount of lipid content in B.
indicus cows, having in turn higher levels of cholesterol and triglycerides in blood compared with B.
taurus cows, which suggests the use of these indicators as predictive parameters of oocyte lipid
content. By contrast, Ordofiez-Ledn et al. (17) observed a greater amount of lipid droplets in B.
taurus oocytes, followed by B. indicus x B. taurus, and finally B. indicus oocytes. As to maturation
stage, immature oocytes showed greater amounts of lipid droplets; an abundance of small lipid
droplets could be observed. This condition varied toward an increase in the presence of medium-
sized and large droplets as MII was reached. Those results coincide with the findings of Hyttel et al.
(18) who reported that the number, size, and distribution of lipid droplets change during oocyte
maturation: immature oocytes have small lipid droplets, whereas mature oocytes have larger
droplets.

The recognition of lipid droplets as functional organelles in the cell that participate in the
regulation of lipid storage and metabolism is quite recent (19). Moreover, models trying to reveal
the mechanisms of biogenesis and growth of these structures are continually modified and updated.
There are at least three models that seek to explain the process of growth of lipid droplets: a)
incorporation of neutral lipids and phospholipids to lipid droplets through domains having close
contact with endoplasmic reticulum; b) lipid synthesis by the enzymatic machinery present in lipid
droplets; c) fusion of preexistent lipid droplets (20).

The findings of this research seem to support the model of fusion of lipid droplets (19,20). In
this case, small lipid droplets are abundantly found in immature oocytes (59.1/10° pm?), whereas
medium-sized (10.1/10% pm?) and large (0.2/10° um?) droplets are found in lesser amounts. After
IVM, a decrease in the total number of lipid droplets occurred, but the amount of medium-sized
(21.7/10° um?) and large (2.3/10° pm?) lipid droplets increased (Table 1), in such a way that it is
possible that the decrease in the total amount of lipid droplets is related to the fusion of small
droplets that would integrate into larger droplets.

The presence of more lipid content in immature oocytes is associated with a greater number of
mitochondria, higher division and blastocyst rate and greater numbers of total cells (21). Lipids in
the oocyte may play a paramount role in its metabolism, due to the fact that triglyceride
concentrations have been observed to decline in female gamete afterlVM, and the inhibition of fatty
acid oxidation during IVM results in alteration of embryo development (1,2).

In this research, mitochondrial activity was not affected by phenotypic predominance. No
report about this parameter in oocytes from crossbred cows could be found. However, Esper and
Barboza (In: 17), observed that IVP B. indicus embryos had a greater number of mitochondria than
B. taurus embryos. Moreover, B. indicus oocytes had greater lipid content and tended to show
higher mitochondrial activity after cows were administered fat enriched diets (22).

On the other hand, oocyte maturation stage is a factor that influences that parameter, IVM
oocytes having higher mitochondrial activity than immature oocytes. These results coincide with
previous studies wherein higher concentrations of ATP are observed in oocytes at Ml (23,24,25).
According to this, evaluation of oocyte morphology revealed that this trait is related to oocyte
mitochondrial activity (23,24). Immature oocytes with brownish cytoplasm would have the ideal
amount of lipid droplets and ATP to reach oocyte maturation; oocytes with pale cytoplasm would
have few lipid droplets and lower concentrations of ATP, and finally, oocytes with dark cytoplasm
would have a high amount of lipid droplets as well as high concentrations of ATP. Oocytes with
high concentrations of ATP in the cytoplasm have a lower rate of first polar body extrusion after
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they are subjected to IVM, whereas those with low levels of ATP could reach blastocyst stage with a
low number of cells (24).

Oocytes from predominantly B. indicus and predominantly B. taurus cows showed maturation
rates of 80.6% and 69.3%, respectively. By contrast, Béez et al. (12) reported values of 66.17% and
50.94% for oocytes from predominantly B. indicus and predominantly B. taurus cows, respectively.
Fertilization rate was not affected by oocyte lipid content. That was also the conclusion of Cerri et
al. (26), who administered diets enriched with fatty acids from different sources to cows without
observing significant variations in fertilization rates. Leroy et al. (6) observed that IVM in the
presence of stearic or palmitic acids had no influence on oocyte lipid content, but resulting in
decreasing fertilization rates, maybe as part of a collateral effect mediated by alterations of oocyte
maturation.

Mitochondrial activity, determined by oxygen consumption and reactive oxygen species (ROS)
production, is augmented during fertilization process in bovine oocytes and it is related to pronuclei
formation (27). On the other hand, swine oocytes with positive staining for bright cresyl blue had a
greater number of mitochondrial DNA copies and higher fertilization rates than those negative to
that stain (28). However, Ge et al. (29) reported that oxidative phosphorylation inhibition, even
though it diminishes mitochondrial membrane potential and ATP synthesis, has no effect on murine
oocytes fertilization rates; in this case it is probable that the inhibitory effect was not enough to
cause a critical decrease in ATP concentrations.

Camargo et al. (30) found differences between racial groups, so that oocytes from B. indicus
cows showed higher cleavage rates than those from B. taurus cows, with values of 66.7% and
53.1%, respectively. However, Paula-Lopes et al. (31) and Hernandez-Cerén et al. (32) failed to
detect differences in cleavage rates between oocytes from B. taurus, tropicalized B. taurus, and B.
indicus at 38.5°C.

A slight increase in oxygen consumption is seen during the beginning of the first embryo
cleavage, along with an increase in ROS concentrations, which is an indicator of the mitochondrial
activity needed to meet the energy demand inherent to embryo cleavage (27). It is well known that
the inhibition of oxidative phosphorylation and the decrease in the amount of mitochondrial DNA
copies induce the decline of blastocyst rates in bovines in a dose-dependent way possibly due to the
decrease in ATP concentrations by alterations in mitochondria distribution, and by mitotic spindle
disarrangement (29). Culture media supplementation with L-carnitine augments ATP content in the
oocyte and induces lipid droplets redistribution (33), as well as increases blastocyst rates (34) and
enhances embryo development competence after vitrification (33).

The oocyte meiotic stage affects mitochondrial activity; IVM oocytes had higher
mitochondrial activity that immature oocytes. Phenotypic predominance had no effect on this
parameter. Studies undertaken to date have surmised the possibility of establishing lipid content
determination as an indicator of oocyte quality. However, this research has proved that lipid content
in slaughterhouse-derived oocytes determined through lipid droplets quantification vary according
to phenotypic predominance, but they are not related to oocyte competence in crossbred cows;
therefore, lipid content does not qualify as a parameter predictive of oocyte development potential
for IVP in the tropics. However, the effect of phenotypic predominance on oocyte lipid content and
the existence of studies that indicate a relationship between genotype and cryopreservation
susceptibility, it would be worthwhile to consider the effect that lipid content could have on post-
thawing survival in oocytes and embryos obtained from crossbred (B. taurus indicus) cows.
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APRATICADO TRATAMENTO NA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA (LVC) EM
CLINICAS VETERINARIAS, CUIDADOS E PROTOCOLOS

Ana Luisa Holanda de Albuquerque®
Helio Langoni?

RESUMO

As leishmanioses sdo um grupo de doencas infecciosas que afetam humanos, animais domésticos
(cdes e gatos) e silvestres, causadas por protozoarios do género Leishmania. A transmissdo ocorre
pela picada do mosquito do género Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo. A
Leishmaniose Visceral Canina (LVC), a forma mais agressiva, é causa frequente de doencga clinica
em cdes e, ocasionalmente em gatos. Seus reservatorios variam de acordo com a regido, podendo
ser animais domesticos ou silvestres. Leishmania infantum esta presente do sul do México até a
América do Sul. No caso da LVC, a recomendacdo do Conselho Federal de Medicina Veterinaria é a
eutanasia. O tratamento era considerado ilegal até 2013, quando houve autorizacdo do tratamento
pelo Tribunal Regional Federal da 3* Regido em todo Pais, desde que ndo se utilizassem
medicamentos para o tratamento da leishmaniose humana. Tratar ou ndo, indicar ou ndo eutanésia é
questdo polémica para os clinicos veterinarios, pois o tratamento ndo elimina totalmente a carga
parasitaria dos animais, e trata-se de uma zoonose. Em Brasilia, a leishmaniose visceral é
considerada endémica, considerando o comportamento epidemioldgico e a confirmacdo da
autoctonia dos casos humanos. No presente estudo, foi aplicado questionario para se avaliar a
prética do tratamento dessa enfermidade, em clinicas veterinarias de pequenos animais de Brasilia.
Cinco delas realizam o tratamento da LVC. Todas recomendam o alopurinol, quatro a miltefosina,
trés a marbofloxacina e duas a anfotericina B e antimoniais pentavalentes. Duas clinicas se
recusaram a responder o questionario, e outras duas ndo realizam o tratamento, recomendando
eutanasia.

Palavras-chave: LVC, tratamento, clinicas particulares, Brasilia.

TREATMENT PRACTICE IN CANINE VISCERAL LEISHMANIASIS (CVL) IN
VETERINARY CLINICS, CARE AND PROTOCOLS

ABSTRACT

The leishmaniasis are a group of infectious diseases that affect humans, dogs, cats and wild animals
worldwide. It is caused by protozoa of the genus Leishmania. The infection is transmitted by
sandflies of the genus Phlebotomus in the Old World and Lutzomyia in the New World. The Canine
Visceral Leishmaniasis (CVL), the most severe disease form, is a frequent cause of clinical illness
in dogs depending on the region, being less common in cats. The Brazilian Federal Counsel of
Veterinary Medicine recommendation for the CVL illness is euthanasia, being illegal to treat until
2013 , when the Third Region Federal Court authorized it all over the Country, as long as the
medication isn’t the same used in humans. Whether to treat or not and sacrifice the animal is a
polemic veterinary issue, since the treatment does not eliminate the entire parasite load, and it is a
zoonosis. In Brasilia, Visceral Leishmaniasis is endemic, considering its epidemiological behavior
and the confirmation of autochthony of human cases. In this study, small animal veterinarians were
questioned about the treatment of Canine Visceral Leishmaniosis in Brasilia, DF, Brazil to evaluate
the treatment practice of the CVL. Five out of nine do the treatment. All of the clinicians use
alupurinol, four use miltefosin, three of them use marbofloxacin, two use pentavalents antimonial
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and anfotericin B. However, two veterinary clinics do not treat and recommend euthanasia, two
clinics didn't want to discuss their protocol.

Keywords: CVL, treatment, small animal clinics, Brasilia, Brazil.

LAPRACTICADEL TRATAMIENTO EN NA LEISHMANIOSIS VISCERAL CANINA
(LVC) EN CLINICAS VETERINARIAS, CUIDADOS Y PROTOCOLOS

RESUMEN

La leishmaniasis son un grupo de enfermedades infecciosas que afectan a los seres humanos,
animales domeésticos (perros y gatos) y salvajes causadas por protozoos del género Leishmania. La
transmision se produce a través de la picadura del mosquito género Phlebotomus en el Viejo Mundo,
y Lutzomyia en el Nuevo Mundo. La Leishmaniasis Visceral Canina (LVC), es la causa mas
agresiva, y mas frecuente de la enfermedad clinica en perros, y gatos de vez en cuando. Sus
depdsitos varian segun la region y pueden ser animales domeésticos o salvajes. Leishmania
(leishmania) infantum esta presente en el sur de México hasta América del Sur. En el caso de la
LVC, la recomendacion del Consejo Federal de Medicina Veterinaria es la eutanasia y el tratamiento
se consideraba ilegal hasta 2013, cuando se produjo la autorizacién del tratamiento por el Tribunal
Regional 32 Regidn Federal en todo el pais, desde que no se utilizan farmacos para el tratamiento de
la leishmaniasis humana. Tratar o no, indicar o no la eutanasia es tema polémico para los
veterinarios porque el tratamiento no elimina totalmente la carga parasitaria de los animales, y es
una zoonosis. En Brasilia, la leishmaniasis visceral se considera endémica, teniendo en cuenta el
comportamiento epidemioldgico y la confirmacion de los casos humanos autoctonos. En este
estudio, se aplicé un cuestionario para evaluar la practica del tratamiento de esta enfermedad en
nueve clinicas veterinarias para pequefios animales en Brasilia. Cinco clinicas realizan el
tratamiento de LVVC. Todas recomiendan alopurinol, cuatro miltefosina, tres marbofloxacinam, dos
anfotericina B y antimonio pentavalente. Dos clinicas se negaron a contestar el cuestionario, y dos
no realizaron el tratamiento, recomendando la eutanasia.

Palabras clave: LVC, tratamiento, clinicas veterinarias para pequefios animales, Brasilia, Brasil.
INTRODUCAO

A leishmaniose na sua forma visceral € uma zoonose causada por protozoario. Além do ser
humano, os cées e outros animais sdo acometidos. Nos ultimos anos tem se observado um aumento
do numero de casos positivos da doenga bem como uma maior preocupacdo das autoridades de
salude publica. Esta doenga, pela sua gravidade, adquiriu maior importancia, sendo considerada
como de notificacdo compulséria e um importante problema em salde publica. A Leishmaniose
Visceral Canina (LVC) é causada por protozoario do género Leishmania que em seu ciclo apresenta
formas amastigotas, com flagelo interno e cinetoplasto visivel, com forma de bastdo e as formas
promastigotas com flagelos longos que vivem no trato digestivo do inseto vetor (1).

Os reservatorios principais do agente sdo 0s roedores e 0s cdes; humanos e gatos sdo
provavelmente hospedeiros acidentais (2). O seu agente é Leishmania chagasi no novo mundo, e no
velho mundo Leishmania donovani. L. chagasi é considerada sinénimo de L. infantum baseado em
analises genéticas (3), sendo a forma mais encontrada no velho mundo.

A transmissao para o vertebrado ocorre pela picada de insetos dipteros pertencentes a familia
Psychodidae e subfamilia Phlebotominae, encontrados nas regides tropicais, especialmente nas
regibes quentes e umidas do planeta. No Brasil, o principal género é Lutzomyia, com ampla
distribuicdo, desde regibes do sul até o norte do pais, sendo a espécie mais importante L. longipalpis
(4). A transmissdo pode ocorrer ainda por brigas, agulhas compartilhadas, por transfusdes
sanguineas, acasalamentos e transmissao congénita (5,6), entretanto, a transmissao vetorial é a mais
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importante, epidemiologicamente, a partir de formas prosmatigotas que se desenvolvem no
flebotomineo e séo inoculadas no hospedeiro vertebrado quando o inseto se alimenta. Estas sdo
fagocitadas pelos macréfagos e se disseminam pelo organismo do hospedeiro, na forma amastigota.
Apds um periodo de incubacao de meses a anos, aparecem os sintomas (3).

As alteracbes mais frequentes em cées sdo esplenomegalia, linfadenopatia, alopecia, febre,
rinite, dermatite, aumento dos ruidos pulmonares, ictericia, articulacfes doloridas e inchadas, uveite
e conjuntivite. As lesdes cutaneas sdo caracterizadas por hiperqueratose, descamagdo e
espessamento da pele. Ocorrem ainda perda de peso, poliuria, polidipsia, vomito, diarreia, epistaxis,
petéquias, melena e, em ao redor de 30% dos casos, onicogrifose (2,7). Algumas vezes cées
infectados tém aparéncia normal, mas apresentam elevada carga parasitaria na pele sadia e em
orgdos (7), aspecto relevante para a saude publica, na medida em que esses animais sdo fontes de
infeccdo importantes na disseminacdo da LVC, devido ao repasto sanguineo dos flebotomineos,
vetores transmissores da doenca.

Alguns testes soroldgicos para diagnostico estdo disponiveis, mas 0s recomendados
atualmente pelo Ministério da Saude sdo o DPP, que é um teste imunocromatogréfico que utiliza o
antigeno recombinante rK39, produzido pelo Laboratério Biomanguinhos. E disponibilizado na
forma de Kit, de facil utilizacdo, com resultado em 10 a 15 minutos, podendo-se utilizar o sangue,
soro ou plasma do animal suspeito. O DPP é recomendado para triagem e como confirmatorio,
recomenda-se o teste imunoienziméatico de ELISA, também comercializado pela Biomanguinhos.
Este também utiliza o antigeno rK39, fato que melhora a sensibilidade dos testes (8). Alguns
laboratorios utilizam a reacdo de imununofluorescéncia indireta (RIFI), bem como outros capazes
de detectar a presenca de anticorpos ou o préprio agente (9).

No diagnostico parasitoldgico, o parasito pode ser demonstrado em material obtido de puncgéo
de medula 6ssea, linfonodos e de baco, em imprints ou esfregacos corados com corantes basicos,
tais como Giemsa, Wright e Pandtico (9). E possivel ainda o diagnéstico molecular a partir da
Reacdo em Cadeia pela Polimerase-PCR, para a pesquisa do DNA do parasita, com elevada
sensibilidade, utilizando-se primers género e espécie-especificos (10).

Os aspectos ambientais contribuem para a ocorréncia da LVC e as condi¢bes socioeconémicas
precarias, tais como moradia e o saneamento que favorecem a multiplicacdo e manutencdo do vetor
uma vez que eles encontram animais para o repasto sanguineo. Devem ser considerados 0s aspectos
nutricionais que podem reduzir a resisténcia imunolégica dos humanos, sendo a baixa imunidade
um fator importante para a manifestacdo da doenca (11).

A sua ocorréncia € muito ampla no pais, com notificacdo de casos em mais de 1.600
municipios onde ocorre autoctonia, em praticamente todos os estados da federacdo. Ocorreu de fato
a urbanizagéo da LVC, que era considerada predominantemente como doenga de ambientes rurais e
periurbanos, entretanto, ocorre em grandes centros urbanos como Rio de Janeiro, Belo Horizonte,
Trés Lagoas, Aracatuba, Bauru, entre outros (4).

