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EDITORIAL

SUPERBACTERIAS

Pode-se dizer que o mundo é das bactérias. No corpo humano ha 39 trilhdes delas,
contra 30 trilnGes de células humanas. Essa convivéncia geralmente é pacifica e nada se
percebe. Entre essas, ha as denominadas “superbactérias”. S3o espécies normais como a
Escherichia coli ou Klebsiella pneumoniae que vivem em nosso corpo. O que elas tém de
diferente sdo genes que as tornam resistentes aos antibidticos. A carbapenemase é uma
enzima que confere resisténcia aos antibidticos carbapenémicos que sao eficazes contra quase
todas as bactérias. Essa enzima é que torna a KPC uma superbactéria e sério problema de
salde publica.

Bactérias como Klebsiella spp tém a capacidade de passar sua resisténcia para outras
espécies mais perigosas. Um tipo de bactéria pode transferir seu “superpoder” para outra
completamente diferente. O que ocorre € a transferéncia de genes entre as diferentes espécies
de enterobactérias. Sabe-se que 80% dos antibiéticos produzidos nos EUA sdo usados na
criacdo de animais como bovinos, suinos e na avicultura para frangos. Esses animais recebem
racdo contendo antibidticos como promotores de crescimento, para que crescam mais rapido e
sem doencas. O uso macico desses medicamentos estimula o surgimento dessas
superbactérias que podem infectar humanos. E comum encontrar-se bactérias multirresistentes
a varios antimicrobianos, o que tem dificultado a préatica da terapéutica anti-infecciosa em
medicina veterinaria e humana. E necessario conscientizacdo para o uso adequado e racional
dos antimicrobianos para minimizar a selecdo de variantes de bactérias resistentes aos
antibioticos.

O presente nimero da Revista Veterindria e Zootecnia traz artigos interessantes
ineditos, contribuindo com o desenvolvimento cientifico em diferentes areas do
conhecimento. Como artigos de revisdo: Gene expression: an overview of methods and
applications for cancer research; Situacdo epidemioldgica mundial da brucelose humana;
Linfoma canino: revisdo de literatura com énfase no linfoma difuso de grandes células B;
Glaucoma, apoptose e sildenafil: compreensdo de uma doenca sem solucdo e uma possivel
abordagem de tratamento. Os relatos de caso: Fotossensibilizacdo hepatdgena em cabrito —
Relato de caso; Megaesdfago congénito em um cdo; Alteragbes tegumentares e no
eletroferograma de proteinas plasmaticas de tilapias (Oreochromis niloticus ) (Linnaeus,
1759) macho e fémea, provocadas por radiacdo gama; Estimativa da idade gestacional em
cadelas utilizando as medidas fetais e a organogénese obtidas por ultrassonografia; Avaliacdo
imunohistoquimica de plasmocitoma cutaneo em um cdo: Relato de caso; Sindrome
hipereosinofilica idiopatica em cdo: uma insolita descricdo no nordeste do Brasil. As
comunicacgdes curtas: Economical evaluation of ractopamine inclusion in diets of finishing
gilts; Prevaléncia de anticorpos para o Virus da diarreia viral bovina, Herpesvirus bovino Tipo
1 e Virus da leucose enzodtica bovina em bufalos de agua da llha de Marajo; Caracteristicas
da carcaca e qualidade da carne de bovinos terminados em sistema de integracdo lavoura-
pecudria; Pesquisa de anticorpos anti-Brucella abortus em ovinos da regido médio-norte
matogrossense. Os artigos originais: Aspectos fisicos e morfolégicos do sémen de bubalinos
da raca Murrah em maturidade sexual; Origem e distribuicdo do nervo isquiatico de ovinos da
raca Morada Nova; Utilizagdo de dietas de alto conteudo de volumosos sobre o peso dos
6rgdos do sistema digestorio em coelhos; Toxoplasma gondii: Soroprevaléncia em ovinos
com aptiddo leiteira na mesorregido oeste de Santa Catarina, Brasil; Bem estar de equinos de
tracdo e perfil sécio-econdmico dos carroceiros de Santa Maria, Rio Grande do Sul;
Performance of heifers from different genetic groups without anthelmintic treatment; Eficacia
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de aditivo a base de parede celular de levedura na dieta de leitoas intoxicadas com
zearalenona; Avaliacdo soroldgica da toxoplasmose em bubalinos de trés mesorregifes do
estado do Parg; Eficacia acaricida da associagdo de Cipermetrina, Fenthion e Clorpirifés em
bovinos naturalmente infestados por Rhipicephalus microplus na Amazdnia matogrossense;
Milk quality and profile of producers from a milk pick-up route; Estudo da dindmica da
populacdo de cdes vacinada contra a raiva no municipio de Botucatu/SP de 2005 a 2014..

Prof. Helio Langoni
Editor-Chefe
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GENE EXPRESSION: AN OVERVIEW OF METHODS AND APPLICATIONS FOR
CANCER RESEARCH

Marina Mitie de Souza Monobe®
Rodrigo Costa da Silva®

ABSTRACT

Gene expression is the study of how the genotype gives rise to the phenotype by investigating
the amount of transcribed mRNA in a biological system. A lot of methods have been
standardized to identify the variation in gene expression, including subtractive hybridization,
differential display, serial analysis of gene expression, microarray hybridization, and RNA-
seq sequencing. Most of techniques have been focused in cancer research and diagnosis,
producing a huge amount of data, which allowed to understand the cancer progression and
pathways, discover and evaluate new treatment interventions, new molecular tools for
diagnosis and prognosis, and analyze the survival time in human and animal patients. In this
way, gene expression techniques brought new important perspectives for the medical and
veterinary fields, and further researches focusing oncology will provide much more
knowledge concerning the pathways and interaction of healthy and tumor cells, improving the
perspectives of the daily interventions by the oncologists and clinicians.

Keywords: gene sequencing, gene expression, molecular techniques, genotype, veterinary
oncology.

EXPRESSAO GENICA: UMA VISAO GERAL DOS METODOS E APLICACOES NA
PESQUISA DO CANCER

RESUMO

A expressao genética € o estudo de como o genotipo da origem ao fendtipo a partir da
investigacdo da quantidade de RNAmM transcrito em um sistema biolégico. Varios métodos ja
foram padronizados para identificar variagdes na expressdo génica, dentre eles a hibridizacao
subtrativa, “differential display”, analise em série da expressdo genética, hibridizacdo de
microarranjo, e sequenciamento por RNA-seq. A maioria das técnicas tem focado na pesquisa
e diagnostico do cancer, gerando enorme quantidade de dados, o que permitiu compreender a
progressao do cancer e suas vias, descobrir e analisar novas intervencgdes terapéuticas, novas
ferramentas moleculares para o diagnostico e prognostico, e analisar o tempo de
sobrevivéncia em pacientes humanos e animais. Desta forma, as diferentes técnicas de
expressao génica trouxeram novas e importantes perspectivas para a area médica e veterinaria,
e novas pesquisas focadas em oncologia fornecerdo muito mais conhecimento sobre as vias e
interacdes entre células saudaveis e tumorais, melhorando as perspectivas das intervencdes
diarias pelos oncologistas e clinicos.

Palavras-chave: sequéncia génica, expressdo g@énica, técnicas moleculares, genotipo,
oncologia veterinaria.
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EXPRESION GENICA: UNA VISION GENERAL DE LOS METODOS Y
APLICACIONES EN LA PESQUISA DE CANCER

RESUMEN

La expresion génica es el estudio de como el genotipo da lugar al fenotipo mediante la
investigacion de la cantidad de RNAm transcrito en un sistema biol6gico. Una gran cantidad
de métodos fueron estandarizados para identificar variaciones en la expresion génica,
incluyendo la hibridacién sustractiva, “differential display”, analisis en serie de la expresion
génica, la hibridacion de microarrays, y la secuenciacion por RNA-seq. La mayoria de las
técnicas se han centrado en la investigacion y diagndstico del cancer, produciendo una gran
cantidad de datos, lo que permiti6 a entender la progresion del cancer y las vias, descubrir y
evaluar nuevas intervenciones de tratamiento, nuevas herramientas moleculares para el
diagndstico y el pronostico, y analizar el tiempo de sobrevivencia en pacientes humanos y
animales. De esta manera, las técnicas de expresion génica trajeron nuevas perspectivas
importantes para el campo de la medicina veterinaria, y nuevas investigaciones centradas en
oncologia proporcionaran mucho méas conocimiento acerca de las vias y la interaccion de las
celulas sanas y tumorales, mejorando las intervenciones diarias por los oncologos y los
clinicos.

Palabras clave: secuencia génica, expresion génica, técnicas moleculares, genotipo,
oncologia veterinaria.

INTRODUCTION

Gene expression is a highly regulated mechanism that controls the function and
adaptability of all living cells in which a gene information is converted to a functional gene
product that can be either a protein or non-coding genes such as transfer ribonucleic acid
(tRNA) or small nuclear RNA (snRNA) (1,2). The control of gene expression is the main
point on understanding the interaction genotype: phenotype (3), because this process is used
for all known life. Protein formation involves four main steps: transcription, RNA splicing,
translation and posttranslational modification. During transcription, a single strand mRNA is
complementary copied from one strand of a template DNA by the RNA polymerase. While
transcription occurs, some modifications on the mRNA, i.e., RNA splicing, in which introns
are removed from the sequence. After that, the new mRNA is used as a template to assemble a
chain of amino acids to form the protein (4). Gene expression studies the amount of
transcribed mRNA in a biological system and its importance to the cell function.

Sequencing techniques that lead to the knowledge of the entire genome sequences have
been stimulating researchers to define their function (3). As genes with related functions are
usually regulated together, techniques that evaluate global gene expression provide an
important way for the initial identification and clustering of these genes. The functional gene
sequence clustering provides enough information to direct additional experiments at defining
the precise function of certain gene product.

The analysis of the gene expression can be done by targeting a single specific gene, also
known as low-to-mid plex(reporter gene, Northern, Western, fluorescent “in situ hybridization
— FISH, slot and dot blotting, semiquantitative and quantitative reverse transcriptase
polymerase chain reaction — RT-PCR, and nuclease protection assays),or all genes that differ
in expression among different experimental samples, also known as higher plex (subtractive
hybridization, differential display, serial analysis of gene expression, microarray
hybridization, RNA-seq sequencing), or that differ between healthy and cancer patients
(5).Gene expression and pathway analysis allows identify several biological processes and

Monobe MMS, Silva RC. Gene expression: An overview of methods and applications for cancer research. Vet.
e Zootec. 2016 dez.; 23(4): 532-546.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 534

molecular functions that may be involved also with infectious (i.e., Mycobacterium bovis-
infected bovine leukocytes) (6-8), and non-infectious (i.e., exercise-induced stress in equine,
and canine and bovine cancers) (9-12).

In this way, the present paper was aimed to review the most important methods for the
gene expression analysis in different experimental samples, highlighting the advantages and
disadvantages of each one, and provide some applications in cancer research.

Methods of gene expression analyzes.
Subtractive hybridization

The subtractive hybridization method was first described in 1983 by Sargent and Dawig
to create a cDNA library (13)and generated probes (14) of different expressed genes. The
principle of this methodology is to differentiate the expressed genes by hybridizing cDNA
from one sample (tester sample) to an excess of mRNA from a second or control sample
(driver). The transcripts that are expressed in both samples form a mRNA/cDNA hybrid
molecule, whereas the sequence expressed only in the tester maintains as a single strand
cDNA. Then, double and single strands are separated using hydroxylapatite chromatography,
and the eluted single strands can be cloned, sequenced or used directly as probes for screening
libraries. The problems with this method include the requirement of a large amount of MRNA
(i.e. 270 pg for the first described protocol against 2ug of mRNA usually used on
microarrays’ protocol), and the observation of errors on identifying rare transcripts. After that,
this protocol was updated along the time, and a similar protocol known as suppression
subtractive hybridization (SSH) was created.

SSH differentiates from the original protocol by the selective amplification of
differentially expressed transcripts and elimination of the separation single-double strand step
(15). This protocol is based on the extraction of mMRNA from two experimental samples
(tester and driver) and performance of a RT-PCR, which will result in cDNA formation. Then
the cDNA testers are bonding with two different adapter oligonucleotides (1 and 2) and until
the second hybridization, the reactions of the tester-adapter 1and 2 are separated done. A first
subtractive hybridization combine the excess of cDNA drivers with the testers in two separate
reactions in which denaturation occurs and single stranded molecules can re-hybridize. One
reaction involves the tester 1 and the other the tester 2. After the first hybridization, four
possible molecules may result: single strand tester, double strand tester, hybrid tester-driver
transcript and double strand driver. The second hybridization mixes all products from the two
types of adapters. Then, the result can be a double strand expressing the two types of adapters,
double strand with the same type of adapter, single strand tester 1 or 2, double strand adapter
1 or 2 with a driver, or a single strand driver. A PCR is performed using primers that
recognize the adapter 1 (forward primer) and 2 (reverse primer).This reaction will result in the
amplification of the double strand cDNA containing the two types of adapters (Figure 1).
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Figure 1. Suppression Subtractive Hybridization (SSH). This method includes two reaction steps. First
step is carried out with two separated reactions, each one with an excess of driver and one type of
Tester Adapter. Each reaction will result four types of products: (A) single stranded tester transcripts
(B) double stranded tester transcripts (B) hybrids of tester and driver transcripts (D) double stranded
driver. The second hybridization step includes products generated from the first step plus additional
denatured driver cDNA. Possible resulting products include same type ones from the first step plus (E)
a double stranded driver formed by the two types of adapters. A final PCR reaction is done to
selectively amplify the amount of (E) drivers. Figure adapted from Moody (5).

The advantage using SSH is that it does not requiree prior knowledge of the transcript
sequence to isolate it and does not require specialized equipment or analysis only
industrialized kits. However, the limitation is that it can only apply for a matched pair
treatment comparison and it is not a quantitative method (5).

SSH has been widely used in cancer research. For example, one performed research
using normal cells and colorectal cancer cells found out that 37 different genes are
overexpressed in this type of cancer and some of them may provide novel points for
therapeutic intervention (16). Another research using hormone-responsive and hormone-
nonresponsive breast carcinoma proved that a specific set of genes is responsible for
regulating the estrogen receptors and causing the hormone-responsive breast carcinoma.
These genes are not expressed in the other type of breast cancer neither in normal mammary
cells, which means that its expression can help providing an accurate diagnosis and prognosis
for these patients (17).

Differential display

RNA fingerprinting technique includes two different protocols: differential display and
arbitrary primed PCR (RAP-PCR). Both protocols are based on PCR amplification of random
subsets of genes from two or more samples that will lead to a different pattern of PCR product
bands visualized during electrophoresis. This “unique” transcript pattern is called RNA
fingerprint (18).

These methods include RNA extraction, RT-PCR forming the cDNA and a main PCR
reaction that include one same forward primer and 12 to 20 different reverse primers. This
PCR reaction results in more than 240 combinations of sequences that are enough to represent
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all the mRNA present in the original RNA sample. After this reaction, the PCR products are
labeled and an electrophoresis on polyacrylamide gel is performed (Figure 2). The
differentially expressed gene is represented by comparing the presence and/or intensity of the
bands in the different samples (19). These PCR products might be selected, purified from the
gel and reamplified by PCR to be used in sequencing and other techniques.

sample 1 sample 2

Total RNA from sample 1 cDNA sample 1 I T T

reverse transcription
(cDNA formation)

A
- ’ PCR and ) ‘
electrophoresis

A sample 2

resulting products
Figure 2. Differential display (RNA fingerprint method). Technique includes extraction of total RNA
from two or more samples that are reverse transcribed to cDNA. Then, random cDNAs are amplified
in duplicate by PCR using different combinations of forward and reverse primers. The amplified
products are visualized by gel of electrophoresis and each sample will have a “unique” pattern of
transcripts’ products. Some fragments might appear only in one sample but not in other (A), some
might have higher or lower intensity expression comparing to the other sample (B). Adapted from

Moody (5).

The main difference between differential display and RAP-PCR is that differential
display use anchored primer, which recognizes the Poly-A tail on the mRNAs while the RAP-
PCR use arbitrary specific sequence primer with approximately 10 base pairs (19, 20).

The advantages include comparison of multiple samples and identification of up and
down regulated genes. However, both protocols are not quantitative and are time consuming.
Several false positive have also been described (21).

At cancer research, many researches in prostate cancer found out a highly specific gene
(differential display code 3 gene, DDC3) that has been used as a marker for the diagnosis of
this cancer and as a target for gene therapy (22-24). In gene therapy, studies focusing the
regulation of DDC3 have observed better results in chemotherapy and regression of the cancer
(23). Other different studies at the cancer field involve the identification of expression of
specific genes after some kind of treatment. Murata et al. (25) analyzed the expression of the
PHLDAL gene in oral cancer cell lines in humans. They observed the overexpression of this
gene in oral cancer and verified its significant suppression by hydrogen-sulfide oral therapy.
Thus, the use of hydrogen-sulfide can prevent the oral cancer and help during its therapy in
humans. In the same way, Finocchiaro et al. (26) have used a gene target therapy based on the
high expression of interferon-pgenes at the melanoma cancer cells in dogs.

Expressed Sequence Tag sequencing

The conception of expressed sequence tag sequencing (EST) was first mentioned in
1991 (27). The principle includes the random selection of clones from a cDNA library and the
performance of a single sequence reaction to produce 300-500 bp of sequence per clone
(Figure 3). The differentially expressed genes are identified by the different number of times
it appears at the EST library when compared with a control sample. Higher numbers of
counted times in an EST library means higher gene expression (28). EST method usually
needs to be combined with other different gene expression methods because it is not an
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accurate qualitative and quantitative data. It is often generated from normalized cDNA
libraries.

RNA sequence .
AAAAA » reverse tr?nscrlptlon »
cDNA formation

cDNA library
3’EST
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e covine and

sequencing

Cloning
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Figure 3. Expressed Sequence Tag sequencing (EST). EST is a short sub-sequence of cDNA selected
from a cDNA library with 300-500 bp length. Different expressed genes are identified by the amount
of sequences produced by the clones when compared with a control sample. Adapted from Moody (5).

Cancer research rarely uses EST only. However, the development of EST databases and
normalized cDNA library may increase the use of this technique combined with other ones.
The first description of the profile gene expression in breast cancer using EST combined with
differential display was in 1994 (29). They concluded that the both methods combined still
have great limitations mainly caused by the high heterogeneity of normal and cancer tissue
leading to a large numbers of different ETS libraries. Moreover, the contamination of breast
cancer tissue with normal breast tissue during the procedure also leads to misidentification of
the specific expressed genes in cancer tissue. Therefore, the use of ETS remains uncommon
especially in cancer research area.

Serial Analysis of Gene Expression (SAGE)

Although SAGE was first described in 1995 (30), it has been used recently in the cancer
research combined with a new EST generation. This combined technique also known as Tag-
seq allows the identification of more genes when compared with the SAGE protocol only.
The researchers tested this method in breast cancer and concluded it is an accurate, sensitive
and reproducible method to produce gene expression profile in cancers in general (31).
Besides the cancer area, this method is also relevant to study gene expression profiling in
other disease pathways.

Actually, SAGE is an accelerate version of EST sequencing in which short sequence
tags (SAGE tags) are used to identify a gene transcript (Figure 4). The protocol includes RNA
extraction and RT-PCR performance using a biotin-tagged primer. The resulted cDNA is
digested by a specific endonuclease known as Nlalll, which recognizes 4 (four) base pairs
(bp) sequence CATG. The digested fragments are purified and then two linkers, A and B, are
added in separate reactions. These linkers are complementary sequence of the PCR primers
and serve as recognition sequence for another endonuclease Fokl. So, a second digestion step
is done. The Fokl recognizes the linkers and cleaves the cDNA at 9 (nine) bp downstream.
The products are purified again, ligated together and amplified by PCR. A final digestion step
using the Nlalll is performed to cleave away the linkers, producing ditags with 9bp from two
different transcripts. Multiple ditags are ligated together, cloned and sequenced to produce the
SAGE sequence data (5).
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In sum, SAGE tag is a nine base sequence locate specifically downstream from the last
endonuclease recognition site of a transcript. Once each unique SAGE tag represents a unique
transcript, it allows an overview of all genes expressed in the original RNA sample. The
differences in gene expression can be identified by comparing the amount of specific SAGE
tags in different libraries (32).

The advantages of SAGE are it is an accurate, quantitative and cumulative method. The
disadvantages are that it requires specific equipment and misidentification of tags may occur.
Misidentification includes from producing sequence errors to misidentification of the region
in a database. Moreover, depending on the specific enzyme used in the protocol, it may fail to
identify the transcripts (33).

reverse transcription

with biotin-tagged cDNA digestion . .
primer by N/%lll purified digested
mRNA sequence biotin labeled cDNA cDNA
CATG AAAAA
AAAAA ‘ GTAC '["]"1*’1"1'__,+ ‘ GTAC 1 T'l"l"[----++
addition of linkers
Aand B
Second digestion step
by Fokl and products’
ATGCCATG AAAAA urification ATGCCATG AAAAA
_ TACGGTAC 'I"l"l"l"l'————++ P _TAC(}(}TAC 'I"l"l"l"l'—--—++
ATGCCATG AAAAA _ ATGCCATG AAAAA
E—TAC'GGTAC' T E"'TAC’GGTAC’ TTT T
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ligation and PCR
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blunt-end

— ATGCCATGXXXXXYYYYYGTACCGTA __| - XXXXXYYYYYCATG {Gation. dloni
TACGGTACXXXXXYYYYYCATGGCAT El GTACXXXXXYYYYY ligation, cloning

and sequencing
Figure 4. Serial Analysis of Gene Expression (SAGE). Adapted from Moody (5).

Microarray hybridization, RNA/DNA microarray

Hybridization-based techniques like microarray rely on and are limited to the transcripts
bound to the array slides (3). The microarray technology was first described in 1995 (34).
However, increasing improvements and changes on microarrays techniques and equipment
still makes it one of the most common and newly technique in a variety of fields (35). Even
that, microarrays are only as good as the bioinformatic data available for the model
organism’s genome and transcriptome,the complete set of transcripts in a cell (36).

Nowadays, different types of microarrays protocols are available such as protein
microarray, RNA microarray, DNA microarray and Glycan microarray. The difference among
them is what they are measuring. In other words, if the microarray is used to measure the
amount of RNA it is called RNA microarray (35).

The principle is the hybridization of two DNA or mRNA, for RNA microarray,
sequences that have complementary base pair. The first step includes purificationof the
samples and obtainment of all DNA or cDNA. After that, these sequences are fluorescently or
radioactively labeled and added in a microarray containing sequence fragments representing a
great variety of genes. Hybridization between the DNA/CDNA samples and the sequences in
the microarray occurs, followed by washing off the non-specific bonding sequences. Once
hybridized, the sequences release a fluorescent signal, which is captured by the equipment
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(Figure 5). The hybridization signal is proportional to the abundance of that mRNA transcript
or DNA sequence from the original sample (37).
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Figure 5. Microarray hybridization. The method includes reverse transcription of mRNA from two
samples (i.e., control and experimental sample) into cDNA and labeling them. All cDNAs are
hybridized in a microarray containing DNA fragments of different specific genes. Each sample
generates a signal when hybridization occurs. The intensity of the signal is proportional to the
abundance of the initial mRNA used. Signals from different samples are compared to identify
differences in gene expression. Adapted from Moody (5).

Three different types of microarrays are commercial available: microarrays that include
oligonucleotide chips made by the synthesis of short oligos directly on slide glass (Affymetrix
Technology), microarrays made by spotting pre-synthesized oligos into glass slides or nylon
membranes and cDNA microarrays made by spotting amplified PCR products from cDNA
library clones onto glass slides or nylon membranes (5).

The selection of gene fragments also known as probes, which are spotted on the array, is
one of the most important part. Even though it is possible to select more than 3,000-10,000
sequences, it might be possible that these sequences are not the best representation for a type
of experiment (5). Each experiment should have its own cDNA/DNA library and the use of
controls is required.

The analysis of the array data is divided in three main steps: identification and
quantification of the hybridization signal, visualization of the data and clustering techniques.
The clustering step include the organization of the genes in groups with similar expression
patterns and it can be done by multiple available software (38).

Microarray technology is considered an accurate, sensitive, quantitative and qualitative
method. Although it requires technological and specific equipment with high cost, it is main
actual method used in gene expression research (35).

Cancer research has been widely using microarrays to generate gene expression
profiling. In breast cancer, the discovery of the DUSP4 gene leaded to the use of its expressed
transcript as a molecular marker for the diagnosis of the negative breast cancer, an aggressive
type of breast cancer. This gene is responsible for the resistance of the cancer cells to
chemotherapy drugs (39). Another interesting research using this method was in the lung
cancer area. By analyzing the different gene expression profiling between nasal cells from
patients with lung cancer and healthy patients, the researchers found out that non-neoplastic
cells from nasal tissue from patients with lung cancer express the same specific biomarkers of
the lung cancer cells. Thus, they suggested a new non-invasive method of diagnosis of lung
cancer once the usual diagnosis is performed by collecting samples directly from the cancer
cells (40,41). Microarrays have added important results in the cancer area. Due that, this
method has been being modified, improved and widely used in veterinary medicine, mainly in
focusing canine mammary carcinoma (42-44) and osteosarcoma (45). Fowles et al. (45)
observed that microarray gene expression based models built in an intra- or interspecies
manner can successfully predict the drug response in canine osteosarcoma, which may
improve outcome in dogs and serve as pre-clinical validation for similar methods in human
cancer research.
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In various types of cancer, i.e. canine mammary carcinoma, different intracellular
signaling pathways are perturbed. Thus, patients with pathologically the same type of cancer
often have different genetic defects in their tumors, which also result in different responses to
the anticancer treatment (43). To solve this gap, Pawlowski et al. (43) suggested that both
molecular and pathological characterization of the tumor can complement one another. Also,
microarray gene expression can discriminate metastatic canine mammary carcinomas from
non-metastatic ones, as observed by Klopfleisch et al. (42), in which 265/1,011 (26.21%)
significantly differentially expressed genes in metastatic, but not in non-metastatic canine
carcinoma, are related to human breast cancer and, vice versa, parts of a human prognostic
gene signature were identified in the expression profiles of the metastatic canine tumors,
which allows the identification of prognostic molecular signatures for potential therapeutic
targets.

Rao et al. (44) used cDNA microarray to characterize the canine mammary carcinoma
cell lines by the expression profiling, and concluded that the identification of major
differences observed in the signaling pathwaysallowsits use to develop new therapiesdirected
towards specific pathways.

RNA-Sequencing (RNA-Seq) or Whole Transcriptome Shotgun Sequencing (WTSS)

RNA-Seq is a powerful and recent approach to the analysis of the transcriptomethat
uses the capabilities of next-generation sequencing (NGS) to detect and quantify the interest
RNA from a genome at a moment (46-48). It providesa more precise measurement of levels
of transcripts and their isoforms,and a better transcriptome analysis of the genome with higher
resolution than actual methods (48,49).

RNA-Seq detects annotated transcripts as microarrays also do, besides novel sequences
and splice variants (36),and provides additional tools by the generation of large amount of
data, with an increased base coverage of whole DNA sequences in human, and animal
genome (6,9,10,50-52). This technique looks at different populations of RNA to include total
RNA, small RNA, such as miRNA, tRNA, and ribosomal profiling (53), also known as key
players in cancer development and progression (54).

The basic components of the RNA-Seq technology in the clinical context include 5
(five) major steps: RNA extraction from clinical samples, NGS library preparation,
sequencing, data analysis, and data interpretation/reporting (54). It allows the increased base
coverage of a DNA sequence, higher sample throughput, and the use of data to characterize
exon junctions, detect non-coding RNA(7), alternative gene spliced transcripts, post-
transcriptional modifications, gene fusion, mutations/SNPs, and changes in gene
expression(Figure 6) (55). Furthermore, existing data sets can be re-evaluated as new
sequences (56).

RNA-Seq has a more wide coverage than microarrays, once arrays target the
identification of known common alleles that represent approximately 500,000 to 2,000,000
SNPs of the more than 10,000,000 in the genome (57). Because the libraries are not usually
available to detect and evaluate rare allele variant transcripts (58), and the arrays are only as
good as the SNP databases they are designed from, it limitsitsuse for research purposes (59).

The sample processing method for RNA-Seq involves fragmenting transcripts, and
more fragments will be available for sequencing as longer is the transcript (60). This length
bias is one limitation not observed for microarrays, as well as the proportional expression
levels of the degree of hybridization to probes. Although microarrays are reliable and more
cost effective than RNA-Seq for gene expression profiling in model organisms, it is still more
routinely used. Nowadays the techniques can be complementary used to each other (3).
Additionally, biases in both methods exist for higher abundance transcripts and underscore
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the need for validation of results, which can be validated by other molecular techniques, i.e.,
quantitative PCR (gPCR),or proteomics (61).

Microarrays have been used a lot for clinical applications, and probably will be
approved earlier than RNA-Seq for diagnostic use, mainly focusing the application on
bioinformatic data (3). As cancer is characterized by genetic lesions directly affecting genes,
I.e., point mutation, insertion, deletion, translocation, exon-skipping and gene fusion, RNA-
Seq can detectthese mutant genes in lesions, and measure the transcript abundance (54,62), as
well as gene fusions,which can result from many types of genetic lesions, e.g., translocation,
deletion and inversion;it allows the identification of biomarkers for cancer risks, subtypes and
stages of progression (54), discover cancer specific isoforms, global transcriptomic alterations
and post-transcriptional changes on large scale (63), reflecting on the cancer diagnosis,and
prognosis of the human (54), and animal disease (11).

In dogs, the breed-specific cancer susceptibility combined with recent advances in high-
throughput sequencing technologies (e.g., RNA-Seq) allows the use of pet dog populations to
find often subtle mutations that promote cancer susceptibility and progression (10). A good
example of theapplicability of this technology on cancer field is in canine osteosarcoma, the
best example of breed-enriched cancer, with an incidence rate of about 52 per 100,000,
keeping dogs as a good model for human osteosarcoma studies (51,52). Not only
osteosarcoma, but also histiocytic sarcoma and bladder cancer can use dogs as a model for
RNA-Seq analysis. In this way, RNA-Seq can provide knowledge to expand the existing areas
of research, and detect the misexpression of many genes between human and animal, affected
and normal tissues (64).
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Figure 6. RNA-Seq method.
FINAL CONSIDERATIONS

The evaluation of gene expression is an effective way to identify important genes
related to the regulation and progress of cancers in general. Several techniques and protocols
were developed for this purpose and currently researches are modifying and improving
techniques to facilitate the continuing discovery in this area. The application of gene
expression methods in cancer research involves from the study of different biological
pathways involved in the cancer progression, development of different markers that can be
used in the diagnosis and prognosis of specific cancers and the development of different
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protocols of treatments. Protocol treatments include the synthesis of specific targets, which
can be combined with radioisotopes or chemotherapy drugs leading them to specific attack
cancer cells, minimizing the patient’s clinical signs; and gene therapy, which include the use
of vectors to modify the expression of cancer genes. Therefore, gene expression methods are a
powerful tool for the cancer research area.
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RESUMO

A brucelose € uma zoonose de grande relevancia no contexto de saude publica. A
contaminacdo humana pode ocorrer por contato direto ou indireto com a fonte de infeccéo
animal. A doenga ocorre em humanos por quatro principais espécies de Brucella: Brucella
melitensis, Brucella abortus, Brucella suis e Brucella canis. Atualmente, a sua incidéncia é
cerca de cinco vezes superior aos nimeros oficiais, sobretudo devido a falta de diagnostico e
0 ndo cumprimento da declaracdo obrigatdria. A distribuicdo geogréfica coincide com a
endemia animal, sendo uma doenca ocupacional e mais frequente em regides rurais. Os
mecanismos de patogénese da Brucella devem-se a sua capacidade de sobrevivéncia no meio
intracelular, sendo que os lipopolissacarideos exercem papel fundamental. A brucelose é uma
doenca sistémica, e a sua apresentacdo e duracdo do quadro clinico permite caracteriza-la em
formas aguda, crénica e localizada. Laboratorialmente, o teste sorologico de triagem
preconizado € a soroaglutinacdo rapida com antigeno acidificado tamponado (AAT) e o
confirmatorio os testes de soroaglutinacao lenta em soros tratados pelo 2-mercaptoetanol ou a
fixacdo do complemento. O cultivo bacteriano e testes de reacdo em cadeia pela polimerase
(PCR) sdo importantes para identificacdo da espécie de Brucella em questdo. O tratamento é
extremamente longo, em torno de 42 dias. O principal protocolo estabelecido utiliza
doxiciclina em associacdo com rifampicina. A prevencdo da brucelose em humanos depende
do controle e erradicacdo da doenca nos animais. Observaram-se altas taxas de prevaléncia
em paises subdesenvolvidos, como os do norte da Africa, Oriente Médio, América Central e
América do Sul.

Palavras-chave: Brucelose, distribuicdo mundial, humanos, prevaléncia.

HUMAN BRUCELLOSIS EPIDEMIOLOGICAL SITUATION IN THE
WORLD.

ABSTRACT

Brucellosis is a zoonosis of great importance in the public health context. Human
contamination can occur by direct or indirect contact with the source of animal infection. The
disease occurs in humans by four main species of Brucella: Brucella melitensis, Brucella
abortus, Brucella suis and Brucella canis. Currently, its incidence is about five times higher
than the official figures, mainly due to lack of diagnosis and failure to comply with the
mandatory declaration. The geographic distribution coincides with animal endemic, being an
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occupational disease and more frequent in rural areas. The Brucella pathogenesis mechanisms
are due to their ability to survive intracellularly, and the lipopolysaccharide play a
fundamental role. Brucellosis is a systemic disease, and its presentation and duration of the
clinical condition allows to characterize it as acute, chronic, localized forms. Laboratory, the
recommended screening serologic test is the rapid agglutination test with buffered acidified
antigen (AAT) and the confirmatory tests of slow agglutination test in sera treated by 2-
mercaptoethanol or complement fixation. The bacterial culture and polymerase chain reaction
(PCR) are important for identification of Brucella species in question. The treatment is
extremely long, about 42 days. The main doxycycline established protocol used in
combination with rifampicin. The prevention of brucellosis in humans depends on the control
and eradication of the disease in animals. There are high prevalence rates in developing
countries, such as the northern Africa, the Middle East, Central America and South America.

Keywords: Brucellosis, human, prevalence, worldwide distribution.
SITUACION EPIDEMIOLOGICA MUNDIAL DE LA BRUCELOSIS HUMANA
RESUMEN

La brucelosis es una zoonosis de gran importancia en el contexto de la salud publica.
Contaminacion humana puede ocurrir por contacto directo o indirecto con la fuente de
infeccion animal. La enfermedad ocurre en los seres humanos por cuatro principales especies
de Brucella melitensis: Brucella, Brucella abortus, Brucella suis y Brucella canis.
Actualmente, su incidencia es aproximadamente cinco veces mayor que las cifras oficiales,
debido principalmente a la falta de diagnostico y el incumplimiento de la declaracion
obligatoria. La distribucion geografica coincide con endemia animal, siendo una enfermedad
profesional y mas frecuentes en las zonas rurales. Los mecanismos de la patogénesis de
Brucella se deben a su capacidad de sobrevivir intracelularmente, y el lipopolisacarido juegan
un papel fundamental. La brucelosis es una enfermedad sistémica, su presentacion y duracion
de la condicion clinica permite caracterizarla como, las formas agudas, cronicas localizadas.
En laboratdrio, la prueba seroldgica de deteccion recomendada es la prueba de aglutinacion
rapida con antigeno tamponado acidificado (AAT) y las pruebas confirmatorias de prueba de
aglutinacion lenta en sueros tratados con 2-mercaptoetanol o fijacion del complemento. La
reaccion de la cultura y la cadena de la polimerasa bacteriana (PCR) son importantes para la
identificacion de especies de Brucella en cuestion. El tratamiento es muy largo, unos 42 dias.
El principal protocolo establecido doxiciclina se utiliza en combinacién con rifampicina. La
prevencion de la brucelosis en humanos depende del control y la erradicacion de la
enfermedad en los animales. Se observaron altas tasas de prevalencia en los paises en
desarrollo, como el norte de Africa, Oriente Medio, América Central y América del Sur.

Palabras clave: La brucelosis, la distribucién en todo el mundo, humano, la prevalencia.
INTRODUCAO

A brucelose, também conhecida como “febre ondulante”, “febre do Mediterraneo” ou
“febre de Malta”, ¢ uma importante zoonose e a infecgdo é quase sempre transmitida por
contato direto ou indireto com animais infectados ou seus subprodutos. E uma enfermidade de
distribuicdo universal, que acarreta problemas sanitarios importantes e prejuizos econémicos
marcantes, por acometer rebanhos (1).

E uma zoonose causada por bactérias do género Brucella spp, caracterizado nos seres
humanos, principalmente, por quadro febril acompanhado por inGmeros sinais e sintomas
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inespecificos. Destacam-se, entre eles, a mialgia e artralgia, que podem mimetizar uma série
de doencas, infecciosas ou ndo, com tendéncia a cronificacdo e capaz de afetar qualquer
aparelho ou sistema (2,3).

A brucelose, embora subdiagnosticada e subestimada, é uma das mais importantes
zoonoses bacterianas, com mais de meio milhdo de casos novos em humanos reconhecidos
anualmente, principalmente em paises em desenvolvimento. E considerada de elevada
endemicidade em areas do Mediterraneo, Peninsula Arabica, india, México, América Central
e América do Sul. Com isso, mesmo locais livres de brucelose animal podem apresentar casos
importados devido a circulacdo de pessoas de areas livres em areas endémicas. Em algumas
areas chegam apresentar prevaléncia de dez casos por 100.000 habitantes e, embora seja
raramente fatal nos seres humanos (letalidade de 0,1%) compromete o desempenho
profissional, podendo manifestar quadros clinicos severos e o tratamento é bastante
prolongado (3).

Atualmente, de acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (4), julga-se que, mesmo
nos paises desenvolvidos, a verdadeira prevaléncia da brucelose pode ser cinco ou mais vezes
superiores aos numeros oficiais sugeridos. Este fato é atribuido ao subdiagndstico e a
subdeclaracdo "obrigatéria”. A estrutura para o diagnéstico da brucelose humana no Brasil
ainda é incipiente, sendo importante e pertinente sua implantacéo e implementacéo (5).

Este trabalho se caracteriza como uma revisao dos principais aspectos da brucelose em
humanos e a situacdo epidemiolégica em diversas localidades do mundo.

REVISAO DE LITERATURA
Histérico

A brucelose foi inicialmente descrita em humanos no inicio do século XIX, a partir de
casos de febre sem causa especifica, ocorridos na Ilha de Malta, no Mar Mediterraneo, sendo
por isso denominada Febre de Malta. A primeira descri¢do clinica da doenca foi efetuada por
Marston em 1859 (1,6).

Em 1887, David Bruce isolou 0o micro-organismo, até entdo denominado Micrococcus
melitensis, responsavel pela “febre de Malta” em um soldado britdnico nas ilhas de Malta.
Posteriormente, foi renomeado Brucella melitensis em sua homenagem (6).

Em 1905, Zammit demonstrou, ainda em Malta, a natureza zoondtica da B. melitensis
realizando o isolamento da bactéria no leite de cabras. Bang e Stribolt, em 1917, isolaram o
agente causador do aborto enzootico dos bovinos e o chamaram de “Bacillus abortus” sendo
posteriormente denominada Brucella abortus (7).

Agente Etiologico

As bactérias do género Brucella sdo pequenas bactérias Gram-negativas (0,6 x 0,6 x
1,5um), cocobacilares e imoveis. Como ndo se descoram pelo acido acético a 0,5% na técnica
de coloracdo de Ziehl-Neelsen modificado (ZNM), sdo classificadas como ZNM-positivas.
Sdo aerdbicas, capnofilicas e catalase-positivas. Apresentam reacdo positiva a oxidase, com
excecdo de B. ovis e de B. neotomae. Todas as outras espécies de Brucella sdo urease-
positivas, exceto B. ovis. Alguns biotipos de B. abortus e B. ovis requerem 5 a 10% de CO,
para isolamento primario. Meios de cultura necessitam ser enriquecidos com sangue ou Soro
para o cultivo (8).