A prevaléncia da LVC é elevada entre os cdes do DF, sendo maior nos animais errantes (51%),
e nos cdes domiciliados (49%), em relacdo aos pertencentes a canis (24%) (12). Em Brasilia, a
leishmaniose visceral € considerada endémica, considerando-se o comportamento epidemioldgico
descrito e a confirmagéo da autoctonia de casos humanos (13).

O tratamento da LVVC € um tema bastante controverso, e a partir de 2008 passou a ser proibido
no Brasil, por meio da Portaria Interministerial n® 1.426, e em 2009 o 1l Férum de discussdo sobre o
assunto, realizado em Brasilia, concluiu que o tratamento canino constitui em risco para a saude
publica, pois contribui para a disseminacdo da enfermidade, mantém cdes como reservatorios do
parasito, ha desenvolvimento de resisténcia de parasitos aos poucos medicamentos disponiveis para
o tratamento da LV humana e dificulta a implementagdo de medidas de saude publica (1).

As justificativas para a proibicdo da indicagdo de medicamentos utilizados para o tratamento
de seres humanos com LV, para a terapia de cdes infectados parte do principio de que o tratamento
da LVC traz riscos para a saude publica, pela manutencgdo dos reservatorios da doencga, uma vez que
cdes ndo curados parasitologicamente apresentam a remissdo dos sinais clinicos, porém
permanecem como fontes de infecgé@o para o inseto transmissor, e consequentemente, perpetuam o
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ciclo de transmissao da doenca. Destaque-se, ainda, que o tratamento da LV C podera levar a selegdo
de estirpes de parasitos resistentes aos medicamentos disponiveis para o tratamento da LV humana
(12).

Considerando que a pratica de eutanasia de cdes com diagndstico de LVC néo contribuiu para
o controle da enfermidade, os profissionais médicos veterinarios tentam buscar uma solugdo para 0s
seus pacientes, atendendo na maioria das vezes uma cobranca dos proprietarios dos animais que
querem solucionar o problema, sem entretanto, eutanasiar seu animal de estimacdo. Dessa forma ha
clinicas que optam por tratamentos alternativos, com utilizacdo de outros medicamentos que néao
sdo utilizados no tratamento realizado para a leishmaniose visceral humana.

O antiménio pentavalente foi o primeiro farmaco de escolha para tratamento, canino e
humano, de leishmaniose visceral (3). A combinacdo de antiménio e alopurinol mostrou um
resultado superior ao tratamento realizado com outro farmaco isolado (14). O tratamento de dois
grupos de cdes, um somente com o0 antimoniato de meglumina, e 0 outro com a associagao do
antimoniato de meglumina e alopurinol, revelou que, no primeiro grupo, todos 0s animais
apresentaram recidivas em um periodo que variou de 4,5 a 21 meses, com 86% delas ocorrendo
dentro dos primeiros 14 meses, enquanto no grupo tratado com a associacao dos dois medicamentos
nenhum dos cées apresentou recidivas da doenca (15).

A utilizacdo do antimoniato de meglumina, durante 30 dias, em associacdo com alopurinol,
durante seis meses, em 15 cdes naturalmente infectados por Leishmania infantum, apesar da
evidencia de exame citoldgico de medula 6ssea negativo mostrou positividade em sete caes, por
PCR (16). A anfotericina B, um antibio6tico polienico primariamente utilizado como antifingico,
também apresenta atividade contra alguns protozoarios (3). A anfotericina B ndo é superior ao
Alopurinol, e € mais cara e mais toxica (17). Animais submetidos a terapia com esse medicamento
mostram sinais de nefrotoxicidade causada pela vasoconstriccdo e posterior diminuicdo do fluxo
sanguineo renal. Anfotericina B lipossomal ou emulsificada em lipides em doses variadas tem sido
prescrita, com bons resultados clinicos, entretanto, pode também ocorrer recidiva (18,19).

De acordo com o estudo realizado por Nogueira (20), o efeito leishmanicida da terapia com
anfotericina B associada ao alopurinol e prednisona foi comprovado pela auséncia de parasitos no
exame citopatoldgico de aspirado de linfonodo e por imunoistoquimica. A funcdo das enzimas
hepaticas ALT e AST ndo demonstrou alteracdes estatisticamente significativas durante o
tratamento. O aumento significativo e progressivo das concentracdes séricas de creatinina e uréia
ocorreu apos o inicio do tratamento, restabelecendo a normalidade posteriormente.

A formulagdo de antimonio lipossomal contendo fosfatidilserina demonstrou elevada eficacia
in vivo, reduzindo 133 vezes a dose total de antim6nio administrada, com diminuicdo de 100% da
carga parasitaria no figado na dose de 0,75 mg/kg (21). Ha resisténcia do protozoario a antiménios
pentavalentes em areas endémicas como Franca, Espanha e Italia. Os dois principais medicamentos
nessa classe sdo: estibogluconato de sédio, que requer injecdo diaria e apresenta varios efeitos
adversos, e antimoniato de meglumina, que também tem menos efeitos colaterais (17).

A marbofloxacina foi eficaz in vitro e pode ser considerada para o tratamento de cées
infectados se ndo houver outras opcBes disponiveis (22). Outros medicamentos estdo sendo
investigados para o tratamento da leishmaniose visceral canina, inclusive derivados de
alquilfosfolcolina relacionado a miltefosina, que é utilizada em alguns tratamentos humanos para a
leishmaniose visceral e metronidazol (3). A paramomicina tem mostrado ter menos efeitos
colaterais do que outras substancias em humanos. O seu uso tem sido primariamente indicado nas
formas cuténeas de leishmaniose humana (17).

A imunomodulagéo adquirida em cées mediante a administracdo de 1mg por kg de peso vivo,
a cada 12 horas durante um més de domperidona oral em casos iniciais de LVC ¢é efetiva para conter
a evolucdo de enfermidade. A administracdo deste farmaco na mesma dose em cdes com
enfermidade avancada consegue melhorar os sintomas e em muitos casos mudar a resposta imune
de Th2 a Thl (23).

O ciprofloxacino a 0,2% se mostrou efetivo quando aplicado como solucgéo salina hiperténica
na leishmaniose no tratamento intralesional de casos de leishmaniose (24). A utilizacdo de
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glicocorticdides no tratamento da LVC visa deprimir a imunidade humoral e, consequentemente,
reduzir os efeitos causados pelo depdsito de imunocomplexos nos 6rgdos e tecidos, particularmente
em animais com insuficiéncia renal (14,25). H& estudos com a utilizacgdo de peptideos
antimicrobianos como agentes anti-protozoarios. Com destaque para 0s Bombinins, Temporins,
Phylloseptins e Decoralins (26).

Ainda, na busca de novos compostos com atividade leishmanicida, destacam-se os alcaloides,
0s acetogeninas, flavonoides e componentes de Oleos essenciais. Foram utilizados alcalbides e
acetogeninas extraidos da semente da Annona muricata (graviola); rutina e quercetina isolados das
sementes Dimorphandra gardneriana (faveira), o eugenol, timol e seus derivados sintéticos, além
da cumarina isolada do caule e cerne de Platymiscium floribundum (sacambu). A cumarina
escoparona, e os flavondides rutina e quercetina inibiram a enzima AChE, indicando um possivel
mecanismo de acao para a atividade leishmanicida (27).

Verificou-se, também, efetiva atividade anti-Leishmania da secrecdo cutdnea do caramujo
gigante Africano, Achatina fulica, bem como a sua citotoxicidade em células de mamiferos e seu
possivel mecanismo de acdo contra as formas promastigotas. A secrecdo bruta apresentou
concentragdo efetiva 50% de 98,37 pg/mL contra promastigotas de L.(L.) chagasi. Por meio de
ensaios enzimaticos, foi detectada a atividade L-aminoacido oxidase (L-AAQ) na secre¢do bruta, e
também foi demonstrado que o H202 gerado por esta enzima € um dos compostos responsaveis
pelo efeito anti-leishmania (28).

A reducdo do parasitismo cutaneo, a eliminacdo das manifestac@es clinicas, e principalmente,
a recuperacéo da resposta imune celular controladora da infec¢do poderiam levar a uma reducgéo da
capacidade infectante dos flebotomineos e, consequentemente, a uma reducdo da prevaléncia nas
espécies canina e humana, principalmente em areas endémicas (29), entretanto, apesar de inimeras
pesquisas, até o momento ndo ha medicamentos profilaticos ou vacinas efetivas contra a
leishmaniose. Medidas para proteger os cdes incluem manter os animais dentro do domicilio, no
periodo de maior atividade do vetor, o uso de repelentes e inseticidas. Coleiras impregnadas com
repelentes também sdo efetivas para evitar que cdes sejam picados por vetores (30,31).

Considerando-se a importancia do controle da LVC, e o0s aspectos controversos com relacao
ao tratamento da enfermidade, o presente trabalho procurou conhecer a realidade da adogéo de seu
tratamento em cdes com LVVC em clinicas localizadas em Brasilia, DF.

MATERIAIS E METODOS

Aplicou-se questionario com dez perguntas para obtencéo de informacdes, enviado por e-mail
para cada veterinario responsavel por sua clinica na cidade de Brasilia (Asa Sul, Asa Norte, Lago
Sul e Lago Norte), contendo perguntas sobre o nimero de casos atendidos na clinicas, provas
diagndsticas realizadas, em caso de op¢édo de tratamento, qual foi preconizado, medidas preventivas,
utilizacdo de imunoprofilaxia, critérios de escolha dos proprietarios de acordo com nivel socio-
econémico, grau de comprometimento (responsabilidade), e com relacdo ao acompanhamento dos
animais durante o tratamento, incluindo consultas e exames realizados (Anexo 1).

Hé& aproximadamente 40 clinicas veterinarias de pequenos animais, de diversas especialidades,
em Brasilia. Somente nove clinicas responderam ao e-mail. Duas delas declararam que nao iriam
responder, duas ndo realizam o tratamento e cinco clinicas atenderam o pedido. Havia um link
disponivel em <https://pt.surveymonkey.com/s/BX6NZBN>, criado pelo site Survey Monkey, que
foi enviado para o e-mail de cada veterinario, de maneira que as respostas eram anénimas, sem
possibilidade de identificacdo do participante da pesquisa.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A casuistica atendida nas sete clinicas (cinco realizam tratamento e duas ndo realizam) é de,

350 animais com diagndstico positivo de LVC em 2015. Sendo que a maioria, 187 (53, 42%), nao
recebeu tratamento e foram submetidos a eutanasia de acordo com a Portaria Interministerial n°
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1.426 (1). J& os outros 163 (46, 57%) animais que receberam tratamento, 109 (66,9 %)
apresentaram resposta favoravel e 54 (33,13%) nédo responderam e foram submetidos a eutanasia.

Todas as clinicas utilizam o teste imunoenziméatico ELISA como método diagndstico, sendo
este o teste sorologico confirmatorio recomendado pela Vigilancia das Doencas Transmissiveis do
Ministério da Saude (32). S&o utilizados ainda, a RIFI e a puncdo aspirativa de linfonodos ou de
medula Ossea. A PCR € utilizada por cinco clinicas. Trés clinicas utilizam citologia e exame
histopatoldgico e, outras duas, a impressdo por aposic¢ao ou bidpsia de lesdes cuténeas ou ganglios
linfaticos. Verifica-se que apesar do nimero de clinicas em que, voluntariamente, 0s veterinarios
responderam o questiondrio, mostrando interesse em participar da pesquisa, hd conhecimento
adequado e pratica de diagnostico laboratorial para confirmacdo da LVC, pois em 100% dos casos
foi utilizado o teste de ELISA rK 39 que é recomendado como confirmatorio (8), além de conhecer
outras ferramentas diagnosticas

Algumas clinicas foram relutantes para discutir abertamente o tratamento da LVC, ou entdo,
preferem ndo realizar o tratamento. Porém, nas cinco clinicas participantes, foram utilizados para o
tratamento especifico, além de tratamento suporte: miltefosina, marbofloxacina, alopurinol,
anfotericina B, antimoniais pentavalentes (antomoniato de n-metil-glucamina ou estibogluconato de
sodio), ciprofloxacino, cimetidina, doxiciclina, omeprazol, ranitidina, amitriptilina e domperidona.

O alopurinol foi utilizado em todas as clinicas, miltefosina em quatro, anfotericina B e
antimoniais pentavalentes em duas; ciprofloxacino, amitriptilina, doxiciclina e domperidona
somente em uma clinica. Verifica-se que os protocolos de tratamento sdo variados e por vezes sem
base cientifica. Em desacato a orientacdo atual, quatro clinicas utilizam anfotericina B e antimoniais
pentavalentes, medicamentos que sdo recomendados para o tratamento da leishmaniose humana (1,
11).

Todas as clinicas preconizam vacinacdo de animais como medida preventiva. Cinco delas
recomendam Leish-tec® e duas Leishmune®. Da mesma forma todas preconizam a utilizagéo de
coleira repelente de deltametrina, seis a pulveriza¢do com inseticidas e duas recomendam a telagem
de janelas. HA uma preocupagdo com relacdo a profilaxia da LVC e acredita-se que estas sdo
condutas corretas e adequadas, que devem sempre estar associadas para que os resultados sejam
favoraveis. Outra proposta relevante € a pratica da guarda responsavel e do bem estar animal, o que
contribui também para melhor resposta do animal.

Enfatiza-se que apesar da proibicdo de medicamentos de uso humano no tratamento da
leishmaniose como o glucantime e a anfotericina B, algumas clinicas tém preconizado o uso destes,
contrariando a portaria interministerial. Essa conduta deve ser evitada pois além de, sabidamente,
ndo promoverem a cura com eliminacdo total do agente, e tdo somente diminuicdo de carga
parasitaria, pode haver a selecdo de resisténcia do agente (11), fato que pode complicar a resposta
no tratamento humano, no futuro.

Para realizar o tratamento, as cinco clinicas fazem a selecdo prévia de acordo com
responsabilidade e comprometimento do proprietario. Quatro clinicas selecionam 0s casos para
tratamento de acordo com o nivel socioeconémico do proprietario. O grau de comprometimento dos
responsaveis pelos animais é de extrema importancia pois muitos cuidados devem ser observados,
além do simples oferecimento de medicagdo diaria. Por outro lado, é necessario estabelecer critérios
com relacdo aos animais a serem tratados, por exemplo seu estado geral, grau e gravidade das lesfes
cuténeas, se hd comprometimento renal a partir de exames como uréia e creatinina, entre outros
parametros. O médico veterinario deve estar consciente sobre todos esses aspectos ao optar pelo
tratamento dos animais.

As cinco clinicas que realizam tratamento fazem acompanhamento dos animais,
periodicamente, variaveis entre elas, a cada vinte e um dias, uma vez ao més e de trés em trés meses,
até a negativacdo dos exames. A seguir o paciente é reavaliado a cada seis meses. Sao realizados
exames de funcdo renal, hepatica e hemograma completo em todas as clinicas. A pesquisa
parasitologica é realizada somente em trés clinicas, para controle dos animais em tratamento.

CONCLUSAO
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Havendo condicGes clinicas suficientes, comprometimento do proprietario e conhecimento
sobre a enfermidade, bem como de acordo com o estado geral doanimal,ele pode ser submetido a
tratamento experimental. No presente estudo a taxa de sucesso quanto a melhora clinica, e
recuperacgdo do estado geral do animal, foi de 66,9%.

Antimoniais pentavalentes e a anfotericina B, medicamentos de uso comum ao tratamento
humano, sdo utilizadas em clinicas de Brasilia, apesar da proibicdo. Ainda existem clinicas
realizando tratamentos de forma inadequada, porém a maioria utiliza protocolo de tratamento com
outros medicamentos, como o alopurinol.

Os proprietarios sdo selecionados de acordo com comprometimento e responsabilidade,
condi¢do socioecondmica e presenga nas consultas periddicas, o que possibilita a realizacdo de
tratamento de maneira continua e consciente.

A maioria das clinicas de pequenos animais de Brasilia, que responderam ao questionario opta
pelo tratamento, sendo o medicamento mais utilizado o alopurinol, entretanto, sdo utilizados
antimoniais pentavalentes, anfotericina B, domperidona, ciprofloxacina, marbofloxacina e
miltefosina. Por outro lado, ha clinicas que optam pela eutanasia e algumas ndo querem discutir a
possibilidade de tratamento da LVC.

ANEXO 1 : Questionario para obtencao de informacdes

1. Casuistica:

Quantos animais infectados foram atendidos?

Quantos foram tratados?

Quantos foram tratados (sem resposta) e eutanasiados?
Quantos foram eutanasiados, sem tratamento?