Atualmente sdo reconhecidas dez espécies de Brucella, classificadas com base em seus
hospedeiros preferenciais. A B. melitensis acomete preferencialmente caprinos e ovinos; B.
abortus bovinos e bubalinos; B. suis suideos, lebres, renas e roedores; B. neotomae rato do
deserto; B. canis caninos; B. ovis ovinos; B. ceti cetaceos; B. pinnipedialis pinipedes e B.
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microti camundongo de campo (9). Recentemente, foi isolada e caracterizada Brucella
inopinata em infecgdo de implante mamario em humano (10). Isolou-se de sapo uma bactéria
semelhante a B. inopinata que potencialmente pode ser uma nova espécie de Brucella spp
(12).

As Brucellas ndo sdo espécie-especificas, portanto podem ser transmitidas a outras
espécies animais (9).

As espécies B. melitensis, B. suis, B. abortus, B. canis e B. ovis possuem biotipos e sdo
classificadas de acordo com a caracterizagdo fenotipica, sorotipagem, fagotipagem,
sensibilidade a corantes, necessidade de CO, para crescimento, producdo de H,S,
multiplicacdo na presenca de tionina e fucsina bésica e aglutinagdo com anti-soros
monoespecificos (A, M, R) (9,12). B. abortus possui sete biotipos, designados 1 a 6 e 9; B.
melitensis trés biotipos 1 a 3 e B. suis cinco biotipos designados de 1 a 5. A diferenciacéo
dessas variantes é de grande importancia epidemiol6gica e em menor extensdo quanto a
gravidade da doenga em seres humanos (1).

Epidemiologia

A brucelose é uma zoonose de ambito internacional de extrema relevancia em termos de
salde publica. A doenca, em humanos, ja foi identificada em todo o mundo, mas
especialmente na bacia do Mediterraneo, na peninsula arabica, no subcontinente indiano, e
partes do México, da América Central e do Sul.

Atualmente, de acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (4), julga-se que, mesmo
nos paises desenvolvidos, a verdadeira incidéncia da brucelose ndo € precisa devido a falta de
diagnosticos precisos e a falta de notificacdo de casos, que deveriam ser de carater
compulsério. A incidéncia humana varia de acordo com a densidade populacional dos
rebanhos locais, o grau de endemia animal, o nivel socioecondmico e os habitos alimentares
da populagéo (13).

Além da acentuada assimetria regional, a brucelose tambem apresenta disparidade na
distribuicdo por sexos, constatando-se maior incidéncia no sexo masculino, com razao de 2:1,
com principal faixa etaria dos 55 aos 64 anos, sendo rara na infancia (provavelmente, por
menor exposicao deste grupo etario a contaminacdo cutanea e respiratoria). Aparentemente, é
uma zoonose dos meses de primavera, com pico de diagnostico de novos casos nos meses de
abril, maio e junho, coincidindo com o aumento do nimero de partos dos animais (em
especial dos pequenos ruminantes) e, também, com o aumento da quantidade de leite cru
disponivel para consumo (14).

Nos animais, a brucelose € caracterizada por infeccdo de carater cronico e persistente. A
localizacdo da Brucella preferencialmente em oOrgdos reprodutores € responsavel pelas
principais manifestacdes clinicas, que sdo esterilidade e abortamento (1). As Brucellas podem
ser encontradas em grande quantidade no leite, urina e produtos de abortamento oriundo de
animais infectados. Consequentemente, a brucelose tornou-se uma doenca ocupacional para
agricultores, veterinarios, trabalhadores dos centros de abate e técnicos de laboratério (15).

As vias de transmissdo para a espécie humana incluem o contato direto com animais ou
com suas secrecdes, em solucdes de continuidade cutaneas, aerossdis contaminados,
inoculacdo no saco conjuntival ou ingestdo de produtos ndo pasteurizados, em torno de 25%
dos casos (16). Neste ultimo caso, a Brucella pode permanecer viavel de duas semanas até
trés meses (13), por isso, a ingestdo de produtos lacteos contaminados € considerada a via de
transmissdo mais importante para humanos. Os principais alimentos implicados na
transmissdo de Brucella abortus aos humanos sdo leite cru e queijos processados com este
produto (17,18). O consumo de produtos lacteos e queijo do México implicaram em 45% dos
casos humanos reportados na Califérnia de 1973 a 1992 (19).
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A ingestdo de carne € uma origem de infeccdo pouco habitual, devido a baixa
concentragdo do micro-organismo na musculatura (20). Em temperaturas abaixo de 5° C, o
seu crescimento e multiplicagdo sdo inibidos, mas persistem mesmo a temperaturas de
congelagdo. Outro condicionante da viabilidade da Brucella é a acidez, sendo a bactéria
inativada em pH inferior a 4,2. E inativada em 15 segundos a temperatura de 72°C e em trés
minutos a 62 a 63°C (pasteurizacdo). No entanto, em zonas endémicas, é preconizado o uso de
temperaturas mais elevadas (85°C), para garantir a inocuidade, dado que o periodo de tempo
decorrido desde a obtencdo do produto e 0 seu processamento pode ser grande e a sua
conservacdo insuficiente, permitindo, desta forma, proliferacdo elevada das bactérias. A
presenca de Brucella em queijo curado permanece controversa. Apesar de alguns autores
terem identificado bactérias viaveis em queijos até 100 dias (21) parece ser aceitavel
considerar 60 dias de cura como tempo suficiente para garantir a inocuidade do produto.

Outras formas de apresentacdo de gqueijo, como 0 requeijdo, mostrou-se seguro quando
obtido pela acidificacdo do leite. No entanto, se obtido do leite coalhado, as Brucella podem
sobreviver até 30 dias (21).

H& outras formas de transmissdo humana possiveis, mas muito improvaveis,
salientando-se a contaminacdo dos vegetais por fezes e urina de animais infectados (21). A
transmiss@o inter-humana é rara. Todavia, foram identificados casos de transmissdo sexual,
intrauterina e por aleitamento materno (22,23).

Notificacdo de Brucelose Humana

A brucelose representa impacto importante no mundo inteiro sobre a saude humana e a
industria animal. Na maioria dos paises, a brucelose € uma doenca de notificacdo obrigatoria
(24).

De acordo com a Portaria do Ministério da Saude n° 104, de 25 de janeiro de 2011, os
surtos de brucelose, assim como de outras doencas de veiculacdo hidrica e alimentar, séo
enquadrados como eventos de potencial relevancia em saude publica quando existe alteragédo
no padrdo epidemioldgico da doenca (25).

Dessa forma, no Brasil, quanto a notificacdo, ndo € obrigatoria quando ocorrem casos
isolados, mas na vigéncia de surtos, deve ser notificada, realizada a investigacédo
epidemioldgica e adotadas as medidas de controle indicadas (26).

No entanto, no estado do Tocantins (26), ha determinacdo para que todos 0s casos
suspeitos de brucelose humana sejam notificados, conforme o Protocolo de Direcionamento
para Suspeita Clinica, Diagnostico, Tratamento e Acompanhamento dos Casos de Brucelose
Humana. Este documento objetiva orientar os profissionais da rede estadual de atencdo do
SUS e das areas técnicas de vigilancia estadual para 0 manejo dos casos em sua area de
abrangéncia.

Patogenia

O estabelecimento e as consequéncias da infeccdo por bactérias do género Brucella
variam de acordo com a quantidade de micro-organismos e a suscetibilidade do hospedeiro.
Ao penetrar no organismo do hospedeiro, as Brucellas sdo fagocitadas nas membranas das
mucosas, e sdo transportadas para os linfonodos regionais. Persistem dentro de macréfagos
driblando o sistema imune, inibindo a funcdo do fagolisossomo, principal mecanismo de
sobrevivéncia intracelular. A producdo de superdxido dismutase e de catalase desempenha
importante papel na resisténcia bacteriana frente aos processos oxidativos celulares (8).

A bacteremia intermitente resulta na disseminacdo e na localizagdo junto aos 6rgéos
reprodutivos e glandulas acessorias. Em casos cronicos, a bactéria pode se localizar em
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articulagBes, em discos intervertebrais, sistema nervoso central, pericardio, rins, sistema
oftalmico e pele (1,8,27).

Manifestacdes clinicas

B. abortus, B. melitensis, B. suis, B. canis e Brucellas de mamiferos marinhos sdo
considerados importantes patégenos humanos. Nos seres humanos, brucelose pode ser uma
enfermidade séria, debilitante e, por vezes, doenca crénica que pode afetar uma variedade de
6rgdos. A maioria dos casos ocorre devido a exposicao ocupacional ou a ingestdo de produtos
lacteos ndo pasteurizados (27,28).

A brucelose é caracterizada como uma enfermidade de caréater febril, com evolugéo
aguda ou subaguda, geralmente marcada por febre intermitente acompanhada por mal estar,
anorexia, prostracdo, e que, na auséncia de tratamento especifico, pode persistir durante
semanas ou meses. Em geral, alguns sinais mais especificos podem ocorrer, porém a
hepatoesplenomegalia e linfoadenomegalia presentes sdo extremamente inespecificos e
podem ocorrer em diversas enfermidades. A fase aguda pode progredir para uma crénica com
recaida, levando ao quadro denominado "sindrome da fadiga cronica" (1).

O periodo de incubacéo € de uma a trés semanas, podendo se estender até varios meses.
B. melitensis é a causa mais importante da brucelose humana em todo o mundo, e esta
associada com infeccdo aguda, que apresenta manifestacfes clinicas em periodo inferior a
dois meses, enquanto que a infeccdo com outras especies de Brucella é geralmente subaguda,
manifestando clinica entre dois meses a um ano ou cronica, que inicia 0s sintomas com mais
de um ano pos infecgéo (1,28).

Evolucao aguda

A febre alta (superior a 38°C) pode apresentar-se de forma remitente, intermitente,
irregular ou ondulante (menos frequente, desde o advento dos antibidticos); todavia,
apresenta, acentuacdo vespertina, prolongando-se durante a noite, com periodos de remisséo
matinal. A sudorese é profusa, predominantemente noturna. As queixas algicas incluem
artralgias de pequenas e grandes articulacbes, mialgias e cefaleias. Outros sintomas
frequentemente observados s@o anorexia, astenia, obstipacdo, nauseas, vomitos, tosse seca,
alteracdes comportamentais, humor depressivo, alteracdes do sono e perda ponderal (14).

Evolucao crénica

Distinguem-se por longa evolucdo marcada por frequentes recidivas. Como outras
doencas sistémicas, a brucelose pode atingir quaisquer 6rgdos ou sistemas. No entanto, podera
sobressair o envolvimento de um 6rgdo especifico. Envolvimento do sistema osteoarticular
pode ocorrer em 20 a 60% dos casos, atingindo frequentemente varias articulacdes de forma
assimétrica, sobretudo grandes articulacdes de carga (por ordem de frequéncia, coluna
lombar, articulacdo sacroiliaca, articulacdo coxofemural, joelho e articulacdo tibiotarsica).
Muitas vezes, o doente recorre ao seu médico por fortes dores na articulacdo sacroiliaca ou
sacrolombar (29).

A osteomielite € uma lesdo que ocorre predominantemente na coluna (mais
frequentemente no segmento lombar), sendo raro o seu desenvolvimento em outra
localizagdo. Atinge, caracteristicamente e de forma precoce, a regido anterior da face superior
do corpo vertebral, evoluindo para espondilodiscite com lesGes erosivas, com ou sem
formacdo de abcessos paravertebrais e posterior fusdo dos corpos vertebrais. O espectro de
lesBes osteoarticulares inclui artrite, osteomielite espondilética, tenossinovites e bursites (14).
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As manifestacdes neuroldgicas da doenca resultam da localizacdo da Brucella no
sistema nervoso central, particularmente nas meninges (neuromeningobrucelose). O
envolvimento do sistema nervoso central que ocorre em apenas 5% dos casos é caracterizado
por meningite (ocorrendo rigidez da nuca em menos de 50% dos casos), meningoencefalite,
meningorradiculonevrite, meningomielite ou lesdo de nervos cranianos, sendo mais
frequentemente atingido o VIII par (27).

As manifestacOes renais sdo raras. Em fase precoce, predominam os quadros de
glomerulonefrite e pielonefrite, ao contrario das fases tardias, em que a pielonefrite crénica é
mais frequente. Apesar das principais manifestacbes de brucelose em animais ser a
esterilidade e os abortamentos espontdneos, em humanos ndo é mais frequente quando
comparado a doengas bacterianas de outras origens (2).

LesGes em trato reprodutivo podem ocorrer, sendo comum apresentacdo clinica de
orquite, epididimite e vesiculite seminal (27).

LesGes hepatobiliares podem ocorrer com frequéncia, pois o figado é um importante
6rgdo reticuloendotelial, levando a doenca hepatica granulomatosa indistinguivel clinicamente
de outras enfermidades (14).

LesOes cardiovasculares, embora de rara ocorréncia (menos de 2% dos casos), a
endocardite é responsavel pela maioria da mortalidade. A valvulopatia € mais exuberante e
frequente na valvula adrtica, outra situagdo identificada € a dos aneurismas micoticos,
principalmente adrticos, e também a pericardite (30).

Relativamente raras, as formas cutaneas sdo caracterizadas predominantemente por
lesbes de hipersensibilidade, sob a forma de exantema maculo-papular, petequias ou ulceras,
destacando-se o eritema nodoso (1).

Afeccdes respiratdrias em geral, sdo observadas quando ocorre contaminacdo por
aerossois, mais frequentemente observadas em magarefes e técnicos de laboratdrio.
Apresentacdo clinica pode variar desde sindromes gripais até pneumonias, abscessos
pulmonares, derrame pleural e adenopatias hilares. Raramente sdo identificados os micro-
organismos na expectoracdo. Quando ha acometimento do sistema oftalmologico observam-se
quadros de exoftalmites, sendo a uveite uma consequéncia tardia, mediada por fatores
imunologicos (14).

Diagnostico

O diagnostico da brucelose humana ndo pode ser efetuado exclusivamente pelos
achados clinicos devido a grande variedade de manifestacdes clinicas da doenca. E essencial a
realizacdo de testes bacteriologicos e soroldgicos. Em pacientes febris oriundos de areas
endémicas ou que viajaram recentemente para estes locais, a brucelose deve ser considerada
como um diagnostico diferencial. Além de outros quadros de febre de origem obscura,
endocardite bacteriana, febre tifoide, dentre outras infeccBes. Por esta razdo, a anamnese €
essencial para direcionar o diagnostico. Um teste rapido de triagem deve ser realizado:
aglutinacdo em placa com antigeno acidificado tamponado, corado pelo Rosa Bengala, que é
rapido e sensivel, porém seus resultados necessitam ser confirmados por testes bacterioldgicos
ou testes sorologicos (1,14,27).

E necessario conhecer as vantagens e limitacbes de cada um para aplicacio e
interpretacdo mais precisa. As provas sorologicas atuais permitem diagndstico preciso em
mais de 95% dos casos, porém € necessario combinar algumas provas, como o teste Rosa
Bengala e aglutinacdo em soro que detecte anticorpos aglutinantes (IgM, IgG e IgA), com
outras que detectem 0s anticorpos ndo-aglutinantes que aparecem em etapas mais tardias,
como o teste de Coombs Ig-G ou 0 ELISA-IgG. Estes métodos ndo se aplicam a B. canis e B.
ovis, cujos diagnosticos requerem provas que detectem anticorpos gque reagem aos antigenos
lipopolissacarideos especificos do fendtipo rugoso. As provas devem ter nivel 6timo de
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especificidade e de sensibilidade. Os métodos podem ser diretos ou indiretos (detec¢do de
anticorpos contra Brucella spp). Os métodos diretos incluem o isolamento e a identificacdo do
agente, imunoistoquimica e métodos de deteccdo de &cidos nucleicos, principalmente a reacdo
da polimerase em cadeia (PCR). Quanto aos métodos indiretos, o conhecimento da dindmica
das imunoglobulinas nos diferentes estagios da resposta imune tem orientado o
desenvolvimento de inimeros testes soroldgicos. Estes testes visam demonstrar a presenca de
anticorpos anti-Brucella spp em varios fluidos corporais, como soro sanguineo, leite, muco
vaginal e sémen. A resposta soroldgica a infeccdo por Brucella sofre influéncia de muitos
fatores, como o periodo de incubacdo da doenca, que é muito variavel e durante o qual a
sorologia pode ser negativa; outros fatores sao a natureza do desafio e a variacdo individual a
infeccdo. Os testes soroldgicos sdo classificados de acordo com o antigeno utilizado na
reacdo. Nos testes de aglutinacdo (lenta, Rosa Bengala, de Coombs), de fixacdo do
complemento ou imunofluorescéncia indireta, os antigenos sdo células inteiras de Brucella
spp. Ja nos testes de imunodifusdo em gel (dupla ou radial), ELISA (indireto e competitivo) e
outros, 0 antigeno é representado pelo lipopolissacarideo da parede celular (S-LPS) da
Brucella spp. semipurificado (29).

Tratamento

O elemento essencial no tratamento de todas as formas de brucelose humana é a
administracdo de antibidticos eficazes para um periodo de tempo adequado. A
antibioticoterapia deve ser instaurada precocemente, mesmo em pacientes que apresentem
melhora clinica espontanea. Em pacientes com complicagdes, tratamento adicional, incluindo
intervencdo cirdrgica, serd necessario. Brucelose aguda ndo complicada, quase que
invariavelmente, responde bem ao adequado tratamento antibiotico. Uma variedade de
farmacos antimicrobianos tem atividade in vitro contra as espécies de Brucella, no entanto, 0s
resultados dos testes de sensibilidade de rotina nem sempre se correlacionam com a eficacia
clinica in vivo (1).

A Organizacdo Mundial da Saude (4) elaborou protocolos especificos para tratamento
da brucelose. O esquema de tratamento preferencial do paciente adulto e crianca de oito a 14
anos consiste na administracdo de doxiciclina associada a rifampicina, com intervalo de 12
horas pelo periodo de 42 dias sem interrupcdo. Em criangas menores de oito anos, preconiza-
se 0 uso de sultametoxazol com trimetoprim associado a rifampicina a cada 12 horas por 42
dias, ou ainda estreptomicina a cada 24 horas por 21 dias ou gentamicina a cada 24 horas
durante 10 dias. A OMS ainda elaborou protocolos alternativos para gestantes, lactentes e
pessoas que apresentem intolerancia a rifampicina e para tratamento de infeccdes causadas
pelas estirpes vacinais RB51 e B-19 (3).

Prevencdo e Controle

O controle da brucelose requer colaboracdo multidisciplinar entre os servicos medicos
humano e animal na vigilancia ativa em nivel local, e monitoramento integrado da doenca em
nivel regional, nacional e internacional (31).

Medidas de controle da brucelose sdo baseadas na prevencdo dos fatores de risco. A
vigilancia é um elemento fundamental para a gestdo de programas de prevencdo e controle
(24).

A prevencdo da brucelose em humanos depende, sobretudo, do controle e erradicacdo
da doenca nos animais (14). A vacinagdo e o controle sanitario dos rebanhos (eliminacdo dos
animais doentes) sdo as principais medidas de controle (26). Intervengdes no rebanho devem
sempre ser acompanhadas por informagdo massiva, educagdo e programas de comunicacdo
(32).
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Torna-se, também, fundamental a adogdo de medidas de protecdo nas diferentes
atividades profissionais como a protecédo individual ao manipular fetos ou produtos de abortos
(9). Em uma exploracdo animal, as pessoas devem utilizar equipamentos de protecdo
individual (EPIs): luvas, 6culos, mascaras e botas; fazer a eliminagdo (abate sanitario) dos
animais excretores (doentes), assim como dos produtos excretados de animais doentes
(sangue, visceras, abortos, carcacas), além de cuidados no momento da imunizacdo dos
animais (33). Nos laboratérios deve-se atentar para o atendimento aos quesitos de
biosseguranca e boas praticas laboratoriais (26).

Acdes e medidas de vigilancia sanitéaria para reprimir a atividade clandestina de abate de
animais para consumo humano devem ser postas em execucdo, como objetivo de prevenir o
risco potencial de infeccdo brucélica de carater zoon6tico (34). A inspe¢do sanitaria dos
produtos de origem animal é uma medida de controle importante (26), visto que, de acordo
com o artigo 163 do Regulamento da Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem
Animal — RIISPOA, Decreto n° 30.691, de 29 de marco de 1952, devem ser condenadas as
carcagas bovinas com lesbes extensas de brucelose e nos casos de lesdes localizadas,
encaminham-se as carcacas a esterilizacdo pelo calor depois de removidas e condenadas as
partes atingidas (35).

A populagdo deve ser orientada para apenas consumir leite ou derivados lacteos
pasteurizados ou fervidos (26).

Situacdo Epidemioldgica Mundial da Brucelose Humana

Estudos realizados sobre a frequéncia de casos de brucelose humana no mundo foram
realizados analisando-se dados nacionais, ou subnacionais quando consideradas as regifes
especificas do pais. Foram baseados em taxas de casos diretamente reportados e estudos de
soroprevaléncia. Observou-se grande variacdo regional na incidéncia de brucelose, um
exemplo seria a disparidade no Norte da Africa e Regido do Oriente Médio em que a
incidéncia foi calculada a partir de um estudo de soroprevaléncia no Iraque resultando em
52,3 casos a cada 100.000 pessoas por ano em regido rural, e 268,8 casos a cada 100.000
pessoas por ano em area considerada semirrural. Os valores encontrados no periodo de 2002 a
2012 segundo o Pais e regido sdo apresentados na Tabela 1 (36).
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Tabela 1. Incidéncia de casos de brucelose por pais (Casos por 100.000 pessoas/ano).
Registros relacionados ao periodo de 2002 a 2012 (36).

PAIS NIVEL DO ESTUDO INCIDENCIA POR 100.000 PESSOAS/ANO
Norte da Africa e Oriente Médio
Egito Subnacional 0.28-70.00
Iraque Subnacional 52.29-268.81
Iran Subnacional 073-141.60
Jordania Nacional 25.70-130.00
Ooma Subnacional 11.01
Palestina Subnacional 8.00
Arabia Saudita Nacional 137.61
Subnacional 6.00-149.54
Turquia Subnacional 11.93-49.54
Africa Subsaariana
Chade Subnacional 34.86
Europa Ocidental
Alemanha Nacional 0.03
Grécia Subnacional 4.00-32.49
Italia 1.4
Asia Central
Quirguistio Nacional 88.00
América Central e Sul da América Latina
Argentina Subnacional 12.84
México Subnacional 25.69
América do Norte
EUA Subnacional 0.02-0.09

No continente Africano, a brucelose ja foi constatada em 40 dos 49 paises africanos,
representando 82%. Em 40,8% (20/49) desses paises, representa um grande problema, em
20,4% (10/49), um problema moderado e nos outros dez paises, um problema menor para a
salde humana e economia. Porém em nove deles que ndo referem a enfermidade avalia-se que
apresentem a enfermidade, porém néo realizaram a devida notificacdo. Dentre os paises com
brucelose detectada, 35 (48,5%) referem prevaléncia extremamente elevada, tornando-se
importante problema de salde publica e economia (37).

No sul da Arabia Saudita foram analisadas amostras sorologicas de 4900 individuos
selecionados aleatoriamente com 19,2% de positividade, sendo que dentre 0s positivos apenas
2,3% apresentavam a doenca na sua forma ativa. Os principais fatores de risco identificados
foram contato com animais domésticos e consumo de produtos de origem animal sem
tratamento térmico (38).

Cetinkaya et al. (39) avaliaram uma area rural do oeste de Anatolia, na Turquia. Foram
selecionados aleatoriamente 1052 individuos, colhidas amostras de sangue e submetidas a
testes soroldgicos. Dentre elas, 51 (4,8%) eram soropositivas para Brucella spp.

No Noroeste da peninsula do Peloponeso, na Grécia, em uma regido rural foram
sorologicamente testados para Brucella spp 414 pessoas, representando 7,5% da populagédo do
municipio investigado. Foi encontrado soropositividade em 140 amostras (33,8%) (40).

Foi realizado estudo retrospectivo na América Latina a partir de 1.933 estirpes de
Brucella isoladas de seres humanos e animais. Foram selecionadas amostras em paises da
América Latina entre 1986 e 1991 e na Argentina entre 1994 e 2006. Durante o primeiro
periodo 50% das estirpes eram de seres humanos, principalmente da Argentina, México e
Peru, B. suis foi a principal causa de infeccdo na Argentina e B. melitensis foi responsavel
pela maioria das infecgBes em outros paises. Na Argentina, nos anos posteriores, B. melitensis
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e B. suis foram observadas mais frequentemente do que no primeiro periodo, enquanto o
isolamento de B. abortus diminuiu comparativamente (41).

Spinola e Costa (42) efetuaram investigacdo soroldgica da brucelose em trabalhadores
de frigorifico que apresentam contato direto com animais e na area de abate em Salvador-BA.
Foram examinadas amostras soroldgicas de 85 pessoas com positividade de 66,4%, também
foi realizado questionario epidemiolégico e nenhum dos trabalhadores apresentava sinais
clinicos da enfermidade.

Realizou-se inquérito epidemioldgico na regido Norte do Parani, com o emprego de
questionario e exames sorolégicos de 150 trabalhadores de um frigorifico, com objetivo de
determinar a sua prevaléncia e identificar o risco ocupacional. Foi observada prevaléncia de
0,66%, ndo sendo considerada nesta regido como enfermidade predominantemente
ocupacional (43).

Em Jataizinho, Parana, foi realizado um levantamento sorolégico de brucelose
avaliando-se 63 propriedades rurais. Foram colhidas amostras de soro de 270 pessoas, das
quais 25 (12,1%) mostraram-se positivas aos testes soroldgicos (44).

Em maio de 2012, em um laboratdrio localizado em Minas Gerais, Brasil, foi detectado
um surto de brucelose entre seus funcionarios apds falhas mecéanicas em importantes
componentes laboratoriais de seguranca, a capela de fluxo laminar e a capela de seguranca.
Dentre os 11 individuos expostos, trés deles apresentaram soroconversao e manifestacdes
clinicas (45) demonstrando o risco da manipulacdo deste agente potencialmente patogénico.

No Brasil, de acordo como Sistema de Informacgdes Hospitalares do SUS - SIH/SUS
(25), do Ministério da Saude, de janeiro de 2008 a abril 2011, houve 108 internagdes devido a
brucelose, no ambito do SUS, sendo 13 na Regido Norte, 17 na Regido Nordeste, 34 na
Regido Sudeste, 38 na Regido Sul e seis na Regido Centro-Oeste. A média de dias de
internacdo por brucelose no Brasil, naquele periodo, foi de 9,5 dias. Com relagdo ao numero
de dbitos ocorridos, foram quatro durante este mesmo periodo, sendo um 6bito na Regido
Nordeste, um na Regido Sudeste e dois na Regido Sul do Brasil.

CONSIDERACOES FINAIS

Esta revisdo revelou que a brucelose humana descrita em quase todo mundo pode ser
provocada pelas diversas espécies de Brucella ja descritas. E uma enfermidade de dificil
tratamento e com variadas formas clinicas ja relatadas. Os casos estdo associados, em sua
grande maioria, com a doenca ocupacional e ingestdo de subprodutos de origem animal sem
tratamento térmico prévio.

Baseando na alta prevaléncia da enfermidade, principalmente em areas rurais, ressalta-
se a importancia da educacdo continuada em saude no que se refere ao consumo de produtos
de origem animal ndo pasteurizado, aos cuidados a serem tomados na manipulacédo de animais
e a importancia dos programas nacionais de controle e erradicacdo da brucelose como medida
de controle da enfermidade animal minimizando o risco para a saude humana.

Uma abordagem integrada entre salde humana e servicos veterinarios permitiria a
melhor compreensdo da dinamica da enfermidade na espécie humana, colaborando assim para
novas pesquisas e consequentemente refletindo em melhorias na satde publica.
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LINFOMA CANINO: REVISAO DE LITERATURA COM ENFASE NO LINFOMA
DIFUSO DE GRANDES CELULAS B”

Maria Claudia Lopes Silva®
Julio Lopes Sequeira®

RESUMO

Os linfomas ndao Hodgkin (LNHs) sdo as neoplasias hematopoiéticas mais comuns nos cées,
no entanto, sua etiologia ndo esta bem estabelecida e ha diversos fatores que devem contribuir
para seu desenvolvimento, como alteragfes no sistema imune, fatores ambientais e alteracoes
genéticas. A neoplasia pode ocorrer em qualquer idade, mas afeta, predominantemente,
animais de meia idade a idosos. Anatomicamente, os linfomas caninos podem ser
classificados em: multicéntrico, digestivo, timico, cutaneo e solitario, com cinco estagios
clinicos e dois subestagios. Nos ultimos anos, foram utilizadas diversas classificacdes
humanas, além de classificagdo proposta para os animais domésticos. A imunofenotipagem
dos linfomas esta incorporada aos sistemas mais atuais de classificacdo, assim como a
determinacgé@o da expressdo de marcadores bioldgicos de proliferacdo e apoptose. O Linfoma
Difuso de Grandes Células B (DLBCL) é o subtipo mais frequente, tanto no cdo quanto em
humanos. Os DLBCLs séo neoplasias formadas por células linfoides B caracterizadas por um
padrdo de crescimento difuso e podem apresentar pelo menos cinco variantes que estdo
relacionadas com padrbes distintos de comportamento biologico, inclusive nos cédes. No
entanto, rotineiramente, estes tumores sao apenas classificados como DLBCLSs sem considerar
suas particularidades morfoldgicas, seu perfil imunoistoquimico e seu indice proliferativo. Por
isso, a World Health Organization (WHO) propGe que, nos trabalhos de pesquisa, estas
variantes sejam investigadas detalhadamente com o intuito de identificar as diferencas que
possibilitem discriminar novas entidades.

Palavras-chave: linfoma, cdo, DLBCL, imunofenotipagem.

CANINE LYMPHOMA: LITERATURE REVIEW EMPHASIZING ON DIFFUSE
LARGE B CELL LYMPHOMA

ABSTRACT

Non Hodgkin lymphomas (LNHs) are the most common hematopoietic tumors of dogs.
However, its etiology is not well established and there are many probable factors that may
lead to its development such as immune system aberrations, environmental elements and
genetic changes. The tumor may occur at any age but it predominantly affects middle age to
elderly dogs. Canine lymphoma can be anatomically divided into multicentric, digestive,
thymic, cutaneous or solitary and also into five clinical and two subclinical stages. Lately
various human classifications and also one proposed for domestic animals have been used.
Lymphoma immunophenotyping is incorporated into current classification systems as well as
determination of biological markers for proliferation and apoptosis. Diffuse Large B Cell
Lymphoma (DLBCL) is the most frequent subtype both in dogs and humans. DLBCLs are
tumors composed of lymphoid B cell characterized by a diffuse growth pattern. DLBCLs may
present at least five variants which relates to different patterns of biological behavior
including in dogs. However, routinely these tumors are only classified as DLBCLs without
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taking into account its morphologic characteristics, immunohistochemical profile and
proliferation index. On account of this the World Health Organization (WHO) proposes that
on research projects those variants are thoroughly investigated in order to identify differences
that enable establishment of new entities.

Keywords: lymphoma, dog, DLBCL, immunophenotyping.

LINFOMA CANINO: REVISION DE LITERATURA CON ENFASIS EN LINFOMA
DIFUSO DE CELULAS B GRANDES

RESUMEN

Los linfomas no Hodgkin (LNH) son las neoplasias hematopoyéticas mas comunes en los
perros, sin embargo, su etiologia no esta bien conocida. Existen varios factores que pueden
contribuir con su desarrollo, como cambios en el sistema inmunoldgico, factores ambientales
y alteraciones genéticas. El cancer puede ocurrir en cualquier edad, pero se sabe que afecta
principalmente a animales de mediana edad y animales méas viejos. Anatdmicamente, el
linfoma canino se puede clasificar en multicéntrico, digestivo, timico, cltaneo y solitario, con
cinco estadios clinicos y dos subestadios. En los ultimos afios se han utilizado diversas
clasificaciones en humano, y se han propuesto para los animales domeésticos. El
inmunofenotipaje de los linfomas se ha incorporado a la mayoria de los sistemas actuales de
clasificacion, igualmente, la determinacion de marcadores bioldgicos de proliferacion y
apoptosis. Los linfomas difuso de celulas B grandes (DLBCL) es el subtipo mas comun en
el perro y en el hombre. Los DLBCL son neoplasias que estan formadas por células linfoides
B caracterizadas por un patrén de crecimiento difuso y pueden presentar por lo menos cinco
variantes que estan relacionados con diferentes patrones de comportamiento biol6gico,
incluso en perros. Sin embargo, usualmente estos tumores se clasifican s6lo como DLBCL sin
tener en cuenta sus caracteristicas morfoldgicas, su perfil inmunohistoquimico y su indice de
proliferacion. Por lo tanto, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sugiere que en estos
estudios, estas variantes sean investigadas a profundidad con el fin de identificar las
diferencias que permiten identificar nuevas entidades.

Palabras clave: linfoma, perro, DLBCL, immunophenotyping.
INTRODUCAO

Os linfomas ndo-Hodgkin (LNHs) sdo as neoplasias hematopoiéticas mais comuns nos
caes e estes tém sido propostos como modelo de ocorréncia espontanea para o estudo da
etiologia e protocolos de tratamento dos LNHs humanos (1,2,3). Ja ha algum tempo a
classificacdo morfolégica dos LNHs caninos tém se baseado com sucesso nas diferentes
classificagdes propostas para os LNHs humanos (4,5). Em humanos, aproximadamente um
terco de todos os linfomas em adultos séo linfomas difusos de grandes células B, o qual é
também o tipo de LNH mais frequente nos cées (5,3)

Nas classificacdes de LNHs humanas, principalmente a WHO, os subtipos séo
caracterizados por dados epidemioldgicos, clinicos, fenotipicos e genéticos, que permitem a
identificacdo de entidades morfolégicas (1,3). Esta também tem sido a tendéncia para a
classificacdo atual dos linfomas caninos, visto que cada vez mais ha trabalhos que focam em
alteracOes genéticas similares as encontradas em humanos, as quais podem permitir maior
acurdcia na classificacdo e potencialmente desenvolvimento de terapia mais eficaz para
determinados tipos de linfoma (6,7,8,3).
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Atualmente, a imunofenotipagem dos linfomas estd incorporada aos sistemas de
classificagdo dos linfomas caninos, assim como a determinacdo da expressdo de marcadores
biolégicos como Ki-67, caspase-3 e p53 (9). A determinacdo do indice proliferativo,
utilizando-se o Ki67, pode aumentar a acuracia da classificacdo dos linfomas e facilitar a
diferenciagcdo entre determinados subtipos que sdo morfologicamente semelhantes como o
linfoma de zona marginal, utilizando-se os indices proliferativos e apoptéticos maiores
apresentados pelos DLBCLs (10).

Na espécie humana, os linfomas de alto grau que possuem maior indice de positividade
para caspase-3 respondem melhor ao tratamento (11). Este tipo de avaliacdo ainda é pouco
comum nas neoplasias caninas, porém, nos linfomas caninos, empregando-se as classificacbes
de Kiel e Working Formulation, observou-se grande variacdo no percentual de células
positivas, ndo sendo constatada diferenca entre os linfomas de alto e baixo grau e entre os
diferentes imunofenotipos (9). A determinacdo do percentual de células positivas para
caspase-3 e a aplicacdo de classificacbes mais atuais, como as propostas para 0s animais
domeésticos (4) e para os seres humanos (12) nos linfomas caninos, mais especificamente 0s
DLBCLs, podem auxiliar no estabelecimento de um perfil mais detalhado destas neoplasias.

Na literatura, a expressdao do p53 alterado no linfoma varia de 22 a 60% dos casos
(9,13,14,15). Sueiro et. al (14) ndo detectaram correlacdo da expressdo do p53 com
imunofenotipo e grau de malignidade das neoplasias. Em estudo recente, ndo foi constatada
diferenca nos niveis de expressdo e frequéncia da mutacdo do gene p53 entre 0s grupos de
animais portadores de linfomas sensiveis e resistentes a quimioterapia (16). Em outro estudo,
foi observado que a expressdo do p53 teria impacto negativo na sobrevida total do animal,
mas ndo influenciaria no tempo de recorréncia da doenca (15). Assim, na Medicina
Veterinaria, o papel desempenhado pelo p53 é controverso (9,14).

O presente estudo teve como objetivo revisar as principais caracteristicas do linfoma
canino, considerando aspectos de etiologia, epidemiologia, diagnodstico e tratamento, com
énfase no subtipo Linfoma Difuso de Grandes Células B.

REVISAO DE LITERATURA

Os linfomas ndo Hodgkin (LNHSs) sdo as neoplasias hematopoiéticas mais comuns nos
caes (17,18), com incidéncia variando de 13 a 33 casos por 100.000 cées, 0 que 0s torna mais
comuns nesta espécie do que em humanos. Quando se leva em conta apenas caes idosos, a
prevaléncia pode chegar a 84 por 100.000, ja para cdes com menos de um ano, cai para 1,5
por 100.000 cées (19). Existem trabalhos que apontam numeros ainda mais altos, como € o
caso de um estudo da populacdo de Golden retrievers na Alemanha em que se observou o
valor de 116 por 100.000 caes. (20).

Ainda ndo esta bem estabelecida uma causa para o linfoma, mas ha fatores que devem
contribuir para o desenvolvimento da doenga. Aberrac@es no sistema imune foram observadas
em cdes com linfoma, além de aumento da ocorréncia em cdes com doencgas autoimunes. Nao
foi comprovado, no entanto, uma relacdo de causa e efeito. Em humanos, o risco de se
desenvolver cancer no sistema linforreticular € maior em pessoas com imunossupressao.
Acredita-se que isso seja devido ao fato que pode ocorrer superexpressao de alguns oncogenes
em linfocitos destes pacientes, o que eventualmente levaria ao desenvolvimento da neoplasia
(21).

Foi teorizado ainda associacdo a exposicdo a produtos quimicos, potencialmente por
terem efeito imunossupressor. Outra possivel causa para o linfoma seria infec¢do viral, sendo
esta ainda ndo comprovada em cées, mas observada em alguns tipos de leucemia e linfoma
em humanos. Em estudo realizado na cidade de S&o Paulo, foi observada associacdo positiva
entre cdes que residem fora da residéncia perto de ruas e avenidas movimentadas e aumento
no risco de desenvolvimento de linfoma, sugerindo que a poluigdo ambiental advinda do
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trénsito de veiculos pode estar associada com a doenca (22). Além destas causas, estdo
aumentando os estudos com relacdo as anormalidades cromossémicas, ja tendo sido
observadas alteragcGes numéricas (20) e ainda transloca¢fes cromossdmicas (23).

AlteracBes epigenéticas sdo eventos precoces durante a carcinogénese e a
hipermetilagdo de ilhas CpG em regides promotoras de genes supressores de tumor € um
mecanismo bem conhecido de silenciamento génico que contribui para o desenvolvimento e
progressdo tumoral. Inibidor de Via do Fator Tecidual 2 (TFPI-2) é um supressor de tumor
envolvido na inibicdo de invasdo. O silenciamento do TFPI-2 é amplamente relatado em
varias malignidades humanas, mas pouco avaliado no linfoma (24).

Em 2014, Ferraresso et al. (24) investigaram a expressédo do TFPI-2 no Linfoma Difuso
de Grandes Células B canino comparando com linfoma normal e observaram hipermetilacéo
em 77% das amostras tumorais. Verificaram ainda que o nivel de metilacdo estava
significantemente aumentado comparado ao controle e a analise identificou 82% dos loci com
hipermetilagdo, com aumento médio de 2 a 120 vezes. A analise de expressdo génica
confirmou diminuicdo da expressdo do TFPI-2 nos DLBCLs comparado a linfonodo normal,
sugerindo que a sua hipermetilagéo regula negativamente a transcrip¢do. Foi encontrada ainda
correlacdo positiva entre nivel de metilacdo e idade do animal, provendo a primeira indicagdo
de modificacOes epigenéticas no DLBCL associadas com a idade. No futuro, este achado pode
ser considerado em associagédo para 0 prognastico e terapia.

Os cées exibem biologia tumoral, influéncia ambiental, comportamento biologico
tumoral e aberragdes genéticas semelhantes ao homem. A incidéncia de linfoma em humanos
e caes e semelhante, o tipo mais comum de LNH é o mesmo em humanos e no cdo — linfoma
difuso de células B— e 0s mesmos agentes quimioterapicos séo utilizados e por isso a doenga
na especie canina tem sido proposta como modelo para o estudo da etiologia e de protocolos
de tratamento dos LNHs humanos (1,2,3,25).

Anatomicamente, os linfomas caninos podem ser classificados em: multicéntrico,
digestivo, timico, cutaneo e extranodal ou solitario. De acordo com a World Health
Organization (WHOQO), os linfomas caninos podem ser classificados em cinco estagios clinicos
e dois subestagios os quais refletem o grau de envolvimento dos Orgdos afetados e sinais
clinicos apresentados pelo animal, respectivamente (26). Assim a extensdo da doenca pode ser
descrita e a maioria dos linfomas caninos se apresenta em estagios avancados, Ill, IV ou V
(21,27,28,29). Os sinais clinicos associados sao variaveis e dependem entre outros fatores da
localizagé@o do tumor (26).

Na forma multicéntrica, que é a mais comumente encontrada (1,22,27,29,30), o achado
mais consistemte € linfoadenopatia indolor generalizada, com possivel hepatoesplenomegalia
e envolvimento da medula 6ssea. A forma mediastinal é relatada como a segunda
apresentacdo mais comum (30). E caracterizada pelo aumento dos linfonodos mediastinicos
craniais e/ou timo, e os sinais clinicos incluem dispneia, tosse, intolerancia ao exercicio e
regurgitacdo (21).

Cées com a forma alimentar ou digestiva comumente apresentam sinais gastroentéricos
inespecificos como émese, diarreia e perda de peso. Linfonodos mesentéricos, figado e baco
também podem estar envolvidos (21). O linfoma cutaneo no cdo pode ser generalizado ou
multifocal e histologicamente pode ser divido em epiteliotropico (normalmente de origem T)
e ndo epiteliotrépico (normalmente de origem B). Os tumores podem se apresentar na forma
de nodulos, placas, Ulceras, eritroderma e dermatite esfoliativa (26). A forma extranodal ou
isolada € mais incomum e pode afetar qualquer tecido do corpo, sendo sitios comuns o tecido
ocular e neural (31)

Os linfomas podem ser divididos ainda de acordo com sua origem em linfomas de
células B e T, sendo que o T é apontado como de pior prognéstico (17). Na literatura
internacional, tem-se o linfoma B como o de maior ocorréncia nos cdes (1,32), ja na literatura
brasileira foi observado tanto predominancia de linfomas T (27,33), quanto de linfoma B (28).
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Foi levantada a hipoOtese que essa variacdo se deve ao numero limitado de individuos
avaliados, assim, um estudo mais amplo poderia eliminar uma possivel variacdo regional em
relacdo ao imunofendtipo da neoplasia (29).

N&o ha predisposicdo sexual para o desenvolvimento de linfoma, mas ja foi observada
em alguns estudos tendéncia de maior ocorréncia em machos (27,31,33,34,35).

O linfoma pode ocorrer em qualquer idade, mas afeta, predominantemente, animais de
meia idade a idosos (20). Estudos relatam medias variando de 59 a 9,5 anos
(17,22,27,29,30,34,36).

A predisposicdo racial para o desenvolvimento do linfoma na espécie canina tem sido
descrita (1). Ragas com risco aumentado de linfoma incluem Bouvier des Flandres,
Rottweiler, Doberman, Pastor Alemdo, S&o Bernardo, Labrador, Golden retriever, Scottish
terrier, Setter e Bull Mastiff (17,19,34). Algumas ragas de pequeno porte frequentemente
acometidas pelo linfoma incluem o Poodle e o Scottish Terrier (17). Ragas com menor
acometimento incluem Dachshund, Poodle toy, Yorkshire terrier e Pomeranians (21,26).

No Brasil, a presenca de animais sem raca definida é sempre expressiva e, portanto, isto
se reflete nos resultados das casuisticas que tém sido publicadas. Dentre as ragcas mais
observadas, a ocorréncia € maior em animais de grande porte como Pastor Alemao, Boxer,
Dobbermann e Rottweiler (27,30).

Foi observada uma maior probabilidade de desenvolver determinado imunofendétipo do
linfoma de acordo com a raca. Os Boxers tém risco aumentado de desenvolver neoplasias T,
assim como Bullmastiff e racas Sptiz e cées asiaticos de “colo”, enquanto que Border Collie,
Baset Hound, Cocker Spaniel, Doberman, Pastor Alem&o e provavelmente Rottweiler séo
afetados principalmente por neoplasias B (36,37). Devido a ocorréncia em grupos de racas
gue possuem origem em comum, acredita-se que o risco aumentado de desenvolvimento de
doencas linfoproliferativas de origem T pode ter surgido em algum ancestral, enquanto que o
risco aumentado de desenvolvimento de neoplasias B pode surgir de diferentes fatores de
risco ou combinacg6es que tiveram origem durante o processo de selecdo da raca (37).

Ja ha algum tempo, a classificacdo morfologica dos LNHSs caninos tem se baseado com
sucesso nas diferentes classificacbes propostas para 0os LNHs humanos — classificacdo
atualizada de Kiel, Working Formulation for Clinical Usage (WF), Revised European
American Classification of Lymphoid Neoplasms (REAL) e mais recentemente a
classificacdo da World Health Organization (WHO) — levando em conta caracteres
epidemiologicos, clinicos, fenotipicos e genéticos, que em humanos permitem a identificacéo
de entidades morfologicas (1).

Na Medicina Veterinaria, todos esses sistemas propostos foram aplicados na medida em
que eram desenvolvidos (1,4,21). Mesmo que sem concordancia entre 0s especialistas
veterinarios sobre qual seria 0 mais adequado, os resultados foram animadores (4).
Independentemente da classificacdo utilizada, a principal diferenca identificada entre seres
humanos e cées foi a predominancia dos linfomas mais agressivos nesta Ultima espécie, sendo
os linfomas foliculares pouco frequentes (38). No entanto, o valor do cdo como modelo da
doenca humana depende da possibilidade de distingdo dos principais subgrupos de linfomas
em ambas as espécies com uma classificacdo confidvel dos LNHs caninos seguindo esquemas
atualmente utilizados para os LNHs humanos (1).

E, humanos, aproximadamente um terco de todos os linfomas em adultos sdo Linfomas
Difusos de Grandes Células B (Diffuse Large B Cell Lymphoma — DLBCL), que é
considerado a forma mais comum de linfoma ndo Hodgkin no mundo ocidental. O DLBCL
estd associado a um historico agressivo, com média de sobrevida de menos de um ano em
pacientes ndo tratados (39). Segundo os autores que utilizaram a classificagdo da WHO, o
subtipo de LNH mais frequente nos cdes € o DLBCL (3,5).

Nas classificagdes mais antigas o DLBCL é correspondente aos subtipos histiocitico
difuso e misto histiocitico-linfocitico difuso na Rappaport; célula de centro de foliculo grande
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clivada e ndo clivada e imunoblastico B na Lukes Collins; difuso de grandes células,
imunobléastico de grandes células, difuso misto de pequenas e grandes células na Working
Formulation e linfoma difuso de grandes células B na REAL (40).

A proposta da Classificacdo Histologica dos Tumores Hematopoiéticos dos Animais
Domeésticos da World Health Organization (WHO) é baseada na classificagdo REAL/WHO
utilizada nos linfomas humanos (4,35). Ela tem sido utilizada por varios autores em diferentes
espécies, porém, sem que haja consenso na sua adequacdo para 0s LNHs caninos. Grupos
importantes no estudo deste tipo de neoplasia ainda consideram que a classificacdo de Kiel
atualizada (41) ndo deve ser descartada (1).

Na classificagdo atualizada de Kiel, os subtipos correspondentes aos DLBCL s&o o0s
linfomas centroblasticos monomorficos e polimorficos, os imunoblasticos B e os anaplasicos
de grandes células B (41), que correspondem também ao maior percentual dos casos
encontrados, mais de 50%, quando se aplica esta classificacdo aos linfomas caninos (1).

Os autores que utilizaram a Classificacdo de Kiel ja demonstraram a importancia dessa
classificagdo para os linfomas caninos, sendo esta classificagdo utilizada ainda em trabalhos
de pesquisa recentes (1). O aspecto comparativo ou a correspondéncia entre as duas
classificagdes — WHO e Kiel — torna-se importante na avaliacdo dos Linfomas de Grandes
Células B (Tabela 1), na medida em que a classificacdo de Kiel serve como parametro para o
estabelecimento do prognostico nos cées (21).

Os DLBCLs sdo neoplasias de padrédo de crescimento difuso formadas por células
linfoides B que possuem nucleo de tamanho igual ou que excede o tamanho do ndcleo de um
macrofago normal ou que corresponde a mais de duas vezes o tamanho de um linfocito
normal (12). A classificacdo da WHO propde que os patologistas utilizem somente o termo
Linfoma Difuso de Grandes Células B como diagnostico final. Esta recomendacgéo
acompanha a proposta contida na classificacdo REAL (42), pois a identificacdo de subtipos de
DLBCL seria de dificil reproducdo entre os patologistas e alguns subtipos seriam ainda
controversos. No entanto, a Classificagdo da WHO também propde que estes subtipos sejam
considerados nos trabalhos de pesquisa com o intuito de demonstrar as diferencas no
comportamento bioldgico das diversas variantes procurando estabelecer novas entidades (12).

Segundo a Classificacdo Histologica dos Tumores Hematopoiéticos dos Animais
Domésticos da WHO, os DLBCLs podem apresentar pelo menos cinco variantes que estdo
relacionadas a comportamentos biologicos diversos - o Linfoma de Células B Rico em
Células T, o Linfoma Imunoblastico de Grandes Ceélulas, o Linfoma de Grandes Células B
(ndo clivadas e clivadas), o Linfoma de Células B Timico (mediastinal B) e o Linfoma
Intravascular de Grandes Células B — descritos nas espécies domésticas, inclusive nos cées
(4). Porém, estes tumores geralmente sdo incluidos entre os DLBCLs sem que sejam descritas
em detalhe suas caracteristicas morfoldgicas, seu perfil imunoistoquimico e seu indice
proliferativo.

O Linfoma de Células B Rico em Celulas T é caracterizado por progressao lenta,
composto por uma populacdo mista de células T pequenas clivadas e células B neoplasicas
grandes, sendo que esta ultima populacdo pode compor 5% ou menos do total da populacédo
celular. As lesbes, geralmente, envolvem os linfonodos e podem aparecer como aumento de
apenas um linfonodo periférico. Este subtipo tem sido comparado a lesdo pulmonar conhecida
como granulomatose linfomatosa em humanos (4).
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Tabela 1. Correspondéncias entre as classificagfes da Kiel (41), WHO International
Histological Classification of Hematopoietic Tumors of Domestic Animals (4) e WHO
Classification of Tumors of Haematopoietic and Lymphoid Tissues (12) em relagdo ao

DLBCL.

KIEL WHO (2002) WHO (2008)
Centroblasticos Linfoma de Grandes
monomarficos e |Células B (ndo clivadase |DLBCL, NOS variante centroblastica
polimarficos clivadas)

Imunoblasticos B

Imunoblastico de Grandes
Células

DLBCL, NOS variante imunobléastica

Anaplasicos de grandes
células B

DLBCL, NOS variante anaplasica

Linfomas de células B com
alta quantidade de células
T

Linfoma B ricos em células
-

DLBCL, NOS rico em células
T/histiocitos

DLBCL, NOS variantes raras

Linfoma esclerosante de
grandes células B do
mediastino

Linfoma de Células B
Timico (mediastinal B)

Linfoma de grandes células B
mediastinal (timico)

Linfoma angio
endotelidtropico

Linfoma Intravascular de
Grandes Células B

Linfoma Intravascular de Grandes
Células B

(intravascular)

DLBCL priméario do SNC

DLBCL cutaneo primario, tipo perna

DLBCL EBV+ dos idosos

Linfoma de grandes células B ALK+

DLBCL associado a inflamacéo
cronica

Linfoma plasmoblastico

Linfoma de efusdo primaria

Granulomatose linfomatosa

Linfoma de grandes células B,
surgindo em doenca de Castleman
multicéntrica associada 8 HHVS.

Linfoma de células B, inclassificavel,
com caracteristicas intermediarias
entre DLBCL e linfoma de Burkitt.

Linfoma de células B, inclassificavel,
com caracteristicas intermediarias
entre DLBCL e linfoma de Hodgkin
classico.

O Linfoma Imunoblastico de Grandes Células exibe agressividade moderada, com
arquitetura difusa composta por células grandes com nucleo redondo a oval ou clivado,
mitoses frequentes, quantidade variavel de citoplasma, que se cora fortemente, membrana
nuclear espessa, cromatina reticular e periférica, e normalmente nucléolo Unico central.
Macrdéfagos de corpos tangiveis sdo presentes e numerosos (4).

O Linfoma de Grandes Células B (ndo clivadas e clivadas) possui agressividade
moderada, composto por populacdo de células linfoides grandes relativamente uniforme,
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ndcleo vesiculoso, cromatina reticular e dois a trés nucléolos proeminentes periféricos.
Macrofagos de corpos tangiveis e figuras de mitose sdo frequentes (4).

Um tipo raro que acomete 0 mediastino é o Linfoma de Células B Timico (mediastinal
B), mais frequentemente observado em cées jovens de racas de grande porte. As lesdes tém
desenvolvimento lento e os animais normalmente apresentam émese apds alimentacao
aparentemente devido a compressdo esofagica. As lesdes sdo tipicamente bem encapsuladas,
exibem bandas de coladgeno evidentes dando uma aparéncia macroscépica de timoma.
Citologicamente, as células tumorais sdo grandes, com nucleo vesicular, nucléolo
proeminente, podendo ser altamente indentados e ocasionalmente muito grande e
multilobulado (4).

O Linfoma Intravascular de Grandes Células B ¢ uma doenga sistémica caracterizada
pela proliferagdo de clusters de células linfoides dentro do Iimen de pequenas veias e, em
menor grau, artérias do coracdo, pulmao e sistema nervoso central. E uma doenca rara que
pode ter um aparecimento repentino de sincope e morte em um animal sem nenhuma
manifestacdo clinica (4).

De acordo com a classificagdo da WHO de 2008, os subtipos correspondentes ao
DLBCL sdo o DLBCL, sem outras especificacfes; o linfoma de grandes células B rico em
celulas T/histiocitos; DLBCL primério do SNC; DLBCL cuténeo primario, tipo perna e
DLBCL EBV positivo dos idosos (12).

As caracteristicas citomorfologicas do DLBCL, sem outras especificacfes sdo diversas
e podem ser divididas em variantes morfologicas comum e rara. As variantes morfoldgicas
comuns compreendem a centroblastica, imunoblastica e anaplasica. As variantes raras podem
apresentar estroma mixoide ou matriz fibrilar, alguns casos podem exibir formacdo de
pseudorosetas, formato celular fusiforme ou mostrar caracteristicas de células em anel de
sinete. Granulos citoplasmaticos, projecdes de microvilos e juncdes intercelulares também
podem ser vistos. Ele representa 25 a 30% dos LNH de adultos nos paises ocidentais, sendo
sua etiologia desconhecida. Normalmente, se apresenta como uma neoplasia dita primaria ou
como progressdo de outro tipo neoplasico menos agressivo como, por exemplo, linfoma
folicular e linfoma de zona marginal (12).

Diante de uma suspeita de linfoma, devem ser realizados exame fisico completo,
hemograma, bioguimico e urinalise, sendo o diagndstico definitivo por exame citologico ou
histopatoldgico (26). O diagnostico e classificacdo do linfoma podem ser realizados de forma
simples, eficaz e com baixo custo pelo exame citologico, sendo que a classificacdo de Kiel
exibe melhor adequacdo por se basear em caracteristicas morfologicas (43). No entanto, ha
algumas limitag6es. Devido a auséncia de arquitetura tecidual ndo é possivel observar uma
desorganizacdo da arquitetura normal ou invasdo da capsula, podendo dificultar a
diferenciacdo entre um linfoma e uma hiperplasia reacional acentuada, a qual é caracterizada
por muitas células linfoides grandes. Ainda, linfoma de células pequenas pode exibir poucos
indicios de suas caracteristicas de malignidade. Além disso, classificacdo em baixo, moderado
e alto grau, que é realizada por meio das caracteristicas citologicas e imunofenotipagem pode
ser feita com maior acuracia no exame histopatolégico (26).

O diagnédstico pode, também, ser realizado por técnicas moleculares tanto para o
diagndstico em si quanto para caracterizar melhor o tumor e incluem histo e citoquimica,
imunoisto e imunocitoquimica; citometria de fluxo e PCR (21,44).

Ocasionalmente pode ser dificil a diferenciacdo entre uma proliferacdo maligna e
benigna, situacdo a qual pode ser resolvida pela avaliacdo da clonalidade, uma vez que a
clonidade é um marco de malignidade, ou seja, é suposto que o tumor origine-se de um Unico
clone (26).

Atualmente, a imunofenotipagem dos linfomas estd incorporada aos sistemas de
classificacdo do linfoma e a técnica de imunoistoquimica é o padrdo ouro para essa
determinacdo (44). Dessa maneira, 0 estabelecimento da origem T ou B das células
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neoplasicas associado a sua morfologia permite o reconhecimento dos diferentes tipos de
neoplasias linfoides (12).

Para a determinacdo do imunofendtipo, séo utilizados marcadores linfocitarios como os
anticorpos policlonal anti CD3 e monoclonal anti CD79a, como marcadores pan T e pan B,
respectivamente, tanto para humanos (12) quanto para os animais domésticos (1,4,5,38).
Entretanto, esta determinagdo pode ser obtida com maior acuracia ampliando-se o painel de
anticorpos. Nos seres humanos, os DLBCLs normalmente expressam varios marcadores pan
B, porém a expressdo de um ou mais destes marcadores pode estar ausente, impedindo ou
dificultando a determinagdo do imunofenotipo quando se utiliza apenas um marcador (45).

Para os linfomas B, os mais utilizados nos linfomas humanos, além do anti CD79a, sdo
0 anti CD20 e o PAX-5 (anti- BSAP) entre outros (45). Deve-se ressaltar que a pouca reagdo
cruzada entre os anticorpos especificos humanos e caninos restringe o painel utilizado nos
linfomas dos cdes, tanto para o diagnostico quanto para o estadiamento (46). Nos caes,
embora 0 marcador pan B mais amplamente utilizado seja o anti CD79a (4,10,32), o anti
CD20 também tem sido utilizado em menor escala com o mesmo fim (46). Mais
recentemente, a expressdo da PAX-5 (anti BSAP) foi empregada como marcador
imunoistoquimico pan pré B e pan B em amostras de linfomas de cées incluidas em parafina
(33).

O CD79 é um heterodimero sinalizador que é expresso apenas pelas células B e em
varios tipos de linfoma (47). A molécula & um heterodimero covalente que contém CD79a (g
a, mb 1) e CD79b (Ig B, B29), ambas subunidades contém um tinico dominio Ig extracelular,
um dominio transmembrana e um dominio de sinalizacdo intracelular. O BCR (receptor de
antigeno de células B) é um complexo entre CD79 e o Ig de superficie, todos estes
componentes sdo necessarios para a expressdo do BCR na superficie celular. A ligacédo
cruzada do BCR aciona 0 mecanismo de sinalizacdo o que pode levar a apoptose ou na
presenca de sinal de resgate de células T pode levar a ativacao e divisdo celular, o que torna o
CD79, além de marcador para linfoma B, um alvo de terapia anticancer com anticorpos (48).

Ja o CD20 é uma moléecula de superficie celular especifica de linfécitos B e sua ligacédo
com anticorpo altera a progressdo no ciclo celular e a diferenciacdo indicando que esta
molécula é essencial na funcdo dos linfocitos B. Ela é expressa em células pré B na medula
Ossea, principalmente ap0s o rearranjo da cadeia pesada de Ig e sua expressao persiste até a
diferenciacdo para plasmécitos. Os complexos multiméricos de CD20 podem formar canais
de ions para conducdo de Ca2+ na membrana plasmatica de células linfoides B. Pressupde-se
que o CD20 canino contenha dominios de sequéncias de aminoacidos consistindo de dois
dominios extracelulares, quatro dominios transmembrana e trés dominios intracelulares, sendo
expresso por células mononucleares do sangue periférico, linfonodos e linfomas de células B,
mas ndo em linfomas de células T ou linfomas ndo T - ndo B, assim como o CD20 humano
(49).

A proteina ativadora especifica de células B (BSAP) é um fator de transcricdo de 52kD
originalmente identificado como homaologo da proteina ativadora tecidual especifica do ourigo
do mar. A BSAP é codificada pelo gene PAX-5, um membro altamente conservado da familia
de genes de fatores de transcri¢do “paired Box” (PAX). Dentre as células hematopoiéticas a
expressao do gene PAX5 é restrita a linhagem de células B. A transcricdo do gene do PAX5 é
iniciada em células pré B e € abundante nos estagios de maturacéo pré B e células B madura,
mas € ausente em plasmdcitos diferenciados. O PAX5 é um fator de transcricdo essencial ao
comprometimento da célula com a linhagem de linfocitos B, induzindo a expressdo de varios
genes e a0 mesmo tempo reprimindo vias alternativas de diferenciacdo hematopoiética, o que
torna possivel a sua utilizagdo como um marcador pan B (50)

A importancia da deteccdo destes antigenos ndo reside somente na determinagdo do
imunofendtipo. O CD20 tem sido utilizado amplamente como alvo de procedimentos
terapéuticos nos linfomas B humanos que empregam anticorpos monoclonais como o
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Rituximab, que é um anticorpo quimérico monoclonal IgG1 anti CD20 humano produzido por
engenharia genética em camundongo. Acredita-se que o Rituximab aja sobre as células do
linfoma induzindo a lise celular mediada por complemento, a citotoxicidade celular
dependente de anticorpo e a inducdo direta de apoptose, atuando simultaneamente com a
quimioterapia (39,51).

O uso de anticorpos monoclonais anti - CD20 para o tratamento de linfomas B
aumentou significativamente a sobrevida dos pacientes, porém ha pacientes refratarios a
terapia ou os que apresentam recorréncia da doenca (52). Linhagens celulares de linfoma B
submetidas a tratamento in vitro por anticorpos anti CD20 mostraram que células de maior
expressdo de CD20 sdo mais sensiveis ao tratamento (53).

Especial atencdo deve ser dada a dose utilizada para o tratamento, uma vez que com o
uso de doses altas da droga os mecanismos efetores necessarios para a atividade do
medicamento podem ser saturados comprometendo a eficacia da terapia. Sob essas condicdes,
uma reacdo chamada trogocitose predomina. Ela consiste na remocdo do complexo CD20 —
anticorpo monoclonal das células alvo por células efetoras que expressam receptores Fcy
permitindo que estas células malignas escapem sem danos e promovam a progressdo do tumor
(51).

Em cées, ainda ndo esta bem estabelecido o uso e eficicia deste tipo de drogas, mas
existem estudos promissores que apontam uma maior efetividade do tratamento quando
associada quimioterapia tradicional a imunoterapia (2).

Assim sendo, a determinacdo do perfil imunofenotipico dos linfomas ndo s6 torna o
diagndstico mais acurado, mas também abre novas perspectivas para se estabelecer protocolos
de tratamento mais especificos.

Nos estudos sobre neoplasias, inclusive linfomas, pode-se observar a necessidade de
avaliar além do imunofendtipo, o indice de proliferacdo celular e a taxa de apoptose das
células neoplésicas (54). Quando se trata especificamente dos linfomas, alem do
imunofenotipo, ha a necessidade de se estabelecer os indices proliferativos, ja que estes
podem aumentar a acurécia da classificacdo deste tipo de neoplasia. No que diz respeito aos
DLBCLs, pode-se reduzir a dificuldade na diferenciacdo entre estes e determinados subtipos
morfologicamente similares, como o linfoma de zona marginal, utilizando-se os indices
proliferativos e apoptoticos maiores apresentados pelos DLBCLs (10). Além disso, a
correlacdo positiva entre o indice proliferativo, a morfologia celular, o imunofenotipo e o grau
de malignidade ja foi constatada (55).

Um estudo recente verificou que ha uma variacéo significativa do tempo de sobrevida
de cdes com diferentes indices mitoticos. Em cdes apresentando tumores com indices
mitoticos menores que 20 mitoses por campo de grande aumento (400 X) e maiores que 21
mitoses por campo de grande aumento, foi observada sobrevida média de 188 e 31 dias
respectivamente (35).

O marcador mais confiavel para este tipo de avaliacdo da proliferacdo celular é o
antigeno Ki-67 (MIB-1). Este antigeno € uma proteina de 345 kD que ¢é expressa em todas as
fases do ciclo celular, exceto nas células em GO e que pode ser detectada utilizando-se
métodos imunoistoquimicos (56).

Como foi mencionado anteriormente, outro indice relacionado com o comportamento
biolégico das neoplasias € o indice apoptotico, pois o crescimento tumoral ndo é determinado
somente pela porcentagem de células em proliferacédo e pelo tempo do ciclo celular (57). Um
dos métodos empregados para este tipo de avaliacdo é a deteccdo imunoistoquimica da
expressdo da caspase-3 (9). Estas enzimas estdo presentes no citoplasma da maioria das
células, na forma inativa como uma cadeia Unica de polipeptideos e sdo ativadas quando esta
cadeia é quebrada. A expressdo de caspase-3 € utilizada em muitos distirbios hematopoiéticos
na espécie humana, inclusive nas leucemias e nos linfomas. Os linfomas de alto grau de
malignidade apresentam uma expressdo maior de caspase-3 que aqueles de baixo grau (58).
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Na espécie humana, os linfomas de alto grau que possuem maior indice de positividade para
caspase-3 respondem melhor ao tratamento (11).

Este tipo de avaliagdo ainda € pouco comum nas neoplasias caninas, porém, nos
linfomas caninos empregando-se as classificacdes de Kiel e Working Formulation, observou-
se grande variagdo no percentual de células positivas, ndo sendo constatada diferenca entre 0s
linfomas de alto e baixo grau e entre os diferentes imunofenotipos (9). Nos seres humanos,
esta variacdo na expressao de caspase-3 nos DLBCLs ja foi observada (58). Deve-se ainda
ressaltar, no entanto, que entre os DLBCLs humanos, ja foi constatado que os tumores de alto
grau apresentam indices apoptoticos maiores que os linfomas de baixo grau de malignidade
(11,58). A determinacdo do percentual de células positivas para caspase-3 e a aplicacdo de
classificacfes mais atuais, como as propostas para 0s animais domésticos (4) e para 0s seres
humanos (12) nos linfomas caninos, mais especificamente os DLBCLs, podem auxiliar no
estabelecimento de um perfil mais detalhado destas neoplasias.

Outro marcador imunoistoquimico relacionado com a apoptose é a expressao da
proteina p53 mutante nas células neoplasicas. As mutaces neste gene sdo as lesdes génicas
mais frequentes nas neoplasias da espécie humana, sendo um importante indicador da resposta
terapéutica dos LNHs humanos (59). A expressdo do p53 alterado é superior a 30% nos
linfomas de alto grau de malignidade de origem B (13). De acordo com Sueiro et al. (14), nos
LNHs caninos cerca de 60% dos casos sdo positivos para a expressdo do p53, porém, ndo foi
detectada a correlagdo deste achado com os imunofenotipos e os graus de malignidade das
neoplasias (9, 14). Outros estudos sugerem que essa taxa de positividade pode ser menor,
chegando a até 22% dos LNH, sendo que a expressdo do p53 teria impacto negativo na
sobrevida total do animal, mas ndo influenciaria no tempo de recorréncia da doenca (15). Por
outro lado, existe relato sobre nimero maior de células p53+ em linfomas T do que em
linfomas B caninos (59). Em estudo recente, ndo foi constatada diferenca dos niveis de
expressdo e da frequéncia da mutacdo do gene p53 entre 0s grupos de animais portadores de
linfomas sensiveis e resistentes a quimioterapia (16).

Assim, na Medicina Veterinaria, o papel desempenhado pelo p53 nas diferentes
neoplasias € controverso, sendo ainda escassos 0s estudos que apresentam este tipo de
abordagem. Quando se tratam dos linfomas caninos, as diferentes classificacdes utilizadas e a
comparacgdo entre grandes grupos que consideram apenas os imunofendtipos, sem considerar
muitas vezes os subtipos de LNHs, podem explicar, pelo menos parcialmente, a discrepancia
dos resultados.

CONSIDERACOES FINAIS

O linfoma ndo-Hodgkins (LNH) é atualmente uma das neoplasias que mais acomete 0s
caes, levando a significativa diminuicdo na longevidade e qualidade de vida dos animais
afetados. E frequente também no homem e devido as semelhancas no comportamento
biolégico tumoral, influéncia ambiental, aberracGes genéticas, incidéncia, tipo mais frequente
e também tratamento, a doenca no céo é utilizada como modelo de ocorréncia espontanea para
0 estudo da etiologia e protocolos de tratamento dos LNHs humanos. Ela é uma doenca
heterogénea, uma vez que cada subtipo € uma entidade Unica, o que pode demandar diferentes
abordagens. Assim, sdo necessarios estudos que permitam diagndsticos mais precoces e
acurados possibilitando terapias mais eficazes e consequentemente melhor progndstico.
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RESUMO

Milhdes de pacientes com glaucoma irdo perder a visdo, tornando-se uma necessidade
desenvolver terapias neuroprotetoras que possam ser usadas, em conjun¢do com
medicamentos hipotensores, para impedir a morte de células ganglionares da retina (CGR).
Recentes avangos na compreensdo da fisiopatologia do glaucoma sdao um fator chave na
patogénese da neuropatia glaucomatosa. Com base nos achados em doencas semelhantes, a
hip6tese de que melhorando o fluxo sanguineo do nervo Gptico da retina possa resultar em
uma protecdo significativa nas CGR e prevenir a perda da visdo no glaucoma. O sildenafil,
uma droga vasodilatadora que inibe PDE5, aumentando assim 0s niveis de cGMP e
prolongando seus efeitos, sendo que foi demonstrado melhorar a sobrevivéncia de varias
lesbes degenerativas. Esta breve revisdo resume alguns dos avangos mais importantes que
tiveram no entendimento sobre esta doenca e um possivel tratamento.

Palavras-chave: Apoptose, glaucoma, celulas ganglionares da retina.

GLAUCOMA, APOPTOSIS AND SILDENAFIL: COMPREHENSION OF A DISEASE
WITHOUT SOLUTION AND A POSSIBLE APPROACH OF TREATMENT.

ABSTRACT

As millions of glaucoma patients lose sight, it has become accepted that there is a need to
develop neuroprotective therapies that can be used, in conjunction with hypotensive drugs, to
prevent retinal ganglion cell (RGC) death. Recent advances in the understanding of the
pathophysiology of glaucoma is a key factor in the pathogenesis of glaucomatous neuropathy.
Based on findings in similar diseases, hypothesize that improving retinal and optic nerve
blood flow can result in significant RGC protection and prevent vision loss in glaucoma.
Sildenafil, a vasodilative drug that inhibits PDE5, thereby increasing cGMP levels and
prolonging NO effects, has been shown to improve survival in several injury. This short
review briefly summarizes some of the most important advances that have taken in the
understand about this disease and a possible treatment.

Keywords: Apoptosis, glaucoma retinal ganglion cell.
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GLAUCOMA, APOPTOSIS Y SILDENAFIL: COMPRENSION DE UNA
ENFERMEDAD SIN SOLUCION Y UN POSIBLE ENFOQUE DE TRATAMIENTO.

RESUMEN

Millones de pacientes con glaucoma pierden la vision, por lo que es una necesidad para
desarrollar terapias neuroprotectoras que pueden utilizarse en conjuncién con medicamentos
hipotensores, para prevenir la muerte de las células ganglionares de la retina (CGR). Los
recientes avances en la comprension de la fisiopatologia de glaucoma es un factor clave en la
patogénesis de la neuropatia glaucomatosa. Con base en los hallazgos en enfermedades
similares, la hipotesis de que la mejora del flujo sanguineo de la retina nervio optico puede
dar lugar a una proteccion significativa en CGR y prevenir la pérdida de vision en el
glaucoma. Sildenafil, un farmaco vasodilatador que inhibe la PDE5, lo que aumenta los
niveles de cGMP y la prolongacion de sus efectos, y se ha demostrado que mejora la
supervivencia de diversas lesiones degenerativas. Esta breve revision resume los avances mas
importantes que tenian el conocimiento de esta enfermedad y su posible tratamiento.

Palabras clave: Apoptosis; Glaucoma; Células ganglionares de la retina.
INTRODUCTION

Glaucoma is a leading cause of loss of vision and blindness in the world (1,2). It leads
to visual impairment in 1-4% of the population over 40 years of age (3), though in some
ethnic groups it may affect 20% or more of the population (4), with an estimated 80 million
people worldwide by 2020 and, 8.4 million of them will be blind in both eyes (1). Despite
these, glaucoma remains an “unsolved” disease, as evidenced by the growing number of
patients, stressing the urgent need to develop new strategies to treat this blinding disease (1,4-
6).

A pathophysiological hallmark of glaucoma is the gradual loss of retinal ganglion cells
(RGC) and their axons, the optic nerve (ON) fibers, like other neurons conditions such as
Alzheimer’s or Parkinson’s disease (7-9). Generally is accepted that glaucomatous
degeneration of the optic nerve and retina is linked to the development of elevated intraocular
pressure (IOP) (10). Because this, for many years it has been accepted that increase in 10P is
the cause of the disease (11).

There are evidences that in humans, in animals and, in models of experimental
glaucoma, high IOP causes ganglion cell loss, and that lowering I0P in affected eyes can
attenuate the degenerative process (10). However, today it is recognized that 0P elevation is
the main risk factor in glaucoma, but evidence suggests that local ischemia, leading to
reduced ON perfusion, is a key event in the pathogenesis of glaucomatous neuropathy
(12,13). Reduced levels of nitric oxide (NO), a potent vasodilative mediator, have been
demonstrated in glaucoma patients and animal models of the disease (as well as in other
neurodegenerative diseases) and are implicated in the impairment of ocular blood flow,
leading to neuronal death and loss of vision (14,15).

Several risk factors have been proposed to contribute to glaucoma progression including
elevated intraocular pressure, age, genetic background, thinner corneal thickness and vascular
degeneration (10). The existence of any of these factors might determine an individual risk to
develop glaucoma, but they are not necessarily the cause of this condition (16). Research into
the pathogenesis of glaucoma has been aided by the development of animal models that
undergo apoptotic RGC death (15).

Sildenafil, an approved drug for the treatment of erectile dysfunction, is an inhibitor of
phosphodiesterase (PDE), an enzyme that degrades cGMP, the secondary messenger of NO.
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Therefore, treatment with sildenafil has been shown to be neuroprotective in numerous
models of neurodegenerative diseases, as elevated cGMP levels prolong the effect of NO and
lead to vasodilation and improved circulation (17,18). Sildenafil treatment has resulted in
increased neuronal survival, and even neurogenesis, in models of brain, spinal cord and
cerebral injury (19,20).

This review aims to better understand the mechanism of cell death by apoptosis of the
disease and its treatment adding.

SCIENTIFIC BACKGROUND
Glaucoma

Historically, glaucoma has been described as a disease caused by increased ocular
pressure (IOP). Recently glaucoma has been considered a primary optic neuropathy, but this
fact is not widely shared by the public and health-care professionals alike. An informal survey
of mainstream dictionary definitions of glaucoma still reveals obsolete phrases such as
‘increased intraocular pressure that results in a group of eye diseases characterized by
pressure that is too high for the optic nerve to withstand’ (21,22).

However, there is abundant evidence demonstrating that ocular hypertension alone is
insufficient, but a necessary factor for the development or progression of glaucoma. The
Cochrane Eyes and Vision Group define glaucoma as ‘a disease characterized by defects in
the visual field, damage to the nerve at the back of the eye, and usually raised pressure inside
the eye.” This view of glaucoma as an optic neuropathy with elevated IOP as a modifiable risk
factor rather than a causative agent for damage, although it still does not take into account the
characteristic morphological and functional aspects of the disease (22).

Primary humans, glaucoma is classified into three principal types: primary open angle
glaucoma (POAG), primary angle-closure glaucoma and congenital glaucoma. The POAG is
the most common type in humans (23). However, for example, although high intraocular
pressure is common among open-angle glaucoma patients, only a limited subset of individuals
with ocular hypertension will develop this disease (23,24). Moreover, a significant number of
patients presenting with glaucoma continue to lose vision despite responding well to therapies
that lower eye pressure (16,24).

In dogs, the main protagonists of glaucoma in animals, can be classified based on the
primary cause, in primary, secondary or congenital. Based on the appearance of gonioscopy
drainage angle, open, closed or narrow and, according to the duration or with stage of
evolution, chronic or acute. Chronic glaucoma is revealed with the progressive elevation of
IOP. In contrast, the acute characterized by a sudden increase in IOP (25).

Glaucoma has been investigated for some 50 years in dogs. The highest incidence has
been reported to Beagle, Welsh Springer Spaniel, and many other breeds. Uveitis and
neoplasms are the most common eye diseases related to glaucoma. POAG studies in dogs
showed that breeds Shiba-Inu and Shih-Tzu are the most affected, however, it is reported that
the type of primary angle closure there is the most common in this breeds (25,26).

In humans, loss of vision in glaucoma patients is due to progressive death of RGCs and
their axons, which constitute the ON fibers (7,8). Traditionally this neuronal and axonal death
has been attributed to increase in intraocular pressure (IOP), but now recognized a significant
portion of glaucoma cases present with normal or low 10P (27), and it is the main accepted
that 10P elevation is one of several risk factors for the disease (13,27). Evidence suggests that
another, as local ischemia, leading to reduced ON perfusion cause glaucomatous neuropathy
is reduced blood flow in the inner retina and ON (28).

Current evidence shows that patients suffer from low ocular perfusion pressure, as well
as abnormal vascular auto regulation capacity, impairing the ability to adapt to increased I0P
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or decreased blood pressure (12,28). The result is RGC death and ON atrophy, as well as
reperfusion injury and ON remodeling. Research into the pathogenesis of glaucoma has been
aided by the development of animal models that undergo apoptotic RGC death (15,29,30).

The implication of these data is that current medical and surgical therapy, aimed at
lowering 10OP, has limited success in preserving vision in glaucoma patients. Therefore, it is
evident that there is a pressing need to develop new therapeutic approaches that can be used,
in conjunction with hypotensive drugs, to preserve vision (21).

Apoptosis

Apoptosis is a modality of programmed cell death that can be identified by different
morphological characteristics and the involvement of specific proteins that regulate it (29,30).
Cell death also is part of normal development and maturation cycle, and is also component of
many response patterns of living tissues to xenobiotic agents (i.e. micro organisms and
chemicals) and to endogenous modulations, such as inflammation and disturbed blood supply
(32).