2. Qual(is) os metodos diagnosticos laboratoriais utilizados?

Citologia por escarificagédo de leséo, citologia por puncéo aspirativa,

impressao por aposicao ou bidpsia de lesdes cutaneas ou 6rgaos linfaticos,

citologia, histopatoldgico, isolamento do Parasita em meios especificos ou Hamsters, PCR, RIFI ou
ELISA

3. Caso seja realizado tratamento, qual o tratamento de escolha?

Alopurinol, anfotericina B, antimoniais pentavalentes (antimoniato de N-metil-glucamina ou
estibogluconato de Sédio), marbofloxacina, aminosidina, miltefosina e tratamento suporte de
acordo com a necessidade de cada animal (fluidoterapia, vitaminas) ou outro (especifique)

4. Sao recomendadas como acgdes preventivas? Quais?
Utilizacdo de coleira de repelente, inseticidas, telagem de janelas e vacinacdo de animais
contactantes

5. Caso seja realizada vacinagdo dos animais, qual a de escolha?
Leishmune®, Leish-tec® ou outra (especifique)

6. Em relacéo ao proprietario, ha selecdo dos mesmos de acordo com seu nivel socio-
econdmico para realizar tratamento?
SIM NAO

7. Ha selecdo dos proprietarios de acordo com sua responsabilidade e presenca nas consultas?
SIM NAO
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8. Em relacéo aos animais infectados, sdo realizadas consultas periddicas dos animais em
tratamento?
SIM NAO

9. Se sim, com que frequéncia?

10. Se sim, séo realizados exames laboratoriais de acompanhamento?
O Sim, fun¢do renal &3 Sim, funcdo hepatica 3 Sim, hemograma completo, I Sim, pesquisa
parasitologica 31 Nao
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RESUMO

Este trabalho objetivou avaliar durante um ciclo de cultivo de Litopenaeus vannamei a comunidade
fitoplanctonica e parametros abioticos em duas estacfes dentro de um viveiro em Curucé (PA),
norte do Brasil. Foram medidos transparéncia, pH, oxigénio dissolvido, salinidade e temperatura.
Considerando os ultimos quatro pardmetros, foram registrados na agua de superficie e proximo ao
fundo. Além disso, também foram coletadas amostras para estudar o fiitoplancton e concentracfes
de clorofila "a". A temperatura variou de 31,5 a 35 °C; oxigénio dissolvido de 4,2 a 15,5 mg/L; pH
entre 8,1 e 9,4; salinidade de 26,9 a 30 ppm. A transparéncia diminuiu de 55 para 17 cm. Clorofila a
variou de 2,33 a 471,34 mg/m>. Em relac&o & analise do fitoplancton, foram identificados 95 taxa e
Bacillariophyta foi o grupo mais representativo, com dominancia do Navicula sp, Pleurosigma sp e
Nitzschia sp. A maior densidade registrada foi de 104.400 e a menor foi 3.600 org/L. A diversidade
média na Estacdo 01 foi 1,49 bits/ind e na Estacdo 02, 1,43 bits/ind. Concluiu-se que: a divisao
Bacillariophyta foi o grupo mais importante (riqueza e densidade); a classe dinophyceae revelou
estar melhor adaptada em aguas mais claras; Os valores de Clorofila “a” apresentaram uma relagéo
direta com a alimentagéo artificial, aumentando com o tempo; Apesar da grande flutuacdo dos
parametros abidticos como pH , oxigénio dissolvido e transparéncia , o sistema de cultivo foi
considerado homogéneo.

Palavras-Chave: Carcinicultura, Litopenaeus vannamei, Microalgas.

DIVERSITY AND BIOMASS PHYTOPLANKTON IN MARINE SHRIMP FARMING IN
PARA STATE

ABSTRACT

This work aimed to evaluate the the phytoplanktonic community and the abiotic parameters during
a cycle of cultivation of Litopenaeus vannamei in two stations in a pond in Curuc¢é (PA), northern
Brazil. Were measured transparency, pH, dissolved oxygen, salinity and temperature. Considering
the last four parameters, were registered in the surface water and the bottom set. Additionally, also
were collected samples to study the fitoplankton and chlorophyll “a” concentrations. The
temperature values were between 31,5 and 35 °C; dissolved oxygen concentrations were between
4,2 and 15,5 mg/L; pH between 8,1 and 9,4; salinity from 26,9 to 30 ppm. The transparency
decreased from 55 to 17 cm. The Chlorophyll a concentrations were from 2,33 to 471,34 mg/m3.
The transparency decreased of 55 to 17 cm. Chlorophyll a from 2,33 to 471,34 mg/m3. Regarding
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the fitoplankton analyses, were identified 95 taxa and Bacillariophyta was the most representative
group, with dominance of the Navicula sp, Pleurosigma sp and Nitzschia sp. The largest density
registered was of 104.400 and to smallest was 3.600 org/L. The mean diversity at the station 01 was
1,49 bits/ind and in the station 02 was 1,43 bits/ind. Enter the main conclusions: the fitoplanktonic
community was dominated by the diatom and the division Bacillariophyta was the most important
group (wealth and density); the class dinophyceae revealed to be better adapted in the clearer waters;
Chlorophyll “a” values presented a direct relationship to the feeding artificial, increasing with the
time. Despite the great fluctuation of abiotic parameters such pH, dissolved oxygen and
transparency, the cultivation system was considered homogeneous.

Key-words: Shrimp Farming, Litopenaeus vannamei, Microalgae.

DIVERSIDAD Y BIOMASA DE FITOPLANCTON EN EL CULTIVO DE CAMARON
MARINO DEL ESTADO DE PARA

RESUMEN

Este estudio evalu6 durante un ciclo de cultivo de Litopenaeus vannamei la comunidad de
fitoplancton y los parametros abidticos en dos estaciones dentro de un cuarto de nifios en Curuca
(PA), el norte de Brasil. Se midieron la transparencia, pH, oxigeno disuelto, la salinidad y la
temperatura. Teniendo en cuenta los Gltimos cuatro parametros se registraron en la superficie del
agua y cerca del fondo. Ademas, también se recogieron muestras para estudiar la concentracion
fiitoplancton y clorofila "a". La temperatura varié desde 31,5 hasta 35 ° C; Oxigeno disuelto 4,2-
15,5mg/L; pH entre 8,1 y 9,4; la salinidad de 26.9 a 30 ppm. Transparencia redujo de 55 a 17 cm.
La clorofila vario desde 2,33 hasta 471,34 mg / m3. En cuanto al analisis de fitoplancton se
identificaron 95 tasa Bacillariofitas y fue el grupo mas representativo, con predominio de Navivcula
sp sp Pleurosigma y Nitzschia sp. La densidad més alta registrada fue de 104.400 y el més bajo fue
de 3.600 org / L. La diversidad promedio en la estacion 01 era de 1,49 bits / ind y de la estacion 02,
1,43 bits / ind. Se concluy6 que: la divisién Bacillariophyta era el grupo mas importante (riqueza y
densidad); Dinophyceae la clase resulto ser el més adecuado en las aguas més claras; Los valores de
clorofila "a" tenian una relacion directa con la alimentacion artificial, aumentando con el tiempo; A
pesar de las grandes fluctuaciones de parametros abidticos tales como el pH, el oxigeno disuelto y
la transparencia, sistema de cultivo se consider6 homogénea.

Palabras chave: Cultivo de camardn, Litopenaues vannamei, Microalgas.
INTRODUCAO

A carcinicultura vem se destacando e para continuar crescendo e de forma sustentavel é
necessario realizar uma avaliacdo ambiental da area. Em viveiros, as condi¢cdes da agua estdo
sempre mudando, sendo fundamental observar o comportamento das principais variaveis fisicas,
quimicas e bioldgicas que possam ser manipuladas. Com isso, é possivel conferir aos animais, 0
maior conforto possivel, refletindo positivamente na produtividade do sistema (1).

Nos viveiros de engorda de camardo marinho, o fitoplancton desempenha um papel ecoldgico
de grande importancia como produtor primario, governando os principais processos fisicos e
quimicos deste ecossistema. Dentre os varios processos e aportes no qual o fitoplancton esta
envolvido destacam-se: (a) a producdo de oxigénio dissolvido através da reacdo de fotossintese (1);
(b) a assimilacédo de nutrientes, incluindo a amdnia e outros metabdlitos toxicos para o camaréo, que
sdo seqlestrados da agua e convertidos em compostos organicos, melhorando os parametros
dequalidade da agua (2), e; (c) o aporte de nutrientes essenciais que funcionam como fonte
alimentar indireta para os camardes cultivados (3).

Apesar de estudos que abordem o fitoplancton e/ou varidveis abidticas em viveiros de
carcinicultura marinha estarem sendo desenvolvidos no Brasil (4-10) existe uma escassez de dados
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no estado do Para, visto que os trabalhos desenvolvidos em aguas estuarinas foram restritos a
ambientes naturais (11-17) e ndo em ambientes de cultivo. Entretanto, sabe-se que conhecer a
comunidade fitoplancténica é imprescindivel para o desenvolvimento da carcinicultura, j& que é
necessaria sua caracterizacdo e controle populacional, visando obter estabilidade e um bom
desenvolvimento no manejo do sistema, e a0 maximizar o uso do alimento natural presente nos
viveiros, diminuir os custos com racao.

Desta forma, objetiva-se avaliar os pardmetros abioticos e caracterizar a comunidade
fitoplanctdnica em termos de riqueza, abundéncia, frequéncia de ocorréncia e biomassa durante um
ciclo de cultivo (97 dias) de Litopenaeus vannamei (Boone, 1931) no municipio de Curucé — Para.

MATERIAL E METODOS

O empreendimento estudado esta instalado no municipio de Curuca (00° 37 30”S e 47° 52
30"0) que pertence a Mesorregido do Nordeste Paraense e a Microrregido do salgado — Estado do
Pard. O municipio tem precipitacdes abundantes que ultrapassam os 2.000 mm anuais, sendo 0s
meses mais chuvosos de janeiro a junho e menos chuvosos de julho a dezembro. Apresenta clima
equatorial Amazonico tipo Am da classificacdo de Koppen caracterizado pelas temperaturas
elevadas e pequena amplitude térmica, com média de 27° C (18).

Antes de iniciar o cultivo, o viveiro recebeu 2.000 kg de calcério e quatro carotes de 6 kg de
cloro para desinfeccdo. O sistema de cultivo adotado foi semi-intensivo, com troca zero de agua,
havendo apenas complementacdo quando necessario. Néo foi utilizado nenhum sistema de aeragdo
artificial e também ndo foram realizados procedimentos de fertilizacdo e calagens de manutencéo
durante o cultivo. A quantidade estocada foi de 953.000 Pds-Larvas com 20 dias de vida (PL20),
correspondendo a uma densidade de 21,8 camardes/m?.

Até o 25° dia de cultivo, foi utilizada uma racdo comercial farelada com 45% de proteina,
sendo administrada a lanco e somente uma vez ao dia. A partir dai até o final do cultivo, uma racéo
extrusada com 35% de proteina bruta passou a ser utilizada, sendo administrada a lanco e na
bandeja de alimentacdo tanto pela manhd quanto pela tarde. A fazenda adotou um sistema de
despesca parcelada, sendo realizada ao todo, quatro: 02/12; 10/12; 16/12; e no dia 22 de dezembro
de 2008 foi realizada a Gltima despesca, finalizando o ciclo de cultivo, que teve 97 dias.

O viveiro amostrado € o que possui maior area, 3,5 ha e cerca de 1,5 metro de profundidade
média. Para sua amostragem, foram determinadas duas estacdes de coleta - E1 - proximo a saida de
agua (S 00°41°56,6” W 47°50°15,0”) ¢ E2 — no meio do viveiro (S 00°41°57,9” W 47°50°16,9”)
(Figura 1). A amostragem teve periodicidade quinzenal durante um ciclo de cultivo, de 20/09/08 a
05/12/08.

Foram coletadas amostras de d&gua com o auxilio de uma garrafa de Van Dorn na superficie e
proximo ao fundo para realizar medigdo in situ de: Oxigénio Dissolvido — OD (através de um
oximetro Instrutherm modelo MO-890); Temperatura (leitura de um termistor acoplado a sonda do
oximetro); pH (através de leitura em um peagémetro Instrutherm modelo 1800); Salinidade (uso de
refratbmetro Instrutherm modelo RTS-101ATC). A transparéncia da agua foi medida entre 10 e 14 h
(19) através do desaparecimento visual do Disco de Secchi com 30 cm de diametro.
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Figura 1. Mapa de localizacdo da fazenda S&o Paulo, Municipio de Curucé - PA, mostrando as duas
estacdes de coleta no viveiro amostrado (Fonte: Insumo de Satélite TerraMetrics -
Imagem Google Earth — julho de 2008).

As amostras para a determinacdo da biomassa fitoplanctonica (clorofila-a) foram obtidas
atraves de coleta direta na subsuperficie da dgua e fixadas em gelo, com tratamento das amostras
segundo recomendacdo da Unesco (20) e leitura através do espectrofotdbmetro marca Biospectro
SP-22, seguindo o método de Parsons e Strickland (21).

A amostragem qualitativa do fitoplancton ocorreu com arrasto horizontalmente a
subsuperficie com rede cilindro-conica de 64 um e o material filtrado foi acondicionado em frascos
de polietileno (devidamente etiquetados) e fixado com formol neutralizado com tetraborato de s6dio
até uma concentracdo final de 4%. Para determinacdo da densidade foram coletados 100 mL de
amostra, acondicionadas e fixadas da mesma forma.

Para determinacdo da composicdo fitoplanctdnica foram analisadas no minimo, cinco laminas
ndo permanentes sob objetiva de 40 X e 100 X, esta com dleo de imersdo, A sinopse taxonémica foi
baseada, principalmente, na classificacdo apresentada por Round et al. (22) para as diatomaceas,
Steindinger e Tangen (23) para os dinoflagelados, Desikachary (24) para as cianoficeas e Bicudo e
Menezes (25) para as cloroficeas e euglenoficeas. A riqueza (R) total do fitoplancton foi
considerada como o nimero total de td&xons encontrados em cada unidade amostral.

A determinacdo da densidade fitoplanctonica foi feita de acordo com o método de
sedimentacdo de Utermohl (26). Organismos unicelulares, filamentos e colénias foram considerados
como individuos e a contagem cobriu toda a area da camara com o0s resultados expressos em
organismos por litro (org/L).

A abundancia relativa foi obtida com a contagem dos 100 primeiros organismos presentes em
uma aliquota retirada da amostra qualitativa, sendo expressa em percentagem (%) e para sua
interpretacdo foi utilizada a escala segundo Lobo e Leighton (27). O critério adotado para calcular a
freqliéncia de ocorréncia foi 0 mesmo utilizado por Mateucci e Colma (28).

Os indices de diversidade especifica foram determinados utilizando-se a matriz de dados da
densidade de cada taxon. Os indices foram calculados na mesma base logaritmica (base 2) para que
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pudessem ser comparados, sendo a diversidade determinada segundo Shannon e Weaver (29) e a
equitabilidade segundo Pielou (30). Apos determinacdo da diversidade, os valores obtidos foram
enquadrados na classificacdo de Valentin et al. (31)

O teste de Mann-Whitney foi utilizado para verificar se existe diferenca significativa entre 0s
parametros abidticos (pH, OD, Salinidade e Temperatura) coletados na superficie e préximo ao
fundo e para mostrar se parametros abioticos (pH, OD, Salinidade, Temperatura, Transparéncia)
diferiram entre estacdes de amostragem (E1 e E2). O teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis foi
executado para verificar se 0s parametros abioticos diferiram significativamente ao longo do cultivo.
Foi feita uma associagdo entre as varidveis abioticas e entre as variaveis abidticas e 0s grupos do
microfitoplancton, considerando que esta comunidade responde muito rapidamente as alteracdes
fisicas e quimicas do meio aquatico. Uma associacdo entre as varidveis abioticas e a clorofila “a”
também foi realizada. Estas associagcdes foram feitas por meio de correlacdo linear simples com
coeficiente de Pearson (r) considerando o p<0,05 para que as correlagdes fossem consideradas
significativas. As analises descritas foram realizadas através do programa BioStat 5.0.

RESULTADOS

O pH teve minima de 8,1 e maxima de 9,4 na Estacdo 02, com discreta variacdo ao longo do
cultivo. O oxigénio dissolvido teve um comportamento bastante irregular ao longo do cultivo, sendo
0 menor valor registrado 4,2 mg/L na Estacdo 01 e o maior, 15,5 mg/L na Estacdo 02. Nas estacdes
de coleta, a salinidade se manteve estavel (30 ppm) até a 3? data de coleta, sofrendo um declinio e
em seguida, voltando a subir. A menor temperatura registrada na Estacdo 01 foi de 31,5 °C no
primeiro dia de coleta e a maior, 35,0 °C na Estacdo 02 (Gltima coleta). A transparéncia apresentou
méaxima de 55 cm na primeira coleta, diminuindo para 17 cm no fim do ciclo de cultivo. A Tabela 1
apresenta as medias das variaveis fisico-quimicas estudadas.

Tabela 1. Médias obtidas entre superficie e fundo das variaveis fisico-quimicas mensuradas em
viveiro de criacdo de L. vannamei durante um ciclo de cultivo

Coleta/ pH OD (mg/L) TE (°C) S (ppm) TR (cm)
Estacao 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
20/set 81 81 96 85 31,7 330 300 30,0 55 45
07/out 81 83 42 49 31,7 323 300 300 33 37
22/out 92 94 135 156 326 32,7 300 300 17 20
05/nov 91 91 147 136 335 335 265 270 18 20
20/nov 83 81 52 53 315 335 275 2715 25 25
05/dez 90 89 98 96 330 350 30,0 285 20 20
OD - Oxigénio Dissolvido; TE — Temperatura; TR — Transparéncia

Durante o estudo, a precipitacdo minima foi de 0,0 mm em novembro e a maxima de 122,8
mm em dezembro (Quadro 1), ressaltando que o periodo amostrado trata-se da estacdo seca no
municipio.

Quadro 1. Precipitacdo Pluviométrica (mm) no municipio de Curuga no ano de 2008.

Jan Fev Mar Abr Mai Jun | Jul | Ago | Set Out | Nov | Dez

PP (mm)/Meses =717 12791 [ 8207 | 4903 | 3117 |00 |00 | 269 | 171 | 175 | 0,0 | 1228

PP — Precipitacio Pluviométrica. Fonte: Agéncia Nacional das Aguas, 2009

A comunidade fitoplanctonica esteve representada por 95 tdxons infraespecificos e especificos,
distribuidos entre as DivisGes: Bacillariophyta (69 taxons), Chlorophyta com 14 taxons,
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Pyrrophycophyta (5 tdxons), Cyanophyta (6 tdxons) e Euglenophyta (1 taxons), como observado na
Figura 2.

Euglenophyta
Cranophyta Hl 10‘.-;,31{
6,30% -

Clorophyta
14, 70%

Pyrrophycophyta
5.30%

Bacillariophyta;
72,60%

Figura 2. Distribuicdo percentual das divisdes na composi¢do do microfitoplancton em viveiro de
criacédo de L. vannamei durante um ciclo de cultivo.

Na estacdo 01, a clorofila a aumentou ao longo do cultivo, atingindo um méaximo de 471,34
mg/m? dia 20/11 e em seguida, sofreu uma queda, 387,64 mg/m®. Na estacdo 02, o comportamento
desta variavel foi semelhante, mas os valores registrados foram menores, sendo o maximo de 250,8
mg/m® na 4° coleta (dia 05/11). A amostra do dia 05/Nov da Estacdo 01 foi perdida, devido um
pequeno acidente de carro.

Em termos de densidade total, ndo houve uma tendéncia uniforme de aumento ou decréscimo
nos seus valores ao longo do ciclo investigado, sendo o menor valor registrado de 3.600 org/L na
Estacdo 01 e o maior de 104.400 org/L na Estacdo 02. Em relacdo a densidade especifica, observou-
se que Navicula, Pleurosigma e Nitzschia foram os géneros mais abundantes, sendo os principais
responsaveis pela dominancia da divisdo Bacillariophyta nas duas estacdes de coleta. Quanto a
abundancia relativa, a divisdo Bacillariophyta foi um grupo que variou de abundante a dominante
(Figura 3), com porcentagem muito acima dos demais grupos. A divisdo Pyrrophycophyta teve
maior importancia no inicio do cultivo (2° coleta), atingindo 32% de abundéancia relativa na Estacao
01 e 27% na 1° coleta da Estacao 02.

ESTAGCAO 01
Bacillariophyta m®Clorophyta Dinophyta = Cianophyta

100%

80% +— —

60% +— —

40% —

20% - —

Abundancia Relativa (%)

0% -
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ESTACAO 02
Bacillariophyta = Clorophyta mDinophyta ® Cianophyta

100%
80% :l —

60% +— —

40% -+ —

20% —

0%

Abundancia Relativa (%)

1 2 3 4 5 6

Figura 3. Abundancia relativa microfitoplancton em viveiro de criagdo de L. vannamei nas seis
coletas realizadas durante um ciclo de cultivo.

As espécies que ocorreram em todas as amostras foram: Amphiprora alata, Aulacoseira
granulata, Coscinodiscus spp, Cyclotella spp, Fragilaria sp, Melosira arctica, Navicula spp,
Nistchia spp, Odontella mobiliensis, Oscillatoria sp, Pleurosigma sp, Polimyxus coronalis,
Spyrogyra sp e Thalassiosira spp. A diversidade média (H’) nas estagdes de coleta teve um maximo
de 2,0 bits/ind ¢ um minimo de 0,96 bits/ind. Em relagdo a equitabilidade média (J’) nas estagdes
estudadas, a maxima foi de 0,76 e a minima de 0,28.

A andlise de Kruskal-Wallis apresentou diferenca significativa ao longo do cultivo para os
seguintes parametros abidticos: pH (H = 19,36; p = 0,0016); oxigénio dissolvido (H = 20,63; p =
0,0010); e transparéncia (H = 21,29; p = 0,0007). Somente temperatura e salinidade ndo diferiram
significativamente ao nivel de 0,05 durante a criacdo de L. vannamei.

A Tabela 2 mostra que ndo houve diferenca significativa em nenhuma das situagdes testadas,
aceitando-se as hipoteses que a mensuracdo feita na superficie € a mesma proxima ao fundo; a
média obtida é igual nas estacdes de coleta; a densidade total obtida é igual nas estagdes de coleta.

O teste de correlacéo linear realizado entre os parametros abioticos mostrou que as variaveis
selecionadas pelo teste como significativas foram: transparéncia com o pH (r =- 0,83; p = 0,04) e
oxigénio dissolvido com o pH (r = 0,83; p = 0,04).

O teste de correlacdo linear realizado entre as varidveis abidticas (pH, OD, Salinidade,
Transparéncia e Temperatura) e 0s grupos do microfitoplancton mostrou que somente uma variavel
foi selecionada pelo teste como significativa: a densidade de dinoflagelados com a transparéncia (r
=0,91; p=0,01).

O teste de correlagdo linear executado entre os parametros abidticos e a clorofila “a” mostrou
que somente uma variavel foi selecionada pelo teste como significativa: a transparéncia, que se
correlacionou negativamente com a clorofila “a” (r = - 0,86; p = 0,02).

Tabela 2 - Valores de p resultantes dos testes de hip6teses

Variavel em teste Teste Estatistica do p valor Analise
teste

Estacédo 01: Superf. x Fundo Mann-Whitney
pH @ 0,5604 0,5752 NS
oD @ 0,6405 0,5218 NS
Salinidade @ 0,0000 1,0000 NS
Temperatura ¢ 1,6813 0,0927 NS

Estacéo 02: Superf. x Fundo Mann-Whitney
pH @ 0,1601 0,8728 NS
oD © 0,6405 0,5218 NS
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Salinidade @ 1,0408 0,2980 NS
Temperatura ¢ 1,3611 0,1735 NS
Média Est. 01 x Est. 02 Mann-Whitney

pH @ 0,2402 0,8102 NS
oD @ 0,0000 1,0000 NS
Salinidade @ 0,2402 0,8102 NS
Temperatura @ 1,6013 0,1093 NS
Transparéncia @ 0,4804 0,6310 NS

Dens. Fito Est. 01 x Est. 02 Mann-Whitney 1,1219 0,2623 NS

NS — Néo Significativo
DISCUSSAO

De acordo com Nunes (32), no cultivo de camardes marinhos a temperatura da agua esta
intimamente associada a temperatura do ar, oscilando para cima e para baixo de forma proporcional.
O autor afirma que a faixa ideal de temperatura para a espéecie L. vannamei € entre 26 e 33 °C.
Martins (4) estudando um ciclo semi-intensivo de cultivo de L. vannamei no Ceara registrou
méaxima de 25,9 °C e Chelappa et al. (9) em estudo semelhante no Rio Grande do Norte registraram
30,7 °C como a temperatura mais elevada, enquanto que no presente estudo a maior temperatura
amostrada foi de 35 °C, 0 que poderia causar estresse nos animas confinados.

Na estacdo seca, € comum observar altas temperaturas e altas salinidades e provavelmente
elas coexistem devido a reducdo de agua doce, através de um fluxo menor proveniente dos rios e da
chuva. Neste trabalho, as temperaturas foram mais elevadas que as registradas por Pereira et al. (12)
que estudando o estuério do rio Curuca no periodo seco registrou temperatura maxima de 30,5 °C.
Isso revelou que a temperatura no ambiente de cultivo é mais elevada que em ambiente natural,
provavelmente devido & baixa profundidade do viveiro e & elevada insolacdo na regido. A
temperatura ndo variou significativamente ao longo do cultivo (p > 0,05).

Em relacdo ao oxigénio dissolvido (OD), sabe-se que é o mais importante e critico na
qualidade da agua, para o L. vannamei, indices superiores a 3 mg/L propiciam um melhor
desenvolvimento (33). No viveiro estudado, mesmo sem sistema de aeracdo artificial ndo foi
detectado nenhum valor abaixo de 4 mg/L, apresentando valores mais elevados que os registrados
por Pereira et al. (12) no Estuario do rio Curucd (méximo de 8,2 mg/l de OD), provavelmente
devido a atividade fotossintética intensa durante as coletas (periodo da manhd) e maior
concentracdo espacial dos organismos fitoplanctdnicos. Fonseca (6) registrou a maxima
concentracdo de 10,8 mg/l, enquanto que Martins (4) obteve valores entre 0,3 e 5,9 mg/l, ambos
estudos no estado do Ceara.

Os maiores valores de OD foram observados nos dias 22/out e 05/nov, periodo em que a dgua
de cultivo esteve mais turva, sendo registradas as menores transparéncias, o que permite inferir a
relacdo direta entre o fitoplancton e a producdo de OD, promovendo incremento dos niveis de OD a
partir de intensa atividade fotossintética. Porém, altas densidades fitoplancténicas podem alterar o
desenvolvimento do camardo devido a deplecdo do OD durante a noite (34), periodo em que o
fitoplancton realiza o processo de respiragdo juntamente com 0s demais organismos presentes no
ambiente de cultivo.

O OD correlacionou-se positivamente com o pH (r = 0,83), revelando que a medida que
aumenta uma das variaveis, a outra também aumenta. Noriega et al. (35) estudando o estuario de
Barra das Jangadas (PE) também observaram uma correlacdo positiva entre pH e oxigénio
dissolvido.

Quanto ao pH, apesar de existirem poucas informacdes sobre os efeitos do pH no
desenvolvimento dos camardes (1), algumas mensuragdes estiveram acima de 9,0, que estaria acima
da faixa ideal para o cultivo da espécie segundo Hernadez e Nunes (36), que € entre 8,1 e 9,0.
Chelappa et al. (9) estudando durante um ciclo de cultivo viveiros de engorda de L. vannamei no
Rio Grande do Norte obtiveram dados de pH variando de 8,1 a 8,2. Pereira et al. (12) registrou os

Silva RS, Souza ASL, Palheta GDA, Costa MSM, Melo NFAC. Diversidade e biomassa fitoplancténica em viveiro de
carcinicultura marinha no estado do Para. Vet. e Zootec. 2018 jun.; 25(2): 142-154.



ISSN 0102-5716 ISSN Eletronico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 150

valores de pH sempre na faixa caracteristicamente alcalina, variando de 7,2 a 8,0 no estuario do rio
Curuca.

Foi detectada diferenca significativa ao longo do cultivo para o pH e OD (p < 0,05), o que
pode estar ligado a maior atividade fotossintética, que ao promover a assimilacdo de CO, pelo
processo, acarreta a elevacgao do pH (37) que esté correlacionado positivamente ao OD.

O comportamento da salinidade neste estudo foi semelhante ao observado por Cavalcanti (5)
em um ciclo de cultivo semi-intensivo de L. vannamei na Paraiba. Os altos valores de salinidade
registrados sdo justificados pelo periodo de estudo estar compreendido na época menos chuvosa na
regido, que vai de julho a dezembro (18), na qual a cunha salina de agua do mar aproxima-se do
continente, penetrando no estuario e aumentando os teores de salinidade do rio. A salinidade nédo
variou significativamente ao longo do cultivo (p > 0,05). Na pesquisa, a maxima salinidade
observada foi de 30 ppm, estando dentro do recomendado por Boyd (33), que € de o0 a 40 ppm.

Em relacdo a transparéncia da 4gua, Boyd (33) indica como uma faixa adequada entre 0,30 e
0,45 m. Foi possivel observar que a transparéncia diminuiu ao longo do cultivo, semelhantemente
aos resultados encontrados por Cavalcanti (5) em dois ciclos de cultivo em viveiros na Paraiba e por
Fonseca (6) em um viveiro no Ceard. A média de transparéncia registrada para as estacdes de coleta
01 e 02 foram 28 e 27,8 cm, respectivamente, sendo inferiores a média obtida por Martins (4), que
foi de 50 cm em viveiros de cultivo semi-intensivo localizados no Estado do Ceara.

A transparéncia correlacionou-se negativamente com o pH (r = - 0,83), isto porque em geral a
medida da transparéncia permite inferir que quanto mais turva e escura a dgua estiver, mais rica em
fitoplancton estara. Essa comunidade ao promover maior atividade fotossintética, vai assimilar
durante processo CO,, 0 que acarreta elevacdo do pH. A transparéncia variou significativamente ao
longo do tempo (p < 0,05), revelando a influéncia do cultivo nesta variavel, seja pelo maior aporte
de racdo, maior incremento do volume de dejetos excretados pelos animais e/ou ressuspensdo do
sedimento em dias mais ventilados.

Nédo foi detectada diferenca significativa (p > 0,05) para nenhum parametro abidtico entre
superficie e préximo ao fundo e nem entre as estacdes de amostragem, revelando um ambiente
saudavel, homogéneo e sem o fenbmeno da estratificacao.

Sendo a clorofila um dos principais pigmentos responsaveis pela fotossintese, o conhecimento
de sua concentracdo pode dar indicacBes da biomassa do fitoplancton. Nos ultimos anos, tem se
tornado cada vez mais frequente a utilizacdo da concentragdo de clorofila para expressar a biomassa
fitoplanctonica (37).

As concentracdes de clorofila a foram sofrendo aumento ao longo do cultivo, assim como o
observado por Fernandes (8) que registrou a maxima concentra¢do de 381 mg/m3, no periodo de
seca, coincidindo com o periodo estudado neste trabalho. Considerando que nao foi realizado
nenhum procedimento de fertilizacdo de manutencdo durante o cultivo, os valores de clorofila a
deveriam estar abaixo do que foi registrado. Provavelmente a ndo renovacgdo de agua no sistema de
cultivo adotado, favoreceu concentracdes muito elevadas de clorofila a.

Quanto a riqueza, neste estudo foram identificados 95 taxa, nimero superior ao observado por
Melo et al. (10) com 28 taxa e Casé et al. (38) com 51 espécies, porém inferior ao inventariado por
Fonseca (6), que foi de 225.

Em relacdo a diversidade média, Valentin et al. (31) classifica as estacBes de coleta variando
de baixa a muito baixa, 0 que pode ser um indicativo de um sistema desequilibrado com diminuicéo
da qualidade da agua ou apenas uma caracteristica de ambientes voltados a aquicultura. Quanto a
equitabilidade, a classificacdo de Valetin et al. (31) revela que as amostras se encontraram melhor
distribuidas no inicio e no fim do cultivo, ja que os maiores valores ocorreram nesse periodo (mais
proximos de um). Portanto, apesar de o sistema estudado ter baixa diversidade de espeécies, elas
estavam bem distribuidas.

Quanto & representatividade de cada Divisao, Bacillariophyta respondeu a 73%, bem proximo
ao registrado por Melo et al. (10) que foi de 71,4%, enquanto que Fonseca (6) registrou
predominancia de diatomaceas (aproximadamente 100%), mas somente no inicio do ciclo de cultivo,
pois depois houve um maior predominio de cianoficeas. Neste estudo a divisdo Bacillariophyta foi o
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grupo dominante, confirmando a alta diversidade de diatoméceas em aguas estuarinas. Segundo
Patil e Gislerod (39), as diatomaceas sdo um importante recurso alimentar para camardes, tendo
uma composic¢do quimica rica em vitaminas e acidos graxos. Ja na pesquisa de Melo et al. (10), a
Classe Cianoficeae foi predominante.

Neste trabalho Nitzschia, Navicula e Pleurosigma foram os principais géneros responsaveis
para a dominancia das diatomaceas. Chelappa et al. (9) e Casé et al. (38) também identificaram as
diatomaceas como dominantes em viveiros de carcinicultura marinha. Na regido de Curucd, a agdo
dos ventos € continua e a profundidade do viveiro € pequena, permitindo uma ressuspensao do
sedimento através do revolvimento do fundo, o que explicaria a maior abundancia das diatoméaceas
benténicas Pleurosigma, Navicula e Nitzschia neste estudo. Dam et al. (40) citam Nitzschia e
Navicula como géneros de grande representatividade, indicadores de aguas ricas em nutrientes.

Segundo Smayda (41), as diatomaceas destacam-se como 0s principais organismos do
microfitoplancton estuarino e, na maioria dos casos, elas constituem a maior percentagem das
microalgas presentes. Em estudrios, a ocorréncia e distribuicdo dos varios grupos de algas
fitoplanctonicas sdo influenciadas pela salinidade, sendo as cloroficeas, cianoficeas e euglenoficeas
relativamente mais importantes em locais com baixos teores salinos, tornando-se bem mais
adaptadas em ambientes de agua doce. Isso explica a menor representatividade desses grupos no
estudo (41). O dominio de diatoméaceas em viveiros de carcinicultura marinha é uma condicéo
satisfatoria, pois comparando com outros tipos de algas, as bacillariophytas sdo um melhor alimento
para o camardo (1,7).

As densidades fitoplanctonicas ndo apresentaram uma tendéncia uniforme de aumento ou
decréscimo nos seus valores ao longo do ciclo investigado nas estacdes de coleta, assim como o
observado por Pereira Neto (7) e Fonseca (6). A densidade de dinoflagelados correlacionou-se
positivamente com a transparéncia (r = 0,91), revelando que esse grupo do microfitoplancton nédo é
bem adaptado em ambientes turvos, se desenvolvendo melhor em ambientes mais transparentes.
Isto é confirmado por Pollingher (42) que afirma que a classe Dinophyceae tem seu
desenvolvimento favorecido por grande disponibilidade de luz e elevadas temperaturas. Em
carcinicultura, os dinoflagelados sdo muitas vezes prejudiciais aos camardes cultivados, assim é o
caso das “marés vermelhas” de algumas espécies de Peridinium, o qual pode resultar na perda da
producdo (7).