Cell death is a fundamental cellular response that has a crucial role in shaping our
bodies during development and in regulating tissue homeostasis by eliminating unwanted
cells. The first form of regulated or programmed cell death to be characterized was apoptosis
(32). The term ‘apoptosis’, defined as a controlled type of cell death that can be induced by a
variety of physiologic and pharmacological agents, was first described by Kerr, Wyllie, and
Currie in 1972 to describe a morphologically distinct form of cell death on the basis of the
following main morphologic criteria: cellular shrinkage, condensation and margination of the
nuclear chromatin, DNA fragmentation, cytoplasmic vacuolization, membrane blebbing, cell
lysis, and the formation of apoptotic bodies (33).

However, the apoptosis pathway was described in Caenorhabitis elegans in the early
1990s. Subsequent genetic analysis of mammalian apoptosis presented a more complex, in
which individual apoptosis genes from C. elegans have expanded into large multi-protein
families. These findings suggest a redundancy, functional specialization and compensatory
regulation of mammalian apoptotic signalling and execution might be important features of
mammalian apoptosis (32).

In some cases there is the type of stimuli and/or the degree of stimuli that determines if
cells die by apoptosis or necrosis. At low doses, a variety of injurious stimuli such as heat,
radiation, hypoxia and cytotoxic anticancer drugs can induce apoptosis but these same stimuli
can result in necrosis at higher doses. Finally, apoptosis is a coordinated and often energy-
dependent process that involves the activation of a group of cysteine proteases called
“caspases” and a complex cascade of events that link the initiating stimuli to the final demise
of the cell (34).

Using conventional histology, it is not always easy to distinguish apoptosis from
necrosis, and they can occur simultaneously depending on factors such as the intensity and
duration of the stimulus, the extent of ATP depletion and the availability of caspases.
Necrosis is an uncontrolled and passive process that usually affects large fields of cells
whereas apoptosis is controlled and energy-dependent and can affect individual or clusters of
cells (34,35).

Necrosis proceses characteristic features, such as organelle swelling, mitochondrial
dysfunction, massive oxidative stress and rapid plasma-membrane permeabilization that are
thought to be indicative of the catastrophic nature of cell death, rather than a result of cellular
regulation. The general view of the relationship between apoptosis and necrosis is that milder
insults to the cell cause apoptosis, whereas more intense insults induce uncontrollable
necrosis. It is thought that apparently unregulated, the process accounts for the bulk of cell
death events in acute pathologies (32,34).
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The primary mechanism of RGC damage in glaucoma is not well understood, but there
is evidence that neuronal loss in this disease occurs largely by apoptosis. This selfdestructive,
genetically driven, death program is activated in all neurons. It is now widely accepted that
neurotrophic factors promote neuronal survival by inhibiting default apoptotic pathways.
During development of the nervous system, young neurons require trophic factors for their
survival, differentiation and the establishment of synaptic connections (16,32).

Neurotrophic factors are produced in limited amounts; therefore only neurons exposed
to optimal levels of these molecules survive, whereas less fortunate neurons are eliminated by
apoptosis. In rodents, 65% of RGCs die during retinal development. Excess RGCs are
eliminated in two successive phases of cell death in the retina: the first phase peaks at
embryonic day 6, when RGCs differentiate; and the second phase coincides with the arrival of
RGC axons to the brain, when these neurons become dependent on target-derived trophic
support (16,36).

The induction of apoptosis can occur by external or internal stimulus. Two major
general pathways of induction of apoptosis: receptor or extrinsic pathway and the
mitochondrial or intrinsic pathway (29). The extrinsic pathway promotes the activation of
caspase 8, which activates caspase 3 or cleaves at pro-apoptotic gene bcl-2 family, by linking
to the Fas receptor and TNFR (37). The intrinsic pathway is mediated by internal stimuli of
intracellular stress, as well as DNA lesion or disruption of the cell cycle or in metabolic
pathways (30).

Once activated, the majority of the caspases have the ability to catalyze the activation of
multiple other members of this family, resulting in amplification of the proteolytic cascade
(37). The caspases is classified in two groups: the initiator caspases (caspase-2, 8, 9 and 10)
and executors caspases (caspase-3, 6 and 7). The functional forms of the initiator caspases
promote directly or indirectly the activation of executors caspases (29,30,37).

Both extrinsic and intrinsic pathways and at the point of the execution phase, considered
the final pathway of apoptosis. It is the activation of the execution caspases that begins this
phase of apoptosis. Execution caspases activate cytoplasmic endonuclease, which degrades
nuclear material, and proteases that degrade the nuclear and cytoskeletal proteins (34).

In the extrinsic pathway, an active death receptor recruits the intracellular adaptor
protein Fas-associated death domain which in turn recruits procaspase-8 to form a signaling
complex. Caspase-8 is cleaved and activated through autoproteolysis leading to subsequent
activation of caspase-3 and caspase-6. The expression of both initiator and effector caspases
has been investigated in RGCs following acute or chronic optic nerve injury. Active, cleaved
caspases- 3, -8 and -9 have been detected after optic nerve transaction or crush, ocular
hypertension as well as ischemic injury (16,30,38). Although caspase-3 was implicated in the
primary and secondary waves of RGC apoptosis, it was active for a long period of time and
with greater intensity during the primary wave of RGC loss (39).

Extrinsic apoptotic signals include an array of death-receptor ligands: Tnf-a, Fas-I, and
TNF-related apoptosis-inducing ligands (TRAIL) that bind to their respective receptors to
induce cell death. Death receptor activation results in the recruitment of the intracellular
adaptor Fas-associated death domain (FADD), which typically recruits the initiator
procaspase-8 leading to caspase-8 activation followed by executioner caspase-3 activation and
cell death (16).

In the intrinsic pathway, cytochrome C is released from the mitochondria and together
with Apaf-1 and procaspase-9 forms the apoptosome, which facilitates caspase-9 activation
and downstream cleavage of caspase-3. Cytochrome C, which is released from damaged
mitochondria, promotes the formation of a heptameric ‘apoptosome’ megacomplex of APAF1
and caspase-9 (a member of the CED 3-like Cys protease family). This leads to the
conformational change and activation of caspase-9. Activated caspase-9 in turn cleaves and
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activates downstream caspases, including caspase-3, caspase-6 and caspase-7 that carry out
the execution phase of apoptosis (16,32).

The BAX protein is normally present in the cytoplasm of a cell, but upon activation of
the cell death signal, it will translocate and insert into the mitochondrial outer membrane.
Several studies suggest that BAX monomers can form a multisubunit pore structure large
enough to allow the escape of molecules like cytochrome C. Knock-out mice lacking a
functional Bax gene exhibit several supernumerary populations of neurons, including retinal
ganglion cells, indicating the importance of Bax in regulating neuronal programmed cell death
during development (40,41).

The central hypothesis of excitotoxic injury is that excess glutamate binds to cell
surface ionotropic glutamate receptors, primarily N-Methyl-D-Aspartate (NMDA) receptors
(NMDAR), triggering massive Ca influx and activation of pro-apoptotic signaling cascades in
neurons. Elevation of endogenous glutamate and activation of glutamate receptors have been
shown to contribute to a variety of acute and chronic neurological disorders, including stroke,
trauma, seizures, and various forms of dementia and neurodegeneration (42,43)

In the retina, excess glutamate has been proposed to underlie common
neurodegenerative disorders such as retinal artery occlusion and glaucoma. A vast number of
studies have now demonstrated that adult RGCs are exquisitely sensitive to exogenously
applied NMDA, which triggers rapid death of these neurons, and that inhibitors of NMDAR
and/or downstream pathways are neuroprotective in experimental models of retinal ischemia
and glaucoma (16,43,44).

Neuroprotection and sildenafil

Though therapy for glaucoma is focused on reducing IOP, much has been dedicated to
the development of drugs that provide neural protection. Substances have been suggested as
candidates for neuroprotective therapy based on inhibition mechanisms of degeneration and
apoptosis of RGCs, in order to promote their survival (45). Nitric oxide (NO) is a gaseous
molecule labile released from endothelial cells. It induces vasodilation, increased blood flow
and decreased vascular resistance. Its inhibition leads to reduced perfusion. It is not therefore
surprising that vascular endothelial dysfunction, resulting in decreased levels of NO, is found
in glaucoma patients developing increased retinal vascular resistance. Deficient production of
NO is therefore a participant in the pathogenesis of glaucoma, while the increased synthesis
and release may prevent the progression of harmful manifestations (14,17,18,46).

Vasoactive agents were tested, including tadalafil and sildenafil employed in the
treatment of erectile dysfunction. Sildenafil is a new vasoactive drug that has been developed
for the treatment of erectile dysfunction. It increases intracellular cGMP through inhibition of
PDE enzyme as well as by enhancement of NO/cGMP mediated signaling. There is
experimental evidence that increasing intracellular cGMP can prevent oxidative stress
induction and lipid peroxidation (47,48).

Therefore, treatment with sildenafil has been shown to be neuroprotective in numerous
models of neurodegenerative diseases, as elevated cGMP levels prolong the effect of NO and
lead to vasodilation and improved circulation (17,18). Sildenafil treatment has resulted in
increased neuronal survival, and even neurogenesis, in models of brain, spinal cord and
cerebral injury (19,20).

It enhances the vasodilator effect of nitric oxide (NO) on the sinusoidal and vessel
smooth muscles of the corpus cavernous and increases the arterial blood flow into the
sinusoids. Therefore, treatment with sildenafil has been shown to be neuroprotective in
numerous models of neurodegenerative diseases, as elevated cGMP levels prolong the effect
of NO and lead to vasodilation and improved circulation (17,18). Sildenafil treatment has
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resulted in increased neuronal survival, and even neurogenesis, in models of brain, spinal cord
and cerebral injury (19,20).

The sildenafil has powerful cardioprotective effects and could reduce apoptosis and
necrosis in cardiac tissues after ischemia—reperfusion injury (49). Ebrahimi et al. (50)
observed that sildenafil reduced diabetes-induced cardiac cell apoptosis at the end of the first
and second weeks, when it reached its peak value. Previous studies have also shown the
cardioprotective effects of sildenafil in different experimental models. Fisher et al. (51)
demonstrated that sildenafil attenuated cardiomyocyte apoptosis in a chronic model of
doxorubicin cardiotoxicity. Salloum et al. (49) also showed that acute and prolonged
treatment with sildenafil during myocardial infarction (MI) was associated with myocardial
salvage from necrosis, reduction of apoptosis, prevention of adverse cardiac remodeling and
heart failure, and improved survival. In the eye the sildenafil can affect ocular blood flow and
choroidal volume due to its effects on vascular smooth muscles. It may also have vasodilator
effects on choroidal sinusoids and retinal vessels similar to the vasodilation of corpora
cavernosa sinusoids (52).

This drug is frequently used in older patients with erectile dysfunction and vascular
diseases. This population is also at risk of many ophthalmological diseases, such as senile
macular degeneration, glaucoma, diabetic retinopathy or ischaemic ocular problems (53). In
contrast, studies showed that NO causes increased DNA damage, apoptosis, neurotoxicity and
inflammation. When the concentration of NO is more than 1 mM, the predominant effects
mediated by him include deamidation, oxidation or nitration of DNA via interaction of NO
with superoxide or oxygen radicals. When the concentration is less than 1uM, their actions
are direct, without interacting with superoxide radicals or oxygen, may regulate physiological
activities by different signaling pathways (54).

In the eye the sildenafil can affect ocular blood flow and choroidal volume due to its
effects on vascular smooth muscles. It may also have vasodilator effects on choroidal
sinusoids and retinal vessels similar to the vasodilation of corpora cavernosa sinusoids (53).
This drug is frequently used in older patients with erectile dysfunction and vascular diseases.
This population is also at risk of many ophthalmological diseases, such as senile macular
degeneration, glaucoma, diabetic retinopathy or ischaemic ocular problems (52).

FINAL CONSIDERATIONS

Glaucoma is a common eye disease that is usually associated with na elevated IOP. As
our understanding of the process of ganglion cell death in glaucoma becomes more
comprehensive to develop new therapeutic strategies that target this process. The focus of this
new strategies include prevent damage to the axons in the optic nerve, prevention of ganglion
cell soma death, and the reactivation of surviving ganglion cell somas to initiate the regrowth
or repair of damaged axons. As scientific investigation, a more precise definition of these
targets and development of the therapies needed to treat them will be included in the
advancements of glaucoma research.
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RESUMO

A sensibilidade da pele a luz solar acarretando em dermatite é conhecida por
fotossensibilizacdo. Objetivou-se relatar um caso de intoxicacdo por Brachiaria decumbens
em um cabrito, atendido no Hospital Veterinario da Universidade Anhanguera-Uniderp. Foi
atendido um caprino, proveniente do municipio de Bandeirantes, Mato Grosso do Sul,
mantido em pastagens de Brachiaria decumbens. O animal tinha historico de isolamento do
rebanho ha 15 dias, apresentando dor abdominal com sifose. Ao exame fisico observou-se
ictericia severa, prostracdo e aumento de volume das articulagcbes dos membros anteriores. Ao
exame de ultrassonografia foi percebido aumento da vesicula biliar sendo que seu conteudo se
apresentava sedimentado. No quinto dia, pos-internacdo, houve piora no quadro clinico
levando o animal a 6bito. A necropsia pdde-se observar ictericia, figado com consisténcia
friavel e aspecto de noz moscada, a vesicula biliar estava aumentada de volume com conteudo
muito viscoso. A histologia se observaram acentuada retencfo biliar e maltiplas células
gigantes multinucleadas com citoplasma espumoso e granulos de pigmento amarelado. Os
ductos biliares estavam proliferados e, em alguns, observa-se na luz, cristais refringentes. Nos
macrofagos foram observadas imagens negativas de cristais. Esses achados sdo compativeis
com morte causada por intoxicagao por Brachiaria spp. Conclui-se que, em funcdo do quadro
clinico, necropsia e histopatologico, trata-se de um caso de intoxicacdo por Brachiaria
decumbens.

Palavras-chave: Braquiaria, caprinos, fotossensibilizacéo.
PHOTOSENSITIZATION IN A KID GOAT - CASE REPORT
ABSTRACT

This paper is a case report of poisoning by Brachiaria decumbens in a goat treated in the
Veterinary Hospital of the University Anhanguera-Uniderp. The animal coming from
Bandeirantes city, Mato Grosso do Sul State, where was maintained in Brachiaria decumbens
pastures. It had a history of herd isolation for 15 days, presenting abdominal pain with sifose.
Physical examination revealed severe jaundice, prostration and swelling of the joints of the
forelimbs. On examination of ultrasonography was perceived increase in gallbladder and its
contents are presented sedmentation. On the fifth day after admission, there was deterioration
in the clinical picture leading the animal to death. At necropsy could observe jaundice, friable
liver with nutmeg aspect, the gallbladder had increased volume with very viscous content.
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Histologically were observed marked biliary retention and multiple giant cells with foamy
cytoplasm and yellowish pigment granules. The bile ducts were proliferated, and some have
light refringent crystal. Macrophages containing negative images of crystals were observed.
These findings are consistent with death from poisoning by Brachiaria spp. We conclude that,
depending on the clinical picture, necropsy and histopathology, it is a case of poisoning by
Brachiaria decumbens.

Keywords: Braquiaria, goats, photosensitization.

FOTOSENSIBILIZACION HEPATOGENA EN CABRITO - REPORTE DE UN
CASO

RESUMEN

La sensibilidad de la piel a la luz solar que resulta en dermatitis es conocida como
fotosensibilidad. Este estudio tuvo como objetivo informar de un caso de envenenamiento por
Brachiaria decumbens en uno cabrito el Hospital Veterinario de la Universidad Anhanguera-
Uniderp. Asistieron Una cabra, de la ciudad de Bandeirantes, Mato Grosso do Sul, mantenida
en pastos de Brachiaria decumbens. El animal tenia una historia de aislamiento manada
durante 15 dias, se presenta con dolor abdominal. El examen fisico reveld severa ictericia,
postracion y hinchazo de las articulaciones de las extremidades anteriores. En el examen de
ultrasonido fue percibido aumenté la vesicula biliar y que se presentd su contenido asentado.
En el quinto dia de post-hospitalizacion, el empeoramiento del cuadro clinico que llevo el
animal a ébito. En la necropsia se observo ictericia, higado con una consistencia crujiente y
aspecto nuez moscada, la vesicula biliar se incrementd en volumen con contenido muy
viscoso. En la histologia se observo retencion de bilis aguda y maltiples células gigantes con
citoplasma espumoso y granulos de pigmento de color amarillento. Los conductos biliares se
proliferaron, y en algunos se observo en la luz cristales refringentes. En los macréfagos se
observaron imagenes negativas de cristales. Estos resultados son consistentes con la muerte
por envenenamiento por Brachiaria spp. En conclusion, dependiendo del cuadro clinico, la
necropsia y la histopatologia, se trata de un caso de envenenamiento por Brachiaria
decumbens.

Palabras clave: Braquiaria, cabras, fotosensibilizacion.
INTRODUCAO

A sensibilidade da pele a luz solar acarretando em dermatite € conhecida por
fotossensibilizacdo, que pode ser causada por alteraces genéticas no caso das porfirinemias
(1) ou, também, pela ingestdo de agentes fotossensibilizantes diretos (fotossensibilizacéo
primaria) como observado na intoxicacdo por Froelichia humboldtiana (2), e ou indiretos
(fotossensibilizacdo secundaria ou hepatdgena), comumente observada em bovinos e ovinos e
raramente em caprinos (3,4) criados em pastagens de Brachiaria spp. as quais possuem a
saponina litogénica protodioscina que provoca lesbes no parénquima hepéatico e ductos
biliares, impedindo a eliminacdo da porfirina filoeritrina, um metabdlito normal da
biotransformacédo da clorofila que, ao ndo ser excretada, deposita-se nas camadas superficiais
da pele e, quando exposta aos raios UV, liberam energia calorifica intensa, necrosando o
tecido (5).

A doenga também pode ser causada pelo fungo Pithomyces chartarum, produtor da
toxina esporodesmina (6), entretanto, as caracteristicas histoldgicas da lesdo nos hepatocitos
ndo sdo condizentes com as observadas nos casos de intoxicacdo pelas Brachiaria spp. cujas
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alteracOes histoldgicas sdo caracterizadas por colangiohepatopatia associada a cristais de
saponinas esteroidais, semelhantes as encontradas nas intoxicacbes por Narthecium
ossifragum (7) e Tribulus terrestris (8) e em pastagens de Brachiaria spp. (3). Em caprinos os
sinais clinicos sdo semelhantes aos encontrados em ovinos e bovinos (3); dependendo da
gravidade das lesbes hepaticas, pode ocorrer morte subita, quando ndo se observam as lesdes
de pele ou, nos casos moderados, 0s animais procuram sombra, ficam apaticos ou inquietos,
emagrecem, apresentam opacidade de cornea, mucosas ictéricas, edemas e eczemas na face,
barbela e orelhas evoluindo, apds uma semana em média, para dermatites severas
principalmente nas faces e orelhas, além de outras areas de pele expostas a luz solar (9). O
presente trabalho é um relato de caso de intoxicacdo por Brachiaria decumbens em um
cabrito, atendido no setor de grandes animais do Hospital Veterinario da Universidade
Anhanguera-Uniderp, Campo Grande, MS, Brasil.

RELATO DE CASO

No dia 16 de julho de 2014, foi atendido no Hospital Veterinario da Anhanguera-
Uniderp um caprino, macho, com sete meses de idade, 25 Kg, sem raca definida, proveniente
da fazenda Caprivale, municipio de Bandeirantes/MS, mantido em pastagens de Brachiaria
decumbens e suplementado com racdo peletizada. O proprietario havia adquirido o animal e,
apos a quarentena, sem que houvesse observacdo de qualquer patologia evidente, inseriu-o no
rebanho. O cabrito comecou a apresentar historico de isolamento por 15 dias, apresentando
dor abdominal com sifose, sendo que foi medicado na propriedade com amoxicilina,
enrofloxacina, N-butilbrometo de hioscina, célcio e polivitaminico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao exame fisico observou-se ictericia severa, prostracdo, apatia, urina concentrada,
aumento de volume das articulagbes dos membros anteriores e estertores pulmonares, 0s
parametros fisiologicos apresentavam-se sem alteracbes. No hemograma observaram-se
plaquetas severamente aumentadas, leucocitose e anemia. A sorologia sanguinea ndo
apresentou alteracoes.

Ao exame de ultrassonografia foi percebido aumento exagerado da vesicula biliar com
sedimentacdo no contetdo. As radiografias revelaram liquido no pulméo, suspeitando-se de
pneumonia. Iniciou-se a fluidoterapia baseada na aplicacdo de cloreto de sodio 0,9%
intravenoso (1V) (solucdo fisioldgica 0,9%® 500mL), polivitaminico IV (10mL/animal),
ceftiofur intramuscular (IM) (4,4mg/Kg) e dipirona sodica, 1V (25mg/Kg). No terceiro dia de
tratamento o animal apresentou melhora clinica demonstrando-se ativo, porém nos exames
laboratoriais constataram-se anemia, leucocitose e plaquetas aumentadas, sendo necessaria a
aplicacdo de glicose 50%, IV (1mL/Kg) e solucdo com acetilmetionina, cloreto de colina,
frutose, inositol, pantotenato de célcio e cloridrato de arginina, 1V (25mg/Kg) diluidos em
cloreto de sodio 0,9%.

No quarto dia de internacdo o animal se apresentou extremamente prostrado. Observou-
se na regido toracica efusdo com secrecdo purulenta e o abdémen se apresentava severamente
distendido, sem presenca de gas. Administrou-se novamente produto polivitaminico diluido
em soro glicosado 5% IV (1mL/Kg), oxitetraciclina, IM (20mg/Kg), diaceturato de 4,4-
diazoaminodibenzimidina e pirazolona, IM (3,5 mg/Kg) e dipirona sodica. No quinto dia
houve piora no quadro clinico com prostracdo aguda, aumento de volume na regido toracica
com caracteristica flutuante e hipotermia, com caracteristicas de choque séptico, porém o
quadro evoluiu para ébito no mesmo dia.
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A necropsia podde-se observar ictericia em toda a carcaca, liquido toracico de colorago
amarelada, figado com consisténcia fridvel e aspecto de noz moscada, a vesicula biliar
apresentava-se distendida e com bile escura e espessa.

A histologia, observaram-se linfonodos com deple¢do do tecido linfoide, o figado com
perda da arquitetura do parénquima, os hepatécitos estavam tumefeitos com ndcleo variando
de ovais com cromatina frouxa a ndcleos picnoticos, e ainda foram observadas mortes
celulares individuais. H& acentuada retencéo biliar e multiplas células gigantes multinucleadas
com citoplasma espumoso e grénulos de pigmento amarelado. Os ductos biliares estéo
proliferados e em alguns, observa-se na luz do ducto, cristais refringentes (Figura 1A). Nos
macréfagos sdo observadas imagens negativas de cristais de saponina (Figura 1B), achados
compativeis com morte causada por intoxicagdo por Brachiaria spp.
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Figura 1. (A) Fotomicrografia de corte histolégico de figado de cabrito SRD intoxicado por Brachiaria
decumbens. Sdo evidenciados cristais refringentes de saponinas na luz do ducto biliar e (B)
fotomicrografia de corte histolégico de figado do mesmo animal. S&o observadas imagens negativas
de cristais de saponinas dentro dos macréfagos.

O primeiro relato de caso de intoxicacdo de caprinos por Brachiaria decumbens no
Mato Grosso do Sul foi publicado por Lemos et al. (3), onde se observaram animais
acometidos pela intoxicacdo na proporcdo de 11,11% e 15% em dois rebanhos estudados. No
presente relato de caso o animal estudado apresentava idade similar aquela dos caprinos
intoxicados em 1998.

A sintomatologia clinica observada ndo foi suficiente para o diagnostico de
fotossensibilizacdo hepatdgena devido a diferenca dos sinais clinicos apresentados pelo
caprino, comparado aos dados de literatura (3). A sorologia sanguinea do animal do presente
estudo também ndo foi suficiente para o diagnostico, pois ndo apresentava a atividade das
enzimas hepaticas AST e GGT elevadas, o que poderiam indicar lesdes em hepatdcitos, nos
ductos biliares e colestase respectivamente (10). Os procedimentos médico veterinarios
realizados antes de o cabrito ser enviado ao hospital podem ter tido influéncia na
sintomatologia clinica e sorologia sanguinea realizados, impedindo a identificacdo da
fotossensibilizacdo hepatdgena.

Os outros dados laboratoriais e a evolucdo do caso foram provavelmente secundarios a
necrose hepatica, debilitando e levando o animal a morte. Os achados histoldgicos
corroboram a literatura concernente as lesdes hepéaticas causadas por saponinas em
intoxicacdes por Brachiaria decumbens em diferentes animais (3,9), evidenciando que a
presenca de cristais birrefringentes em ductos biliares e em outras estruturas celulares séo
achados indicativos desta intoxicacéo (4).
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O fato da fotossensibilizacdo hepatdgena em caprinos ser considerada uma doenca rara
deve-se principalmente ao pequeno rebanho do Mato Grosso do Sul, estimado em 37.927
cabegas (11), uma vez que na literatura mundial j& ha diferentes relatos desde 1985 (12),
diferentemente dos casos relatados em ovinos cujo rebanho € significativamente maior com
498.064 cabecas (11).

CONCLUSAO

De acordo com o apresentado, conclui-se que, apds analise do quadro clinico
juntamente com a necropsia e o histopatoldégico, o disposto se trata de um caso de intoxicacdo
por Brachiaria decumbens.
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MEGAESOFAGO CONGENITO EM UM CAO
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RESUMO

O megaes6fago é um termo descrito para dilatacdo do esdfago. As anomalias do anel vascular
s8o as principais causas de disfagia e dilatacdo do es6fago em animais jovens. O megaesdfago
congénito corresponde a hipomotilidade e a dilatacdo generalizada do es6fago, provoca
regurgitacdo e subdesenvolvimento do filhote apds o desmame. Foi atendido um céo de 40
dias de idade, fémea, sem padrdo racial definido, com histérico de disfagia e regurgitagdo. O
animal foi submetido ao exame fisico, e foram realizados ainda um hemograma e exame
radiografico simples das cavidades torécica e abdominal, nas posi¢des latero-lateral direito e
ventro-dorsal. No exame fisico observou-se aumento de volume na regido do esbfago
cervical. No exame radiografico foi observado um aumento de volume na por¢do media do
esdfago, proximo a base do coracdo, onde foi visualizado es6fago dilatado, com contedo
alimentar. No hemograma foi observado monocitose, linfopenia e aumento no numero de
plaquetas. Com base nos achados, o animal foi diagnosticado com megaesdfago e procedeu-se
tratamento clinico devido ao quadro do paciente.

Palavras-chave: ma-formacao, dilatacdo esofagiana, regurgitacao.
CONGENITAL MEGAESOPHAGUS IN A DOG
ABSTRACT

Megaesophagus is a term described by the dilation of the esophagus. The abnormalities of the
vascular system are the main causes of dysphagia and esophageal dilatation in young animals.
Megaesophagus congenital corresponds to hypomotility and generalized esophageal dilation
causes regurgitation and underdevelopment of the puppy after weaning. A dog 40 days old,
female, without defined breed, with a history of dysphagia and regurgitation was granted. The
animal was subjected to physical examination, and were also made a whole blood test and
simple radiographs of the thoracic and abdominal cavities, the side-to-side positions right and
ventral-dorsal. On physical examination it was observed swelling in the cervical esophagus
region. In the radiographic examination it was observed an increase in volume in the middle
esophagus, near the base of the heart, where dilated esophagus was visualized with food
content. In the hemogram was observed monocytosis, lymphopenia and increase in the
number of platelets. Based on the findings, the animal was diagnosed with megaesophagus
and proceded to clinical treatment due to the patient's chart.

Keywords: malformations, esophageal dilation, regurgitation.
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MEGAESOFAGO CONGENITA EN UN PERRO
RESUMEN

Megaesdfago es un término descrito por la dilatacion del es6fago. Las anomalias del sistema
vascular son las principales causas de la disfagia y la dilatacion esofagica en los animales
jovenes. Megaesofago congeénito corresponde a hipomotilidad y dilatacién esofagica
generalizada provoca regurgitacion y el subdesarrollo del cachorro después del destete. Se
concedio un perro de 40 dias de edad, de sexo femenino, sin raza definida, con antecedentes
de disfagia y regurgitacién. EIl animal se sometié a un examen fisico, y también se hizo un
hemograma y radiografias simples de las cavidades tordcica y abdominal, las posiciones de
lado derecho y ventral-dorsal. En la exploracion fisica se observo inflamacion en la region del
esdfago cervical. En el examen radiografico se observo un aumento de volumen en el es6fago
medio, cerca de la base del corazon, donde el es6fago dilatado se visualizd con el contenido
de los alimentos. En el hemograma se observd monocitosis, linfopenia y aumento en el
nimero de plaquetas. Con base en los hallazgos, el animal fue diagnosticado con
megaesdfago y se procedi6 tratamiento clinico debido a la historia clinica del paciente.

Palabras clave: malformaciones, dilatacion esofagica, regurgitacion.
INTRODUCAO

O megaesdfago é um termo descrito para dilatacdo do es6fago. As anomalias do anel
vascular sdo as principais causas de disfagia e dilatagdo do es6fago em animais jovens (1),
sendo produzidas por uma desordem neuromuscular (2), onde ocorre perda parcial ou total do
peristaltismo do 6rgédo, sendo classificado em: adquirido, adquirido secundario, congénito e
idiopatico. Pode-se definir como uma dilatagdo patologica do esbfago, porém trata-se de
quadro mais complexo que possui origens diversas, razdo pela qual é denominado de
sindrome do megaeséfago (3). Os animais com anomalias vasculares usualmente tém
historico de regurgitacao, principalmente apds ingestdo de alimentos solidos (4).

Sinais de megaesdfago incluem regurgitacdo seguida de perda de peso, desidratacédo e
fraqueza. A regurgitacdo pode ocorrer logo apos a ingestdo do alimento ou até duas horas
depois (5). O paciente pode parecer clinicamente normal, embora magro, mas em geral se
torna progressivamente debilitado. Em alguns pacientes, pode-se palpar o es6fago cervical
dilatado contendo alimento ou gas. Sinais respiratdrios como tosse, respiracdo ofegante e
cianose, conjuntamente com febre, geralmente indicam uma pneumonia por aspiracao
secundaria (4).

Existem diversas causas de regurgitacdo em caes. Na ocorréncia de vémito, radiografias
toracicas deverdo ser realizadas para que se possam observar os achados classicos de
megaesofago (6,7,8). As radiografias toracicas revelam mediastino cranial ampliado, com ou
sem evidéncia de pneumonia por aspiracdo (4), podendo haver evidéncia de um es6fago
dilatado, cheio de ar, liquido ou material ingerido (6,7,8). O progndstico para animais com
megaesofago é reservado, sendo que os pacientes com distarbios adjacentes primarios podem
melhorar se tal distarbio for tratado com éxito (6,7).

O megaesdfago congénito corresponde a hipomotilidade e a dilatacdo generalizada do
esdfago, provoca regurgitacdo e subdesenvolvimento do filhote apds o desmame. Sua
patogenia ainda ndo esta completamente elucidada, estudos indicam um defeito na inervacéao
aferente vagal para o estbmago. A causa ainda é desconhecida e ndo ha evidéncias de
desmielinizagdo ou degeneracdo neural e a inervacao vagal eferente parece estar normal (9).
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Essa patologia tem predilecdo por algumas ragas, como o Fox Terriers Pélo de Arame e
Schnauzers miniaturas, além de ser uma afeccéo hereditaria também nas racas Pastor Alemao,
Newfoundland Dinamarqués Great Dane, Setter Irlandés, Shar Pei, Pug, Greyhound (8,10).

Objetivou-se relatar um caso de megaesdfago congénito em um céo, de 40 dias de
idade, abordando desde seu historico, sinais clinicos e método diagndstico até o seu Obito.

RELATO DO CASO

Um canino de 40 dias de idade, fémea, sem padréo racial definido (SPRD), foi atendido
com historico de disfagia e regurgitacdo minutos apés a ingestdo de alimentos. O animal foi
submetido ao exame fisico, e foram realizados ainda um hemograma e exame radiogréfico
simples das cavidades toracica e abdominal, nas posicOes latero-lateral direita e ventro-dorsal,
devido a suspeita de megaesofago.

Na anamnese foi relatado que o paciente apresentava desenvolvimento retardado em
comparacdo com 0s outros animais da mesma gestacdo. Ap6s a anamnese, 0 animal foi
submetido ao exame clinico, no qual se observou que o mesmo estava debilitado, apatico com
sinais de desidratacdo, tosse e aumento de volume na porgdo cervical ventral, com dor
associada a palpacéo, nessa regido. Na ausculta observaram-se crepitacdes respiratorias.

No hemograma foi observado monocitose, linfopenia e aumento no numero de
plaquetas. No exame radiografico, observou-se aumento de volume na regido do esdfago
cervical (Figura 1), com presenca de contetdo radiopaco na luz esofagica, dorsal a base
cardiaca. Com base no historico, nos sinais clinicos apresentados e no exame radiografico
obtido, o diagnostico foi de megaesofago.

Figura 1. Exame radiografico simples das cavidades toracica e abdominal de uma cadela com 40 dias
de idade, nas posicGes latero-lateral direita e ventro-dorsal, onde se observa aumento de volume na
regido do esbfago cervical, compativel com megaes6fago.
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O tratamento clinico foi realizado de acordo com Hoenig et al. (7) e Willard (4) com
pequenas refeicdes semi-solidas e liquidas com o animal em posicéo elevada num angulo de
45-90° em relagdo ao solo, mantendo-o por 15 minutos nesta posicdo apds a alimentagéo.
Foram realizadas fluidoterapia, broncodilatacdo e antibioticoterapia. N&o foi possivel a
realizacdo de correcdo cirdrgica devido as condi¢cdes do paciente que veio a ébito dias depois.
N&o foi realizada a necropsia por falta de autorizagdo do proprietario.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Os sinais clinicos observados, como regurgitacdo, disfagia, sinais respiratérios como
tosse, sdo semelhantes aos descritos por Gonzales et al. (5) e Silva Junior et al. (11) e
desenvolvimento reduzido comparado aos outros animais da mesma ninhada concordando
com Tanaka et al. (9) que relatam o hipodesenvolvimento ap6s o desmame.

O desenvolvimento retardado se deu devido a demora na procura de um diagndstico
profissional o que levou o animal ao estado de subnutricdo. N&o se encontram referéncias de
megaesdfago congénito em cdes sem padréo racial definido e, levando isso em consideracéo,
este seria um relato pioneiro que pode nos auxiliar na ampliacdo do quantitativo de animais
com predisposicao para megaesofago.

A ndo realizacdo do tratamento cirurgico, nas condicdes em que 0 paciente se
encontrava, esta de acordo com o preconizado por Torres (12), uma vez que esta ndo seria
uma boa indicagdo para o caso, devido a situagéo clinica inviavel que o animal se encontrava.

O exame radiografico € um método de diagndstico rapido, de baixo custo e facil acesso,
amplamente utilizado na avaliagdo de megaesdofago em cdes. Este, associado aos sinais
clinicos, exames fisicos e laboratoriais, pode rapidamente nos dar a eventual confirmacéo da
referida patologia.

Os sinais observados no exame radiografico foram compativeis com o relatado por
diversos autores, os quais visualizaram es6fago dilatado, com conteddo alimentar (6,7,8),
deslocamento ventral de traqueia e constric¢do esofagica dorsal ao coracéo (4).

A associacdo entre o histérico, os sinais clinicos e os achados radiograficos,
possibilitaram o diagnostico de megaesdfago, sendo esta recomendada para quadros de
regurgitacao recorrente em filhotes.
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ALTERAC;C)ES TEGUMENTARES E NO ELETROFEROGRAMA DE PROTEINAS
PLASMATICAS DE TILAPIAS (Oreochromis niloticus ) (Linnaeus, 1759) MACHO E
FEMEA, PROVOCADAS POR RADIACAO GAMA
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RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a resposta de proteinas plasmaticas de sangue de
tilapias macho e fémea, a dose de 20Gy expostas a radiacdo gama. Observou-se um padrao
diferencial entre os sexos, bem como diminuicdo e até mesmo supressdo de determinadas
bandas detectadas por eletroforese em gel de agarose.

Palavras-chave: radiagdo gama, eletroforese, Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1759).

CHANGES IN THE ELECTROPHORETIC PATTERN OF PLASMA
PROTEINS OF MALE AND FEMALE TILAPIA (Oreochromis niloticus) (Linnaeus,
1759), CAUSED BY GAMMA RADIATION

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the response of plasma proteins from blood of male and female
tilapia at a dose of 20Gy, exposed to gamma radiation. A differential pattern between the
sexes was observed. A reduction and even elimination of certain bands were detected by
electrophoresis in agarose gel.

Keywords: gamma radiation, electrophoresis, Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1759).
~ CAMBIOSEN EL PATRON ELECTROFORETICO DE PROTEINAS
PLASMATICAS DE TILAPIA (Oreochromis niloticus) (Linnaeus, 1759) MACHO Y
HEMBRA, POR RADIACION GAMMA
RESUMEN

Este estudio tuvo como objetivo evaluar la respuesta de las proteinas del plasma de la sangre
de tilapia macho y hembra, a dosis de 20Gy, expuestos a la radiacion gamma. Se observo un
patrén diferencial entre los sexos. La reduccion e incluso la eliminacion de ciertas bandas
fueram detectadas por electroforesis en gel de agarosa.

Palabras claves: radiacion gamma, electroforesis, Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1759).
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INTRODUCAO

Sabe-se que a energia nuclear € um poderoso agente mutagénico o qual tem sido
estudado desde o0s eventos radiobiologicos ocorridos em Hiroshima e Nagasaki.
Paralelamente, tem-se observado a utilizacdo da energia nuclear em diversos campos da
ciéncia, principalmente, em reatores nucleares. O descarte nuclear tem sido alvo de muitas
criticas, pois, por ndo ser tdo facil e seguro, por vezes pode significar contaminacdo ambiental
(1). Nas ultimas décadas tem-se registrado muitos eventos relacionados a explosdes e
vazamentos nucleares como Fukushima e Chernobyl.

Desta forma cada vez mais se faz necessario o uso de técnicas que possam investigar os
efeitos radiobioldgicos de eventuais acidentes nucleares. A eletroforese é uma ferramenta que
avalia a modificacdo de um padréo protéico de um tecido quer pela alteracdo quantitativa das
fracdes, quer pela modificacdo das mobilidades relativas.

A radiacdo ionizante pode ser encarada como um estressor ambiental. Existem alguns
trabalhos relacionando modificacBes bioquimicas e estresse ambiental em diferentes espécies
de peixes: Prochilodus lineatus (2), Piaractus mesopotamicus (3,4), Oreochromis niloticus
(5), Colossoma macropomum e Hoplosternum littorale (6), Rhamdia quelen (7), no hibrido
tambacu P. mesopotamicus x C. macropomum (4,8) e C. macropomum (9,10). Poucos
trabalhos sdo encontrados na literatura com o emprego de radiagdes ionizantes como agente
estressor em peixes. O presente trabalho teve por objetivo verificar a resposta no nivel de
proteinas plasmaticas de sangue de tildpia macho e fémea, a dose de 20Gy de emissdo gama.

RELATO DE CASO

Foram utilizados 2 exemplares de tilapias do Nilo, Oreochromis niloticus (Linnaeus,
1759), sendo um deles macho e a outra fémea, selecionados pelo método de identificacdo
macroscopica do sexo por meio da evidenciacdo da papila urogenital com azul de Metileno
(1%), com comprimento padrdo entre 11 e 12 centimetros e peso de 50 a 60 gramas.

Inicialmente, os peixes foram aclimatados no biotério de peixes do Departamento de
Fisiologia — IBB durante 30 dias em tanques de 2000 litros de agua, mantendo-se as
condicdes de temperatura entre 25 e 27°C, pH em torno de 7 e teor de amdnia <0,04 ppm.

Apos este periodo, as tilapias foram transferidas para o Laboratério de Fisiologia
Digestorio e Comportamento de Peixes do IBB e acondicionadas individualmente em
aquarios de vidro com capacidade de 19L (22cm x 22cm x 40cm) onde permaneceram por 14
dias.