CONCLUSAO

Concluiu-se que fertilizacdes de manutencdo ndo se mostraram necessarias, pois 0s restos de
racdo e fezes dos animais foram suficientes na liberacdo de nutrientes para o desenvolvimento da
comunidade fitoplancténica, fato observado a partir das concentracdes de clorofila a e densidades
ao longo do cultivo; A divisdo Bacillariophyta que foi 0 grupo mais importante tanto em termos de
riqueza quanto de densidade, podendo representar uma excelente alternativa como alimento natural
no cultivo; O pH, oxigénio dissolvido e transparéncia devem ser constantemente monitorados,
devido variacdo que obtiveram ao longo do cultivo; O fendmeno da estratificacdo ndo foi detectado,
0 que torna a profundidade de 1,5m uma recomendacdo em viveiros de carcinicultura do nordeste
paraense.
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ABSTRACT

The objective of this study using secondary data from the national health surveillance system was to
describe the characteristics of the cases exposed to rabies in the Colombian population during 2007-
2011. The cases exposed to rabies were categorized into no-risk exposure, low-risk exposure and
high-risk exposure. An increase in cases exposed to rabies was observed during 2007 (8.7%) and
2011 (31.5%). In Casanare, 31.4% of the cases exposed to rabies were classified as no-risk
exposure, whereas in Arauca 86.7% of the cases corresponded to low-risk exposure cases. Vaupes
reported 88.5% high-risk exposure cases. Rabies exposure was most prevalent in men (56.3 %) and
the population belonging to the subsidized health insurance scheme (42.2%). The most common
way of transmission was animal bites (88%). The observed increase in the number of cases exposed
to rabies indicates a need to develop interventions targeting people in high risk exposure regions.

Keywords: bites; surveillance; rabies; control and prevention; transmission; Colombia.
CARACTERIZACAO DA EXPOSICAO A RAIVA NA COLOMBIA, 2007-2011
RESUMO

Foi realizado um estudo descritivo tipo série de casos utilizando dados secundarios do Sistema
Nacional de Vigilancia Epidemioldgica. Foram descritas as caracteristicas das exposi¢des a raiva na
populacdo colombiana durante 2007-2011. Os casos da exposicdo a raiva observados foram
categorizados em a exposicao sem risco, a exposi¢do de baixo risco e a exposi¢do de alto risco.
Observou-se um aumento dos casos da exposigdo a raiva de 2007 (8,7%) a 2011 (31,5%). Em
departamento Casanare, 31,4% dos casos expostos a raiva foram classificados como exposi¢do sem
risco; Arauca 86,7% dos casos corresponderam a casos de exposi¢do de baixo risco, enquanto
Vaupes 88,5% de casos tiveram exposicao de alto risco. A exposicdo a raiva foi mais prevalente em
homens (56,3%) e em pessoas pertencentes ao regime de seguro de saude subsidiado (42,2%). A
forma mais comum de exposicdo foi a mordida de animais (88%). O aumento no numero de surtos
de raiva ocorridos entre 2007-2011 indica a necessidade de desenvolver intervencgdes orientadas em
especial para as pessoas nas regides de alto risco, que visem melhorar as condi¢des de vigilancia e
controle da raiva (ou da doenga).

Palavras-chave: mordidas, vigilancia, raiva, controle e prevencéo, transmisséo, Colémbia
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CARACTERIZACION DE LAS EXPOSICIONES RABICAS EN COLOMBIA, 2007-2011
RESUMEN

El objetivo de este estudio fue describir las exposiciones rabicas en Colombia y sus perfiles
poblacionales, usando como fuente de informacion secundaria los datos reportados al Sistema de
Vigilancia - Sivigila durante el periodo 2007-2011. Los casos de exposicion rabica estan
categorizados en no exposicion, exposicion leve y exposicion grave. Se observé incremento del
evento durante 2007 (8.7%) a 2011 (31.5%). En Casanare el 31,4% de los casos fueron clasificados
como no exposicion, en Arauca 86,7% fueron exposiciones leves y Vaupés reporto el 88,5% de
exposiciones graves. El evento fue méas frecuente en hombres (56,3%) y en régimen subsidiado
(42,2%). La mordedura fue la agresion mas reportada (88%). EI aumento en el nimero de casos
hace necesaria la evaluacion de las actividades realizadas enfocandolas a los grupos con mayor
riesgo y vulnerabilidad a las exposiciones rabicas, en aras de mejorar impacto y efectividad.

Palabras clave: Mordeduras de animales, vigilancia, rabia, control y prevencién, trasmision,
Colombia

INTRODUCTION

In most countries of the world where rabies is endemic, surveillance of rabies infections in
humans is carried out using different strategies such as detection of people in close contact with
potential transmitters of the disease (1-6). Especially, as rabies is spread through close contact with
infectious material, usually saliva, bites or scratches of infected animals (7).

Rabies is considered as one of the most frequently reported events in surveillance systems of
infectious diseases (5,8,9). With about 40,000 people exposed to rabies in the Unites States in 1998,
it became one of the most important public health concerns in Northern America (10). In Olinda,
Brazil, 7,062 exposures were reported to rabies between 2002 and 2006 showing an annual increase
of events alerting health authorities as the disease became endemic most likely due to insufficient
treatment (11). Guatemala reported 13,262 bites by animals exposed to rabies with 8% of the cases
leading to death (12). Close to 7000 rabies consultations were made in the first half of 2005 in
Santiago de Chile by victims of animal bites (13). Generally, those reports are a underestimation of
the actual numbers as many victims of animal bites do not seek health-care services and treat their
injuries according to their best knowledge at home.

Whereas some countries in the Americas such as the above mentioned ones have well-
established surveillance system providing information on rabies events, little has been published
about the characteristics of rabies exposure in Colombia. In order to provide relevant scientific
information for political decision-makers in health-care, it is important to study the burden of rabies
exposures and its most important underlying risk factors to protect the local population and to
implement preventive measures.

The aim of this study was to describe the characteristics of the cases exposed to rabies in the
Colombian population during 2007-2011.

MATERIALS AND METHODS

Material

This descriptive study used secondary data available on cases exposed to rabies notified to the
national surveillance system (SIVIGILA) during 2007-2011. All in all, 217.478 cases were reported
during the study period. As the structure of SIVIGILA has been changed during the study period,
the data used in this study was manually revised to unify the information of the old and new data
collecting system. Thus, the available information was combined into a single database. Cases with
missing information on one or more variables used in this analysis were excluded. In addition,

Medina DAB, Roncancio CP, Grisales H. Barengo N. Characterization of rabies exposure in Colombia, 2007-2011. Vet.
e Zootec. 2018 mar.; 25(1): 155-163.



ISSN 0102-5716 ISSN Eletronico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 157

people with reported age of more than 44 years above the average life-expectancy of the Colombian
population were excluded.

Methods

An event of rabies exposure collected by SIVIGILA is defined as a contact between a
potentially infected animal and a human being (7). The cases of rabies exposure are categorized in
the surveillance system according to no-risk exposure, low-risk exposure and high-risk exposure. In
addition to the geographical site of the potential rabies contact, SIVIGILA collects information on
characterization of the exposure, applied treatment and monitoring of potential rabies victims.

Data analysis
The data was analyzed using Excel software PASW statistics 18®, 7 and Epi Info XLSTAT.

Continuous variables are presented using measures of central tendency (mean, standard deviation)
whereas frequencies are used for categorical variables. The overall prevalence of rabies exposure
cases per 1,000 populations was calculated for the total number of cases and for no-risk, low-risk
and high-risk exposure notified events. In the geographical maps of reported rabies cases relative
frequencies and percentiles are presented.

Ethical considerations

As this study did not contain information identifying the individuals of the reported cases and
used only secondary data, no permission of an ethical committee was needed according to the
Colombian regulation.

RESULTS

The mean age of people exposed to rabies was 26 years (SD = 24.2 years). The prevalence of
no-risk exposure (54.8%; 95% CI 54.3-55.2%), low-risk exposures (56.6; 95% CI % 56.3-56.8) and
high-risk exposure (57.6; 95% CI1 56.9-58.2%) was higher in men compared to women. The average
age of the notified cases in the high-risk exposure group (25.4 years, 95% CIl 25.2-25.8) was
statistically significantly lower than the one observed in the low-risk exposure (26.5 years; 95% CI
26.3-26.6) and no-risk exposure groups (26.7 years; 95% CI 26.5-26.9).

During the five years of this analysis, 217 618 cases of exposure to rabies were reported
(Table 1). There was an increase in notified events of rabies exposure from 8.7% in 2007 to 31.5%
in 2011. The majority of rabies exposure cases were male (56%; 95% CI 55.9-56.7%) and three out
of four cases were registered in the major cities of the provinces (75.5%; 95% CI 75.3-75.6%).
However, there was no difference in the rate of notified rabies exposure events between the urban
(4.8/1,000) and rural (4.8/1,000) areas. The percentage of notified cases involving people belonging
to the state-subsidized health-insurance scheme was (42.2%; 95% CI 41.9-42.5%), whereas the
frequency of cases of individuals who pay a monthly fee for their health-care coverage (contributive
system) was 41.3% (95% CI 41.0-41.6). This prevalence was rather stable during the period of data
analysis with the exception of the year 2008 when the frequency of reported cases was higher in the
contributive health-care regime.
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Table 1.Sociodemographic characteristics of rabies exposure events in Colombia during 2007-2011.

Variable 2007 2008 2009 2010 2011 Total
n % n % n % n % n % n %
Reporting year 19,012 41.215 41.044 47,737 68.610 217618
Sex Male 10798 56.8 23288 56.5 23393 57.0 26761 56.1 38308 559 122548 56.3
Urban 13038 68.6 32315 784 31547 76.9 36093 75.6 51250 748 164243 755
Area of residence  Semi-urban 3670 193 3718 9.0 3507 8.5 3859 8.1 5796 8.5 20550 9.4
Rural 2304 121 5182 12,6 5990 14.6 7767 163 11512 16.8 32755 151
Health insurance Conn:ibmory 7171 37.7 16979 412 16646  40.6 19833 41.6 29204 42.6 89833 41.3
Subsidized 7325 385 15933 38.7 16956 413 20719 434 30861 451 91794 422
Indigenous 429 2.3 769 1.9 1070 2.6 896 1.9 1211 1.8 4375 twenty
Ethnicity Afro-Colombian 2403 12.6 3290 8.0 2967 7.2 2385  fifty 2807 4.1 13852 6.4
Other 16048 844 36419 88.4 36392 88.7 43877 920 064171 937 196907 90.5
Population group OFhel' population groups 18851 992 40982 994 40813 994 47502 99.6 68210 997 216358 995
- Displaced people 92 0.5 149 0.4 170 0.4 140 0.3 170 0.2 721 0.3
Case Type Confirmed by clinical 15201 80.0 30756 74.6 41044 100 47699 99.9 68474 998 203174 934
diagnostics
Hospitalization No hospitalization 18547 97.6 40264 97.7 40102 97.7 46500 974 66979 97.7 212392 976

Figure 1 shows the number of cases identified per 1000 population in each of the provinces of
Colombia according to percentile. The largest percentage of notifications received by SIVIGILA
was from the district of Bogotd (17%) followed by the provinces of Valle del Cauca (14%),
Cundinamarca (7.5%), Antioquia (6.2%), Santander (5.7%) and Huila (4.8%). The average
reporting rate of rabies exposure for entire Colombia was 4.8 per 1,000 inhabitants. The provinces
with the highest reported events of rabies exposure per 1000 people were Vaupés (12.3), Arauca
(11.4) and Huila (9.8). The highest rate of no-risk exposure was recorded in the provinces of
Casanare (31.4), Sucre (26.3) and Tolima (25.9). Whereas the highest rate of low-risk exposure was
86.7/1000 in Arauca, the province of Vaupés in the Amazon region reported the highest rate of high-
risk exposure cases (88.5/1000).
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Figure 1. Rates of high-risk rabies exposure according to province in Colombia during 2007-2011.
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Table 2 presents the characteristics of the rabies exposure cases reported to SIVIGILA. About
98% of cases did not require hospitalization and the victims were attended in outpatient clinics.
Less than 1% of the cases in rabies exposure victims resulted in death (n=8) during the study period.
Animal bites were the most common type of rabies exposure contact accounting for 88% of all
reported cases. In addition, half of the bite injury occurred in the lower legs (51.5%), whereas
wounds in upper extremities were registered in one out of five cases (20.2%). The most prevalent
animal responsible for the rabies exposure incident was the dog (84.8%). Most of the animals
showed no signs of rabies infection at the time of exposure and were left alive after an observation
period. Most of the cases (71%) recorded were classified as low-risk. The corresponding prevalence
of no-risk and high-risk exposure were 19.5% and 9.5%, respectively.

Table 2. Characteristics of rabies exposure wounds in Colombia during 2007-2011.

Variable 2007 2008 2009 2010 2011 Total
n % n % n % n % n % n %
Type of Bite 16830 894 35362 86.8 36117 888 42230 887 61074 89.3 191613 88.6
lesion Scratch 1742 9.3 4825 11.8 3986 9.8 4645 9.8 6702 9.8 21900 10.1
Lick 73 0.4 113 0.3 99 0.2 141 0.3 155 0.2 581 0.3

Saliva contact with open 97 0.5 241 0.6 281 0.7 369 0.8 229 0.3 1217 0.6
skin or mucosa

Injury type Unique 12482 663 27430 674 26962 663 31747 66.7 45469 66.5 144090 66.6
Depth of Superficial 15514 824 34007 83.7 33332 819 38941 B81.8 56488 B82.6 178282 82.5
wound Deep 3317 17.6 6613 16.3 7344 18.1 8668 18.2 11864 174 37806 17.5
Anatomic Head. face or neck 2666 14.2 5135 12.6 5305 13.0 5977 12.6 8773 12.9 27856 12.9
site of injury  Hand, finger 3374 17.9 8881 21.8 8457 20.8 9782 20.5 13236 194 43730 20.2
Trunk 1072 5.7 2385 5.9 2552 6.3 2751 5.8 4067 6.0 12827 5.9
Superior member 3327 17.7 7305 17.9 7717 19.0 9023 19.0 12622 185 39994 18.5
Lower member 9901 52.6 20571 50.5 20837 51.2 24537 51.5 35401 51.8 111247 51.5
Information on animal contact
Species Dog 17170 90.3 33027 80.1 33695 82.1 40583 85.0 60116 87.6 184591 84.8
aggressor Cat 834 4.4 5318 12.9 4011 9.8 4862 10.2 06674 9.7 21699 10.0
Pork 585 3.1 202 0.5 97 0.2 101 0.2 116 0.2 1101 0.5
Presence of  With rabies symptoms 763 4.1 1275 3.2 1225 3.1 972  twenty 650 1.0 4885 2.3
rabies No rabies symptoms 10630 565 24583 60.8 25194 632 32105 67.6 51896 764 144408 67.3
Symptoms Unknown 7437 39.5 14548  36.0 13437 33.7 14424 304 15405 227 65251 304
Exposure Low-risk 0 0.0 0 0.0 0 0.0 10257  21.7 31736  46.9 41993 19.5
Type Moderate risk 16613 88.2 36546 89.6 36368 89.4 32351 68.3 30819 45.6 152697 70.9
High-risk 2217 11.8 4207 10.3 4265 10.5 4738 10.0 5098 7.5 20525 9.5

Most of the rabies exposure victims were advised to wash the wound immediately with soap
and water (Table 3). Anti-rabies serum (immunoglobulin) was administered in 8.1% of cases and a
28% of bite victims were vaccinated after the event. Only a small percent of the treated individuals
reported adverse reactions to the treatment (5.3%). It was found that 8,504 of the cases classified as
high-risk exposure (41.4%) was applied with an anti-rabies serum. The corresponding frequency of
anti-rabies serum application in the low-risk group and no-risk group were 1.3% (n=1941) and 0.3%
(n=119), respectively. Furthermore, a rabies vaccination was given in 55.4% (n=11.370) of the high-
risk exposure cases, 31.1% (n=47.484) of the low-risk events and in 2.5% (n=1.057) of the no-risk
exposure cases. The majority of animals possible infected with rabies were alive after the
observation period (94.7%). In most of the cases the animal’s health was monitored at home
(96.5%).
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Table 3. Characteristics of anti-rabies treatment posterior to exposure in Colombia during 2007-

2011.
Variable 2007 2008 2009 2010 2011 Total
n %o n % n % N % % n % n
Pat history of immunization
Anti-rabies serum Not applied 17144 91.0 34661 85.0 35028 862 41854 88.0 61900  90.7 190587
Rabies vaccine Not applied 16425 872 33225  82.1 33864 845 40603 854 60397 885 184514
Current treatment
Wound care using water ;. 17510 93.0 37950  93.9 37459 940 45120 94.8 65581 96.0 203620  94.7
and soap
Wound suturing Not applied 17137 910 37868  93.1 37229 92.1 43843 92.1 63352 927 199429 924
Anti-rabies serum Not applied 18544 991 8615 01.6 4230  70.6 24977 88.6 63382 ©03.1 119748 019
Vaccination Not applied 17460 927 36055  89.2 32220 808 28799 60.6 40227 589 154761  72.0
Case tracking
Type of adverse reactions None 2 So'clock 350 92.8 1526 96.6 2018 940 2069 94.3 5965 94.7
to application of anti- Local 2 socdock 24 64 51 32 118 55 111 51 307 49
rabies serum
Adverse reactions to the  None 1237 050 2716 854 4954 851 9395 949 11406 93.5 20708 917
application of the vaccine Local 56 43 448 14.1 854 14.7 477 4.8 749 6.1 2584 8.0
or serum Systemic 9 0.7 18 0.6 10 0.2 2% 03 48 04 113 0.3
Not suspended 1070 828 2093 713 4135 810 6874 67.6 8158  66.6 22330 703
Suspension of treatment ODI_‘[";_IO medical 22 172 683 233 792 155 1414 139 2023 165 5134 162
Place of patient Home 11543 98.0 19557  97.5 15800 96.6 17704 964 21236 947 85840  96.5
monitoring
Condition of the animal €10 11503 98.0 19590  93.9 159359 925 17897 942 21315 959 86264  94.7
e obeervation Sick 204 17 365 17 313 18 365 19 577 26 _ 1824 twenty
Dead 36 03 914 44 979 5.7 736 3.9 341 fifteen 3006 3.3

DISCUSSION

This study found an annual increase in reported cases of rabies exposure with a high number
of cases in urban centers as expected due to the higher population density. However, the highest
prevalence of high-risk exposure was observed in Vaupes whereas Casanare reported the highest
moderate-risk rabies exposure prevalence. The prevalence of rabies exposure notifications did not
differ between urban and rural sites or health-insurance regime even though the subsidized scheme
had a slightly higher prevalence.

In line with other studies, most notified rabies exposures cases occur in young people, with a
higher proportion of notified cases in children (13-15). This may be due to the fact that children are
more affected by their smaller body size and may be more exposed to animal bites due to their
behavior or reactions in situations involving animal attacks (13). Consistent with a previous study,
notified rabies exposure events were most prevalent in men in younger age-groups (9).

In line with previous studies, in Colombia, the most common reason of rabies exposure were
dog bites (13,16-19).

Every second application of anti-rabies treatment was handled incorrectly, especially in cases
of high-risk or moderate risk exposure. This may be due to lack of training in using the national
rabies exposure protocol (7) and clinical management guidelines. In disagreement with the national
rabies treatment protocol, in many cases of low-risk exposure an anti-rabies serum was given to the
exposed individuals leading to unnecessary additional costs for the surveillance and national health-
care system.

Another possibility is that only some of the rabies treatment procedures were registered in the
surveillance system, thus, providing a sub estimation of the real treatment applied (7,20,21).

The majority of notified rabies exposure cases were subsequently clinically tested by
laboratory tests to rule out a possible infection according to the national rabies protocol. Despite the
national guideline implying that the results of the clinical rabies tests have to be received within
four week after the exposure, the clinical information sent to the register was often delayed or not
received at all resulting in incomplete information of the follow-up rabies exposure cases in the
surveillance system (7). Therefore, some cases are classified in the data base as confirmed by
laboratory tests, suspected cases or probable rabies infection cases.

Similar to the findings of Beltran et al. (22) reporting that the official rabies treatment
protocol provided by WHO is rarely followed, it is of concern that bites injuries caused by wild
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animals that are generally classified as high-risk exposure cases, were not immediately treated by
vaccination or anti rabies serum as indicated in the Colombian clinical guidelines. This is also
reflected in the low percentages of hospitalization following rabies exposure.

In general, little information was available on the follow-up of the patients treated after the
rabies exposure. It is important to improve the Colombian surveillance system and to track patients
that have received anti rabies serum or vaccination in order to explore the treatment outcome or
whether any complications of the treatment were reported. A similar concern has been observed in
other studies as well (22,23). In the USA, for instance, there was no evidence of any anti-rabies
treatment initiated after exposure during 1980 and 1998 (24). Furthermore, in our study, the
multiple correspondence analyses showed misclassification of several cases of rabies exposure.
While high-risk exposures were classified in the majority of cases correctly according to the
established indicators, several problems were observed in the exposure cases classified as moderate-
risk or low-risk exposures where the labeling of cases was not done according to the official
indicators of the surveillance guidelines. This misclassification of rabies exposure cases shows the
need to thoroughly evaluate all components of the surveillance system to improve the accuracy of
its information on each level and to guarantee that the information of the system is entered correctly
by the people feeding the register.

Naturally, our study had some limitations. The notifying system for cases of rabies exposure
has changed during the reporting period of our study. Thus, the number of cases notified in the
earlier years may be underestimated. Moreover, it has been estimated that only 20% of the rabies
exposure cases may be notified (24). Furthermore, some cases may be registered more than once in
the system as it was not possible to exclude those cases from the data analysis. Due to ethical
reasons, all the information on personal identity of the patients was removed before the study group
was given the permission to analysis the data. However, this may only affect a very small
percentage of the cases and, thus, only has a minor impact on the results of this study.

In conclusion, there is a need to implement educational intervention to reduce exposure to
rabies especially in the provinces with a high prevalence of high-risk rabies exposure events. Ideally,
these interventions may be led by local and national health-authorities. Successful interventions
may reduce the costs of the management of people exposed to rabies. In addition, we recommend to
study in more details why certain ethic groups show a higher exposure to rabies than other
population groups. Moreover, in-depth analysis should be carried out on all levels to assess the
flaws of the surveillance system in regard lack of monitoring of patients treated after rabies
exposure and how to reduce the misclassification of rabies cases in order to strengthen the rabies
surveillance system in Colombia.
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RESUMO

Os dejetos suinos apresentam potencial poluidor do ponto de vista ambiental e sanitario devido a
alta carga de matéria orgénica. Entretanto, quando devidamente tratados, podem apresentar
potencial para a geracdo de produtos de valor agregado. Objetivou-se realizar uma analise ambiental,
sanitaria e econdmica de um sistema de tratamento de residuos solidos e efluentes (STRSE) em uma
granja tecnificada de suinos de ciclo completo. O STRSE foi constituido basicamente por
compostagem, biodigestdo anaerdbica e retencdo e desidratacdo do lodo. Foram realizados testes
laboratoriais, onde foram avaliados parametros fisico-quimicos e microbiolégicos. A analise de
viabilidade econémica do STRSE foi amparada na técnica de orcamento de capital. O STRSE foi
capaz de tratar os residuos organicos e os efluentes tornando-os incapazes de causarem danos
ambientais e sanitarios. Houve também ganho social e reducdo de passivos ambientais. Na analise
econémica, 0 STRSE levara cerca de nove anos para amortizar o capital investido.

Palavras-chave: compostagem, biodigestdao anaerdbica, biogas, biofertilizante, coliformes.

ENVIRONMENTAL, SANITARY AND ECONOMIC ANALYSIS OF ASYSTEM OF
TREATMENT OF SOLID WASTE AND EFFLUENTS IN ASWINE FARM

ABSTRACT

The swine manure have pollution potential of environmental and sanitary point of view due to the
high organic matter content. However, when properly treated, may present potential for generating
value-added products. This study aimed to carry out an environmental analysis, health and
economic of a solid waste treatment system and wastewater (WTSW) in a technified swine farm
full cycle. The WTSW was formed basically by composting, anaerobic digestion and retention and
sludge dehydration. Laboratory tests were evaluated in chemical and microbiological physical
parameters were performed. The economic viability of WTSW analysis was supported in capital
budgeting technique. The WTSW was able to treat organic waste effluents and rendering them
unable to cause environmental and health damage. There was also gain social and reduction of
environmental liabilities. In the economic analysis, WTSW will take about nine years to amortize
the capital invested.

Keywords: composting, anaerobic biodigestion, biogas, biofertilizers, coliforms.
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ANALISIS AMBIENTAL, SANITARIAY ECONOMICA DE UN SISTEMA DE
TRATAMIENTO DE RESIDUOS SOLIDOS Y EFLUENTES EN UNA GRANJA DE
CERDOS

RESUMEN

El estiércol de cerdo tiene un potencial de contaminacion desde un punto de vista del medio
ambiente y la sanidad, debido al alto contenido de materia organica. Sin embargo, cuando se trata
adecuadamente, puede presentar potencial para generar productos de valor afiadido. Este estudio
tuvo como objetivo llevar a cabo un andlisis del medio ambiente, la sanidad y econdmica de un
sistema de tratamiento de residuos sélidos y aguas residuales (STRSAR) en una granja tecnificada
ciclo completo de cerdos. EI STRSAR fue formada basicamente por compostaje, digestion
anaerobia y la retencion y deshidratacion de lodos. las pruebas de laboratorio fueron evaluados en
parametros fisicos quimicos y microbiologicos se llevaron a cabo. La viabilidad econdémica de
andlisis STRSAR fue apoyado en la técnica de presupuesto de capital. EI STRSAR era capaz de
tratar los efluentes de residuos organicos y haciéndolos incapaces de causar dafios al medio
ambiente y la sanidad. También hubo reduccién de ganancia social y de los pasivos ambientales. En
el analisis econdmico, STRSAR tomara unos nueve afos para amortizar el capital invertido.

Palabras clave: compostaje, biodigestion anaerdbica, biogas, biofertilizante, coliformes.
INTRODUCAO

A carne suina estd ganhando cada vez mais espaco no mercado mundial e nacional, onde o
consumo desta proteina estd em expansdo (1). Para atender a demanda que € crescente, a atividade
suinicola vem aumentando sua producdo nos Gltimos anos (2) e a expectativa é de crescimento
acentuado nos anos vindouros (3). O Brasil encontra-se entre os dez maiores produtores mundiais
da carne, estando na quarta posi¢do no ranking de produtores e também nesta colocacdo no quesito
exportacdo (4). A busca pela maior produgéo e a criagdo intensiva contribuem para o aumento da
producdo de efluentes e de residuos, que se manejados de forma errébnea podem causar diversos
desequilibrios ambientais, sanitérios, econdémicos e sociais (1,5,6,7).

Os dejetos suinos apresentam potencial poluidor devido a alta carga de matéria organica e a
eventual presenca de patdgenos (8,9). Quando estes dejetos e/ou efluentes sdo lancados no meio
ambiente sem tratamento adequado, podem atingir o lencol freatico e causar poluicdo dos recursos
hidricos, do ar e a destruicdo da camada de 0z6nio, esta Ultima ocasionada pela emissdo majoritaria
de gas metano e 6xido nitroso (6).

Os residuos de servico de saude animal (RSSA) também podem gerar sérios impactos
ambientais quando descartados inadequadamente (10). Estes RSSA possuem capacidade de infectar
e contaminar 0 meio ambiente e a saude humana (11). Isso ocorre devido a presenca de agentes
infecciosos, substancias quimicas, toxicas, radioativas e objetos perfurocortantes contaminados (12).
Além disso, os RSSA podem apresentar diversos micro-organismos que podem sobreviver por
tempo consideravel nos materiais, tornando-se agentes de disseminacdo de patdgenos para 0s seres
humanos e animais (13,14).

Em relacdo aos danos sanitarios, quando ocorre a decomposi¢do ndo controlada dos dejetos
ou a destinacdo inadequada dos RSSA, como placentas e animais mortos, ha geracdo de odores e a
proliferacdo de insetos que podem ser reservatdrios e/ou vetores de doengas, representando assim
um dos principais problemas sanitarios (15).

Os dejetos solidos e os RSSA organicos podem ser tratados por meio da compostagem. Este
processo € um dos mais utilizados, pois vem obtendo resultados satisfatorios (16,17). Além disso,
gera um composto que pode ser utilizado como adubo apresentando assim valor econémico
agregado (18). J& para os demais RSSA, o destino final mais comum em 2013 foi a incineracéo
(44%), autoclave (20,5%), micro-ondas (2,4%) e outros (33,1%) (19).
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Para o tratamento dos dejetos liquidos um importante método € a biodigestdo anaerobica (20).
Neste procedimento micro-organismos anaerobicos degradam a materia organica transformando-a,
principalmente, em biogas e em um efluente na qual ainda existe cerca de 1% de solidos totais, que
deve ser tratado para a producao de biofertilizante e reciclagem de fosforo (21,22). O biogas pode
ser empregado na geracdo de energia elétrica ou térmica e o biofertilizante como adubo orgénico,
sendo principalmente fonte de fdésforo na agricultura (23). Desta forma, tem-se a geracdo de
produtos de valor agregado, que possibilitam uma maior geracdo de renda na atividade suinicola e a
producdo sustentavel, contemplando assim o aspecto ambiental, sanitario, econémico e social (24).

Diante deste cenario, objetivou-se realizar uma andlise ambiental, sanitaria e econémica de
um sistema de tratamento de residuos sélidos e efluentes (STRSE) em uma granja de suinos.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado em uma granja de suinos tecnificada de ciclo completo com 300
matrizes alojadas, localizada no municipio de Ibitna (SP). O periodo de avalia¢do foi compreendido
entre 02 de Janeiro a 30 de Dezembro de 2015.

Em relacdo ao STRSE, especificamente na geracdo de residuos solidos organicos (RSO) e
efluentes na granja, no setor de maternidade e gestacdo, todos os dias ocorria a limpeza a seco,
gerando desta forma RSO (dejetos e cama de serragem) passiveis de serem tratados por
vermicompostagem. Os efluentes (dejetos liquidos, urina e agua de consumo e de limpeza) eram
produzidos em menor quantidade nestas instalacBes, pois a higienizagdo com &gua era menos
frequente. J& nos setores de creche e crescimento e terminacdo a limpeza era efetuada com agua sob
pressao todos os dias (figura 1, etapa 1). A granja apresentava telhado térmico que cobria a canaleta
condutora (figura 1, etapa 2) para evitar a mistura de agua pluvial com o efluente.

Os RSSA organicos (placentas, natimortos e animais mortos) eram tratados pelo processo de
vermicompostagem. Estes RSSA juntamente com os RSO eram coletados pelos funcionarios da
granja todos os dias e transportados até a usina de biofertilizante (figura 1, etapa 4), onde eram
armazenados em caixas de alvenaria (figura 1, etapa 4b) e piso de concreto para evitar a
contaminacdo do lencol freatico. O RSSA organico era misturado com o RSO em uma relagdo de
6:1 (25). Apos 70 dias, tempo necessario para estabilizacdo térmica do material ocorria a colocagéo
de minhocas da espécie Eudrilus eugeniae e apds 60 dias, todo 0 RSO e 0 RSSA organico estavam
transformados em hdmus, pronto para comercializagédo (26).

Os RSSA inorganicos (seringas, agulhas, frascos de vacinas, antibidticos, ampolas de
inseminacdo, entre outros) eram gerados em maior quantidade na maternidade e na gestacéo,
principalmente nos dias que ocorriam 0s partos e as inseminagdes (segunda, terca e quarta-feira).
Eles eram segregados semanalmente e 0s que apresentavam necessidade de tratamento eram
submetidos a triplice lavagem e posterior fervura, 0 que os tornava passiveis de serem reciclados de
forma comum. Ap0s isso, 0 material apto para reciclagem era conduzido para 0 armazenamento
(figura 1, etapa 1a), para posterior encaminhamento para a cooperativa de reciclagem do municipio
de Ibitna-SP. O efluente originario deste procedimento era tratado pelo sistema de biodigestao
anaerobica.
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Figura 1. Representagdo esquematica do sistema de tratamento de residuos solidos e efluentes em

uma granja de suinos

Os efluentes produzidos nos setores de creche, crescimento e terminagédo e esporadicamente
da maternidade, eram tratados inicialmente pela separacdo da fracdo solida e liquida e
posteriormente por biodigestdo anaerdbica. Estes eram transportados por uma canaleta condutora
(figura 1, etapa 2) até as caixas coletoras (figura 1, etapa 3). Na etapa 3, os efluentes eram
transportados por meio de uma bomba hidraulica autoescorvante até a usina de biofertilizante
(figura 1, etapa 4). Na usina, ocorria a separa¢do da fragdo solida e liquida do efluente, em uma
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peneira estatica e de armazenamento da fracdo sélida (figura 1, etapa 4a). A fracdo liquida era
encaminhada para o biodigestor (figura 1, etapa 5), para a producéo diaria e armazenamento de 700
m?® de biogéas. A fracdo solida era encaminhada para caixas de alvenaria e submetida também ao
tratamento por vermicompostagem para a producdo de humus de minhoca (figura 1, etapa 4b). O
biogas era conduzido para a unidade conversora de biogas em energia elétrica (figura 1, etapa 10) e
abastecia a propriedade por cerca de 10 a 12 horas/dia. O efluente originario do biodigestor era
encaminhado para um reservatorio com o uso de misturadores elétricos e utilizagdo de polimeros
para a floculacdo do lodo (figura 1, etapa 6) e apoOs esta fase, para o sistema de retencdo e
desidratacdo do lodo constituido por bags de material geotéxtil (figura 1, etapa 7) e posterior
producdo de biofertilizante (figura 1, etapa 4b). Na fase 7, o efluente era transformado em agua de
reuso que era langcada em uma canaleta (figura 1, etapa 8) e posteriormente no corpo receptor
(figura 1, etapa 9), onde a mesma era reutilizada para a higienizacao das instalaces da granja.

A usina de biofertilizante era totalmente coberta com telha de fibrocimento e apresentava
protecdo em todo seu entorno com paredes de alvenaria e tela metalica para evitar a entrada de
animais sinantropicos e outros possiveis vetores de doencas. Este tipo de construcdo evitava o risco
de producéo de lixiviado e amplas variacdes de umidade do residuo que estava sendo tratado por
vermicompostagem. Ademais tal estrutura permitia conforto laboral para os funcionarios.

Para a analise ambiental foram realizados testes laboratoriais, onde se avaliou parametros
como: pH, sélidos totais, nitrogénio, fosforo e demanda quimica e bioldgica de oxigénio. Para a
analise sanitaria investigou-se a presenca de coliformes termotolerantes.

A anélise de viabilidade econdmica do STRSE foi amparada na técnica de orcamento de
capital (Payback) que quantificou o tempo em que o produtor levara para recuperar o capital
investido (27). Para esta analise foi determinado o montante de capital investido no STRSE e
quanto de produtos de valor agregado foram gerados no ano de 2015. Estes produtos foram: biogas
convertido em energia elétrica (kwh), himus de minhoca (tonelada) e biofertilizante (tonelada).

Para efetuar os calculos de conversdo em reais (R$) do biogés transformado em energia
elétrica, foi utilizado o valor médio cobrado por kWh/dia da concessionaria do Municipio de
Ibitina- SP, referente ao ano de 2015, que foi de R$ 0,25 (28). Entretanto, antes foi necessario
efetuar o célculo da quantidade de biogas que cada matriz em média, gerava por dia, posteriormente
foi realizado um balango energético, por m3, em seguida o balango foi atualizado para tarifa de
energia atual da concessionéria.