Neste periodo, a qualidade da agua foi monitorada diariamente a fim de se manterem o0s
parametros fisico-quimicos estaveis e ideais para a espécie. A alimentacdo foi oferecida duas
vezes por dia, na proporcdo de 3 % da biomassa de peixes, permanecendo disponivel por uma
hora.

Para determinacdo dos parametros basais de proteinas plasmaticas, foram colhidos por
puncdo cardiaca em média 0,3 mL de sangue com auxilio de agulha e seringa heparinizadas.
Para tanto, os peixes foram anestesiados em solucdo anestésica de benzocaina (12%). Sete
dias apds este procedimento, os peixes foram transferidos, individualmente, dos seus aquarios
de origem para recipientes de plasticos identificados, com capacidade de 1,5L (17cm x 13cm
11,5cm).

Apo0s acondicionamento, as tilpias foram expostas a radiacdo gama de corpo inteiro de
dose Unica, por meio de uma unidade telecobaltoterapia, com campo de radiacdo envolvendo
toda a extensdo do espago onde 0s peixes foram posicionados. Na determinacdo do tempo de
exposicdo foram obedecidos os pardmetros radiométricos que garantiram a uniformidade do
campo de radiagdo. Empregou-se a dose absorvida de 20Gy.
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A dose foi aferida mediante o emprego de camara de ionizacdo calibrada para a energia
de radiagdo do cobalto-60, seguindo o Protocolo de Dosimetria TRS-398 da Agéncia
Internacional de Energia Atémica (AIEA). Ao término da irradiacdo das tildpias, elas
retornaram ao laboratdrio para seus aquarios de origem. A cada sete dias uma nova amostra
de sangue foi retirada até o 14° dia.

Apos estas coletas, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos. O
plasma assim obtido foi transferido para frascos tipo eppendorf e armazenado em -80° C.

Foram aplicados 4uL de plasma, com pipetador automatico em gel de agarose geral
(CELM) e submetidos a eletroforese em 100V por 20 minutos. Posteriormente, os géis foram
corados com Negro de Amido, conforme indicacdo do fabricante. O gel obtido foi analisado
quantitativamente (%) empregando-se a densitometria em VDS (PHARMACIA).

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Durante o periodo de monitoracdo, logo apés a irradiacdo observou-se uma perda da
coloracdo das listras caracteristicas da espécie, tanto na tilapia macho como na tilapia fémea
(Figura la). Porem, esse fato teve uma maior intensidade na tilapia fémea que recuperou
parcialmente a sua coloragdo em 7 dias apos a irradiacdo, na colheita de sangue,
provavelmente devido ao stress do manuseio (Figura 1b), mas ainda possuia aparentes
queimaduras nas extremidades das nadadeiras. O exemplar macho recuperou o padrdo de
coloracdo em torno de 24 horas apos a irradiagéo.

Nl

Figura 1. Tilapia fémea (Oreochromis niloticus), com perda da coloracdo das listras apos
irradiacdo (a) e na fase de recuperacdo da coloracdo por stress de manuseio (b).

Considerando-se que a dose absorvida, tendo em vista os padrdes radiobiolégicos, pode
ser considerada alta, esperam-se reac@es fisiologicas imediatas devido a interacdao da radiacao
ionizante com moléculas biologicas. Essas reacdes podem aparecer nos organismos Vivos
num periodo que pode variar de horas a semanas. Tais observagdes ocorrem devido a reacdes
inflamatorias por conta de alteragdes na permeabilidade celular com liberag¢do de histaminas.
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Sdo exemplos o eritema, a mucosite, tanto no nivel intestinal quanto oral, provocando até
mesmo escamagcéo da epiderme (11). E sabido que as células com alta taxa de proliferacdo sio
mais sensiveis a radiacdo ionizante. Os peixes possuem células mucosas (altamente
proliferativas) na epiderme com funcéo de protecédo (12) e facilitacdo de deslocamento em seu
ambiente.

Na eletroforese em gel de agarose, foram encontradas 11 bandas protéicas com Rfs
variando de 0,12 a 0,81, resultando em diferentes padrdes para macho e fémea. Ambos
tiveram 7 bandas protéicas, havendo coincidéncia nas bandas r3, r5 e r6 (Tabela 1). Quanto ao
macho, observou-se a diminui¢do quantitativa das bandas r1, r3, r4 e r10, no decorrer do
tempo. Na fémea notou-se a diminui¢do quantitativa da banda r11, sendo que apds o décimo
quarto dia, ela, assim como a r9, ndo foram mais detectadas.

Tabela 1. Mobilidades relativas, resultados densitométricos (%) e identificacdo de bandas das
proteinas plasmaticas sanguineas de tilapias (Oreochromis niloticus) macho e fémea,

separadas por eletroforese em gel de agarose, aos 7 e 14 dias p6s-radiacéo.

Mob. Macho % Fémea %
Bandas . - - - - - ;
relativas| Padrdo | 7 dias |14 dias| Padrdo |7 dias| 14 dias

rl 0,12 3,76 3,43 2,37 - - -
r2 0,14 - - - 3,46 3,05 3,19
r3 0,26 16,1 15,3 | 12,3 9,21 8,04 8,38
r4 0,41 7,18 582 | 5,16 - - -
r5 0,49 14,6 17,1 21,6 13,6 9,89 24
ré 0,58 5,09 3,9 4,94 13,1 13,2 12,4
r7 0,68 14,1 9,11 10,8 - - -
r8 0,71 - - - 6,16 8,17 4,1
r9 0,72 - - - 4,07 5,85 -
r10 0,79 4,67 456 | 4,17 - - -
ril 0,81 - - - 4,9 3,15 -

Os dados aqui observados demonstram a manifestacdo da sindrome aguda da radiacéo,
visto que ocorreu o desaparecimento parcial das listras caracteristica das tilapias sugerindo
morte de células da epiderme do peixe e a diminuicdo e até mesmo o desaparecimento de
fraches proteicas. Numa exposicdo a radiacdo X ou gama, observa-se a possivel queda de
leucdcitos, hemacias e plaquetas, sendo que estes valores podem retornar ao normal apos
algumas semanas (13). Entretanto, lesdes que possam ter ocorrido em 0rgdos nem sempre se
recuperam. O conjunto de efeitos bioldgicos num individuo, dependendo da gravidade das
lesbes, pode determinar sua morte ou a sobrevida em funcéo do sistema de reparo.

Deverdo ser realizados futuros estudos com o objetivo de tentar correlacionar alterac6es
no padrdo eletroforético de proteinas plasmaticas de tilapias com doses de radiacdo absorvida.
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ESTIMATIVA DA IDADE GESTACIONAL EM CADELAS UTILIZANDO AS
MEDIDAS FETAIS E A ORGANOGENESE OBTIDAS POR ULTRASSONOGRAFIA
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RESUMO

Foi realizado um estudo com cinco cadelas de diferentes ragas entre si utilizando os métodos
ultrassonograficos para estimar a idade gestacional. O exame ultrassonogréfico é o de escolha
quando se pretende diagnosticar precocemente uma gestacdo, avaliar a viabilidade fetal e
acompanhar o desenvolvimento fetal. No entanto, ndo é um exame confidvel para obter o
tamanho da ninhada, deixando essa funcdo para o exame radiografico no terco final da
gestacdo. A avaliacdo ultrassonogréfica da idade gestacional pode ser obtida pela observacéao
das estruturas extrafetais e fetais de acordo com sua cronologia ou de mensuragdes fetais com
0 uso de férmulas matematicas. A determinacdo da idade gestacional tem o objetivo de
predizer a data do parto e assim auxiliar na manuten¢do do mesmo ou planejar uma cesariana
eletiva.

Palavras-chave: cées, diagnostico, ultrassom, gestacao, idade gestacional.

ESTIMATION OF GESTATIONAL AGE IN BITCHES USING FETAL
MEASUREMENTS AND ORGANOGENESIS OBTAINED BY
ULTRASONOGRAPHY

ABSTRACT

A study was performed with five bitches of different breeds using ultrasonographic methods
for estimating the gestational age. Ultrasound examination is the preferential method to
diagnose early pregnancy, to evaluate fetal viability and monitor fetal development. However,
is not a reliable test for the size of the litter, leaving that function to the radiographic
examination after 45 days of gestation. The ultrasonographic evaluation of gestational age can
be gained through observation of the extra-fetal and fetal structures according to their
chronology or fetal measurements using mathematical formula. The determination of
gestational age helps parturition prediction assistance or even elective cesarean section
planning.

Keywords: dogs, diagnosis, ultrasound, pregnancy, gestational age.
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ESTIMACION DE LA EDAD GESTACIONAL EN PERRAS CON EL USO DE LAS
MEDIDAS FETALES Y LA ORGANOGENESIS OBTIDAS TRAVES DE
ECOGRAFIA

RESUMEN

Se realiz6 un estudio con cinco perras de diferentes razas con métodos ecograficos para
estimar la edad gestacional. La ecografia es la eleccion en el diagndstico de gestacion
temprana, viabilidad fetal, evaluar y monitorear el desarrollo fetal. Sin embargo, no es una
prueba fiable para el tamafio de todos los cachorros, dejando que la funcién para el examen
radiografico al final de la gestacion. La evaluacion ecogréfica de edad gestacional se puede
conseguir mediante la observacion de las estructuras fetais y extrafetais de acuerdo con su
cronologia o mediciones fetales usando férmulas matematicas. La determinacion de la edad
gestacional tiene como objetivo predecir la fecha de parto y asi ayudar en la mantenimiento o
planear una cesérea.

Palabras clave: perros, diagnéstico, ecografia, embarazo, edad gestacional.
INTRODUCAO

A ultrassonografia permite a obtencdo do diagnostico gestacional precoce (1), da
avaliacdo da viabilidade fetal, do periodo de gestacéo, da data do parto (1,2) e para monitorar
o desenvolvimento fetal (2). Condi¢cbes anormais relacionadas a gestacdo também séao
avaliadas ao exame ultrassonografico (3).

A gestacdo é confirmada com a detec¢do de um saco gestacional (4,5,6) que pode ser
identificado precocemente no 17° dia apos o pico do hormdnio luteinizante - LH (4,5,7) como
uma esfera anecogénica dentro do lamen uterino (7,8) e medindo aproximadamente 2 mm de
diametro (4,5,7).

A observacdo do aparecimento dos o6rgdos como parametro da idade fetal, conforme
tabela desenvolvida por alguns autores (9), embora confiavel, pode nao ser pratico, pois para a
determinacdo do dia do surgimento de um 6rgdo é necessario realizar exames sequenciais
(10).

Acredita-se que a férmula da estimativa da idade gestacional € mais precisa no terco
inicial e medio da gestacdo, periodo em que ocorre um rapido crescimento do feto (5). Alguns
parametros, como o diametro do saco gestacional (DSG), longitude craniocaudal (LCC),
diametro biparietal (DBP) e o Ddiametro do corpo (DCo), tém sido bem caracterizados e
aplicados com sucesso para a estimativa da idade gestacional em cadelas de diversas racas,
considerando uma margem de erro de 0 a 2 dias, dependendo do tamanho do animal e outros
fatores (11).

O DSG pode ser facilmente mensurado no inicio da gestacéo (7,8,12), entre os dias 20 e
37 (5,8). A LCC ¢ obtida por meio da sec¢do longitudinal (7) e confiavel no terco inicial ou
médio da gestacdo, mas depois do dia 48 torna-se dificil a mensuracdo deste plano devido a
flexdo do feto (5). O DBP é um parametro confidvel no terco final da gestacdo, entre os dias
38 e 60 (5,8). O DCo também é mensurado no terco final da gestacdo e é determinado
fazendo-se a média dos dois didametros ortogonais a nivel do figado (12).

A estimativa da idade gestacional baseada na aparéncia anatdomica fetal ou pela
realizacdo de medidas fetais pelo exame ultrassonografico tem sido relatada em cadelas da
raca Beagle (9), Boxer (13), Yorkshire Terrier (1,14), Golden Retriever (14), Cocker Spaniel
Americano, Rottweiller (10), Chow-Chow (15) e Schnauzer miniatura (16).

A determinacdo precisa da idade gestacional pelo exame ultrassonografico pode ajudar
na assisténcia ao parto (17) ou planejar uma cesariana eletiva (1,17) em cadelas com gestacéo
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multipla ou com tempo gestacional desconhecido (17), tendo a seguranca de que a formagédo
fetal esta realmente concluida (1).

O objetivo deste estudo é estimar a idade gestacional em cadelas de pequeno e de médio
porte com 40 dias de gestacdo apds a cobertura ou inseminacdo artificial (1A) comparando a
aparéncia anatdomica fetal com estudos anteriores e associando a mensuracdes fetais descritas
na literatura.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas cinco cadelas de diferentes ragas, sendo uma Chow-Chow, uma
Maltés, uma Shih-Tzu, uma Beagle e uma Yorkshire, com idades variando de um a quatro
anos, acasaladas com cdes da mesma raga, exceto a fémea Shih-Tzu, que acasalou com um
macho da raga Yorkshire.

Destas fémeas, apenas a cadela Chow-Chow teve o ciclo estral acompanhado por meio
de exames de citologia vaginal, para realizar a inseminacao artificial (1A), que foi por trés
dias, em dias intercalados. As demais fémeas foram acasaladas entre uma e duas vezes,
conforme o criador ou disponibilidade do padreador. O primeiro dia do acasalamento foi
considerado o dia 0 da gestacéo, assim como o primeiro dia da IA.

Os exames ultrassonograficos foram realizados apds 40 dias de gestacdo nos cinco
animais, com o aparelho Samsung®, modelo Medison Sonoace 8000 EX Prime, equipado com
transdutor macroconvexo de 3,5 a 5,0 MHz, microconvexo de 6,0 a 9,0 MHz e linear de 5,0 a
10,0 MHz.

Os exames ultrassonogréaficos foram realizados com o animal em decubito dorsal e, em
alguns casos, lateral, previamente tricotomizados na regido abdominal, utilizando um
transdutor linear de 5,0-10,0 MHz e gel condutor.

Foram mensuradas, em centimetros, as seguintes variaveis: diametro biparietal (DBP) e
didmetro do corpo (DCo). O DCo foi determinado fazendo-se a média dos dois diametros
ortogonais medidos em corte transversal a nivel do figado e ventriculo gastrico (Figura 1). O
DBP também foi feito no corte transversal, respeitando a simetria da cabeca (Figura 2).

TRONCO FETO

+D 2.68cm
xD 2.93cm

Figura 1. Imagem ultrassnogréfica demonstrando o didmetro do corpo da cadela Shih-Tzu, 4 anos,
multipara, acasalada com macho da raga Yorkshire, com aproximadamente 45 dias de gestacéo
(Imagem cedida por José Fernando da Silva Godoy).
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+D 1.69cm

Figura 2. Imagem ultrassonogréfica demonstrando o didmetro biparietal da cadela Shih-Tzu, 4 anos,
multipara, acasalada com macho da raca Yorkshire, com aproximadamente 45 dias de gestacdo
(Imagem cedida por José Fernando da Silva Godoy).

Ap0s a obtencdo destes valores, pode-se determinar a idade gestacional (IG) e a data do
parto (DAP) pelas equacbes descritas na literatura (9), que podem ser utilizadas para qualquer
raca, independente do tamanho do animal (17).

IG = (15 X DBP) + 20
IG = (7 X DCo) + 29
IG = (6 X DBP) + (3 X DCo) + 30
DAP =65 - IG

Além da utilizacdo das equacOes, observaram-se as estruturas fetais nesse estudo de
acordo com a tabela descrita por Yeager et al. (9) (Tabela 1).

Tabela 1. Média da idade gestacional a partir da primeira observacao ultrassonogréafica das
estruturas extrafetais e fetais (adaptado de Yeager et al. (9)).

Caracteristicas da gestacéo Dias apds o pico de LH
Saco gestacional 20
Placenta zonaria 27-30
Membrana do saco vitelino 25-28
Membrana alantdica 27-31
Embrido 23-25
Batimento cardiaco 23-25
Orientacdo fetal 28
Membros 35
Movimento fetal 35
Ventriculo géstrico 35-39
Bexiga urinéria 35-39
Esqueleto 33-39
Pulmao hiperecoico em relagdo ao figado 38-42
Figado hipoecoico em relacdo ao abdémen 38-42
Rins 39-47
Olhos 39-47
Céamaras cardiacas 40
Intestino 57-63
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RESULTADOS

A idade gestacional por meio da organogénese foi avaliada pelas Gltimas estruturas que
se formam no terco final da gestacdo, comparando com a tabela proposta por Yeager et al. (9)
(Tabela 2). A duracdo da gestacdo, baseada no dia do primeiro acasalamento, ou A, até o dia
do parto, variou entre 62 e 64 dias, com uma media de 63,2 + 0,93 dias (Tabela 3)Tabela. Os
valores do diametro biparietal (DBP) obtidos variaram de 1,69 a 2,94 cm e do didmetro do
corpo (DCo) variaram de 2,80 a 5,43 cm (Tabela 4).

Tabela 2. Observacao das estruturas fetais e o intervalo provavel da idade dos fetos.

Raca Organogénese Idade gestacional Idade gestacional
segundo Yeager et al. sugestiva no
(9) (dias) momento do exame
(dias)
Beagle Rins e olhos formados 47-57 48
Intestino em formacao
Chow- Rins e olhos bem formados 57-63 62
Chow Intestino  formado com
motilidade
Maltés Rins e olhos bem formados 57-63 60
Intestino  formado  sem
motilidade
Shih-Tzu Rins formados e olhos em 39-47 45
formacao
Intestino ndo formado
Yorkshire Rins e olhos bem formados 47-57 48

Intestino ndo formado

Tabela 3. Duracgdo da gestacdo considerando a data de acasalamento e primeiro dia da IA
como dia 0.

Raca Duracéo da gestacéo (dias)

Beagle 64

Chow-Chow 64

Maltés 62

Shih-Tzu 63

Yorkshire 63

Tabela 4. Diametros biparietal e do corpo mensurados nas cadelas em estudo.

Raca DBP (cm) DCo (cm)
Beagle 1,93 3,52
Chow-Chow 2,94 5,43
Maltés 1,95 3,70
Shih-Tzu 1,69 2,80
Yorkshire 1,98 2,95

A idade gestacional variou de 50,73 dias para a cadela Yorkshire e 63,93 dias para a
cadela Chow-Chow (Tabela 5) e os dias antes do parto variaram de um dia, para a cadela
Chow-Chow, e 16 dias para a cadela Shih-Tzu (Tabela 6). Utilizando a duragdo da gestagéo
conhecida e a idade provavel pela observacdo da organogénese, podemos obter os valores em
relacdo aos dias antes do parto de 16 dias para a cadela Beagle, 2 dias para Chow-Chow, 2
dias para Maltés, 18 dias para Shih-Tzu e 15 dias para Yorkshire (Tabela 7).
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Tabela 5. Idade gestacional em dias de acordo com as equagOes propostas por Yeager et al.

(9).

Raca IG = (15 X DBP) + 20 IG = (7 XDCo) + IG = (6 X DBP) +
29 (3 X DCo) + 30
Beagle 48,95 53,64 52,14
Chow-Chow 64,10 67,01 63,93
Maltés 49,25 54,91 52,80
Shih-Tzu 45,35 48,60 48,54
Yorkshire 49,70 49,65 50,73

Tabela 6. Dias antes do parto das cadelas estudadas de acordo com as equagdes propostas por
Yeager et al. (9).

Raca DAP=65-1G DAP =65-1G DAP =65-1G
(DBP) (DCo) (DBP+DCo)
Beagle 16 dias 11 dias 13 dias
Chow-Chow 1dia -2 dias 1 dia
Maltés 16 dias 10 idas 12 dias
Shih-Tzu 20 dias 16 dias 16 dias
Yorkshire 13 dias 15 dias 14 dias

Tabela 7. Dias antes do parto das cadelas estudadas de acordo com a idade provavel pela
observacdo da organogénese no momento da realizacdo do exame ultrassonografico.

Raca Duracao da gestacdo (dias) DAP = DG - Org*
Beagle 64 16 dias
Chow-Chow 64 2 dias
Maltés 62 2 dias
Shih-Tzu 63 18 dias
Yorkshire 63 15 dias

*DAP: dias antes do parto; DG: duracdo da gestacdo; Org: organogénese
DISCUSSAO

A duracdo da gestacdo da cadela Chow-Chow neste estudo foi de 63,2 dias, semelhante
a média observada por outros autores de 63,57 dias (19). Para a cadela Yorkshire, foi de 63
dias, diferente da média ja descrita por outro autor que foi de 60,6 dias (1). Para a cadela
Shih-Tzu, foi de 63 dias, tempo de gestacdo diferente de outro estudo, com a média de 58 dias
(20). A média da duracdo da gestacdo para a cadela Beagle ficou dentro da variacdo
observada previamente, que foi de 59 a 66 dias (21). Nao foi encontrada na literatura a média
da duracdo da gestacdo para a raca Maltés.

Em cadelas da raca Beagle, o DBP e o DCo para 48 dias de gestacdo nesta raca
apresentou 1,8 cm e 3,0 cm (9), respectivamente, ja os valores observados para a cadela da
mesma raca do presente estudo neste mesmo periodo de gestacdo foi de 1,93 cm e 3,52 cm
para o DBP e o DCo, respectivamente, notando-se valores diferentes em ambos 0s estudos.

A equacdo que mais apresentou precisdo da idade gestacional para a cadela Beagle foi a
que utiliza o DBP, sendo as equacdes DCo e do DBP mais 0 DCo com precisao de -5 dias e -2
dias, respectivamente. Para a cadela Chow-Chow as equa¢des do DBP e do DBP mais o0 DCo
foram as que mais se aproximaram com precisdo de -1 dia, resultado semelhante se mostra em
outro estudo, onde o pardmetro do DBP se mostrou eficaz nessa raca (15). Para a cadela
Maltés nenhuma das equagdes se mostrou eficaz. Para a cadela da raca Shih-Tzu a equagéo do
DBP mostrou precisdo de +2 dias e as equagdes do DCo e do DBP mais o0 DCo mostraram
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precisdo de -2 dias. Para a cadela Yorkshire, apenas a equacdo do DCo se mostrou precisa, 0
mesmo parametro (DCo) também se apresentou eficaz nesta raga em outro estudo (22), ja a
equacdo do DBP mostrou precisdo de -2 dias e a equacdo do DBP mais o DCo preciséo de -1
dia.

Em todas as cadelas, a observacdo da organogénese mostrou-se precisa. O
conhecimento da data do acasalamento, ou IA, foi fundamental para a avaliacdo da idade
gestacional pela observacdo da organogénese.

CONCLUSAO

A estimativa da idade gestacional e, consequentemente, a data do parto pela observagéo
do periodo da organogénese mostrou-se precisa nos animais em estudo, diferentemente das
equacOes propostas por outros autores, que apresentaram valores variados, onde a equacao
que utiliza o pardmetro do DBP foi precisa apenas para a raca Beagle, a equacdo que utiliza o
parametro DCo foi precisa apenas para a raca Yorkshire, e as trés equacOes apresentaram
valores distintos para a raca Maltés. Com esse estudo, pode-se concluir que a observacéo da
organogeénese, juntamente com a anamnese, € um método prético e eficiente para a avaliagdo
da idade gestacional em cadelas.
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RESUMO

Plasmocitomas sdo neoplasias incomuns no cdo, originérias dos plasmécitos. Ocorrem em
qualquer tecido mole, mas principalmente na pele, cavidade oral e trato digestivo. Relata-se
um caso de plasmocitoma anaplasico cutdneo em um cdo, mestico, de 16 anos. O animal
apresentava varios ndédulos de coloracdo rdsea, irregulares e de consisténcia macia,
distribuidos na pele. Na analise histopatolgica observou-se area circunscrita constituida de
células redondas exibindo intensa anisocitose, anisocariose € moderada quantidade de células
gigantes, multinucleadas. A avaliacdo imunohistoquimica revelou expressdo para MUML1 e
CD79a, permitindo o diagnostico de plasmocitoma anaplésico.

Palavras-chave: pele, plasmaocitos, neoplasia, caninos.

ASSESSMENT IMMUNOHISTOCHEMISTRY OF THE CUTANEOUS
PLASMACYTOMA IN A DOG - CASE REPORT

ABSTRACT

Plasmacytomas are uncommon neoplasms in dogs originating in the plasma cells.Occur in
any soft tissue, but mainly in the skin, oral cavity and digestive tract. We reported a case of
cutaneous anaplastic plasmocytoma in a dog, mixed breed, 16 years old. The animal showed
multiple nodules of pinkish color, rough and smooth consistency, spread on the skin. In the
histopathological examination revealed circumscribed area consisting of round cells showing
intense anisocytosis, anisokaryosis and moderate number of giant cells, multinucleated. The
immunohistochemical demonstrated expression for MUM1 and CD79a, allowing diagnosis of
anaplastic plasmacytoma.

Keywords: skin, plasma cells, neoplasm, canine.

EVALUACION IMUNOHISTOQUIMICA DE PLASMOCITOMA CUTANEO EN UN
PERRO - REPORTE DE UN CASO

RESUMEN
Los plasmacitomas son neoplasias poco comunes em los perros, procedentes de

plasmocitos. Ocurre en cualquier tejido blando, pero principalmente em la piel, cavidad oral y
el tracto digestivo. Se describe un caso de plasmocitoma anaplasico cutaneo em un perro,
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mestizo, de 16 afios de edad. EI animal mostro multiples nédulos de color rosado, irregulares
y de consisténcia blanda, extendidos em la piel. Em elexamen histopatoldgico se observo éarea
circunscrita consistente en células redondas que muestran intensa anisocariosis, anisocitosis y
nimero moderado de células gigantes, multinucleadas. La evaluacion imunohistoquimica
revelé expresion de CD79a y MUMI, lo que permite el diagndstico de plasmocitoma
anaplasico.

Palabras-clave: piel, plasmocitos, neoplasia, canino.

Os plasmocitomas sdo neoplasias originarias de plasmaécitos derivados de linfocitos B
(1). E um tumor de células redondas do sistema hematopoiético (2) que quando na medula
6ssea € chamado mieloma, sendo esta a sua forma mais frequente (3). Entretanto, pode
ocorrer em qualquer tecido mole, formando papulas ou nédulos em forma de ctpula (1).

O plasmocitoma extra-6sseo € considerado uma neoplasia benigna (4,5), porém sua
etiologia ainda ndo estd bem elucidada. Uma hipGtese seria que plasmocitomas
extramedulares possam ocorrer apds estimulagdo antigéncia prolongada (6).

S&o neoplasias incomuns no cado e raras no gato (1). Em estudo realizado por Souza (7),
de 761 tumores cutaneos em cées, apenas 2 (0,6%) correspondiam a plasmocitomas. Ja Priebe
et al. (8) avaliando a prevaléncia de tumores em cées e gatos, notaram que de 226 biopsias
realizadas 2,1% eram de plasmocitoma anaplasico.

Histologicamente, sdo visualizados como uma proliferacdo bem delimitada de células
redondas com disposicdo em lencoéis, corddes, trabéculas ou ninhos pouco definidos e
separados por pequena quantidade de tecido conjuntivo (9).

O tratamento consiste na remocdo cirurgica das lesdes associada a quimioterapia e/ou
radioterapia (2).

Um céo, macho, mestico, 16 anos, castrado, foi encaminhado ao Hospital Veterinario da
Universidade Federal de Uberlandia (HV-UFU), apresentando massas lobuladas, de superficie
irregular, tamanhos variados, de coloracdo rosea e consisténcia macia, distribuidas na pele
(Figura 1A).

O animal foi submetido a bidpsia cirurgica e amostras da massa foram coletadas e
acondicionadas em formol tamponado a 10%, encaminhadas para o laboratério de
histopatologia do HV-UFU, para confeccdo de laminas de microscopia conforme Tolosa et
al.(10). Histologicamente, notou-se proliferacdo de glandulas sebaceas, associada a
hiperplasia epitelial, bem como area circunscrita, constituida de células redondas exibindo
intensa anisocitose e anisocariose e moderada quantidade de células gigantes, multinucleadas
(Figura 1 B). Foi possivel verificar ainda que havia infiltracdo de células neoplasicas na
derme superficial.

Para confirmacdo do diagnostico, foi realizado estudo imuno histoquimico com a
finalidade de se estabelecer histogénese de neoplasia pouco diferenciada a morfologia. Os
cortes de tecido processados rotineiramente para histologia e incluidos em parafina foram
colocados sobre laminas previamente silanizadas. A recuperacdo antigénica pelo método de
calor imido foi realizada em panela a vapor, por 20-30 min. A incuba¢do com 0s anticorpos
primarios foi feita por toda a noite a 4 graus C. Para revelacdo foi utilizado o sistema
Advance. A coloracdo foi feita com 3,3-diaminobenzidina e a contra coloracdo com
hematoxilina. Controles externos e/ou internos foram utilizados para validar a reacdo. Foi
observada imunoexpressdo para MUM1 e CD79a, tratando-se, portanto, de um caso de
plasmocitoma cutaneo anaplasico (Figura 2).
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Figura 1. Cdo, mestico, 16 anos. A: Nédulo cutdneo macio a palpacdo, de coloracdo rosea' B.
Fotomicrografia de plasmocitoma cutaneo. Notar elevado grau de anaplasia e células gigantes (seta).
HE. Objetiva de 40X.

Flgura 2. Fotomlcrografla de plasmocnoma cutaneo anaplasico, cao 16 anos. A notar celulas
marcadas por anticorpo anti CD79 a, 10X, contracoloragdo com Hematoxilina. B: notar anaplasia
celular e imunomarcagéo para MUM 1, 40X, contracoloragdo com Hematoxilina.

Os plasmocitomas cutaneos sdo tumores originarios de plasmocitos, mas nao estdo
associados ao mieloma mdaltiplo sistémico (11). As racas mais acometidas sdo Cocker
Spaniels, Poodles, Terrier Escocés e Airedaleterrier (1), entretanto as racas predominantes de
cada regido sdo variadas e tendem a acometer caes mais idosos (4,5). O cdo do presente relato
era mestico e idoso, o que corrobora com os achados dos autores.

Macroscopicamente sdo tumores alopécicos, pequenos, macios, elevados e geralmente
Unicos, podendo alguns animais apresentar a forma multipla (1). As caracteristicas
macroscopicas da massa identificada no cdo do presente trabalho, massas lobuladas, de
superficie irregular, tamanhos variados, distribuidas na pele de coloragdo résea e consisténcia
macia, sdo condizentes com a literatura.

Histologicamente as células tumorais visualizadas apresentavam-se com formato
arredondado, eosinofilicas, com intensa anisocitose e anisocariose, células gigantes e
multinucleadas. Frequentemente em tumores de células redondas ndo é possivel instituir o
diagnostico definitivo apenas com histopatologia, pois estes tumores apresentam
caracteristicas histolégicas muito semelhantes (6). A neoplasia do presente caso apresentava
celulas gigantes e multinucleadas, que segundo Jacobs (1) sdo caracteristicas de proliferacoes
histiociticas.
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Uma vez que a histopatologia ndo foi suficiente para diagnéstico, submeteu-se as
amostras a imunohistoquimica. O propdsito da imunohistoquimica é reconhecer antigenos e
assim identificar e classificar células especificas dentro de uma populagdo celular (12).
Marcadores CD1 e Lisozima sdo usados para deteccdo de macrofagos (13) e séo testados para
diagndstico diferencial de histiocitose maligna, ja& os marcadores CD79a e MUML1 tem sido
usados para diagndstico de plasmocitoma (14,15). Isto posto, as células neoplasicas nédo
imunuoexpressaram CD1 e Lisozima, pois ndo tinham origem histiocitica e expressaram
marcadores que detectam linfocitos B ou células que se originam na sua diferenciacdo, como
0s plasmacitos.

Ressalta-se assim, a necessidade de considerar os diagndsticos diferenciais para o
plasmocitoma cutdneo canino, uma vez que este demonstra aspecto histopatolégico
semelhante a outras neoplasias cutaneas, como a histiocitose maligna ou o histiocitoma
fibroso maligno. Neste estudo, a realizacdo da analise imunohistoquimica com expressdo para
MUML1 e CD79a e a observacdo da ndo expressdo para CD1 e Lisozima, foi fundamental para
0 estabelecimento do diagndstico definitivo e elucidacédo do caso.
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RESUMO

A sindrome hiperosinofilica idiopatica (SHI) ¢ uma mieloproliferacdo rara em cdes, com
intensa presenca de eosindfilos circulantes e em 6rgdos. H& poucos relatos da SHI canina, e
sem registro da doenca no Nordeste do Brasil. Objetivou-se relatar a SHI em um céo do
semiarido nordestino brasileiro, ressaltando a importancia no diagnostico da sindrome para
outras causas de eosinofilia. Um canino, macho, quatro anos, sem raca definida, foi
encaminhado ao Hospital Veterinario da Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(Mossoro, Rio Grande do Norte, Brasil). Possuia historico de eosinofilia cronica (por exames
hematoldgicos pregressos). A vermifigucdo estava atualizada. Solicitaram-se hemograma
completo, citologia da medula Ossea, sorologia para leishmaniose visceral e ensaio
imunocromatografico para deteccdo de Dirofilaria immitis. Ocorria eosinofilia sistémica e
acentuada quantidade de eosinéfilos na medula 6ssea. Nao houve positividade para doencas
infecciosas. Instituiu-se terapia com prednisolona. Transcorridos 15 dias, a hematologia
exibiu eosinofilos nos valores de referéncia, assim como a contagem de eosinofilos
intramedular. Apos 112 dias do tratamento, o paciente retornou a manifestar eosinofilia sérica
e no compartimento intradsseo, substituindo a prednisolona pelo deflazacort. Apos 63 dias do
inicio desse ultimo, o cdo possuia normalidade nos indices de eosinofilos circulantes e no
padrédo celular medular. Devido aos achados laboratoriais, resposta ao tratamento e exclusao
de outras causas de eosinofilia, definiu-se o diagndstico de SHI. Deve-se incluir a sindrome
na distincdo da eosinofilia crénica canina, principalmente no semiarido nordestino, onde
geralmente associa-se a alteracdo hematoldgica com doencas infecciosas e/ou parasitarias.

Palavras-chave: Eosinofilia idiopatica, Canis familiaris, Nordeste brasileiro.

IDIOPATHIC HYPEREOSINOPHILIC SYNDROME IN DOG: AN UNSUAL
DESCRIPTION IN NORTHEASTERN BRAZIL

ABSTRACT

Idiopathic hypereosinophilc syndrome (HES) is a rare canine mioproliferation, with high
quantity of eosinophils in peripheral blood and organs. There are few case reports of this
disease in dogs, and no record of the disease in the Northeast of Brazil. This paper aimed to
report the HES in a semi-arid Northeast dog, emphasizing the importance in the differential
diagnosis of the other causes of eosinophilia. A 4 years old mixed breed male dog was
referred to the Rural Federal University of Semi-Arid Hospital (Mossor6, Rio Grande do
Norte, Brazil) present cronic eosinophilia (previously hematologic test). The deworming has
been done. Complete blood count, marrow bone cytology, Leishmania serological test and
immunochromatographic assay for the detection of Dirofilaria immitis were requested. The
laboratorial results showed systemic eosinophilia and marked amount of eosinophils in bone

! Hospital Veterinério, UFERSA, Mossor6, RN, Brasil. UFERSA. Contato principal para correspondéncia.
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marrow. There was negative to infectious disease. Treatment with predinisolone was
established. After 15 days, eosinophils count had returns to reference values as well as the
bone marrow count. Lather than 112 days of treatment, the animal manifested serum and
intraosseous compartment eosinophilia again, so prednisolona was replaced by deflazacort.
After 63 days of the start this new treatment, the dog presented normal eosinophils count in
blood and bone marrow. Considering complementary exams, response of treatment and
absence of other eosinophils causes the diagnosis of HES was established. Veterinarians must
include the syndrome in canine with chronic eosinophilia in differential diagnosis, especially
in the northeastern region where there are usually hematological abnormalites associated with
infectious disease or parasitic.

Keywords: Idiopathic eosinophilia, Canis Familiaris, Brazilian northeast.

SINDROME HIPEREOSINOFILICO IDIOPATICO EN EL PERRO: UNA
DESCRIPCION POCO COMUN EN EL NORESTE DE BRASIL

RESUMEN

Sindrome hiperosinofilica idiopatica (SHI) es un mieloproliferacion rara en perros con
presencia intensiva de los eosinéfilos y los 6rganos de circulacion. Hay pocos informes de
canino SHI, y sin antecedentes de la enfermedad en el noreste de Brasil. EI objetivo fue
informar el SHI en un perro semiarido del noreste, haciendo hincapié en la importancia en el
diagnostico del sindrome de otras causas de eosinofilia. Un canino, macho, cuatro afos
mestizo, fue remitido al Hospital Veterinario de la Universidad Federal Rural de la Zona
Semiéarida (Mossoro, Rio Grande do Norte, Brasil). Tenia una historia de eosinofilia crénica
(por anterior hematologia historia). Desparasitacion actualiza. Solicitada para completar el
recuento sanguineo, la citologia de la médula 6sea, la serologia para la leishmaniasis visceral
y prueba de inmunoensayo para la deteccion de Dirofilaria immitis. Ocurrid eosinofilia
sistémica y la cantidad marcada de eosindfilos en la médula ésea. No fue positivo para las
enfermedades infecciosas. La terapia se instituyo-prednisolona. Después de 15 dias,
hematologia mostrd eosindfilos en los valores de referencia, asi como el recuento de
eosindfilos intramedular. Después de 112 dias en el tratamiento, el paciente volvié a expresar
eosinofilia suero y el compartimiento intradseo mediante la sustitucion de deflazacort
prednisolona. Después de 63 dias del inicio de la dltima, el perro tenia la normalidad en los
niveles de eosindfilos circulantes y patron de células de la médula espinal. Debido a los
hallazgos de laboratorio, la respuesta al tratamiento y la exclusion de otras causas de
eosinofilia, el diagnostico se definio SHI. Debe incluir el sindrome en canina distincion
eosinofilia crénica, especialmente en la regién semiarida del noreste, donde por lo general se
asocia con anormalidades hematoldgicas con enfermedades infecciosas y/o parasitarias.

Palabras clave: Eosinofilia idiopatica, Canis familiaris, el noreste de Brasil.
INTRODUCAO

A denominacdo sindrome hipereosinofilica idiopatica (SHI) designa uma situacdo
hematoldgica inespecifica caracterizada pela elevada concentracdo absoluta de eosinéfilos na
circulacdo periférica, persistente por pelo menos seis meses, e infiltracdo dessas células em
diversos Orgaos, resultando na formacao de nddulos inflamatorios, principalmente no coragéo,
figado, linfonodos e medula 6ssea, sem qualquer evidéncia de parasitas, processos alérgicos
ou neoplasias. Essa situacdo difere do complexo sindrome hipereosinofilica ou doenga
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eosinofilica disseminada por ndo ter uma causa definida e ser provavelmente de origem
primaria (1-4).

E uma doenca idiopéatica rara. Porém, quando descrita é mais comumente verificada nos
gatos do que em cées. Dependendo do 6rgéo predominantemente afetado, a condicdo recebe
denominagdes proprias como enterite eosinofilica, infiltragdo pulmonar com eosinofilia e
endocardite de Loffer. Nos felinos, o trato gastrintestinal é o dérgdo mais acometido,
entretanto, em canideos, essa doenca afeta, principalmente, os sistemas respiratorio e
gastrintestinal, mas também a medula 6ssea (2-5).