O himus de minhoca e o biofertilizante foram calculados a partir do preco médio de venda do
mercado regional em 2015, que foi de R$ 300,00 a tonelada para ambos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relacdo a andlise ambiental do STRSE, os parametros avaliados: pH, sélidos totais,
nitrogénio, fésforo e demanda quimica e bioldgica de oxigénio foram fortemente influenciados pelo
STRSE, principalmente no aspecto da sua reducédo, o que tornou o efluente ao ser langado no corpo
receptor, incapaz de causar qualquer tipo de dano ambiental e atendeu a legislacédo vigente (29). O
STRSE foi eficiente para sequestrar majoritariamente o gas metano, considerado cerca de 21 vezes
mais poluidor que o gas carbbnico (30), impedindo assim seu lancamento para a atmosfera,
proporcionando a reducdo de lancamento de gases de efeito estufa. A transformacdo do RSO e
RSSA (organico) em humus de minhoca e do lodo em biofertilizante permitiu a producdo de dois
produtos com uma relacdo carbono nitrogénio de aproximadamente 18:1, matéria organica
estabilizada e mineralizada e com uma elevada porcentagem de micro-organismos altamente
benéficos para o solo. Tais atributos proporcionaram elevada capacidade fertilizante e de utilizacéo
pelas plantas para o seu crescimento (31) com alto valor ambiental e agronémico.

A segregacdo e o tratamento dos RSSA inorganicos no STRSE tornando-os passiveis de
serem reciclados de forma comum, apesar de ndo ter gerado diretamente renda ao produtor, com a
sua comercializagdo, permitiu ganhos sociais e ambientais, com o encaminhamento deste residuo
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para a cooperativa de catadores do municipio e eliminacdo do seu destino para aterro sanitario e ou
incineracéo, reduzindo a geracao de passivos ambientais (32).

Em relacdo a analise sanitaria do STRSE, tanto o efluente que foi langado no corpo receptor,
como o huimus de minhoca e o biofertilizante apresentaram reducdes superiores a 98% de
coliformes termotolerantes. Duda e Oliveira (33) em uma pesquisa com reatores em batelada
abastecidos com efluente suino obtiveram valores de reducdo de 98,88% de coliformes
termotolerantes, resultados praticamente iguais com 0s encontrados na presente investigacdo. Esta
elevada capacidade de reduzir coliformes termotolerantes no STRSE assume importancia ambiental
e sanitaria, e elege tal método como protagonista no seu tratamento satisfatorio com a capacidade de
mitigar impactos na saude publica (34).

A partir da analise econdmica foi possivel constatar que o STRSE levara cerca de nove anos
para recuperar o capital investido, o que corrobora com Westrup et al. (35) que constataram que
seriam necessarios 8,81 anos para recuperar o capital investido em um sistema semelhante com a
geracdo de energia elétrica a partir do biogas proveniente dos dejetos suinos.

Embora seja um tempo significante, o STRSE além de atingir os objetivos sanitarios e
ambientais, gerara continuamente produtos de valor agregado, permitindo assim a geracdo de renda
adicional ao produtor a partir do décimo ano (16,24). Existem outros sistemas de tratamento com
custos de implantacdo mais baixos, como € o caso das lagoas de estabilizacdo, mas estas geram
contaminacdo principalmente do ar, devido a producdo e emissdo de gases que contribuem para o
efeito estufa e ndo geram produtos de valor agregado (36,37,38).

Outro produto gerado pelo STRSE foi a 4gua de reuso, que para o célculo de orcamento de
capital (Payback) ndo foi quantificada em valor monetario. Entretanto, ha relevancia ambiental e
econdmica para a agua de reuso, haja visto, 0s constantes periodos de seca e de racionamento
hidrico na qual o Brasil tem passado nos Gltimos anos tanto na zona urbana como rural do pais. A
partir do tratamento do efluente apds a biodigestdo anaerdbica no STRSE, ainda ha a possibilidade
de geracdo de outros produtos de valor agregado, como o fésforo organico (39). A longo prazo, a
possibilidade de geracdo de créditos de carbono, pode ser também vidvel no STRSE. Outra
vantagem econémica que o STRSE proporcionou foi a melhora da imagem do empreendimento
perante aos compradores, fornecedores e entidades publicas, visto que ainda a maioria dos STRSE
em granjas de suinos, muitas vezes ndo contempla nem a etapa da biodigestdo anaerdbia, o que
torna o suinocultor que ndo investiu em sistemas de gestdo ambiental, ainda mais vulneravel a
oscilacdo de mercado da atividade suinicola. Granjas de suinos com STRSE que produzem biogéas e
transformam em energia elétrica para consumo proprio acabam ficando menos sensiveis as
variacGes dos precos da energia elétrica e as possiveis faltas desta, 0 que invariavelmente acaba
sendo mais uma vantagem econémica do STRSE avaliado.

Ressalte-se que o tempo de retorno do capital poderd variar entre granjas de tamanhos
diferentes, devido ao valor investido por matriz instalada, a capacidade do STRSE e a quantidade de
produtos de valor agregado produzidos.

CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, pode se concluir que o STRSE foi capaz de tratar os
residuos organicos e os efluentes tornando-os incapazes de causarem danos ambientais e sanitarios.
Em relacdo aos RSSA inorganicos o STRSE, permitiu ganhos sociais e reducdo de passivos
ambientais. No aspecto econdmico, 0 STRSE levara cerca de nove anos para recuperar o capital
investido.
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RESUMO

A mastite € a principal afec¢do do gado destinado a producéo leiteira, que onera o produtor e a
industria de laticinios. No primeiro caso pela perda quanto a producédo, e no segundo pelo menor
rendimento industrial dos derivados lacteos. E uma enfermidade multifatorial, de multipla etiologia,
incluindo micro-organismos como bactérias, virus, fungos, leveduras e algas. Entre os micro-
organismos bacterianos ganham destaque os estafilococos coagulase-positivas (SCP) e negativa
(SCN), sendo o principal Staphylococcus aureus e varias espécies de SCN, todas caracterizadas
como contagiosos, além de Corynebacterium bovis. Com elevada contagiosidade tem-se
Mycoplasma spp., com destaque para M. bovis importante patdgeno em outros paises, entretanto,
menos estudado no Brasil. O objetivo do presente estudo foi avaliar a presenca de bactérias da
classe Mollicutes, em amostras de leite bovino com mastite clinica, a partir de técnicas moleculares.
Das 170 amostras de leite avaliadas, procedentes de quatro propriedades leiteiras de pequeno porte
da regido de Botucatu, ndo foi possivel detectar a presenca de Mollicutes.

Palavras-chave: mastite bovina, Mollicutes, PCR

ETIOLOGY OF MASTITIS: PARTICIPATION OF MOCROORGANISMS OF THE CLASS
Mollicutes

ABSTRACT

Mastitis is the main disease of livestock destined for dairy production, which affects the dairy
producer and the dairy industry. In the first case the loss of production, and the second because of
the lower industrial yield of dairy products. It is a multifactorial, multiple etiology, including
microorganisms such as bacteria, viruses, fungi, yeasts and algae. Staphylococcus aureus and
several species of SCN, all characterized as contagious, in addition to Corynebacterium bovis, are
prominent among bacterial microorganisms (SCP) and negative (SCN) staphylococci. Mycoplasma
spp. Is highly contagious, with M. bovis being an important pathogen in other countries, but less
studied in Brazil. The objective of the present study was to evaluate the presence of bacteria of the
class Mollicutes in samples of bovine milk with clinical mastitis, based on molecular techniques. Of
the 170 milk samples evaluated, from four small dairy farms in the Botucatu region, it was not
possible to detect the presence of Mollicutes.

Key words: bovine mastitis, Mollicutes, PCR

ETIOLIGIA DE LAS MASTITIS: PARTICIPACION DE MICROORGANISMOS DE LA
CLASE Mollicutes
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La mastitis es la principal afeccion del ganado destinado a la produccién lechera, que pesa el
productor y la industria lactea. En el primer caso por la pérdida en cuanto a la produccion, y en el
segundo por el menor rendimiento industrial de los derivados lacteos. Es una enfermedad
multifactorial, de multiple etiologia, incluyendo microorganismos como bacterias, virus, hongos,
levaduras y algas. Entre los microorganismos bacterianos se destacan los estafilococos coagulosa-
positivos (SCP) y la negativa (SCN), siendo el principal Staphylococcus aureus y varias especies de
SCN, todas caracterizadas como contagiosas, ademas de Corynebacterium bovis. Con una elevada
contagiosidad se tiene Mycoplasma spp., Con destaque para M. bovis importante patdgeno en otros
paises, sin embargo, menos estudiado en Brasil. El objetivo del presente estudio fue evaluar la
presencia de bacterias de la clase Mollicutes, en muestras de leche bovina con mastitis clinica, a
partir de técnicas moleculares. De las 170 muestras de leche evaluadas, procedentes de cuatro
propiedades lecheras de pequefio porte de la region de Botucatu, no fue posible detectar la presencia
de Mollicutes.

Palabras clave: bovina mastitis, Mollicutes, PCR
INTRODUCAO

A mastite € um dos principais obstaculos enfrentados na bovinocultura leiteira, pelos
prejuizos econébmicos levando a queda na producédo de leite, e de sua qualidade, aumento do custo
com tratamentos, e pelo descarte precoce de vacas que apresentam mastite crénica, Trata-se de um
processo inflamatdrio da glandula mamaria de origem fisioldgica, traumatica, alérgica, metabdlica e
principalmente infecciosa E uma doenca complexa, e multifatorial causada por fatores, que
envolvem o ambiente, diversos patdgenos e também fatores relacionados ao proprio animal (1).

Além das perdas econémicas, na producdo e qualidade e do leite, é importante ressaltar a
importancia na satde publica, principalmente no caso de patégenos que sao fatores de risco para a
infeccdo de humanos, tanto pela sua eliminagéo, bem como pela producdo de toxinas pelo leite (2,3).

Além das alteraces fisico-quimicas do leite, a mastite também altera o parénquima da
glandula mamaria. A inflamacéo apresenta-se sob duas formas: clinica e subclinica. No primeiro
caso é possivel observar alteracfes da glandula mamaéria, como edema, aumento de temperatura
local, hiperemia, sensibilidade e enrijecimento da glandula mamaria (fibrose), bem como o
aparecimento de grumos, pus, sangue ou qualquer outra alteracdo nas caracteristicas do leite. A
mastite clinica ocasiona perdas elevadas pelo descarte do leite, gastos com medicamentos, perda
funcional de glandulas até por morte do animal. Seu diagnostico € possivel pela avaliacdo das
caracteristicas do leite, pela prova do Tamis (4).

A mastite subclinica caracteriza-se por alteracdes na composicao do leite, pois, este tem suas
caracteristicas normais. Por outro lado ocorrem alteracdes relacionadas ao aumento no nimero de
celulas somaéticas e dos teores de cloro e sodio, além da diminui¢do nos teores de caseina, lactose e
gordura (5).

Entre os Mollicutes estdo os micoplasmas que sdo as formas mais simples de organismos auto
replicantes. Eles ndo tém a tipica parede celular bacteriana e atacam diretamente a célula hospedeira
para obter nutrientes essenciais (6). Hale et al. (7) relataram o primeiro caso de mastite bovina por
Mycoplasma agalactiae subsp. bovis, posteriormente denominado por Aska e Erno (8) de
Mycoplasma bovis. No Brasil, a primeira citacdo de mastite por Mollicutes, especificamente M.
bovis foi de Mettifogo et al. (9) na regido de Londrina, Estado do Parana.

A partir do cultivo microbiolégico em meio de Hayflick suplementado e adicionado de
acetato de talio a 0,01% de acordo com Whitford (10) , como fator seletivo (11), Junqueira (12)
trabalhando com 561 amostras de leite provenientes de casos de mastite clinica oriundas de sete
estados, bem como por biologia molecular pela técnica de PCR, encontram 17 (3,03%) amostras
positivas para Mollicutes na PCR.Com a utilizacdo de primers especificos para Mycoplasma bovis
todas as amostras foram positivas sendo 35,2% (n=6) provenientes do estado do Para, 29,4% (n=5)
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do estado de Sdo Paulo, 17,6% (n=3) e 17,69% (n=3) dos estados de Minas Gerais e Goias,
respectivamente. Das 17 amostras, 11 delas foram positivas no exame microbiologico.

Salina et al. (13) examinaram 337 amostras de leite provenientes de tetos com mastite
subclinica da regido de Castro — PR, por PCR utilizando o método de fervura para extracdo do DNA
de acordo com Fan et al. (14), obtiveram 130 (38,6%) de positividade para Mollicutes. Esses
resultados tanto de casos de mastite clinica como subclinica afirmam a dispersdo de micro-
organismos da classe Mollicutes, incluindo-se Mycoplasma bovis na etiologia das mastites bovinas
no pais.

A mastite por micoplasmas caracteriza-se por aparecimento subito, formagdo de secrecdo
purulenta nos quartos afetados, rapida transmissdo para o rebanho, reducdo significativa na
producdo de leite e resisténcia ao tratamento com antibidticos convencionais. Embora existam
numerosas espécies desta classe, a mais frequente € Mycoplasma bovis (15), responsavel por surtos
esporadicos de alta contagiosidade (16). M. bovis pode ser introduzido em rebanhos livres da
doenca pela aquisicdo de animais portadores. No rebanho o micro-organismo dissemina-se durante
a ordenha por aerossois e secrecdes de animais com distUrbios respiratorios e genitais. As vias
hematogena e linfatica sdo responsaveis pela disseminacdo do agente de um orgdo afetado para
outro (17).

M. bovis é bem adaptado para a colonizacéo de superficies mucosas, onde pode persistir sem
causar doenca clinica. A mucosa do trato respiratorio superior € o principal local de colonizagdo do
agente (17). Relatorio de custos estimados nos EUA indicaram perdas de 108 milhdes de ddlares
por ano para a industria de laticinios (18).

A principal medida de controle das mastites por M. bovis ¢ a deteccdo de animais infectados e
0 seu descarte precoce. Paralelamente, sdo recomendadas as medidas preventivas para as mastites
contagiosas como a higiene de ordenha, imersdo dos tetos em solucdo antisséptica antes e apds a
ordenha, desinfeccdo e manutencdo dos equipamentos de ordenha (19), além da manutencdo do
ambiente de ordenha, e locais onde o0s animais sdo estabulados sempre limpos e higienizados, com
retirada manual de fezes, lavagem e desinfecgéo (4).

Considerando-se a relevancia desses micro-organismos na etiologia das mastites, investigou-
se a presenca de bacterias da classe Mollicutes em amostras de leite de vacas com mastite clinica,
enviadas para analise microbioldgica no Nucleo de Pesquisas em Mastites — NUPEMAS, no
Departamento de Higiene Veterinaria e Saude Pablica, UNESP— Campus de Botucatu (SP), por
meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

MATERIAIS E METODOS

As amostras de leite foram coletadas, de quatro propriedades de pequeno porte (menos de 100
animais) da regido de Botucatu/SP, apds o processo de limpeza e desinfeccdo dos tetos (20) e
encaminhadas ao laboratério do Nucleo de Pesquisas em Mastites — NUPEMAS, no Departamento
de Higiene \eterindria e Saude Puablica, UNESP— Campus de Botucatu (SP), mantidas em
temperatura de refrigeracdo. Foram aliquotadas em microtubos de 1,5 mL e mantidas congeladas a -
20°C até o momento da extracdo do DNA sendo descongeladas em temperatura ambiente, até
atingirem aproximadamente 20°C. Foram examinadas 170 amostras de leite provenientes de casos
de mastite clinica, utilizando-se o kit comercial de extracdo Blood genomicPrep Mini Spin Kit (GE
Healthcare), de acordo com as recomendacdes do fabricante, e o0 material foi mantido congelado a
-20°C até o momento da realizacdo da PCR.

A amplificacdo do DNA para a classe Mollicutes foi feita utilizando-se os Primers MGSO (5
TGC ACCATC TGT CAC TCT GTT AAC CTC 3") e GPO-3 (5" GGG AGC AAA CAG GAT TAG
ATA CCC 3%), com 270 pares de base (21) com perfil de ciclagem: cinco minutos a 94°C, trinta e
cinco ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos e uma
extensdo final a 72°C por 10 min.
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A visualizagdo do material amplificado foi avaliada pela corrida eletroforética em gel de
agarose a 1,5% adicionado de 0,025uL/mL de Brometo de Etideo. A corrida eletroforética foi
realizada em cuba horizontal contendo TBE 1X (89 nM Tris-HCI, 89 mM é&cido borico e 20 mM
EDTA) e a voltagem empregada foi de 65V. Apos o término da corrida o gel foi visualizado em
transluminador de luz UV (22) e a imagem capturada pelo sistema de documentacdo digital.

Foram utilizados 8uL do material amplificado e como marcador de peso molecular 4 uL de
100pb ladder (invitrogen). Para todas as amostras foram acrescidos 2 pL do tampéo de corrida (0,25%
azul de bromophenol, 0,25% xileno cianol, 30% glicerol, 70% agua Milli-Q).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente foi realizada triagem para a deteccdo de micro-organismos pertencentes a
classe Mollicutes, entretanto, todas as amostras foram negativas. Em caso de positividade seria
pesquisada a participacdo de Mycoplasma bovis com a utilizacdo de primers especificos.