A base fisiopatoldgica da SHI é o desequilibrio na producéo dos eosinéfilos, mecanismo
esse ainda sem causa conhecida. Entretanto, acredita-se que seja devido ao aumento da sintese
de fatores que estimulam a producdo de eosindfilos, secundario as anormalidades clonais dos
linfocitos T; atividade aumentada ou prolongada das proprias citocinas eosinofilopoiéticas;
defeitos na transmissdo dos sinais dos receptores ou na regulacdo supressiva fisioldgica da
eosinofilopoiese (6). Até o presente momento ha poucos relatos de cdes acometidos pela SHI,
sendo as descri¢es concentradas principalmente na literatura estrangeira (1,4,7) e no Brasil
0s registros séo verificados isoladamente no eixo Sul e Sudeste (3,8), ndo sendo verificada a
notificacdo da doenca em outras regides do Pais, como no Nordeste. Conforme o exposto, 0
trabalho objetivou relatar a SHI em um canino do semiarido nordestino brasileiro,
contribuindo para os médicos veterinarios locais na identificacdo da doenca e tratamento
adequado dessa afeccdo e ressaltando a importancia da mesma para a distingdo das causas de
eosinofilia na espécie canina.

RELATO DE CASO

Um canino, quatro anos de idade, sem raca definida, macho, castrado, foi encaminhado
ao Hospital Veterinario da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (Mossoro, Rio Grande
do Norte, Brasil). Possuia como historico, intolerancia ao exercicio, apatia, tosse, perda de
peso, prurido, polidria, émese, salivacdo e eosinofilia crénica (verificada por exames
hematoldgicos consecutivos pregressos). O tempo de evolugdo correspondia ha quatro meses.
O animal encontrava-se com a vermifigucdo atualizada, com o uso de uma associacdo de
praziquantel, pamoato de pirantel, febantel e ivermectina.

O paciente foi submetido ao exame fisico. Foi verificada presenca de ectoparasitas,
estado nutricional caquético (Figura 1), atrofia dos musculos frontais e temporais,
linfadenomegalia generalizada, mucosas hipocoradas, onicogrifose e onicomadese. Na
auscultacdo cardiopulmonar, detectaram-se bulhas arritmicas. Também, foi observada
secrecdo ocular mucopurulenta (Figura 1) bilateral, congestdo espiscleral e enoftalmia.
Realizou-se o teste lacrimal de Schirmer e o uso do corante oftalmico de fluoresceina (em
tiras), com resultados nao dignos de nota.

Como exames complementares, solicitaram-se hemograma completo, perfil bioquimico
sérico (alanina aminotransferase, fosfatase alcalina, gamaglutamiltransferase, proteinas
totais/fracGes, ureia, creatinina, calcio, fésforo e glicose), além de citologia aspirativa dos
linfonodos e da medula 6ssea, sorologia para leishmaniose visceral (por imunofluoréscencia
indireta e ensaio imunoenzimatico) e ensaio imunocromatografico para deteccdo de antigeno
da Dirofilaria immitis.

Na hematologia e bioquimica sérica, observaram-se anemia normocitica normocrémica,
eosinofilia relativa e absoluta (Tabela 1), hipoglicemia e aumento da alanina
aminotransferase. O exame citologico dos ganglios linfaticos e medula dssea exibiram
hiperplasia linfoide e acentuada quantidade de eosinéfilos (Figura 1), respectivamente. N&do
foram observadas células atipicas e/ou neoplasicas no compartimento medular. O teste
sorologico e imunocromatdgrafico ndo detectaram a presenca de doencgas infecciosas.
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Figura 1. Aspecto clinico e citoldgico (medula 6ssea) anterior ao inicio da terapia. a: estado nutricional
caquético (visdo dorsal). b: presenca de secrecdao ocular mucopurulenta. ¢: Fotomicrografia da medula
6ssea demonstrando infiltracdo eosinofilica. Coloragdo: Romanowsky (pandtico).

Tabela 1. Contagem relativa e absoluta de eosinofilos durante todo o tratamento do animal.

Eosinodfilos
Dias de tratamento Relativo Absoluto
(VR: 2 — 10%) (VR: 120-1800/mm?)
Dia 0 46 8464
Dia 15 1 192
Dia 57 2 284
Dia 112 60 5280
Dia 175 4 432

VR: valor de referéncia.

Em virtude dos achados clinico-laboratoriais, instituiu-se terapia com prednisolona
(2mg/kg, a cada 24 horas), omeprazol (1mg/kg, a cada 24 horas), ambos por via oral, além de
solucdo oftalmica a base de prednisona a 0,12% (uma gota em cada olho, a cada quatro horas)
e ectoparasiticida composto por fipronil, metopreno e amitraz (uma aplicacdo, a cada 30 dias).

Transcorridos 15 dias de tratamento o animal foi reavaliado. O mesmo apresentava
melhora na intolerdncia ao exercicio e no prurido, além de auséncia da sintomatologia
gastroentérica e com regressdo linfonodal. Na auscultacdo cardiaca as bulhas estavam
normoritmicas. Ainda persistia o estado de caquexia, atrofia da musculatura frontal e temporal
e oftalmopatia. Nesse momento, a hematologia revelou reducéo consideravel na contagem de
eosindfilos, enquadrando-se nos valores de referéncia (Tabela 1), assim como a contagem de
eosindfilos intramedular. Houve remissdo da alteracdo na bioquimica sérica. Como ocorreu
retrocesso significativo da sintomatologia clinica-laboratorial, a dose da prednisolona
sistémica foi reduzida gradativamente com o objetivo de encontrar a menor dose sem que
houvesse a recorréncia dos sintomas e/ou efeitos colaterais da glicocorticoideterapia.
Continuou-se a administracdo dos demais medicamentos prescritos. O animal foi
acompanhado periodicamente, onde o mesmo era submetido a avalicdo fisica e coletadas
amostras para monitoramento da quantidade de eosinofilos circulantes e na medula dssea.
Entretanto, transcorridos 112 dias da terapia, 0 paciente retornou a manifestar eosinofilia,
tanto sistémica (Tabela 1), quanto no interior do compartimento 0sseo, substituindo a
prednisolona pelo deflazacort (0,3mg/kg, a cada 24 horas). Esse Gltimo anti-inflamatorio
esteroidal teve sua posologia posteriormente reduzida, de modo paulatino. Apds 63 dias do
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inicio da administracdo do deflazacort (o que correspondeu ao 175° dia, desde o principio de
todo o tratamento esteroidal), o cdo possuia normalidade dos pardmetros vitais, auséncia de
alteracbes na semiologia dos diversos sistemas organicos, estado nutricional normal (Figura
2), com os indices de eosinofilos circulantes nos limites de referéncia (Tabela 1) e
regularidade no padrdo dos constituintes celulares da medula Ossea (Figura 2). Assim,
estabeleceu-se uma dose de manutencdo para o deflazacort (0,1mg/kg, a cada 48 horas, até
novas recomendac0es), sem a utilizacdo de qualquer outro medicamento.

0 R o2 09 _Bae
Figura 2. Aspecto clinico e citolégico (medula dssea) posterior ao inicio da terapia. a: estado

nutricional normal (visdo dorsal). b: auséncia de secrecdo ocular mucopurulenta. c: Fotomicrografia da
medula dssea demonstrando normalidade. Coloracdo: Romanowsky (panético).

Devido a resposta clinica e laboratorial do animal ao tratamento instituido e descartada
a ocorréncia de outras causas de eosinofilia, definiu-se o diagnostico definitivo de SHI.

DISCUSSAO

Os cées da raca rottweiler sdo, de acordo com a literatura, os de maior predisposicao a
desenvolver a SHI, juntamente com os pastores alemaes, uma vez que ambos apresentam
respostas eosinofilicas exageradas apds estimulacdo normal (4). Tal citacdo difere do animal
relato, uma vez que o mesmo ndo possuia padrao racial definido embora com propenséao para
o disturbio. As descricdes para a SHI canina sdo verificadas no exterior (1,4,7) e em regides
mais desenvolvidas do Brasil (3,8), 0 que ndo ocorre nas unidades federativas nordestinas do
Pais, como foi constatado no caso em questéo.

Os sinais clinicos variam de acordo com a localizacdo da concentracdo dos eosinofilos,
porém existem achados que sdo comumente citados na literatura como eosinofilia periférica
persistente, caquexia, dispneia, arritmia, uveite e linfonodomegalia generalizada (1,3,6). Toda
essa sintomatologia foi condizente com o paciente descrito. Tais sinais clinicos observados
foram justificados devido a possivel macica infiltracdo tecidual de eosinéfilos e consequente
liberacdo de seus produtos.

Os mecanismos exatos para a sintese eosinofilica excessiva ainda sdo desconhecidos,
mas sabe-se que a interleucina-3, interleucina-5 e o fator estimulante de colbnia de
granuldcitos possuem receptores especificos nos eosinofilos e podem inibir a apoptose destes
(4). Logo, ocorre lesdo orgéanica com liberagdo local do contetdo toxico dos granulos das
células eosinofilicas, incluindo proteinas catidnicas, radicais livres de oxigénio, citocinas pré-
inflamatdrias e mediadores derivados do &cido araquiddnico. A gravidade ndo parece ter
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relacdo direta com a eosinofilia no sangue periférico, mas com o nimero de eosinéfilos em
degranulacéo nos tecidos (6). Essa afirmacdo poderia explicar a permanéncia da caquexia e da
afeccdo ocular mesmo apos o inicio do tratamento, em detrimento da remissao consideravel
dos outros achados clinico-laboratoriais.

O diagnostico diferencial da SHI envolve diversas patologias relacionadas com
eosinofilia periférica e persistente e que devem ser descartadas antes de confirmar o
diagndstico da sindrome (6). A dirofilariose foi uma enfermidade a ser considerada, pois além
de ocasionar eosinofilia, esta doenca parasitaria ja foi descrita na regido de origem do cdo em
discussao (9). A leucemia eosinofilica é outra afec¢do que deve ser apontada no diagnostico
diferencial para SHI, pois apresenta grande numero de eosinofilos imaturos no sangue
periférico ou medula 6ssea, além de atipia nas células, com aspecto neoplésico. J& na SHI, ha
uma acentuada hiperplasia do componente eosinofilico, mas com auséncia de anormalidades
morfoldgicas nas células da medula déssea, inexisténcia de eosindfilos imaturos circulantes e
resposta ao corticoide, auxiliando assim no diagnostico diferencial de quadros leucémicos (6).
Logo, os achados obtidos na aspiracdo medular do canino em evidencia, em associagdo ao
satisfatdrio éxito terapéutico, foram essenciais para a deteccdo da SHI e exclusdo da leucemia
eosinofilica. Outra doenca que deve se especular quando se depara com cées exibindo
eosinofilia e anemia normocitica normocrdmica, em associacdo a manifestacdo clinica de
caquexia, onicogrifose, secrecdo ocular e linfoadenomegalia generalizada, é a leishmaniose
visceral, a qual € endémica na area geografica em que o cdo discutido estava situado (10). As
endoparasitoses cronicas com baixos nimeros de agentes intestinais ndo estdo geralmente
associadas com o numero de eosin6filos circulantes elevados, exceto se o hospedeiro
apresentar representantes dos géneros Ascaris ou Taenia migrantes. Porém quando ocorre, a
eosinofilia normalmente tem um curto periodo de tempo (4). Essa descrigdo foi incompativel
para 0 animal em questdo, uma vez que havia sido vermifugado recentemente. A eosinofilia
pode também ser reconhecida em alguns cdes com ectoparasitas, causando uma reacdo
alérgica (2). Apesar da presenca de carrapatos no animal em evidéncia, 0s mesmos foram
eliminados por produto especifico, descartando a relacdo da ectoparasitofauna com a
eosinofilia constatada.

Cdes com a SHI tém demonstrado envolvimento de algumas estruturas, como medula
Ossea, linfonodos, trato gastrintestinal, baco, pulméo, pele, figado e coracdo (7,11,12). Os
eosinofilos possuem uma grande capacidade de destruicdo tecidual, ocasionado injurias em
multiplas visceras. Proteinas dos granulos de eosinofilos sdo citotoxicas e desencadeam a
degranulacdo dos mastécitos, incitam trombose e produzem grandes quantidades de
leucotrienos (1,4). Assim, uma intensa infiltracdo de eosinofilos no parénquima hepético e
cardiopulmonar do animal relatado poderia justificar o aumento sérico da alanina
aminotransferase, sinais de intolerancia ao exercicio e arritmia a auscultacdo. A posterior
normalidade provavelmente deveu-se a reducdo gradativa de eosinéfilos no figado, coracdo e
pulmdo, mediante a instituicdo da corticoideterapia.

O objetivo principal da terapéutica da SHI é o controle do nimero de eosinéfilos para
prevenir a progressao das lesdes organicas (6). Logo, farmacos que possuam efeito sobre a
producdo de eosinofilos ou bloqueio da sua atividade, devem ser prescritos. Os medicamentos
mais utilizados sdo os glicocorticoides. Esses sdo recomendados em humanos que apresentam
a SHI, podendo ser utilizados de forma intermitente e em curto periodo de tempo (4).
Contudo, a principal modalidade terapéutica € a continua, com boa resposta na maioria dos
pacientes humanos e também em animais (1). Tal citacdo justificou a remissdo de alguns
sinais clinicos no animal do presente relato ja na primeira quinzena do tratamento. Este
resultado foi semelhante ao observado por outros autores, ao tratar um cdo da raga rottweiler
acometido por SHI, utilizando-se a prednisona, com remissdo dos sintomas apds 21 dias (1).

Uma das hipOteses para a posterior auséncia de efeito terapéutico da prednisolona no
paciente em discussdo possivelmente decorreu-se ao desenvolvimento do mecanismo de
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taquifilaxia (ou seja, diminuicdo do efeito do farmaco). Essa situacdo conduziu a permuta do
tipo de glicocorticoide, tendo-se optado pelo deflazacort. Este € um anéalogo da prednisolona,
que € convertido em um metabolito com éxito esteroidal semelhante, porém com menor acao
no metabolismo dos carboidratos e 0s 0ssos (13). Assim, é considerado como um novo
corticosteroide, com a mesma eficécia terapéutica de velhas formula¢6es hormonais, tendo a
vantagem de apresentar menos efeitos indesejaveis, mas com potente ac¢do anti-inflamatéria
(14). A tilizacdo deste ultimo farmaco foi extremamente benéfica, pois, além de
reestabelecer o controle da eosinofilia, permitiu ao cdo atingir o seu peso corporeo ideal.
Provavelmente o deflazacort suprimiu uma presumivel inflamagdo cronica intestinal, o que
favoreceu uma melhor absorcéo de nutrientes e posterior ganho de massa corporal. Quando os
pacientes ndo tém resultados adequados com os glicocorticoides, utilizam-se como outras
opcoes terapéuticas, a hidroxiureia, sulfato de vincristina, interferon alfa ou ciclosporina (8), o
que ndo foi necessario no caso referido.

CONCLUSAO

E importante a inclusdo da SHI no diagndstico diferencial das causas de eosinofilias
crénicas na espécie canina, principalmente no semiarido nordestino, onde, geralmente,
associa-se de imediato a alteracdo hematologica com doencas infecciosas e/ou parasitarias.
Embora a SHI seja uma afeccdo rara, deve-se atentar para a sua ocorréncia, independente do
padréo racial do cdo acometido ou de sua regido de origem. O uso coerente do deflazacort
pode despontar como um farmaco promissor para o controle da sindrome.
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ABSTRACT

The use of adrenergic agonists such as ractopamine leads to lean carcasses due to an increase
in muscle deposition. The effects of ractopamine on performance and carcass traits in pigs
may be varied depending on the level of agonist and amino acids, especially lysine, on diet,
sex and age of the animals at the beginning of the additive supply. These factors, as well as
the feed cost and the adoption or not the carcass classification influence the economic
viability of the use of ractopamine. The economic analysis, therefore, is necessary to evaluate
the feasibility of ractopamine inclusion in diets of finishing gilts. This study aimed to evaluate
the addition of ractopamine at 0, 5, 10 and 15 mg/kg of diets for gilts slaughtered with 110 kg,
on feed cost, gross and net incomes, considering or not the carcass rewarding. A total of 468
gilts were used and fed for 28 days. There was an increase in feed cost and linear decrease in
net income without carcass rewarding with raising level of additive. For net income with
carcass rewarding, there was a linear effect with higher income for the level of 15 mg/kg.
Considering the carcass classification, the inclusion of ractopamine at the level of 15 mg/kg
promotes higher income.

Keywords: B-adrenergic agonist, cost, economic evaluation.

AVALIACAO ECON?)MICA DA INCLUSAO DE RACTOPAMINA EM DIETAS
PARA FEMEAS SUINAS EM FASE DE TERMINACAO

RESUMO

A utilizacdo de agonistas B adrenérgicos, tais como a ractopamina, leva a melhorias na
carcaca devido ao aumento na deposicdo muscular. Os efeitos da ractopamina no
desempenho e nas caracteristicas de carcaca em suinos podem ser variaveis, dependendo do
nivel do agonista e de aminoacidos, especialmente de lisina, na dieta, sexo e idade dos
animais no inicio do fornecimento do aditivo. Esses fatores, bem como o custo da alimentacao
e a adocdo ou nao da tipificacdo das carcacas influenciam a viabilidade econdmica do uso da
ractopamina. A analise econdmica, portanto, € necessaria para avaliar a viabilidade de
inclusdo de ractopamina em dietas para leitoas em terminacdo. Objetivou-se avaliar a adi¢do
de ractopamina em 0, 5, 10 e 15 mg/kg de racdo para suinos fémeas abatidas com 110 kg,
guanto aos custos com alimentacdo, receitas bruta e liquidas, considerando ou ndo a
bonificacdo de carcacas. Foram utilizadas 468 fémeas suinas, alimentadas durante 28 dias.
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Observou-se aumento nos custos com alimentacdo e reducdo linear na receita liquida sem
bonificacdo, com a elevacdo do nivel do aditivo. Para a receita liquida com bonificacéo,
verificou-se efeito linear com maior receita para o nivel de 15 mg/kg. Considerando a
bonificacdo de carcagas, a inclusdo de ractopamina ao nivel de 15 mg/kg promove maior
receita.

Palavras-chave: p-agonista adrenérgico, custo, avaliacdo econbmica.

EVALUACION ECONOMICA DE INCLUSION DE RACTOPAMINA EN DIETAS
PARA HEMBRAS PORCINAS EN FASE DE ENGORDA

RESUMEN

El uso de agonistas beta-adrenérgicos como la ractopamina, conduce a mejoras en la res
muerta debido al aumento en la deposicién muscular. Los efectos de la ractopamina en el
rendimiento y caracteristicas de la res muerta en cerdos se pueden variar dependiendo del
nivel de agonista y los aminoacidos, especialmente lisina, en la dieta, en el sexo y la edad de
los animales al comienzo del suministro del aditivo. Estos factores, asi como el costo de la
alimentacion y la adopcion o no de la clasificacion de las res muertas influyen en la viabilidad
economica del uso de la ractopamina. La analisis econdmica, por lo tanto es necesario para
evaluar la viabilidad de inclusion de ractopamina en dietas para cerdas en engorda. El objetivo
fue evaluar la adicién de ractopamina en 0, 5, 10 y 15 mg/kg de dieta para las cerdas
sacrificadas con 110 kg, considerando los costos de la alimentacion, ingresos brutos y netos,
teniendo en cuenta o no la bonificacion de las canales. Se utilizo un total de 468 cerdas
alimentadas durante 28 dias. Hubo un aumento en los costos de la alimentacion y disminucion
lineal en el ingreso neto sin bonificacion, con el aumento del nivel de aditivo. Para el ingreso
neto con bonificacion, hubo un efecto lineal con mayores ingresos en el nivel de 15 mg/kg.
Teniendo en cuenta la bonificacion de las res muerta, la inclusion de la ractopamina en 15
mg/kg promueve mayores ingresos.

Palabras clave: B - agonista adrenérgico, costo, evaluacion econdémica.

In the past, the main strategy of pig producers to improve income per animal was
obtained by promoting higher feed intake, aiming at higher slaughter weight in the shortest
time. However, with the implementation of carcass classification by pork industry, the best
rewarding nowadays is based on payment per carcasses that presents higher lean meat yield.

Therefore, the use of 3-adrenergic agonists such as ractopamine leads to lean carcasses
due to an increase in muscle deposition. Several studies prove the effectiveness of
ractopamine in enhancing carcass characteristics of pigs (1), as well as performance
parameters (2), although less evident.

The effects of ractopamine on performance and carcass traits in pigs can be variable,
depending on the levels of the agonist in diet, besides the lysine and other amino acids in the
diet, sex and age of the animals at the additive inclusion. Thus, the feasibility of ractopamine
inclusion can also be varied by the above mentioned, but also by feed cost and carcass
rewarding in a classification system. In that context, economic evaluation is necessary to
estimate the feasibility of ractopamine inclusion in finishing pig diets.

According to the above, the objective was to evaluate the feed cost and gross and net
incomes of finishing gilts fed increasing levels of ractopamine, considering or not the
rewarding in a carcass classification system.
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To evaluate the economical feasibility of ractopamine inclusion in diets for finishing
gilts, data of performance and carcass characteristics of 468 animals from 84.77+7.20kg to
110.59+7.70kg of weight were used. The pigs were distributed in a randomized block design
with 4 treatments, 9 replicates and 13 animals per experimental unit. The blocks were formed
by using the initial weight of the animals in each pen. The treatments consisted of increasing
levels of ractopamine in diets (0, 5, 10 and 15 mg/kg) in replacement to kaolin. The diets were
formulated to meet minimal nutritional and energy requirements, as indicated by Rostagno et
al. (3), considering an energy concentration of 3,230 kcal EM/kg of diet, 16.20% of crude
protein and 1.10% of digestible lysine for gilts with a high potential for lean deposition. A
digestible lysine content of 1.10% was established due to the higher demand of this amino
acid when ractopamine is added to diets (4), and the proportions of other amino acids were
maintained based on ideal protein concept (3).

The cost of each experimental diet was determined based on the following ingredients
prices on August of 2015, as follow: R$0.63/kg of corn, R$1.63R$/kg of soybean meal,
R$2.88/kg of dicalcium phosphate, R$0.22/kg of limestone, R$0.20/kg of salt, R$8.53/kg of
L-lysine.HCI, R$14.21/kg of DL-methionine, R$14.07/kg of L-threonine, R$17.02/kg of L-
tryptophan, R$9.66/kg of vitamin and mineral supplement, R$0.10/kg of kaolin and
R$17.00/kg of ractopamine.

Feeding cost was calculated by the feed intake of the animals at each pen, during the
experimental period and the cost of each experimental diet. The values of lean meat
percentage (%LM) and carcass weight (CW) were used to obtain the carcass rewarding index
(CRI), considering it as a correction factor of carcass value, as mentioned by Favero et al. (5).

The value received per pig, in Brazilian Real (R$), was determined on two situations,
considering or not the carcass rewarding, as follows:

Final pig value without rewarding = price per kg of pig x pig weight

Final pig value with rewarding = [CRI x (price per kg of pig/ 0.7236)] x CW

The initial value of pig (R$ per pig at 85kg) was determined considering the pig weight
in the beginning of experimental period and the price per kg of pig. The initial and final
values of animals and feeding cost had been used to calculate the gross and net incomes,
considering or not the carcass rewarding, in Brazilian Real (R$), as following:

Gross income = Final pig value — Initial pig value at 85kg

Net income = Gross income — feeding cost

The data obtained after error distribution checking (Cramer Von-Mises test at 5%,
according to Everitt (6), were submitted to statistical analysis, using the PROC GLM from the
SAS software (1998), performing multiple linear regressions up to the third degree.

No differences were found among treatments on gross income with or without
bonification (Table 1).

However, the ractopamine levels in diets promoted linear increase on feeding cost (Y =
61.2053 + 0,5117X, R2 = 0.8053), carcass rewarding index (Y = 1.1099 + 0.0005 X, R2 =
0.8912), and consequently a reduction on net income without carcass rewarding (Y =
101.0236 — 0.9152X, R2 = 0.7895). For the net income taking into account the carcass
rewarding, a linear trend was found (Y = 101.5505 + 4.0326X, Rz = 0.9033), and the highest
value was found with the ractopamine level of 15 mg/kg in diet. In a technical-economical
simulation of ractopamine inclusion in finishing pig diet, Brumatti and Kiefer (7) reported
maximum profit at the levels 10 and 12 mg of ractopamine/kg, considering a revenue system
per body weight and per carcass reward, respectively. Cantarelli et al. (8) also observed a
greater net income with carcass rewarding, although ractopamine inclusion in finishing
barrow diets promoted an enhancing on feeding cost.
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Table 1. Feed cost, feeding cost, carcass rewarding index, gross and net incomes with or
without carcass rewarding of gilts fed increasing levels of ractopamine from 85 to 110 kg.

Ractopamine levels, mg/kg 54 ]
Parameters 0 5 10 15 CV°’%  Effect P-value

Feed cost (R$/kg of diet) 0.967 0.975 0.983 0.991 - - -
Feeding cost (R$/animal) 61.76 62.07 6291 63.18 9.18 Linear  <0.0011
Carcass rewarding index 1114 1.115 1120 1.121 7.24 Linear 0.0030

GIY, R$ 161.52 160.92 162.87 159.52 20.33 - 0.7358
GICR? R$ 166.39 171.98 178.82 179.25 14.56 - 0.9787
NI*, R$ 99.76  98.85  99.96 96,34 15.43  Linear  <0.0001
NICR®, R$ 104.63 109.91 11591 114.07 13.11  Linear  <0.0001

'Gross income without carcass rewarding; “Gross income considering carcass rewarding; *Net income without
carcass rewarding; “Net income considering carcass rewarding; *Coefficient of variation.

Regarding the high price of ractopamine, the reduction in feed intake and the
improvement in feed conversion when the additive was included (data not shown) were not
enough to justify the inclusion of this agonist. In the same way, a study to assess the
economic efficiency of ractopamine in diet up to the level of 10 mg/kg, Bridi et al. (9)
reported an increase in the average cost of diet per kilogram of weight gain, resulting also in
reduction on economic efficiency, indicating that the use of this adrenergic agonist cannot be
justified only by the performance of animals. Reese and Bitney (10) stated previously that the
viability of ractopamine usage in pig diets should not be based only on the best feed
efficiency or higher daily gain, requiring a consistent carcass classification system, which
reward economically the production of leaner carcasses.

Schinckel et al. (11) also reported that the economic viability of ractopamine addiction
in pig diets is related to several factors, the most important one is lean meat content in relation
to carcass fat. Although the criteria adopted in carcass classification may vary, measurements
of fat and loin depths, ranging on the location and number of measures taken, including or not
the carcass weight as a predictor (12) are generally used. Thus, the variation in carcass
classification could outline the ractopamine concentration in the diets of finishing pigs.

Reese and Bitney (10) evaluated the addition of increasing levels of ractopamine in
finishing pig diets on the income obtained per pig slaughtered, reported that the addition of 9
mg/kg has promoted greater reduction in backfat thickness, although the addiction of 4.5
mg/kg was more economically feasible when the carcass classification was based on
measurements over the loin. In the present work, concerning the parameters used for carcass
classification, the highest net income was achieved by the level of 15 mg/kg of ractopamine,
demonstrating the importance of combination among lower feed intake, lower feed cost, and
mainly the best carcass classification index.

We concluded that the addition of ractopamine in gilt diets slaughtered at 110 kg, may
be feasible when a carcass classification system is adopted and in this situation, the highest
ractopamine level of 15 mg/kg promoted higher net income.
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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi determinar a prevaléncia de anticorpos em um rebanho de
bafalos de rio da Ilha de Marajé para os virus: Virus da diarreia viral bovina, Herpesvirus
bovino tipo 1 e Virus da leucose enzootica bovina. A técnica de soroneutralizagéo foi utilizada
para deteccdo de anticorpos referentes aos Virus da diarreia viral bovina e Herpesvirus
bovino tipo 1 e o teste de imunodifusdo em gel de agar para detecgdo de anticorpos para o
Virus da leucose enzodtica bovina. A prevaléncia de anticorpos para o Herpesvirus bovino
tipo 1 em bubalinos esta muito proxima da prevaléncia observada em bovinos. O Virus da
diarreia viral bovina apresentou prevaléncia de anticorpos muito abaixo da média quando
comparada com prevaléncia de anticorpos em bovinos e bubalinos, inclusive criados no
Brasil. O Virus da leucose enzootica bovina mostrou prevaléncia de anticorpos muito baixa,
porém, proxima dos parametros observados em bufalos no Brasil e no mundo, que divergem
da prevaléncia observada em bovinos, mostrando provavelmente uma resisténcia natural dessa
espécie ao virus, fator esse que precisa ser mais bem elucidado.

Palavras-chave: virus da diarreia viral bovina, Herpesvirus bovino tipo 1, virus da leucose
enzootica bovina, Bubalus bubalis.

PREVALENCE OF Bovine Viral Diarrhoea Virus, Bovine Herpesvirus 1 and Bovine
Leucosis Virus ANTIBODIES IN RIVER BUFFALOES FROM MARAJO ISLAND

ABSTRACT

The aim of this study was to determine the antibodies prevalence of Bovine viral diarrhea
virus, Bovine herpesvirus 1 and Bovine leukemia virus in a herd of river buffaloes from the
Marajo Island. The serum neutralization technique was used for the detection of Bovine viral
diarrhea virus and Bovine herpesvirus 1 antibodies. The agar gel immunodiffusion (AGID)
was used for the detection of Bovine leukemia virus antibodies. The prevalence of antibody to
the Bovine herpesvirus 1 in buffaloes is very similar to the observed in cattle. The Bovine
viral diarrhea virus showed a below average prevalence whether compared to the antibodies
prevalence in cattle and buffaloes created in other parts of Brazil. The Bovine leukemia virus
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showed a very low prevalence of antibodies, however, these parameters were similar to others
observed in buffaloes in Brazil and worldwide. These parameters differ from the prevalence
observed in cattle, which probably suggests a natural resistance from this specie to the virus.
This fact, however, needs to be further elucidated.

Keywords: bovine viral diarrhoea virus, Bovine herpesvirus 1, bovine leukemia virus,
Bubalus bubalis.

PREVALENCIA DE ANTICUERPOS PARA EL Virus de la diarreia viral bovina,
Herpesvirus bovino Tipo 1Y Virus de la leucosis enzodtica bovina EN BUFALOS DE
RIO DE LA ISLA DE MARAJO

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue determinar la prevalencia de anticuerpos en una manada de
bafalos de rio en la Isla de Marajo en busca de virus: Virus de la Diarrea Viral Bovina,
Bovino Herpesvirus tipo 1 del Virus y la leucosis bovina enzodtica. La técnica de
neutralizacion se utilizé para detectar anticuerpos relacionados con el virus de la diarrea viral
bovina y virus del herpes bovino tipo 1 y la prueba de inmunodifusion en gel de agar para la
deteccion de anticuerpos contra el virus de la leucosis bovina enzodtica. La prevalencia de
anticuerpos contra el virus del herpes bovino tipo 1 en los bufalos estd muy cerca de la
prevalencia observada en el ganado bovino. La prevalencia de anticuerpos viral bovina virus
de la diarrea mostr0 muy por debajo de la media en comparacion con la prevalencia de
anticuerpos en el ganado bovino y bufalos, también creado en el Brasil. La prevalencia del
virus de la leucosis bovina enzodtica mostrd, sin embargo, cerca del rango observado en
bafalos en Brasil y en todo el mundo, que divergen de la prevalencia observada en los
anticuerpos de ganado muy bajo, probablemente mostrando una resistencia natural al virus de
este tipo, este factor debe ser mejor dilucidado.

Palabras clave: bovina virus de la diarrea viral, virus del herpes bovino tipo 1, virus de la
leucosis bovina enzootica, Bubalus bubalis.

INTRODUCAO

O Virus da diarreia viral bovina (BVDV) ha tempos é descrito como um dos principais
patdgenos de bovinos pelas perdas significativas a bovinocultura de corte e leite, justificando
sua importancia de ambito mundial; o virus pertence a familia Flaviviridae, género Pestivirus
com existéncia dos biotipos citopatico e ndo citopatico, de acordo com o efeito da replicacéo
do mesmo em cultivo celular sendo o diagndstico laboratorial realizado principalmente, por
meio de testes soroldgicos (1).

O Herpesvirus bovino tipo 1 (BHV-1) tem distribuicdo ampla, estando presente em
quase todos os paises de bovinocultura expressiva. O virus foi isolado pela primeira vez no
ano de 1956 e, desde entdo, tem sido descrito em varios paises. E um importante patdgeno que
provoca alteracdes nos sistemas respiratorio e reprodutivo de bovinos. A infec¢do esta
associada a um grande numero de manifestagdes clinicas, genericamente conhecidas por
Rinotragueite Infecciosa Bovina. Como os demais membros da familia Herpesviridae, tem a
caracteristica de ficar latente no organismo hospedeiro (2).

O Virus da leucose enzodtica bovina (BLV) esta classificado na familia Retroviridae,
género Deltaretrovirus e causa em bovinos, principal fonte de infecgdo, linfocitose persistente
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e linfossarcoma. O controle é dificil devido sua grande disseminagdo e grande numero de
animais assintomaticos, mas pode ser feito pela deteccdo e eliminacdo de animais
sorologicamente positivos (3).

Como foi descrito os virus BVDV, BHV-1 e BLV sdo importantes causadores de
doenca em bovinos, porém, pouco se sabe sobre essas enfermidades em bufalos, por isso o
objetivo do presente estudo foi determinar a prevaléncia de anticorpos para esses virus em um
rebanho de bufalos de dgua (Bubalus bubalis) da Ilha de Marajo.

Foram coletadas 211 amostras de soro de fémeas adultas da espécie Bubalus bubalis, de
diferentes racas de rebanhos, ndo vacinadas, destinadas a producdo de leite, criados em
sistema extensivo, provenientes de uma propriedade localizada no municipio de Salvaterra, na
ITha de Marajo, Estado do Para, Brasil (00°45°10”S 48°31°01”"). O sangue foi coletado por
puncdo da veia jugular, com agulhas descartaveis e sistema de vacuo. O soro foi separado do
sangue total por centrifugagdo a 250 x g, durante 10min e acondicionado em microtubos e
posteriormente estocados a temperatura de -20°C até a realizacdo dos testes.

A técnica de soroneutralizacdo foi utilizada para deteccdo de anticorpos referentes ao
BVDV (4) e a técnica de soroneutralizacdo para deteccdo de anticorpos para o BHV-1 (5). A
técnica de imunodifusdo em gel de agar (IDGA) para detec¢cdo de anticorpos para BLV foi
descrita por Roberts et al. (6).

As prevaléncias de anticorpos para os virus estudados estdo demonstradas na tabela 1.
Foi realizado, por soroneutralizacdo, um estudo em bufalos de dgua no estado de Minas
Gerais, Brasil e com prevaléncia de anticorpos de 14,7% para o BHV-1 (7), que diverge do
resultado encontrado no presente estudo que apresentou alta prevaléncia de anticorpos para o
BHV-1 (57,81%) achado esse semelhante ao encontrado em cria¢cdes de bovinos no Brasil
(8,9,10,11).

Tabela 1. Prevaléncia de anticorpos para BHV-1, BVDV e BLV em bufalos da Ilha de
Marajo, Pard, Brasil.

BHV-1 BVDV BLV
Positivos 122 (57,81%) 6 (2,84%) 3 (1,42%)
Negativos 87 (41,23%) 203 (96,20%) 197 (93,36%)
Inespecificos 2 2 11
Total 211 211 211

Foi encontrada a prevaléncia de anticorpos para o0 BVDV em bdfalos relativamente alta
(23% a 53%) em varias partes do mundo, inclusive no Brasil, porém, no presente estudo a
prevaléncia foi bastante baixa (2.84%) mostrando que no local estudado ha uma baixa
prevaléncia de anticorpos para o virus em bdfalos (7,12,13). As diferencas entre as taxas de
prevaléncia encontradas nas diversas regides do Brasil e do mundo podem ser explicadas
considerando-se os diferentes tipos raciais, manejo e a tecnologia empregada na criacao (14).

Muitos autores em varias partes do mundo ao pesquisarem a presenca de anticorpos em
bafalos para o BLV ndo encontraram positividade (15,16,17,18) ou positividade baixa que
ndo passaram de 2,0% (19,20). Esses autores ressaltam que a auséncia de animais positivos
para 0 BLV em amostras de bufalos testadas pode sugerir que a espécie possua uma
resisténcia natural ou que ha contatos mais fracos entre bovinos e bufalos, que permitam a
transmissdo por via bioldgica ou mecanica. No presente estudo, também, foi encontrada uma
baixa prevaléncia de anticorpos para o BLV (1,42%), sugerindo que os bufalos criados na Ilha
de Marajo, também, apresentam pouco contato com o BLV ou resisténcia natural, entretanto,
é interessante realizar um estudo mais profundo na tentativa de isolamento do BLV em
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bafalos para determinar a importancia desses animais na manutencdo do virus, que parece
diferir bastante da doenca observada em bovinos.

Os resultados deste trabalho permitem fazer as seguintes conclusfes: a prevaléncia de
anticorpos para 0 BHV-1 em bubalinos estda muito proxima da prevaléncia observada em
bovinos, sugerindo uma semelhanca quanto a mesma susceptibilidade e exposi¢do das duas
populacdes ao virus, fator esse preocupante, e que demonstra a grande circulagdo do BHV-1
na llha de Marajo. O BVDV apresentou prevaléncia de anticorpos muito abaixo da media
quando comparada com prevaléncia de anticorpos em bovinos e bubalinos, inclusive criados
no Brasil, porém, ndo deve ser interpretada como resisténcia dos bubalinos ao virus, pois em
outras regides ha alta prevaléncia de anticorpos para o virus, e, também, ndo se pode esquecer
a possivel existéncia de animais persistentemente infectados, que ndo sdo detectados por
sorologia e cuja importancia ndo se sabe na criacdo de bafalos. O BLV mostrou prevaléncia
de anticorpos muito baixa e proximo dos parametros observados em bufalos no mundo e no
Brasil, que divergem da prevaléncia observada em bovinos, mostrando provavelmente uma
resisténcia natural dessa espécie ao virus, fator esse que precisa ser mais bem elucidado.
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CARACTERISTICAS DA CARCACAE QUALIDADE DA CARNE DE BOVINOS
TERMINADOS EM SISTEMA DE INTEGRACAO LAVOURA-PECUARIA
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RESUMO

Trinta e seis bovinos machos castrados, jovens, da raga Canchim foram criados em sistema de
integracdo lavoura-pecuéria (SILP) e terminados em confinamento com alimentos produzidos
no sistema. ApGs o abate dos animais foram avaliadas e discutidas as caracteristicas da
carcaca e da qualidade da carne: peso e comprimento dos cortes dianteiro e traseiro, area de
olho-de-lombo, espessura de gordura subcutanea, pH, cor, capacidade de retencdo de agua,
perda por coccdo e forca de cisalhamento. Os resultados indicaram que o SILP é uma
alternativa para a producgéo de gado de corte e obtencdo de carcaca e carne de qualidade.

Palavras-chave: Canchim, caracteristicas fisico-quimicas, produgéo, SILP.

CARCASS AND MEAT QUALITY FROM CATTLE FINISHED IN INTEGRATED
CROP-LIVESTOCK SYSTEM

ABSTRACT

Thirty six Canchim steers were raised in an integrated crop-livestock system (ICLS) and
finished in a feedlot with feed harvested from the system. After the animals’ slaughter the
carcasses characteristics and meat quality were evaluated and discussed: weight of primal cuts
from the forequarter and hindquarter, rib eye area, subcutaneous fat thickness, meat pH, color,
water holding capacity, cooking losses and shear force. The results indicated that the ICLS is
an alternative for the production of beef cattle with appropriate quality of carcass and meat.

Keywords: Canchim, physicochemical characteristics, production, ICLS

CARACTERISTICAS DE LA CARCASA Y CALIDAD DE LA CARNE DE
VACUNOS TERMINADOS EN SISTEMA DE INTEGRACION AGRICULTURA
COM GANADERIA

RESUMEN

Treinta y seis bovinos machos castrados, jovens, Canchim fueron creados en el sistema de
integracion agricultura-ganaderia (SIAG) y acabados em régimen de confinamiento con los
alimentos producidos en el sistema. Despues del sacrificio de los animales fueron evaluados y
discutidos las caracteristicas de la carcasa y calidad de la carne: peso y largo de las secciones
traseras y dianteras, area de ojo de lomo, espesor del tocino, pH, color, capacidad de retencién
de agua, pérdida por coccion y la fuerza de cizallamiento. Los resultados indicaron que lo
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SIAG es una alternativa para la produccion de ganado de carne con caracteristicas de la canal
y de calidad adecuada.

Palabras clave: Canchim, caracteristicas fisicas y quimicas, produccion, SIAG.
INTRODUCAO

Devido ao custo elevado para a formacdo e a reforma das pastagens, tém-se buscado
diversas técnicas para otimizar o retorno desse investimento. Além da preocupagdo com 0s
altos custos da atividade, tem merecido atengéo a degradacgéo do solo e a forma como ela afeta
a sustentabilidade da agropecuaria nacional. A rotacdo de culturas anuais com pastagens,
também conhecida como sistema de integracdo lavoura-pecuaria (SILP), tem sido utilizada
como uma das alternativas para promover a sustentabilidade, econémica e ecoldgica, dos
sistemas de producdo agropecuaria (1). De modo geral, com o SILP, ha aumento da lotagdo
animal, otimizacdo de maquinario e diversificacdo da producéo, pela obtencdo de graos, além
de carne ou leite (1). Deste modo, o SILP é uma alternativa para producao mais sustentavel de
carne bovina, permitindo a recuperacdo de pastagens, bem como a utilizacdo do solo para
producéo de alimentos para animais confinados (2).

Num sistema de producao de bovinos de corte, se faz necessario avaliar, além do ganho
de peso dos animais, também as caracteristicas da carcaca e a qualidade da carne. A presente
comunicacgdo traz resultados preliminares de estudo sobre as caracteristicas da carcaca e a
qualidade da carne de animais terminados em confinamento, com alimentos obtidos no
proprio sistema.

O estudo foi conduzido no sistema de integracdo lavoura-pecuéria da Embrapa Pecuéria
Sudeste, em Sao Carlos, SP, utilizando uma area de 21 ha. Foi realizada a renovacao anual de
1/3 de uma éarea de pasto degradado de capim-braquiaria (Urochloa decumbens cv. Basilisk)
utilizando-se o preparo do solo convencional e o cultivo de milho (Zea mays L.) var. BRS
2020 e nas entrelinhas foi semeado o capim-marandu (Urochloa brizantha - Hochst ex A.
Rich.- Stapf cv Marandu), conforme descrito por Bernardi et al. (1). No terceiro ano de
renovacdo 36 bovinos, machos castrados da raca Canchim (5/8 Charolés + 3/8 Zebu) foram
introduzidos no sistema e avaliados quanto ao desempenho. Os animais utilizaram as
pastagens de maneira rotacionada, conforme a disponibilidade de forragem. Os animais foram
terminados em confinamento, utilizando dieta com relacdo volumoso:concentrado de 50:50
(base da matéria seca) fornecida ad libitum. A dieta do confinamento apresentou a seguinte
composicdo: proteina bruta: 10,4%, extrato etéreo: 3,7% e Ca: 0,73%, com 72,8% de
digestibilidade total. O manejo da cultura anual e dos animais, bem como as caracteristicas
das dietas estdo em Bernardi et al. (1).

As operacdes de abate foram realizadas em abatedouro industrial com inspecédo oficial.
Ap0s as etapas de insensibilizacdo, sangria, esfola e evisceracdo, as carcacas foram mantidas
a temperatura ambiente durante uma hora, antes do armazenamento em camara frigorifica a
2°C até que as carcagas atingissem a temperatura de, no maximo, 7°C no interior da massa
muscular, conforme preconizado pela legislacdo brasileira vigente (3). Os pesos de carcaca
quente, das subdivisdes da carcaca resfriada (traseiro especial, dianteiro com cinco costelas e
ponta de agulha), o comprimento e profundidade da carcaca foram obtidos no frigorifico. Do
musculo longissimus dorsi da meia-carcaca esquerda, cortado entre a 12% e a 13 costelas,
foram medidas a area de olho de lombo (AOL) e a espessura de gordura externa (EGAOL), e
retirados cortes de 2,5 cm de espessura para a analise da qualidade da carne. As amostras
foram transportadas em caixas térmicas para o Laboratério de Anélise de Carnes da Embrapa
Pecuaria Sudeste (S&o Carlos — SP). O pH foi medido na por¢do muscular do corte com um
medidor digital marca Testo R 230, em triplicata. As determinag¢Ges da cor da carne foram
realizadas em triplicata em diferentes pontos do corte e da cor da gordura uma Unica vez.
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Foram avaliadas a luminosidade (L*), a intensidade da cor vermelha (a*) e a intensidade da
cor amarela (b*) com colorimetro Hunterlab Miniscan XE Plus, iluminante D65, abertura 10°.
Trinta minutos antes das determinagdes, foi realizado um corte transversal ao musculo, para
exposicdo da mioglobina ao oxigénio. A capacidade de retencdo de 4gua (CRA) foi obtida por
diferenca entre os pesos de uma amostra de carne, de aproximadamente 2 g, antes e depois de
ser submetida a pressao de 10 kg, durante 5 minutos. Para perda por coc¢do (PCC), os cortes
de 2,5 cm foram pesados em balanga semi-analitica e em seguida, assados em forno pré-
aquecido a 180°C, até que a temperatura de 70°C no centro da peca fosse atingida, sendo a
temperatura monitorada por termopares. Apos o resfriamento das amostras a temperatura
ambiente, foram novamente pesadas. As perdas durante o cozimento foram calculadas pela
diferenca de peso antes e depois da coccdo e expressas em porcentagem. Para forga de
cisalhamento (FC), os mesmos cortes utilizados para obtencdo da perda por coc¢do foram
resfriados a 5°C, em refrigerador comercial, por uma noite. Foram retirados oito cilindros,
paralelamente ao sentido das fibras musculares, utilizando-se um vazador com 1,27 cm de
didmetro, para determinar a forca necessaria para cortar transversalmente cada cilindro em
texturdmetro Texture Analyser TA.XT.plus (Stable Micro Systems Ltd., Vienna Court, UK),
acoplado a lamina Warner-Bratzler com 1,016 mm de espessura com capacidade para 50 kg,
utilizando o programa Texture Expert. O texturOmetro foi calibrado para: velocidade do teste
de 200 mm/min; velocidade pds-teste de 2400 mm/min; distancia de 40 mm; peso de
calibracédo de 10 kg. A forca maxima foi registrada, para cada cilindro, na curva do programa
Texture Expert e as médias dos valores dos cilindros, por carcacga, foram utilizadas. Os dados
obtidos foram analisados pelo software XLSTAT (Addinsoft, New York, EUA).

Os animais deste estudo foram abatidos com media de idade de 27 meses, com peso
vivo médio de 492,9 kg, resultando, em média, 18,9 @ de carcaca com espessura de gordura
média de 3,4 cm. Tendo em vista que € preconizado o abate de animais entre 16 a 22 arrobas
(240 a 330 kg), os animais produzidos no sistema atenderam esse requisito.

Na Tabela 1 sdo apresentados os parametros das caracteristicas da carcaca e da
qualidade da carne dos animais produzidos no sistema integracdo lavoura-pecuaria. Valores
de pH da carne entre 5,4 e 5,8 sdo considerados normais para a carne bovina (4,5). Em relacao
a maciez, a carne destes animais apresentou média de 9,06 kgf/cm?, superando o limite que
separa a carne macia da dura, que é entre 4,5 e 6,0 kgf/cm? (6,7). Os fatores como a idade do
animal e a cobertura de gordura da carcaca sdo determinantes sobre a caracteristica de maciez
da carne. Os animais deste estudo foram abatidos com meédia de idade de 27 meses; animais
menos jovens apresentam estruturas de colageno e elastina mais insollveis proporcionando
carnes menos macias. A varia¢do de gordura de cobertura subcutanea variou de 1 a 7 mm,
sendo que os frigorificos exigem que a carcaca tenha no minimo 3 mm de espessura de
gordura na altura da décima segunda costela. A espessura de gordura subcuténea é
fundamental no processo de resfriamento da carcaga, pois funciona como isolamento térmico,
evitando a perda excessiva de dgua, e 0 escurecimento da carne. As carcagas com cobertura de
gordura inadequada sdo mais susceptiveis ao encurtamento das fibras musculares durante o
resfriamento (cold-shortening). Dessa forma, algumas das carcacas obtidas podem ter
apresentado problemas no processo de resfriamento devido a pouca cobertura de gordura. A
area de olho-de-lombo (AOL) é outra importante caracteristica de carcaca relacionada a
musculosidade, e é utilizada como indicadora de rendimento dos cortes de alto valor
comercial, pois se correlaciona positivamente com a porcdo comestivel da carcaca (5). A
perda de peso por coccdo indica a capacidade de retencdo de &gua da carne, e os valores
foram em média 27,2% (+2,9). Os valores de AOL e espessura da gordura foram menores que
0s apresentados por Rubiano et al. (7), enquanto que os valores de perda por coccdo foram
maiores para animais do mesmo grupo genético.

A luminosidade e a coloragdo da carne séo relacionadas diretamente com o valor de pH
apos o resfriamento. No caso deste estudo, em que os valores de pH permaneceram dentro dos
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limites ideais, as caracteristicas de L*, a* e b* foram coerentes. Os valores de a* (variando de
12,5 a 16,8) apresentaram-se mais baixos do que aqueles considerados ideais por Pereira (8),
segundo os quais a intensidade de a* deveria situar-se entre 18 e 22. Neste estudo, o valor
medio para este parametro foi de 14,71. O valor de b* da gordura apresentou-se maior do que
valores relatados em animais Canchim terminados em confinamento (9,10). A coloracéo
amarelada da gordura normalmente esta associada ao animal produzido no pasto, portanto
com maior idade de abate, enquanto a gordura menos pigmentada (branca) esta relacionada a
animais terminados em confinamento, em que normalmente a fracdo volumosa da dieta é
pobre em pigmentos carotendides (10).

Tabela 1. Parametros de qualidade da carcaga de animais Canchim (n=36) produzidos no
sistema de integracdo lavoura-pecudria.

Variavel Média Desvio padrdo Minimo Maximo
Peso da carcaga resfriada direita (kg) 141,6 16,4 100,2 169,4
Peso da carcaga resfriada esquerda (kg) 1422 15,9 100,8 169,6
Peso do traseiro direito (kg) 86,6 10,0 62,7 102,7
Peso do traseiro esquerdo (kg) 87,4 10,0 63,4 103,4
Peso do dianteiro direito (kg) 54,9 6,5 37,5 66,7
Peso do dianteiro esquerdo (kg) 54,8 6,3 37,4 66,2
Peso da ponta de agulha esquerda (kg) 18,4 2,9 13,1 28,0
Comprimento da carcaca (cm) 132,2 4,5 122,4 141,3
Profundidade da carcaga (cm) 41,6 1,8 38,7 47,5
Area de olho de lombo (cm?) 73,1 9,0 56,2 90,5

Espessura de gordura (mm) 3,4 1,3 1,0 7,0
pH 5,68 0,06 5,56 5,79
Forca de cisalhamento (kgf/cm?) 9,06 1,32 5,87 11,41
Capacidade de retencéo de agua (%) 83,05 3,43 74,96 91,00
Perda por coccgéo (%) 27,19 2,92 22,67 34,39
Cor

L* (carne) 37,40 1,95 32,99 41,79
a* (carne) 14,71 1,14 12,53 16,82
b* (carne) 12,15 1,05 10,02 14,55
L* (gordura) 75,44 2,78 70,72 81,01
a* (gordura) 8,18 2,07 3,66 11,89
b* (gordura) 20,39 2,26 16,32 25,16

L*: luminosidade, variando de O (preto) a 100 (branco); a*: variando de verde (valores negativos) a vermelho (valores
positivos); b*: variando de azul (valores negativos) a amarelo (valores positivos)

Os resultados indicaram que o SILP pode ser uma alternativa para producéo de bovinos
de corte, com caracteristicas de carcaca e de qualidade adequadas.

REFERENCIAS
1. Bernardi ACC, Vinholis MMB, Barbosa PF, Esteves SN. Renovacdo de pastagem e
terminacdo de bovinos jovens em sistema de integracdo lavoura-pecuaria em Sdo Carlos,

SP: resultados de 3 anos de avalia¢fes. Sdo Carlos, SP: Embrapa Pecuaria Sudeste; 20009.

2. Bernardi ACC, Esteves SN. Integracdo lavoura-pecuéria aumenta producdo de carne.
Visdo Agric. 2009;9:25-9.

Nassu RT, Tullio RR, Esteves SN, Bernardi ACC. Caracteristicas da carcaca e qualidade da carne de bovinos
terminados em sistema de integracdo lavoura-pecudria. Vet. e Zootec. 2016 dez.; 23(4): 637-641.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterinéria e Zootecnia 641

10.

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BR). Portaria n.° 304, de 22 de
Abril de 1996. Estabelecimentos de abate de bovinos, bubalinos e suinos somente
poderdo entregar carnes e mitdos para comercializagdo com temperatura de até 7 (sete)
graus centigrados. Diario Oficial da Unido. 23 Abr 1996. Secdo 1, p.6856 [cited 2016
Mar 11]. Available from:
www.agricultura.gov.br/arg_editor/file/Ministerio/.../port%20304.doc.

Abularach ML, Rocha CE, Felicio PE. Caracteristicas de qualidade do contra-filé (m. L.
dorsi) de touros jovens da raca Nelore. Cienc Tecnol Aliment. 1998;18:205-10.

Luchiari Filho AA. Pecuéria da carne bovina. Sdo Paulo: Embrapa; 2000.
Lawrie RA. Ciéncia da carne. 6a ed. Porto Alegre: Artmed; 2004.

Rubiano GAG, Arrigoni MB, Martins CL, Rodrigues E, Gongalves HC, Angerami CN.
Desempenho, caracteristicas de carcaca e qualidade da carne de bovinos superprecoces
das racas Canchim, Nelore e seus mesticos. Rev Bras Zootec. 2009;38:2490-8.

Pereira ASC. Qualidade da carne de bovinos Nelore (Bos taurus indicus) suplementados
com vitamina E [dissertacdo]. Pirassununga: Faculdade de Zootecnia e Engenharia de
Alimentos, Universidade de Sdo Paulo; 2002.

Tullio RR. Estratégias de manejo para producéo intensiva de bovinos visando a qualidade
da carne [tese]. Jaboticabal: Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Universidade
Estadual Paulista; 2004.

Fernandes ARM. Eficiéncia produtiva e caracteristicas qualitativas da carne de bovinos
Canchim terminados em confinamento [tese]. Jaboticabal: Faculdade de Ciéncias
Agraérias e Veterinarias, Universidade Estadual Paulista; 2007.

Recebido em: 08/03/2015
Aceito em: 05/10/2016

Nassu RT, Tullio RR, Esteves SN, Bernardi ACC. Caracteristicas da carcaca e qualidade da carne de bovinos
terminados em sistema de integracdo lavoura-pecudria. Vet. e Zootec. 2016 dez.; 23(4): 637-641.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 642

PESQUISA DE ANTICORPOS ANTI-Brucella abortus EM OVINOS DA REGIAO
MEDIO-NORTE MATOGROSSENSE

Rafael dos Santos!

Anderson Augusto Dionisio de Souza’
Silvane Cardoso Gomes®

Suyane Nayara Garcia Socoloski*
Bruno Gomes de Castro®

RESUMO

A brucelose é uma importante enfermidade na pecuéria nacional. Dentre 0s agentes
causadores desta enfermidade, destaca-se a espécie Brucella abortus. Sendo assim, objetivou-
se com este estudo a realizacdo de inquérito sorolégico para diagnosticar a sorprevaléncia de
anticorpos anti- Brucella abortus em ovinos da regido médio-norte do estado de Mato Grosso,
pela deteccdo de anticorpos anti-Brucella abortus em 255 ovinos, pela técnica do Antigeno
Acidificado Tamponado. De acordo com os resultados obtidos, foi verificada frequéncia de
3,53% ovinos sororreagentes, sendo 3,72% nas fémeas e 2,5% nos machos. Esta pesquisa
revelou elevada ocorréncia de anticorpos anti-Brucella abortus em ovinos no Estado do Mato
Grosso. Diante disso, 0 sucesso do Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da
Brucelose (PNCEBT) no estado pode ser prejudicado, uma vez que é comum a criacao
consorciada de pequenos ruminantes e bovinos nessa regido, além do consideravel risco a
Saude Publica.

Palavras-chave: Brucelose, ovinocultura, Antigeno Acidificado Tamponado, Mato Grosso.

RESEARCH ON BRUCELLA ABORTUS ANTIBODIES IN SHEEP FROM MID-
NORTH MATO GROSSO STATE, BRAZIL

ABSTRACT

Brucellosis is an important disease in Brazilian livestock. Among the agents of this disease,
the most relevant in Brazil is Brucella abortus. This study aimed to investigate antibodies
against Brucella abortus in sheep of the mid-north of Mato Grosso State, Brazil, through the
detection of antibodies anti-Brucella abortus in 255 sheep by Buffered Acidified Antigen.
According to the results, there was a frequence of 3.53% of soropositive sheep in region, with
3.72% positive females and 2.5% males. The municipality with the highest prevalence in this
survey was Sinop (5.55%). The results presented high occurrence of antibodies anti-Brucella
abortus in sheep from mid-north region of Mato Grosso State, Brazil. By the way, the success
of the Brucellosis Animal Sanity Program (PNCEBT) can be affected, due to the commonly
associated breeding of sheep and cattle and the risk in public health.

Keywords: Brucellosis, Sheep, Buffered Acidified Antigen, Mato Grosso State
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PESQUISA DE ANTICUERPOS ANTI-BRUCELLA ABORTUS EN OVINOS DE LA
REGION MEDIO-NORTE DE LA PROVINCIA DE MATO GROSSO, BRASIL

RESUMEN

La brucelosis es una enfermedad importante en la cadena nacional de ganado. Entre los
principales agentes causantes de esta enfermedad, hay relevancia la especie Brucella abortus.
Asi, este estudio tuvo como objetivo llevar a cabo el primer estudio seroldgico para
diagnosticar la prevalencia de Brucella abortus en 255 ovinos de la region media de la
provincia de Mato Grosso, Brasil, través de la deteccion de anticuerpos anti-Brucella abortus
en ovinos por la técnica de soroagluinacion. Segun los resultados, se verificd frecuencia de
3,53% de ovinos seropositivos, con el 3,72% en las hembras y el 2,5% en los machos. El
municipio con mayor ocurrencia fue Sinop (5,55%). Los resultados apresentaram una alta
frecuencia de anticuerpos anti-Brucella abortus en el ganado ovino de la region. Diante do
presentado, el suceso del Programa Nacional del Control y Erradicacion de la Brucelosis y
Tuberculosis Animal (PNCEBT) se puede ser afectado, debido a creacién conjunta del ganado
bovino y ovino, asi como el risco en la Salud Publica.

Palabras clave: Brucelosis, ganado ovinos, Antigeno Acidificado Tamponado, Mato Grosso

A brucelose ¢ uma enfermidade infectocontagiosa causada por bactérias do género
Brucella spp., considerada como um problema econdmico e sanitario em virtude das
desordens reprodutivas nos animais (1). Dentre as espécies de maior relevancia, destaca-se a
infeccdo causada por Brucella abortus, principal agente causador da brucelose em bovinos,
podendo também acometer outras espécies domésticas como pequenos ruminantes, caninos e
equinos (2).

As alteracdes decorrentes da infeccdo por B. abortus em ovinos variam desde uma
epididimite, orquite e vesiculite, enquanto nas fémeas podem ser observados quadros de
vaginocervicite e endometrite associadas a abortamentos esporadicos (3), além de ocasionar
nascimento de animais fracos e morte perinatal, resultando em baixos indices reprodutivos

(4).

Apesar de a espécie B. abortus receber maior importancia em bovinos, a criagdo semi-
extensiva e consorciada destes com outras espécies favorece a disseminacdo do agente. A
ocorréncia do agente etiologico em ovinos decorre principalmente pelo fato de os bovinos
contaminarem o ambiente (5).

Diante da importancia sanitaria e econémica desta infeccdo em ovinos, objetivou-se
com este estudo realizar um inquérito sorolégico para diagnosticar a soroprevaléncia de
anticorpos anti-Brucella abortus em ovinos da regido médio-norte do estado de Mato Grosso.

Coletou-se o0 sangue de 255 ovinos, machos inteiros e fémeas em idade reprodutiva,
entre 0s meses de julho a agosto de 2014 em 15 propriedades rurais localizadas nos
municipios de Sinop, Sorriso, Santa Carmem e Italba, pertencentes a microrregiao de Sinop.
O sangue foi colhido por venopuncéo jugular utilizando-se tubos de coleta a vacuo, estéreis e
com ativador de coagulo. Apds a coleta, os tubos foram devidamente identificados, e, apos a
retracdo do coagulo, enviados, sob refrigeracdo, para o Laboratério de Doencas Infecciosas da
Universidade Federal de Mato Grosso — Campus de Sinop. As amostras foram centrifugadas a
3.000 rpm por 10 minutos, e o soro foi armazenado em microtubo estéril de 1,5 mL,
identificado e conservado a -20°C até 0 momento do processamento.

Aplicou-se um questionario epidemiolégico em cada propriedade, no qual foram
anotados dados referentes ao sexo, idade e raca, bem como outras questOes relativas aos
aspectos produtivos e sanitarios da propriedade.
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A pesquisa de anticorpos anti-B. abortus foi realizada no laboratério de Doengas
Infectocontagiosas da Universidade Federal de Mato Grosso, utilizando-se o teste do
Antigeno Acidificado Tamponado (AAT), conforme recomendado pelo Plano Nacional de
Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose Animal. O antigeno usado consistiu de
uma suspensdo celular inativada de B. abortus, amostra 1119-3, produzido pelo Instituto de
Tecnologia do Parana. A técnica seguiu o protocolo recomendado pelo fabricante.

A caracterizacdo da significancia entre as diferencas observadas nas frequéncias de
animais reativos segundo o sexo foi determinada pelo Teste Exato de Fischer, pelo programa
Biostat 5.0. O nivel de significancia adotado foi de 5%.

Os dados referentes a este estudo podem ser observados na Tabela 1. Apds anédlise do
resultado, foi verificado que 3,53% dos animais (n=9) apresentaram anticorpos anti-Brucella
abortus. Foi observado, também, que apenas cinco propriedades apresentaram a0 menos um
animal positivo, representando uma prevaléncia de 33,33% de focos da infecgéo.

Tabela 1. Distribuicdo da prevaléncia de ovinos soropositivos para Brucella abortus pela
técnica do Antigeno Acidificado Tamponado na regido médio-norte matogrossense, Brasil.

Municipio X?]ti?r:;jii Positivos Negativos Prevaléncia
Italba 97 3 94 3,09%°
Santa Carmem 50 1 49 2%*°
Sinop 54 3 51 5,55%*
Sorriso 54 2 52 3,70%°
Total 255 9 246 3,53%*?

(P>0,05)
Prevaléncias seguidas de letras iguais na mesma coluna, ndo apresentam diferenca (P>0,05) pelo teste exato de Fischer.

Este estudo apresentou uma prevaléncia acima do observado em todos os estudos
realizados até 0 momento em outros estados do territorio nacional. O primeiro estudo foi de
Dias e Silva et al. (6) em ovinos e caprinos em oito municipios do estado do Ceara e nédo
foram detectados animais sororreagentes nas 2.391 amostras analisadas.

Em outro estudo, realizado na regido nordeste, Pinheiro Junior et al. (5) observaram em
Pernambuco a prevaléncia de 0,6% de caprinos soropositivos (N= 340) e de 2,5% de ovinos
reagentes.

Desta forma, esse primeiro estudo detectou a ocorréncia de ovinos sororreagentes a
Brucella abortus no estado de Mato Grosso. Ademais, foi possivel verificar que a regido
estudada neste levantamento epidemioldgico apresentou a maior soroprevaléncia, comparado
aos estudos ja realizados no pais. Esta prevaléncia possivelmente decorre de infec¢do por
contato constante entre ovinos e bovinos, visto que o estado de Mato Grosso apresenta a
maior prevaléncia de bovinos com Brucella abortus do Brasil (7). Assim, a criacdo
consorciada entre ovinos e bovinos pode ser considerada um fator de risco para a
disseminacdo do agente entre os rebanhos de diferentes espécies domésticas.

No que se refere a ocorréncia da infeccdo entre os géneros, verificou-se que dos nove
animais soropositivos, oito eram fémeas (n=215) e apenas um macho (n=40). Sendo assim, a
prevaléncia em fémeas e machos foi de 3,72% e 2,5%, respectivamente. Estudos realizados
por Carter e Chengappa (8), em bovinos, ressaltaram que um dos fatores que pode contribuir
para uma maior frequéncia da infec¢do brucélica em fémeas é o fato de o agente etiolégico
possuir tropismo por 6rgaos com maior disponibilidade de elementos necessarios para seu
metabolismo, como o eritritol (alcool polihidrico de quatro carbonos), uma substancia
produzida pelo feto que esta presente no Utero gravidico, tecidos mamarios e dsteo-articulares.
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A partir do quinto més de gestagdo, a concentracdo do eritritol eleva-se atingindo niveis
maximos proximos ao parto, estimulando a multiplicagdo da bactéria de forma crescente.

Outro fato que pode explicar a diferenca observada entre 0s géneros decorre do tipo de
criagdo observada na regido estudada, onde os machos inteiros permanecem estabulados,
enquanto que as fémeas sdo criadas extensivamente; aumentando o contato com outras
espécies, principalmente os bovinos que sdo a principal fonte de infecgdo e importante espécie
na cadeia epidemioldgica da doenca.

De acordo com a literatura, nos estudos em que foram observados animais
soropositivos, Pinheiro Junior et al. (5) verificaram prevaléncia semelhante entre machos e
fémeas (2,94% e 2,23%, respectivamente). Por outro lado, Ocholi et al. (9) ndo encontraram
machos positivos, enquanto que as fémeas apresentaram soroprevaléncia de 21,05% em
ovinos da regido de Bauchi, Nigéria.

Sendo assim, este estudo demonstrou a ocorréncia de uma infeccdo de grande
importancia em Defesa Sanitaria Animal, que é de maior relevancia em bovinos. Porém,
outras espécies também devem ser monitoradas para que o processo de distribuicdo e
propagacdo da brucelose seja mais bem compreendido, ja que o agente foi verificado em
outras espécies domésticas como cdes e caprinos, além de espécies silvestres como canideos e
cervideos (10).

O presente estudo revelou a presenca de anticorpos anti-Brucella abortus em ovinos no
Estado do Mato Grosso, em um nivel de ocorréncia relativamente alto. Esse fato pode
dificultar o sucesso do Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose
(PNCEBT), tendo em vista que, nessa regido, € comum a criacdo consorciada de pequenos
ruminantes com bovinos, além de representar riscos a Satude Pablica.

REFERENCIAS

1. Gul ST, Khan A. Epidemiology and epizootology of brucellosis: a review. Pak Vet J.
2007;27:145-51.

2. Antunes JMAP, Allendorf SD, Appolinario CM, Peres MG, Perotta JH, Neves TB, et al.
Serology for Brucella abortus in cart horses from an urban area in Brazil. Arg Bras Med
Vet Zootec. 2013;65:619-21.

3. Arias Y, Cardenas B. Diagnostico de brucelose em ovinos com antigeno de Rosa Bengala
al 3 e 8%. Rev Unelles Cienc Tecnol. 2007;25:40-3.

4. Estein SM. Imunological aspects in the diagnosis and control of contagious epidymitis of
rams by Brucella ovis. Arch Med Vet. 1999;31:1-18.

5. Pinheiro Junior JW, Souza MMA, Guerra NR, Santana VLA, Mota RA. Frequéncia de
aglutininas anti-Brucella abortus em caprinos e ovinos do sertdo do estado de Pernambuco,
Brasil. Cienc An Bras. 2008;9:1096-101.

6. Dias e Silva AE, Dias e Silva UM, Hansen D. Brucelose (Brucella abortus) como possivel
causa de aborto e epidimorquite em caprinos e ovinos no Ceara. Rev Bras Reprod Anim.
1982;6:25-9.

7. Negreiros RL, Dias RA, Ferreira F, Ferreira Neto JS, Goncalves VSP, Silva MCP, et al.
Situacdo epidemioldgica da brucelose bovina no Estado de Mato Grosso. Arq Bras Med
Vet Zootec. 2009;61:56-65.

Santos R, Souza AAD, Gomes SC, Socoloski SNG, Castro BG. Pesquisa de anticorpos anti-Brucella abortus em
ovinos da regido Médio-Norte Matogrossense. Vet. e Zootec. 2016 dez.; 23(4): 642-646.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterinéria e Zootecnia 646

8. Carter GR, Chengappa MM. Brucella. Essentials of veterinary bacteriology and mycology.
Philadelphia: London; 1991.

9. Ocholi RA, Kwaga JKP, Ajogi I, Bale JOO. Abortion due to Brucella abortus in sheep in
Nigeria. Rev Sci Tech Off Int Epiz. 2005;24:973-9.

10. Dorneles SEM, Santos H, Minharro S, Nascimento Rocha JM, Mathias LA, Dasso MG,
et al. Anticorpos anti-Brucella canis e anti-Brucella abortus em cdes de Araguaina,
Tocantins. Braz J Vet Res Anim Sci. 2011;48:167-71.

Recebido em: 11/08/2015
Aceito em: 31/10/2016

Santos R, Souza AAD, Gomes SC, Socoloski SNG, Castro BG. Pesquisa de anticorpos anti-Brucella abortus em
ovinos da regido Médio-Norte Matogrossense. Vet. e Zootec. 2016 dez.; 23(4): 642-646.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 647

ASPECTOS FiSICOS E MORFOLOGICOS DO SEMEN DE BUBALINOS DA RACA
MURRAH EM MATURIDADE SEXUAL

Mariana Furtado Zorzetto!

Yamé Fabres Robaina Sancler da Silva!
Saulo Zocca?

Gabriel Augusto Monteiro®

Stephane CéssiaVexenat!

lan Martin®

Eunice Oba®

RESUMO

A importancia da espécie bubalina estéa ligada a sua dupla habilidade de producéo (carne e
leite) e sua forca de tracdo, levando notoriedade a espécie no cenario econdmico mundial e a
investimentos em programas tecnoldgicos semelhantes aos aplicados em bovinos. Esses
programas visam aumentar a incorporacdo de biotecnologias reprodutivas a fim de se obter
um incremento genético dos rebanhos bubalinos existentes no pais e aumento da
produtividade dos mesmos. Portanto, o principal objetivo de todas as analises de sémen é
obter precisdo, de forma objetiva, rapida e barata podendo prever a fertilidade da amostra.
Assim sendo, o objetivo do presente estudo foi avaliar as caracteristicas morfologicas, a
concentracdo, aspecto, cor, densidade e a integridade da membrana plasmatica dos ejaculados
de touros de diferentes idades no momento a fresco. Foram utilizados 4 touros bubalinos para
colheitas seminais utilizando vagina artificial. O sémen fresco foi analisado quanto ao seu
volume, aspecto, cor, concentracdo (cdmara de Neubauer), morfologia realizada por
microscopia de interferéncia diferencial (DIC) e a cinética espermatica pelo sistema CASA. A
idade dos animais entre 48 a 84 meses diferem em relacdo aos defeitos maiores e
concentracdo espermatica em bufalos. Em bufalos, o aspecto seminal estd relacionado a
concentracdo espermatica, sendo que altas concentracdes espermaticas estdo relacionadas ao
aspecto leitoso e baixas concentracfes espermaticas ao aspecto aquoso.

Palavras-chave: sémen, bufalos, morfologia espermatica.

PHYSICAL AND MORPHOLOGICAL ASPECTS OF THE SEMEN OF MURRAH
BUFFALOES IN SEXUAL MATURITY

ABSTRACT

The importance of the bubaline species is tied to its dual ability of production of meat and
milk and its traction capacity, taking notoriety in the global economy and investments in
technology programs similar to those used in cattle. These programs aim to increase the
incorporation of reproductive biotechnologies in order to obtain a genetic increment of
buffalo herds to increase their productivity. Therefore, the main aim of all semen analysis is
get accuracy, objectively, fast and affordable to predict the fertility of the sample. Thus, the
objective of this study was to evaluate the morphological characteristics, concentration,
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appearance, color, density and plasma membrane integrity of fresh ejaculates of bulls from
different ages. They were used four buffalo bulls for semen collection using artificial vagina.
The fresh semen was analyzed for volume, appearance, color, concentration (Neubauer
chamber), morphology performed by differential interference microscopy (DIC) and sperm
kinetics by CASA system. The age of the animals between 48 and 84 months differ in relation
to major defects and sperm concentration in buffaloes. In the buffalo, seminal aspect is related
to sperm concentration, and in higher sperm concentrations are related to milky aspect and
lower sperm concentration to the watery aspect.

Keywords: semen, buffalos, sperm morphology.

ASPECTOS FISICOS Y MORFOLOGICOS DEL SEMEN DE LOS BUFALOS
MURRAH EN LA MADUREZ SEXUAL

RESUMEN

La importancia del bafalo estd ligado a su capacidad para duplicar la produccion (carne
y leche) y su resistencia a la traccion, con lo quela notoriedad de la especie en
la economia mundial y las inversiones en programas de tecnologia similares a los
utilizados en el ganado. Estos programas destinados a aumentar la incorporacion de la
biotecnologia reproductiva con el fin de obtener una mayor rebafio bdfalo genética en
elpaisy el aumento dela productividadde los mismos. Por lo tanto, el
objetivo principal de todos los analisis de semen consiste en precision, objetiva, rapiday de
bajo costo y puede predecir la fertilidad dela muestra. Por consiguiente, el objetivo de este
estudio fue evaluar las caracteristicas morfoldgicas, la concentracion, la apariencia, el
color, la densidad y la integridad de la membrana plasmatica de toro eyacula de diferentes
edades en el momento que se enfrie. En el presente estudio, hemos utilizado 4 toros
bufalo seminales de los cultivos utilizando vagina artificial. El semen fresco se analizd para
determinar el volumen, aspecto, color, concentracion (camara de
Neubauer), morfologia realizado por microscopia de interferencia diferencial (DIC) y la
cinética de esperma por el sistema CASA. La edad de los animales entre 48 y 84 meses difiere
en relacion con los defectos y la concentracién de espermatozoides en los bufalos. En el
aspecto seminal bafalo esta relacionado con la concentracion de esperma, y el aumento de las
concentraciones de espermatozoides esta relacionado con las concentraciones de
espermatozoides lechosas y bajar el aspecto acuoso.

Palabras clave: semen, bafalos, morfologia de los espermatozoides.
INTRODUCAO

A importancia da espécie bubalina esta ligada a sua dupla habilidade de producéo (carne
e leite) e sua forca de tracdo, levando notoriedade a espécie no cenario econdmico mundial e a
investimentos em programas tecnoldgicos semelhantes aos aplicados em bovinos. Estes
programas visam aumentar a incorporacao de biotecnologias reprodutivas a fim de se obter
um incremento genético dos rebanhos bubalinos existentes no pais e aumento da
produtividade dos mesmaos.

Portanto, o principal objetivo de todas as analises de sémen é obter precisdo, de forma
objetiva, rapida e barata podendo prever a fertilidade da amostra (1).

O volume de sémen deve ser medido imediatamente apds a coleta. Varia dependendo da
raca, idade, tamanho, nimeros de saltos, métodos de colheita, nutricdo do animal, saude e
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ambiente (2). Vale (3) e Almaguer et al. (4) sugerem que em touros na puberdade o volume é
de cerca 1 mL e de 3 mL ap0s atingirem a maturidade.

Koonjaenak e Rodriguez-Martinez (5) encontraram o volume de 3-4 ml em ejaculados
da raca Nili-Ravi, que é semelhante ao descrito por Sajjad et al. (6). O volume de ejaculado
varia dependendo da idade do touro, encontrando-se um aumento de volume entre 4 a 12 anos
(7). Corroborando para esses achados, Nordin et al. (8) encontraram um maior volume de
ejaculado em touros adultos do que nos jovens. De forma oposta, Javed et al. (9) nédo
encontraram diferencas significativas no volume de sémen de touros em diferentes idades.

A cor do ejaculado pode variar caso haja urina, sangue ou pus presente, ou ainda,
devido a dieta do animal. A coloracdo pode variar desde acinzentado até o amarelo citrino
(10).

A densidade do sémen depende das variagdes na concentracdo de espermatozoides.
Sémen geralmente varia do branco leitoso ao creme, com um tom claro de azul, com a
densidade do sémen variando de aquoso, leitoso, leitoso-cremoso, até cremoso (11).

Vale (3) encontrou diferencas significativas na densidade entre espermatozoides vivos
ou mortos. Koonjaenak e Rodriguez-Martinez (5) encontraram diferencas significativas na cor
e densidade no sémen do reprodutor bubalino e estas foram afetadas pela idade dos touros.

O numero de espermatozoides é expresso em milimetros cubicos. Para se determinar tal
namero, sdo usados metodos tais como: contagem em camara de Neubauer e
espectrofotometria (7). A concentracdo espermatica tem grande variagdo (600 - 1500 milhdes
de células por mL) e este parametro ¢é afetado por condi¢cdes sazonais, nutricionais e a idade
dos bufalos reprodutores (12, 13).

MedigBes mais rotineiras da concentracdo séo feitas em espectrofotometro. Em bufalos
criados na Bahia (Brasil), foram observadas concentracdes de 1166,3 + 17,5 x 10°
espermatozoides/mL (14). Em bufalos da raca Murrah criados na india, Kumar et al. (15)
encontraram concentracdes de 524,1 + 20,7-1031,4 + 28,7 x 10° espermatozoides/mL.
Resultados semelhantes foram observados por Rattan (16) na raca Nili-Ravi, Koonjaenak e
Rodriguez-Martinez (5).

Javed et al. (9) observaram menores concentracfes de espermatozoides em bafalos mais
velhos comparados com animais mais jovens. No entanto, Younis (17) ndo encontrou
nenhuma diferenca significativa na concentracdo de espermatozoides entre bufalos jovens e
velhos.

O teste de viabilidade avalia a percentagem de espermatozoides vivos ou mortos em um
ejaculado, bem como a integridade da membrana plasmatica do espermatozoide. O corante
preferivelmente usado é eosina-nigrosina. Em um eppendorf previamente aquecido a 37-38
°C, mistura-se 5 pL de sémen com 15 L de corante (eosina-nigrosina) e deixa-se em repouso
durante 30 segundos. Faz-se um esfregaco e deixa-se secar ao calor, observando em
microscopia éptica de luz com ampliacdo de 40x. Os espermatozoides vivos e com membrana
plasmatica intacta ndo permitem a passagem de eosina para dentro da célula e ficardo de cor
transparente a microscopia, enquanto que 0s espermatozoides mortos, com a perda funcional
da regido da membrana, permitem a passagem do corante, sendo observados de cor roxa (5).

A morfologia espermatica avalia a percentagem de espermatozoides normais e anormais
em uma dada amostra. Palacios (18) observou que a morfologia dos espermatozoides € um
fator determinante na capacidade de fertilizacdo do espermatozoide, uma vez que existe uma
correlacdo entre os defeitos do esperma e a infertilidade.

Os espermatozoides podem apresentar alguns defeitos de conformacéo. Estas alteracdes
sdo devidas a espermiogénese defeituosa, sendo por heranca, enfermidade, estresse por calor
ou frio, exposicédo a condi¢cdes ambientais adversas, repouso sexual prolongado (mais de 60
dias), e técnicas inadequadas de manipulacéo do sémen (19).