Nos E.U.A., a partir da cultura do leite do tanque, estima-se que 8-10% das exploracGes
tenham pelo menos um animal com mastite causada por micoplasma (6,23,24). Esses resultados
devem estar relacionados ao numero de animais dos rebanhos avaliados, pois sabe-se que a
ocorréncia de mastite por micoplasma é 15 vezes maior em rebanhos maiores, de alta producéo (25),
diferente do presente estudo, que analisou amostras de leite de casos clinicos de mastite em animais
de rebanhos de pequeno porte.

Apesar dos surtos de mastite por Mycoplasma spp. serem provocados principalmente pela
introducdo de novos animais infectados nas exploracdes (11,24,26,27,28), alguns autores referem a
possibilidade de outras vias de transmisséo a partir de outros animais da propriedade, inclusive
assintomaticos ou a partir de outros locais de infeccdo no mesmo animal, como vias respiratérias,
articulacGes ou ouvido médio (24,29,30).

Os surtos de mastite por Mycoplasma spp. e Mycoplasma bovis, séo iniciados por animais
com glandulas mamarias infectadas, recém introduzidos, pertencentes ao préprio rebanho,
assintomaticos. A infeccdo da glandula mamaria podera entdo ter origem na transmissao interna do
agente, por via linfohematogénica ou na transmissdo durante a ordenha (31). Neste sentido, o
controle de Mycoplasma spp. como agente contagioso de mastite por meio de medidas de
biosseguranca ndo é tdo eficiente como para outros agentes patogénicos, existindo dados
indicadores do aumento da sua incidéncia, preferivelmente em grandes rebanhos bovinos, com mais
de 350 animais (25).

Trabalhando com amostras de leite provenientes de rebanhos de alta producdo, com numero
maior de animais, Junqueira (12) e Salina et al. (13) obtiveram resultados expressivos da
participacdo de Mollicutes como M. bovis, fato que chama a atencdo para a importancia do
diagnostico quer seja microbioldgico ou molecular, para melhorar a sensibilidade do diagnostico de
mastite.

CONCLUSOES

Apesar dos resultados negativos com relacdo a participacdo de Mollicutes nas amostras de leite
avaliadas, provavelmente por tratar-se de amostras de leite de casos de mastite clinica de
propriedades leiteiras de pequeno porte, novos estudos devem ser realizados considerando-se a
importancia desse grupo de micro-organismos, especificamente do género Mycoplasma.
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Séo relatos contendo dados inéditos e relevantes de estudos originais, como, por exemplo, resultados
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referéncias. A estrutura deve respeitar as normas para relatos de caso.

REFERENCIAS E CITACOES

As referéncias devem ser numeradas consecutivamente e listadas na ordem em que sdo mencionadas no tex-
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Exemplos

CitacOes

O material deve ser mantido em compressas embebidas em solucéo fisioldgica para evitar o ressecamento (5).
Aulisa (1) administrou heparina, por via intramuscular, em cobaias.

Udupa & Prasad (9) utilizaram osteoclasia manual do Umero sem imobilizacdo

Herbsman et al. (7) realizaram osteoclasia manual no fémur e ndo imobilizaram.

O rato apresenta niveis mais elevados de heparina que o homem (35,42,51).

O mesmo autor obteve resultados semelhantes, mesmo com metodologias diferentes (22-26).
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JOURNAL OF VETERINARY MEDICINE AND ANIMAL SCIENCE

RULES FOR PRESENTATION OF PAPERS

The Journal of Veterinary Medicine and Animal Science, from School of Veterinary Medicine and
Animal Science - UNESP, Botucatu, publishes original scientific and review papers, case reports and short
communications related to Veterinary Medicine and Animal Science with semestral periodicity. The journal
is open to national and/or foreign contributions (in English or Spanish) under the author’s full responsibility.

Publication is conditioned to preliminary evaluation by the president of the editorial board, that
analyses the merit and formal aspects of the work, according to the category of submitted paper and
established editorial rules. If adequate, the article is subjected to review by two experts in the field. Opinion
of reviewers are kept undisclosed. There are no possibility of identification of authors and reviewers. The
articles not accepted will be returned to the authors.

Manuscripts must be submitted at the journal website http://www.fmvz.unesp.br/rvz.

Prof. Helio Langoni

Revista “Veterinaria e Zootecnia”

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — UNESP - Botucatu
18618-000 — Dist. Rubido Junior — SP — Brasil

INSTRUCTIONS TO AUTHORS
SCIENTIFIC PAPERS

Must be prepared according to the following items:
1. Title page:

« Title of the manuscript in Portuguese, English and Spanish, using Times New Roman font 12, simple
spacing, bold and centered, with the words in upper case. When necessary, indicate the financial support as
first footnote;

« Full authors names, where only the first letter of each name must be in upper case at the right side of
the page. The authors” names must be typed separated by line, with numbered superscript footnotes, which
will indicate the position and author’s professional address, followed by the name of the institution where
the work was done or to where it is linked:;

« Name, address, telephone number, fax and e-mail address for correspondence;

« In case of involvement of human or experimental animals include the Ethics Committee approval or
equivalent, and type before the bibliographic references with date of approval.

2. Absract in Portuguese, English, and Spanish

o The “resumo”, abstract and “resumen” must be followed by the title in the respective language and
should not exceed 400 words each, with information regarding introduction, methods, results and conclu-
sions. Text must be justified and in a single paragraph, simple spacing, beginning with the “RESUMO”. In-
dependent of the paper language, the abstract must be submitted in English, Portuguese and Spanish.

« Must include a maximum of five “palavras-chave”, keywords, and palabras claves that identify the
text content.

3. The structure of the paper must include:

Introduction: Clearly state the objective of the study with brief overview of the investigated problem and
literature review.

Material and Methods: Provide a concise description of the experimental methods, variables, population in
study, equipment, as well as the statistics, in sufficient detail to allow other researches to reproduce the
results.

Results: The results should be described without interpretation and comparisons. The results may include
tables, which should come in a separate sheet (maximum of 5 tables) and numbered consecutively in Arabic
numerals, with the title on the top, according to the rules of table presentation by ABNT/WBR 6023/2000
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from Associacéo Brasileira de Normas Técnicas, and identified in the text as Table; figures, in case of graphs,
photographs, drawings, maps, etc, numbered consecutively in Arabic numerals (maximum of six), cited in
the text as Figure. Photographs may be black and white or color, identified with the author’s name in the
back. Original drawings must be printed in high quality paper.

Discussion: Should be the interpretation of the results, relative to other relevant studies, presented in the
introduction. If convenient, the results and discussion may be presented together.

Conclusions: The final synthesis, based on the results and discussion.

References: Should be presented according to Vancouver rules (http//:www.icmje.org/), and arranged in
alphabetical order, by author’s last name (examples in the end of the instructions).

Manuscripts should be edited in Microsoft Word for Windows, for text, Excel (any version) for
graphs, JPEG or GIF format (images) for photographs, drawings and maps, A4 format paper (21,0 x 29,7
cm), double spaced, leaving at least 2,5 cm margins, (lateral, top and botton of page), Times New Roman
font, size 12 and numbered in Arabic numerals, beginning in the identification page. The authors will have to
present numeration in the lines, restarting the counting to each new page. llustrations and legends must be
presented on separate sheets.

Reprints will not be offered. The articles will be available in PDF format at the journal website. The
same rules apply for all the other sections of the journal. The manuscripts should not exceed 15 pages.
Unusual abbreviations should be used only after first time citation.

REVIEW ARTICLES

The review articles will be published in Portuguese, English or Spanish, if it provides scientific
contribution that is relevant in the area, when invited by the editors. The review articles must include: Title
(Portuguese, English and Spanish), resumo with palavras-chave, abstract with key words and resumen with
palabras-claves, introduction, subject overview, conclusion e references. Must contain a maximum of 20
pages and 60 references.

CASE REPORTS

Should not be prepared with the same structure as the articles. The case reports must present the title
in Portuguese, English and Spanish, resumo with palavras-chave, abstract with keywords and resumen with
palabras claves and references. Must contain a maximum of five pages, three tables or figures and 15
references.

SHORT COMMUNICATIONS

These are reports with new and relevant data of original studies, as preliminary results of a research.
Must be presented with a maximum of five pages, one table and ten references. The structure should follow
the same rules for case reports.

REFERENCES AND CITATIONS

References should be numbered consecutively in order inwitch they are first mentioned in the text, tables,
and legends by Arabic numbers in parentheses in same sequence. The titles of journals should be abbreviated
according to the style List of Journals Indexed in Index Medicus available from: http://www.nlm.nih.gov.
Examples:

Citations

O material deve ser mantido em compressas embebidas em solucéo fisioldgica para evitar o ressecamento (5).
Aulisa (1) administrou heparina, por via intramuscular, em cobaias.

Udupa & Prasad (9) utilizaram osteoclasia manual do Umero sem imobilizac&o

Herbsman et al. (7) realizaram osteoclasia manual no fémur e ndo imobilizaram.

O rato apresenta niveis mais elevados de heparina que o homem (35,42,51).

O mesmo autor obteve resultados semelhantes, mesmo com metodologias diferentes (22-26).

References
List the first seix authors followed by et al.
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Malhado CHM, Piccinin A, Gimenez JN, Ramos AA, Gongalves HC. Modelos polinomiais para descrever
a curva de postura de codornas. In: Anais do 3° Congresso Nordestino de Produgdo Animal; 2004, Campina
Grande. Campina Grande: Universidade Federal da Paraiba; 2004. p.1-3

6 Dissertation

Mortari AC. Avaliacdo da técnica de transposicdo do musculo semitendinoso para reparo do diafragma
pélvico: estudo experimental em cdes [dissertacdo]. Botucatu: Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade Estadual Paulista; 2004.

7 Eletronic material on Internet
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REVISTA “VETERINARIA Y ZOOTECNIA”

NORMAS PARA PRESENTACION DE TRABAJOS

La Revista Veterinaria y Zootecnia, de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia — UNESP,
Campus de Botucatu, publica articulos cientificos originales, articulos de revision de bibliografia, estudios de
caso y comunicaciones cortas, relacionadas con las areas de Medicina Veterinaria y de Zootecnia, con
periodicidad semestral, en las lenguas Portugues, Espafiol o Inglés, siendo los conceptos y opiniones
emitidas, de exclusiva responsabilidad de los autores.

La publicacion depende de la evaluacion preliminar del Presidente del Consejo Editorial, que analiza
la relevancia, y los aspectos formales, de acuerdo con la categoria del articulo sometido y las normas
editoriales establecidas. Si es aprobado, se adopta el mérito de la evaluacion por pares, se envia para dos
Revisores, de acuerdo con el &rea. Los conceptos ademas de la imparcialidad, serdn mantenidos bajo estricta
reserva, sin que exista la posibilidad de identificacion entre autores y evaluadores. Los articulos no
publicados seran devueltos.

Los trabajos deben ser enviados pela pagina WEB de la revista http://www.fmvz.unesp.br/rvz

Prof. Helio Langoni

Revista “Veterinaria y Zootecnia”

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — UNESP - Botucatu
18618-000 — Dist. Rubido Junior — SP — Brasil

INSTRUCCIONES A LOS AUTORES

ARTICULOS CIENTIFICOS
Deben ser estructurados de acuerdo con los siguientes puntos:
1. Pégina principal, con:

« Titulo del trabajo en portugués, inglés y en espafiol, tipo de letra Times New Roman, nimero 12, con
espacio entre lineas sencillo, en negrilla y centrado, en letra mayuscula. Cuando sea necesario, indicar la
entidad que financia la investigacion, como primer pié de pagina;

« Nombres completos de los autores, en los cuales solamente la primera letra de cada nombre debe ser
mayuscula, en lado derecho de la pagina. Digitarlos separados un por linea, con notas de pié de pagina nu-
meradas y en sobrescrito, que indicaran el cargo y la direccidn profesional de los autores, seguidos de la
institucion donde el trabajo fue realizado o en las cuales estan vinculados;

« Nombre, direccion, teléfono, fax y correo electrénico para correspondencia.

« En el caso de involucrar seres humanos o animales de experimentacién, enviar el concepto de la
Comision de Etica o equivalente, destacando en el trabajo antes de las referencias y fecha de aprobacion, asi
como el envio de la copia del concepto.

2. Pagina con resumen en Portugués, Inglés y Espafiol.

« Tanto el “resumo”, como el “abstract”, asi como el resumen, deben estar seguidos del titulo del tra-
bajo, en el idioma respectivo y contener, como maximo 400 palabras cada uno, con informaciones referentes
a la introduccion, metodologia, resultados y conclusiones. El texto debe estar ajustado (justificado) y digita-
do en un solo parrafo y con espacio entre lineas sencillo iniciando por el “RESUMO”. El “Abstract”, y el
Resumen, deben ser fiel traduccion del “Resumo”. Independiente da la lengua que el articulo fue presentado
deberé contener el resumen en portugués, inglés y espafiol.

« Deben contener como maximo, cinco “palavras-chave” “keywords”, y palabras clave que identifi-
guen el contenido del texto.
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3. Laestructura del articulo debera contener:

Introduccion: debe ser clara, objetiva y relacionada al problema investigado, y a la literatura pertinente, asi
como con los objetivos de la investigacidn. La introduccion establece los objetivos del trabajo.

Materiales y Métodos: debe ofrecer informaciones de reproductibilidad de la investigacion, de forma clara
y concisa, como variables, poblacion, muestra, equipos, 0 métodos utilizados, inclusive los estadisticos.
Resultados: Presentacion de los resultados obtenidos, que deben ser descritos, sin interpretaciones y
comparaciones. Podra ser bajo la forma de tablas, en hojas separadas, con maximo de cinco, ordenadas en
algarismos arabicos, y encabezadas por el titulo, de acuerdo con las normas de presentacion tabular de las
normas ABNT/WBR 6023/2000 de la Asociacion Brasilefia de Normas Técnicas, ABNT, identificadas en el
texto como Tabla; bajo la forma de figuras en los casos de gréficos, fotografias, dibujos, mapas, etc.,
ordenadas en algarimos ardbicos hasta un maximo de seis, y citadas en el texto como Figura. Fotografias
pueden ser en blanco y negro o a colores; identificadas con el nombre del autor o autores al lado opuesto. En
el caso de dibujos originales, la impresion debe ser en papel adecuado, de calidad.

Discusidn: Debe ser entendida como la interpretacion de los resultados, confrontando la literatura pertinente,
descrita en la introduccion. De ser conveniente los resultados y discusion podran ser presentados
conjuntamente.

Conclusiones: Es la sintesis final, fundamentada en los resultados y en la discusion.

Referencias: Deben ser presentadas de acuerdo con las normas de Vancouver (http//:www.icmje.org/), y el
arreglo organizacion debe ser en orden alfabético por apellido del autor (modelos anexos al final).

Deberan ser editados en Microsoft Word for Windows, para edicion de textos, Excel (cualquier
version) para gréaficos, formato JPEG o GIF (imagen) para fotografias, formato A4 (21,0 x 29,7 cm), a doble
espacio, manteniendo margenes de 2,5 cm, en las laterales, parte superior e inferior de cada pégina, fuente
Times New Roman, nimero 12 y numeracion consecutiva de las paginas en nimeros arabicos, a partir de la
hoja de identificacion. Deveran presentar también la numeracién en las lineas, recomenzando la cuenta a
cada pagina nueva. llustraciones y leyendas deben ser presentadas en hojas separadas.

No se ofreceran separatas. Los articulos estaran disponibles en el formato PDF en la pagina WEB de
la revista. Para las demas secciones de la revista son validas las normas anteriores. No deben exceder las 15
paginas. Abreviaturas no usuales, deben ser empleadas después de haber sido escritas por extenso en la
primera utilizacion.

ARTICULOS DE REVISION BIBLIOGRAFICA

Los articulos de la revision bibliogréfica seran publicados en los idiomas portugués, inglés y espafiol,
cuando el autor presente contribucién cientifica, importante en el area especifica del asunto abordado, y por
invitacion de los editores.

Deberan contener: Titulo (portugués, inglés y espafiol), resumo con palavras-chave, abstract con
keywords e resumen con palabras claves, introduccion, desarrollo del tema, conclusién y referencias.
Deberan contener como maximo 20 paginas y 60 referencias (citas bibliograficas).

ESTUDIOS DE CASO

No deben ser subdivididos, como para los articulos. Deben presentar el titulo en portugués, en inglés
y espafiol, resumo con palavras-chave, abstract con key words e resumen con palabras-claves y referencias.
Deben contener como maximo cinco paginas, tres tablas o figuras y 15 referencias bibliograficas.

COMUNICACIONES CORTAS
Son relatos con datos inéditos y relevantes de estudios originales, como por ejemplo resultados preliminares

de una investigacion. Deben ser presentados como maximo en cinco paginas, una tabla y 10 referencias bi-
bliogréficas. La estructuracion debe respetar las normas para estudios de caso.
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REFERENCIAS E CITACIONES

Numerar las referencias consecutivamente segun el orden en que se mencionen por primera vez en el texto.
En éste, en los cuadros y leyendas, las referencias se identificardn mediante numeros arabigos entre
paréntesis. Abreviar los titulos de las revistas seguin List of Journals Indexed in Index Medicus disponible en:
http://www.nlm.nih.gov.

Ejemplos

Citations

O material deve ser mantido em compressas embebidas em solucdo fisioldgica para evitar o
ressecamento (5).

Aulisa(1) administrou heparina, por via intramuscular, em cobaias.

Udupa & Prasad (9) utilizaram osteoclasia manual do imero sem imobilizacao

Herbsman et al. (7) realizaram osteoclasia manual no fémur e ndo imobilizaram.

O rato apresenta niveis mais elevados de heparina que o homem (35,42,51).

O mesmo autor obteve resultados semelhantes, mesmo com metodologias diferentes (22-26).
Referencias
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4 Capitulo en libro
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6 Tesis
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