A maioria dos estudos que avaliaram anormalidades acrossomais foi realizada
utilizando a coloragéo de Giemsa (20). Mais de 90% dos espermatozoides foram observados
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com acrossoma intacto em touros da ragca Murrah, em que o sémen foi avaliado com o corante
Giemsa (14,15). Talevi et al. (21) reportaram resultados semelhantes utilizando a
fluorescéncia lectina.

Em estudos de Saeed et al. (19) em touros da raca Murrah, a maior parte das alteracdes
foi encontrada na cabeca do espermatozoide (5,78 + 2,1%), enquanto que as anormalidades de
peca intermediaria foram menor que 1% e outras anormalidades variaram de 3,92 + 1,0% a
5,7 + 0,4%. O aparecimento de gota citoplasmatica foi inferior a 1%. Proporc¢Ges semelhantes
de anormalidades foram observadas no sémen de bufalos da ragca Murrah do Brasil (14,15).

Sajjad et al. (6) em touros da raca Nili-Ravi com idade entre 12 a 15 anos mostrou
alteragOes de 11,67 £ 0,90% e semelhantes resultados foram encontrados por Saeed et al. (19).

Koonjaenak e Rodriguez-Martinez (5) encontraram menos de 15% de anormalidades em
espermatozoides de bufalos, onde a anormalidade mais comum foi a cabeca piriforme,
seguida de acrossomas Knobbed, que é a presenca de um granulo no acrossomo, sendo de
origem hereditaria e esta ligado diretamente com a infertilidade do animal quando encontrado
em grande quantidade. A terceira anormalidade mais encontrada foi a gota citoplasmatica
proximal e em seguida caudas dobradas. Esses resultados foram detectados por contraste de
fase em microscopia de luz. Além disso, determinaram que a idade do bdfalo reprodutor teve
efeito significativo sobre a incidéncia geral de anormalidades de cabeca, defeitos do
acrossoma, gota citoplasmatica proximal e defeitos de cauda totais.

Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar as caracteristicas morfologicas, a
concentracéo, aspecto, cor, densidade e a integridade da membrana plasmatica dos ejaculados
de touros de diferentes idades no momento a fresco.

MATERIAL E METODOS

Local do experimento

O experimento foi conduzido na Universidade Estadual Paulista, Fazenda Experimental
Lageado, FMVZ — UNESP/Botucatu. Os animais permaneceram confinados em piquete
coberto com sombrite, cercado com cerca elétrica, contendo bebedouro com fornecimento de
agua ad libitum e comedouro.

Animais

Dois meses antes do inicio do experimento, sete animais mesticos da raca Murrah foram
condicionados a conducéo por cabresto, estimulacéo do salto e colheita de sémen com vagina
artificial modelo Botucatu. Foi utilizada uma fémea da mesma espécie e raga como manequim
para 0 momento da colheita; e a estimulacéo do estro foi induzida com a administracao de 2,0
ml via intramuscular de Cipionato de Estradiol - ECP®. O cio foi observado 48h apés a
aplicacdo do hormanio.

Para 0 experimento, apenas quatro animais dos setes condicionados inicialmente foram
coletados, pois trés animais ndo apresentaram libido e se recusavam a montar. Os animais
utilizados no experimento apresentavam idades de 48 (1 animal), 72 (2 animais) e 84 (1
animal) meses.

Alimentacéo

Os sete machos ficaram confinados em baia coletiva e receberam a mesma dieta
composta por concentrado comercial (18% PB), sal mineral ad libitum e feno (Tifton tipo A).
A dieta foi fornecida duas vezes ao dia, pela manha (8h) e tarde (16h), mantendo sobra diaria
referente a 5% do fornecido.
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Colheita de sémen

Previamente ao inicio do experimento, os animais foram submetidos a um periodo de
adaptacdo de 30 dias onde foram condicionados a colheita de sémen (duas vezes por semana)
e ao cabresto, sendo que, apds esse periodo, deu-se inicio ao experimento. Nesse periodo,
também foram realizadas duas colheitas semanais durante um més com a finalidade de
melhorar a qualidade do sémen. A colheita de sémen foi realizada com vagina artificial
modelo Botucatu com temperatura entre 42 a 46 °C, preconizada por Vale (3). Durante o
periodo experimental, as colheitas foram realizadas entre 0s meses de agosto e setembro,
sendo 9 colheitas para o animal de 48 meses, 6 e 9 colheitas para os animais de 72 meses e 8
colheitas para o animal de 84 meses.

Anélises do Ejaculado
Na avaliagdo dos ejaculados foram consideradas as caracteristicas macro e
microscapicas, sendo, portanto, realizadas as seguintes analises:
o Mensuragédo do volume em tubo de ensaio graduado;
o Avaliagéo visual do aspecto e cor;
o Contagem da concentracdo espermatica utilizando a cdmara hematocitométrica
de Neubauer, em diluicdo de 1:200.
o Amostras de sémen (10pl de sémen) foram conservadas em eppendorfs
contendo 1,0 mL de formol salina em geladeira (4°C) para realizacdo da porcentagem
de patologias espermaticas (cauda, cabeca, acrossoma e peca intermediaria) em
microscopia de interferéncia diferencial (DIC), observado com lamina e laminula na
objetiva de 100X.

Anélise Estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo procedimento GLM
descrito no SAS 9.2, 2011. E as diferencas entre médias pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade (p < 0,05), sendo consideradas as seguintes causas de variacdes: idade (48, 72 e
84 meses), aspecto (aquoso e leitoso) e cor (amarela e marfim).

RESULTADOS

O volume médio variou entre 3,14 e 4,46 mL, em que o animal de idade de 48 meses
apresentou maior volume seminal em relagcdo aos animais de 72 meses (Tabela 1).

Quanto aos defeitos maiores, 0s mais encontrados no presente estudo foram cauda
fortemente dobrada ou enrolada, seguido dos defeitos de acrossoma; ja para os defeitos
menores, 0s mais frequentes foram cauda dobrada ou enrolada e gota citoplasmatica distal.

O animal com 48 meses apresentou diferenca estatistica em relacdo aos animais com
idade de 72 meses, porém, ndo foi diferente para o animal de 84 meses com relacéo a defeitos
maiores (Tabela 1).
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Tabela 1. Valores médios, desvio padrdo e coeficiente de variancia, das caracteristicas:
Volume (VOL), concentracdo (CONC), defeitos maiores (DMAI) e defeitos menores
(DMEN) entre as idades dos touros.

Variaveis
'DADE (meses) VOL (mL)  CONC (x10°) DMAI (%) DMEN (%)
48 4,46° 0,68 14,58 4,94
72 3,14° 0,52 26,56" 6,50
84 3,55% 0,43 21,53% 5,08
Média+ DP 3,16 + 1,06 35,41 +76,11 20,28 +9,03 5,09 + 3,83
CV% 33,74 214,96 44,54 75,12

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticas (p < 0,05)

A Tabela 2 apresenta os valores médios, desvio padrdo e coeficiente de variancia do
volume, concentracdo espermatica e defeitos maiores e menores dos espermatozoides em
relacdo ao aspecto.

O aspecto foi significativo apenas para concentracao, sendo que a maior concentracéo
de espermatozoides apresentou aspecto leitoso e a menor, aspecto aquoso, para volume,
defeitos maiores e menores ndo houve significancia (Tabela 2).

Tabela 2. Valores médios, desvio padrdo e coeficiente de variancia, das caracteristicas:
Volume (VOL), concentragdo (CONC), defeitos maiores (DMAI), defeitos menores (DMEN)
em relacdo ao aspecto seminal.

ASPECTO 9 Variaveis
VOL (mL) CONC (x10%) DMAI (%) DMEN (%)
AQuOso 2,25 0,35 18,75 5,07
Leitoso 3,29 0,85 20,50 5,25
Média + DP 3,16 + 1,06 3541 +76,11 20,28 +9,03 5,09 * 3,83
CV% 33,74 214,96 44,54 75,12

* Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticas (p < 0,05)

A Tabela 3 apresenta os valores médios, desvio padrdo e coeficiente de variancia do
volume, concentragdo espermatica e defeitos maiores e menores dos espermatozoides em
relacdo a cor do ejaculado.

A cor foi significativa para volume e concentracdo espermatica, sugerindo que o
ejaculado de cor amarela tem relagdo com maior volume e concentracdo espermatica, e a cor
marfim com menores volume e concentracdo espermatica (Tabela 3).
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Tabela 3. Valores médios, desvio padrdo e coeficiente de variancia, das caracteristicas:
Volume (VOL), concentragdo (CONC), defeitos maiores (DMAI), defeitos menores (DMEN)
em relagdo a cor do ejaculado.

COR Variaveis
VOL (mL) CONC (x10%) DMAI (%) DMEN (%)
Marfim 2,96° 0,70° 20,59 5,00
Amarela 5,007 1,572 17,33 6,00
Média+ DP 3,16 + 1,06 3541 +76,11 20,28 +9,03 5,09 + 3,83
CV% 33,74 214,96 44,54 75,12

* Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticas (p < 0,05)
DISCUSSAO

O volume variou entre 3,55 a 4,46 mL, apresentando maior volume o animal mais
jovem (48 meses). Vale (3) e Almaguer et al. (4) sugerem que touros na puberdade
apresentam volume de cerca de 1 ml e ap6s atingirem a maturidade de 3 mL. No presente
estudo, todos os animais utilizados estavam maduros sexualmente, portanto, o volume esté de
acordo com o preconizado pelos autores acima citados.

Para corroborar com os resultados do presente estudo, Koonjaenak e Rodriguez-
Martinez (5) e Sajjad et al. (6) relataram volumes entre 3 a 4 ml em ejaculados da raca Nili-
Ravi. O volume do ejaculado varia dependendo da idade do touro, encontrando um maior
volume em animais de 4 a 12 anos (7). Esses resultados condizem com os resultados obtidos
nesse estudo, em que touros de 4, 6 e 7 anos apresentaram volumes entre 3,55 a 4,46 mL,
como citado acima. Também corroborando com os achados, Nordin et al. (8) encontraram um
maior volume de ejaculado em touros adultos do que nos jovens. Entretanto, Javed et al. (9)
ndo encontraram diferencas no volume de sémen de touros em diferentes idades.

Quanto aos defeitos maiores, observou-se, nesse estudo, um predominio de cauda
fortemente dobrada ou enrolada, seguido dos defeitos de acrossoma. Os defeitos menores
mais encontrados foram de cauda dobrada ou enrolada e de gota citoplasmatica distal. Esses
resultados contradizem Saeed et al. (19), que relataram em touros da raca Murrah, maior
incidéncia de patologias na cabeca do espermatozoide (5,78 * 2,1%), enquanto que as
anormalidades de peca intermediaria foram menor que 1% . Esses mesmos autores relataram
que o aparecimento de gota citoplasmatica foi inferior a 1%, o que difere do presente estudo
onde a gota citoplasmatica distal foi o segundo maior defeito encontrado entre os defeitos
menores.

Isso pode ter ocorrido caso a idade, tratamento, protocolos, nimero de colheitas de
sémen e manejo usados pelos autores, sejam diferentes do utilizado no presente estudo,
influenciando as alteracGes diferentes nos espermatozoides dos bufalos. Porém, ambos os
trabalhos apresentam percentagens de defeitos morfoldgicos espermaticos dentro da faixa da
normalidade (30%).

Corroborando para os dados obtidos nesse estudo, Koonjaenak e Rodriguez-Martinez
(5) determinaram que a idade do bufalo reprodutor tem efeito significativo sobre a incidéncia
geral de anormalidades de cabeca, defeitos do acrossoma, gota citoplasmatica proximal e
defeitos de cauda totais. Em nosso estudo, os animais de 72 e 84 meses apresentaram maior
incidéncia de patologia espermatica. Contudo, os animais mais velhos empregados nesse
estudo tinham apenas 7 anos, o que € compativel com touros em reproducdo normal (22), e o
quadro espermatico observado esta dentro dos valores normais de patologia espermatica.

O aspecto foi significativo apenas para concentragdo, sendo observado que a maior
concentracdo de espermatozoides apresentou aspecto leitoso (10). A cor foi significativa para
volume e concentragdo espermaética, inferindo que o ejaculado de cor amarela tem relacéo
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com volume e concentracGes maiores, e a cor marfim com volume e concentragdes menores.
De forma similar ao presente estudo, Canizales (11) relatou que a densidade do sémen
depende das variagdes na concentracdo de espermatozoides. Esse mesmo autor relatou que o
sémen geralmente varia do branco leitoso ao creme, com um tom claro de azul, com a
densidade do sémen variando de um aquoso, leitoso, leitoso-cremoso, até cremoso. E sabido
que a coloragdo do sémen varia de acordo com a idade, alimentacdo e presenca de outros
elementos (10) e ndo foi encontrado na literatura nenhum trabalho que relacionasse a cor com
0 volume e a concentragdo seminal.

CONCLUSAO

A idade dos animais entre 48 a 84 meses diferem em relacdo aos defeitos maiores e
concentracdo espermatica em bufalos.

Em bufalos, o aspecto seminal esté relacionado a concentracdo espermatica, sendo que
altas concentracdes espermaticas estdo relacionadas ao aspecto leitoso e baixas concentracfes
espermaticas ao aspecto aquoso.
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RESUMO

O nervo isquiatico € o maior nervo do corpo pertencendo tanto ao plexo sacral quanto ao
lombossacro, sendo raras as citacfes na literatura referentes a anatomia deste nervo em
pequenos ruminantes. Sabendo que este nervo é vulneravel a diversas lesGes ao longo de seu
trajeto e que a carne do membro pélvico € de alto valor comercial, este trabalho teve como
objetivo conhecer a formagdo do nervo isquiatico, bem como seus territorios de inervacdo em
ovinos Morada Nova. O experimento foi conduzido no Laboratério de Anatomia da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido, sendo utilizadas 20 meias carcagas direitas de
ovinos, machos da raga morada nova, com faixa etaria entre 6 e 7 meses de idade procedentes
da Fazenda Experimental da EMPARN-RN. As carcacas foram dissecadas de modo a
visualizar o nervo isquiatico e as pecas conservadas em camara fria. Apos dissecadas e
analisadas a olho nu, verificou-se variacGes na quantidade de vértebras lombares e sacrais do
ovino, que variaram entre 7 vértebras lombares e 3 sacrais (90%) e 6 lombares e 4 sacrais
(10%), alterando a origem do nervo. O nervo isquiatico foi formado por raizes ventrais de
L7S1S2 (75%), de L6S1S2 (10%), de L7S1S2S3 (10%) e por ramos ventrais de S1S2S3
(5%), distribuindo-se pelos mdsculos gluteobiceps, semitendinoso e musculo
semimembranoso, podendo também inervar o musculo quadriceps da coxa. O conhecimento
destas caracteristicas anatdmicas pode contribuir efetivamente para execucdo da clinica
médica, evitando-se lesdes neuroldgicas de ordem iatrogénica.

Palavras-chave: neuroanatomia, isquiatico, ovino, inervacéo.

ORIGIN AND DISTRIBUTION OF THE SCIATIC NERVE IN MORADA NOVA
SHEEP.

ABSTRACT

The sciatic nerve is the largest nerve in the body, belonging both to the sacral plexus as the
lumbosacral, and there are few studies in the literature relating to anatomy of this nerve in
small ruminants. Knowing that this nerve is vulnerable to several injuries along its path and
that the flesh of the pelvic limb is of high commercial value, this study aimed to understand
the formation of the sciatic nerve and its innervation territories in Morada Nova sheep. The
experiment was conducted at the Anatomy Laboratory of the Federal Rural University of the
Semi-Arid, being rights socks used 20 carcasses heep, of the new address race, aged between
6 and 7 months of age coming from Experimental Farm EMPARN-RN. The carcasses were
dissected in order to view the sciatic nerve, and the pieces kept in cold storage. After
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dissected and examined with the naked eye, it was observed variations in the quantity of the
lumbar and sacral vertebrae of sheep, which ranged between 7 and 3 sacral lumbar vertebrae
(90%) and 6 lumbar and sacral 4 (10%), changing the origin of the nerve. The sciatic nerve
was formed by ventral roots L7S1S2 (75%) of L6S1S2 (10%) of L7S1S2S3 (10%) and
ventral branches S1S2S3 (5%), distributing the gluteobiceps muscles, semimembranosus
muscle and the semitendinosus and may also innervate the quadriceps muscle of the thigh.
The knowledge of these anatomical features can effectively contribute to medical clinic,
avoiding iatrogenic neurological damage order.

Keywords: neuroanatomy, sciatic, sheep, innervation.

ORIGEN Y DISTRIBUCION DEL NERVIO CIATICO EN OVEJAS MORADA
NOVA

RESUMEN

El nervio ciatico es el nervio mas grande del cuerpo que pertenece a ambos el plexo sacro
como el lumbosacra, y hay pocos estudios en la literatura con respecto a la anatomia de este
nervio en los pequefios rumiantes. Sabiendo que este nervio es vulnerable a varias lesiones a
lo largo de su trayectoria y la carne de la extremidad pélvica es de alto valor comercial, este
estudio tuvo como objetivo comprender la formacion del nervio ciatico y sus territorios de
inervacion en ovejas Morada Nova. El experimento se llevo a cabo en el Laboratorio de
Anatomia de la Universidad Federal Rural de la Zona Semiarida, siendo utilizados 20 medias
carcacas derechas de ovino, machos de la raza nueva direccion, con edades comprendidas
entre los 6 y 7 meses de edad procedentes de la granja experimental EMPARN-RN. Las
carcasas fueron disecadas para ver el nervio ciatico, y las piezas almacenadas en camara fria.
Después de diseccionado se examinaron con el ojo desnudo, la variacion fue encontrado en la
cantidad de las vertebras lumbares y sacras de ovejas, que oscilo entre 7 vértebras lumbares y
3 sacrales (90%) y 6 lumbares y cuarto sacrales (10%), cambiando asi el origen del nervio. El
nervio ciatico se formo por las raices ventral L7S1S2 (75%) de L6S1S2 (10%) de L7S1S2S3
(10%) y las ramas ventrales S1S2S3 (5%), la distribucion de los masculos gluteobiceps, y
semimembranoso musculo semitendinoso y también pueden inervar el masculo cuadriceps del
muslo. EI conocimiento de estas caracteristicas anatdmicas puede contribuir eficazmente en la
clinica médica, evitando el dafio neuroldgico de orden iatrogénica.

Palabras clave: neuroanatomia, ciatico, ovejas, inervacion.
INTRODUCAO

A producdo de carne ovina € uma atividade com grandes perspectivas para o Brasil,
considerando o potencial do mercado consumidor e a possibilidade de producdo dessa carne
com qualidade, todavia existe uma grande necessidade de organizacdo dos setores produtivos,
aléem da implantacdo de programas de qualidade tecnoldgica, objetivando o fornecimento ao
consumidor final de carnes em quantidade e, sobretudo, com qualidade superior, a precos
competitivos de mercado (1).

Mantendo essa linha de pensamento, muitos proprietarios investiram na introducdo de
racas puras no rebanho e em técnicas de manejos nutricionais, reprodutivos e higiénico-
sanitarios. Esta Gltima, por sua vez, ameacada por varios fatores, em destaque patologias que
envolvem o sistema nervoso, onde se inclui as lesdes de nervos periféricos, cada vez mais
frequientes na rotina dos atendimentos de urgéncia (2).
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No que diz respeito ao nervo isquiatico, este é o maior nervo do corpo, continuando até
a extremidade distal do membro pélvico, pertencendo tanto ao plexo sacral (3,4) quanto ao
lombossacro (5). Nos ruminantes, este nervo origina-se, essencialmente, dos ramos ventrais
do ultimo nervo lombar e do primeiro e do segundo componentes sacrais do tronco lombo-
sacral (6).

O nervo isquiatico torna-se vulneravel a lesGes diversas principalmente no seu trajeto
entre os musculos biceps e semimembranoso, poucos centimetros caudal ao fémur, tendo
como possiveis causas de injurias as fraturas pélvicas, fraturas de 72 vértebra lombar, luxacdo
sacro-iliaca, fratura de sacro, fratura do corpo do ilio na altura da incisura isquiatica maior,
injecOes gluteas, pinos intramedulares proximais no fémur mal direcionados, fratura do fémur,
injecdes mal direcionadas na face caudal na coxa e parto distécico, seja pelo tamanho do feto
ou seu inadequado posicionamento (5,7,8).

O nervo isquiatico inerva a maior parte da musculatura do membro pélvico, sendo
profundas as deficiéncias motoras associadas a desnervacdo. Em repouso, o0 membro fica
pendendo atrds do animal, ou seja, o joelho permanece caido e estendido e o pé, dobrado. O
perfeito posicionamento do membro acarretara a sustentabilidade do peso do corpo do animal
por um determinado periodo de tempo, por causa do funcionamento normal do musculo
quadriceps e do mecanismo reciproco. A desnervacdo cronica do nervo isquiatico resulta
numa atrofia neurogénica dos musculos da parte caudal da coxa e de todos os musculos distais
ao joelho (9).

Considerando a importancia clinica e cirdrgica e 0s poucos estudos referentes a
anatomia do nervo isquidtico de pequenos ruminantes, este trabalho teve como objetivos
fornecer subsidios a clinica médica destes animais, quanto a disposi¢do das fibras nervosas
oriundas do nervo isquiatico, de modo a evitar ou diminuir lesées no membro pélvico de
ordem iatrogénica, bem como evitar patologias que provocam perdas comerciais.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 20 ovinos clinicamente sadios, da raca morada nova, com idade
variando entre os seis e sete meses, pesando entre 13,7 e 28,2 Kg, todos procedentes da
Fazenda Experimental da EMPARN-RN. Os animais foram abatidos no frigorifico da
associacdo dos criadores de ovinos e caprinos da regido do Cabugi - ASCOP, localizado no
municipio de Lages-RN. Apos abate, fez-se a sec¢do da carcaca no sentido longitudinal do
animal em duas partes, sendo as meias carcagas direitas conduzidas ao Laboratdrio de
Anatomia da Universidade Federal Rural do Semi-arido — UFERSA. As carcacas foram
conservadas em camaras frias ao longo do experimento e descongeladas para dissecacao.

Assim, para identificacdo das raizes do nervo isquiatico, os musculos psoas maior e
psoas menor foram rebatidos, permitindo a exposicdo das raizes ventrais, junto aos forames
intervertebrais ou vertebrais laterais. Imediatamente, 0 musculo gluteo-biceps foi rebatido
dorsalmente até a visualizacdo do nervo isquiatico na passagem pelo forame obturador, sendo
posteriormente separado de sua insercdo na fascia lata e seccionado transversalmente no nivel
da articulacdo femorotibiopatelar possibilitando a identificacdo do nervo isquiatico e suas
ramificacBes ao longo de seu trajeto pela musculatura da coxa. A medida que o nervo
isquiatico ia sendo exposto era colocado sobre 0 mesmo algoddo embebido em peroxido de
hidrogénio a 20 volumes, permanecendo por 12 horas seguidas, favorecendo o clareamento e
melhor visualizacdo do nervo e seus ramos.

As observacdes feitas sobre o numero de vértebras lombares e sacrais, origem e
distribuicdo do nervo isquiatico foram expressas por meio de fotos e os dados agrupados em
tabelas. A nomenclatura adotada para este estudo esteve de acordo com o International
Committee on Veterinary Gross Anatomical Nomenclature (10).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram verificadas variagdes na quantidade de vértebras lombares e sacrais do ovino,
sendo que dezoito animais (90%) apresentaram sete vértebras lombares e trés sacrais e dois
(10%) mostraram seis vértebras lombares e quatro sacrais. Esses dados s&o concordantes com
os relatos de Pirlot (11) que afirma haver variagcbes no numero de vértebras entre espécies,
assim como variac@es intraespecificas. Do mesmo modo Konig e Liebich (12) descrevem em
pequenos ruminantes a existéncia de seis vertebras lombares e de trés a cinco vértebras
sacrais, resultado observado no presente trabalho em apenas 10% dos casos.

De uma forma geral, segundo Schwarze e Schrdder (13) a formula vertebral na espécie
ovina é formada a partir de seis a sete vertebras lombares e de quatro a cinco vértebras
sacrais, diferindo entdo deste trabalho j& que no ovino da raca Morada Nova, os exemplares
apresentaram até quatro vértebras sacrais, ndo sendo encontrado a quinta vértebra sacral.

A ocorréncia da variagdo no numero de vertebras lombares e sacrais na espécie em
questdo culminou com uma variagdo, inclusive, na origem do nervo isquiatico, o qual foi
formado em 75% dos animais a partir de ramos ventrais do sétimo nervo lombar e do primeiro
e segundo nervos sacrais (L7S;S; - Figura 1A), em 10% dos casos oriundo de raizes do sétimo
nervo lombar e dos trés primeiros sacrais (L;S:S,Ss - Figura 1B), em 10% formado de raizes
do sexto nervo lombar e dos dois primeiros sacrais (LgS1S, - Figura 1C), e em 5% dos
exemplares formado de raizes dos trés primeiros nervos sacrais (S1S,S; — Figura 1D).

Figura 1. Origem do nervo isquiatico do ovino da raca Morada Nova. Em A, observar a origem em
L;S:S,. Em B, origem em L-S;S,Ss. Em C, origem em L¢S;S, €, em D, origem a partir de S;S,Ss.

Em concordancia, observamos em Getty (6), que no ovino, grande parte das fibras do
nervo isquiatico é derivada dos ramos ventrais do primeiro e do segundo nervos sacrais, com
uma contribuicdo relativamente pequena do sexto nervo lombar. Este autor relata ainda que
no caprino, a maioria das fibras do nervo isquiatico origina-se do sexto nervo lombar e do
primeiro nervo sacral, com uma peguena contribuicdo do segundo nervo sacral. Vale salientar
que conforme Linzell apud Getty (6), o ramo ventral do sétimo nervo lombar, quando
presente, ao invés do sexto nervo lombar, auxilia na formagdo do nervo isquidtico, fato
observado neste trabalho.
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Por sua vez Vasconcelos et al. (14), ao estudarem o nervo isquiatico de ovinos sem raca
definida, descrevem que o mesmo origina-se do ramo ventral do Ultimo nervo lombar, ora do
sexto nervo lombar (Lg), ora do sétimo (L7), quando presente, e dos ramos ventrais dos
primeiro e segundo nervos espinhais sacrais (S; e Sz), podendo apresentar a contribui¢do do
ramo ventral do terceiro nervo espinhal sacral (S3), diferindo do encontrado em ovinos da raca
Morada Nova, onde a participacdo de L;S;S, foi mais frequente.

Lima et al. (15) ao estudar o nervo isquidtico em caprinos da raca Saanen verificaram
que este era formado mais frequentemente de raizes ventrais de LgS;S,, podendo receber
contribuicdo de Ss, situacdo verificada no Morada Nova em menor frequéncia. Ja Ferraz et al.
(16) e Campos et al. (17) em estudos com fetos de bovinos azebuados, observaram que este
nervo tem origem a partir do ramo ventral do sexto nervo lombar e do primeiro e segundo
nervos sacrais, podendo receber contribuicdes de Ls e de Ss. O presente trabalho difere quanto
a participacdo do quinto nervo lombar, ja que este ramo ndo contribuiu para formagdo do
nervo isquiatico do ovino.

Martins et al. (18) ao estudarem o nervo isquiatico do veado catingueiro observaram que
este nervo tem origem a partir de L6 e S1, podendo receber contribuicdo de S2, resultado
encontrado com menor frequéncia no Morada Nova. Schwarze e Schroder (13), Ellenberger e
Baum (19) e Nickel et al. (20), descrevem que a principal contribui¢do a formacao do nervo
isquidtico é representada pelo ultimo nervo lombar e primeiro nervo sacral corroborando com
0 observado na espécie estudada. Neste aspecto, € certo que 0 nervo isquiatico sempre se
mostrou constituido por dois ou mais nervos espinhais, o que confirma sua caracteristica de
nervo plurissegmentar, contendo fibras em mais de um segmento medular, corroborando com
0 descrito em outras espécies mamiferas (21-28).

Quanto a distribuicdo do nervo isquiatico pela musculatura pélvica, constatou-se que
este nervo, ao longo do seu trajeto, fornecia ramos para 0s musculos gluteobiceps,
semitendinoso, quadriceps da coxa e para 0 musculo semimembranoso (Tabela 1 e Figura 2).

Em concordancia, Getty (6), relata em ruminantes que ao nivel do trocanter maior do
fémur e distalmente ao mesmo, o0 nervo isquiatico libera diversos ramos, de varios tamanhos e
espessuras, que se irradiam de modo semelhante a um leque, inervando o musculo
gluteobiceps, o musculo semitendinoso e 0 musculo semimembranoso. J& Vasconcelos et al.
(14), em estudos com ovinos Sem Raca Definida, citam que o0 nervo isquiatico cede ramos aos
musculos gluteo superficial, gldteo médio, glateo acessorio, gluteo profundo, gémeo,
quadrado femoral, adutor, biceps femoral, semitendinoso e semimembranoso. Por sua vez,
Martins et al. (18) mencionam que no veado catingueiro, este nervo, apds emergir do forame
isquiatico maior, inerva além da musculatura glatea, os musculos biceps da coxa,
semimembranoso, semitendinoso e gastrocnémio. Os resultados observados em ovinos
Morada Nova, diferem do descrito por Vasconcelos et al. (14), em virtude de que no Morada
Nova, 0 nervo isquiatico ndo emitiu ramos aos musculos adutor, gémeo e quadrado femoral e
também do citado por Martins et al. (18), por ndo ocorrer a emissdo de ramos ao musculo
gastrocnémio.

Sousa ES, Oliveira GB, Rodrigues MN, Bezerra Junior RQ, Oliveira MF, Albuquerque JFG. Origem e
distribuicdo do nervo isquiatico de ovinos da raca Morada Nova. Vet. e Zootec. 2016 dez.; 23(4): 656-663.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterinéria e Zootecnia 661

Tabela 1. Frequéncia percentual da distribuicdo do nervo isquidtico pela musculatura no
antimero direito (AD) correspondente.

Distribuicéo NUmero de ramos Frequéncia/ o
. 0

(Musculatura) animal
2 3 15
e 3 12 60
M. Gluteobiceps 4 4 20
5 1 5
1 10 50
M. Semitendinoso 2 9 45
3 1 5
0 15 75
M. Quadriceps da coxa 1 4 20
2 1 5
2 2 10
M. Semimembranoso 3 16 80
4 2 10

Figura 2. Distribuicdo do nervo isquiatico do ovino pelo membro pélvico. Em A, observa-se 0
musculo gluteobiceps (mgb), semitendinoso (mst), quadriceps da coxa (mgc) e o musculo
semimembranoso (msm). Em B, o nervo isquiatico continuando-se como nervo fibular (nf) e
nervo tibial (nt).

CONCLUSAO

Foi possivel observar diversificacdo no numero de vértebras lombares e sacrais,
variando entre seis e sete vértebras lombares e entre trés e quatro sacrais. O nervo isquiatico
se originou mais frequentemente a partir de ramos ventrais do sétimo nervo lombar e dos dois
primeiros nervos sacrais, sendo que ao longo de seu trajeto, forneceu ramos para 0s muasculos
gluteobiceps, semitendinoso, quadriceps da coxa e semimembranoso. O conhecimento dessas
caracteristicas anatémicas pode contribuir efetivamente para execucdo da clinica médica,
evitando-se lesGes neuroldgicas de ordem iatrogénica.
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UTILIZACAO DE DIETASDE ALTO CONTEUDO DE VOLUMOSOS SOBRE O
PESO DOS ORGAOS DO SISTEMA DIGESTORIO EM COELHOS!

Luiz Carlos Machado*
Walter Motta Ferreira?

RESUMO

As dietas com elevado contetdo de volumosos, também denominadas de simplificadas e
semi-simplificadas, s&o um novo conceito em cunicultura que associam economia e bem-estar
intestinal. Para emprega-las é essencial a compreensdo do processo digestivo e suas
consequéncias sobre o trato digestorio. Foram usados 56 animais NZB de 75 dias (abate),
sendo uma dieta controle e seis dietas experimentais com elevada incluséo de volumosos,
variando-se o nivel de FDA e as fontes forrageiras. Foram avaliadas caracteristicas de carcaca
e intestinais, tomando-se como referéncia o peso absoluto e relativo dos 6rgdos. As dietas
experimentais proporcionaram piora no peso da carcaga (P<0,05). Também o rendimento de
carcaga foi influenciado, onde a dieta com base em farinha das folhas de mandioca (FFM)
apresentou os piores resultados (P<0,05). As dietas alternativas proporcionaram elevacdo nas
caracteristicas de pesos relativos do tubo digestivo, estobmago e intestino delgado (P<0.05). O
peso do ceco foi também influenciado e as dietas que continham FFM como fonte fibrosa,
apresentaram valores superiores (P<0,05). O peso do figado foi influenciado e a dieta controle
apresentou resultados superiores (P<0,05). A reducdo no peso da carcaca e do figado
associadas a uma elevagdo no peso do sistema digestorio devem ser consideradas antes da
adocdo deste tipo de programa de alimentagéo.

Palavras - chave: cunicultura, parte aérea da mandioca, sistema digestivo.

THE UTILIZATION OF DIETS WITH HIGT CONTENT OF FORAGE ON THE
WEIGHT OF THE ORGANS OF THE DIGESTIVE SYSTEM IN RABBITS

ABSTRACT

The diets with high content of forage, also known as simplified and semi-simplified, are a
new concept in rabbit breeding that combine economy and intestinal welfare and it is essential
the understanding of the process at gastrointestinal tract level. A total of 56 rabbits WNZ were
used and these animals were 75 days (slaughtering). There were used a control diet and six
experimental with high of forage, varying the ADF level and the forage sources. There were
evaluated carcass and intestinal parameters, taking as reference the absolute and relative
weight of organs. The experimental diets provided worsening in carcass weight (P<0.05).
Also carcass yield was influenced, where the diet based on cassava leaves flour (CLF) showed
the worst results (P<0.05). Alternative diets gave rise to the parameters of relative weight of
gut, stomach and small intestine (P<0.05). The weight of the cecum was also influenced and
diets that had CLF showed greater weight (P<0.05). Liver weight was affected and the control
diet showed superior results (P<0.05). The reduction in carcass weight and liver associated
with an increase in the gastrointestinal tract weight should be considered before the adoption
of this type of feeding program.

Keywords: aerial part of the cassava, digestive system, rabbit production.
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UTILIZACION DE DIETAS CON ELEVADO CONTENIDO DE VOLUMOSOS
SOBRE EL PESO DE LOS ORGANOS DEL SISTEMA DIGESTIVO EN CONEJOS

RESUMEN

Las dietas con elevado contenido de volumosos para conejos, también Ilamadas simplificada o
semi-simplificada, son un nuevo concepto en cunicultura y combinan economia y bienestar
intestinal, siendo fundamental la comprension del proceso a nivel del tracto gastrointestinal.
56 conejos de la raza Nueva Zelanda Blanca con 75 dias de edad fueron utilizados, siendo una
dieta llamada control y otras seis dietas experimentales con elevada inclusion de distintas
fuentes de forraje, variando el contenido de FDA. Fueron evaluados parametros de canal y del
tracto intestinal, tomando como referencia el peso absoluto y relativo de drganos. Las dietas
experimentales proporcionaron disminucion en el peso de la canal (P<0,05). También hubo
influencia sobre el rendimiento de la canal, donde la dieta a base de harina de hojas de yuca
(HHY) presentd los peores resultados (P<0,05). Las dietas experimentales proporcionaron
aumento en los parametros de peso del tracto digestivo, peso del estomago y del intestino
delgado (P<0,05). El peso del ciego también fue influenciado y dietas que contienen HHY
como fibrosa presentaron mayor valor (P<0,05). El peso del higado fue afectado y la dieta
control mostré resultados superiores (P<0,05). La reduccion en el peso de la canal y hepatico
asociada con un aumento en el peso del tracto gastrointestinal debe ser considerada antes de la
adopcion de este tipo de programa de alimentacion.

Palabras claves: parte aérea de la yuca, aparato digestivo, cunicultura.
INTRODUCAO

O estudo das dietas com elevada inclusdo de ingredientes fibrosos para coelhos vem
sendo conduzido por varios pesquisadores (1-5) sendo essa dieta comumente denominada de
simplificada. Os resultados experimentais obtidos até 0 momento sdo contraditérios, sendo, de
maneira geral, inferiores a aqueles obtidos com a utilizacido de dietas tradicionais. E
interessante observar que na administracao desse tipo de dieta havera reducdo da mortalidade
dos animais devido a menor incidéncia de transtornos digestivos(1,6,7), sendo este efeito
protetor explicado pela maior intensidade de estimulos para contracGes ileo-cecais, evitando
um tempo excessivo de retencdo da digesta (6,7).

Quanto ao quesito economia, as dietas simplificadas podem ser uma alternativa
rentavel, pois seu custo € menor quando comparadas as dietas tradicionais. A fim de buscar o
ponto de equilibrio entre a maxima economia e o desempenho satisfatério do animal,
Machado et al. (3) sugeriram a utilizacdo de dietas semi-simplificadas, adicionando pequena
quantidade de amido e proteina de boa qualidade nutricional, afim de proporcionar aporte
minimo de glicose e aminoacidos provindos de fontes tradicionais, visando melhoria geral do
processo digestivo, principalmente da atividade fermentativa cecal. Faria et al. (4) sugerem a
utilizacdo de uma mistura de diferentes ingredientes forrageiros, visando complementaridade
nutricional e melhoria da eficiéncia de utilizacdo pelos animais.

Para melhor elaboracdo de dietas alternativas e maximizacdo do desempenho produtivo,
a compreensdo do processo ao nivel do sistema digestorio é essencial. Este trabalho teve
como objetivo avaliar os efeitos da utilizacdo de dietas simplificadas e semi-simplificadas
sobre 0 peso dos 6rgdos do sistema digestdrio de coelhos em crescimento.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no laboratério de metabolismo animal do departamento de
Zootecnia, da EV-UFMG, Belo Horizonte, e durante o experimento as medias das
temperaturas minima e méaxima foram de 20,8 e 26,7°C, respectivamente. As gaiolas
utilizadas foram de arame galvanizado, de tamanho 0,30 x 0,60m, numa &rea disponivel de
0,18m?, sendo alojado um animal por gaiola. Anteriormente & chegada dos animais, as
instalacbes foram limpas e desinfetadas com auxilio de vassoura de fogo. O bebedouro
utilizado foi o do tipo chupeta automatico e o comedouro semi-automatico.

Os animais utilizados foram providos pela fazenda experimental prof. Hélio Barbosa,
situada no municipio de lgarapé, MG, e consistiram de coelhos da raca Nova Zelandia
Branca, desmamados aos 35 e abatidos aos 75 dias de idade, de ambos os sexos. Foram
utilizados oito animais por dieta experimental, num total de 56 animais. A aprovagdo do
comité de ética animal (CETEA/UFMG) foi registrada sob o nimero 171/08.

Os tratamentos consistiram de sete dietas experimentais com diferentes niveis de
inclusdo de alimentos volumosos, sendo assim denominadas: REF: dieta controle; SFA: dieta
simplificada com base na mistura de farinha das folhas de mandioca (FFM) e feno de alfafa
(FAL); SSM: dieta semi-simplificada com base em feno do terco superior da rama da
mandioca (FTSRM); SSA: dieta semi-simplificada com base em FAL; SSF: dieta semi-
simplificada com base em FFM; SSFA: dieta semi-simplificada com base na mistura de FFM
e FAL e SSMA: dieta semi-simplificada com base na mistura de FTSRM e FAL.

A dieta controle foi formulada para atender as exigéncias propostas por De Blas e
Wiseman (8) e para as dietas simplificadas e semi-simplificadas, se procurou ao maximo, a
aproximacao das exigéncias citadas acima e quando ndo foi possivel ajustar o contetdo de
ED, se procurou fornecer pelo menos 2200 kcal/kg, valor minimo que permite aos coelhos
regular o seu consumo em fungéo da densidade energética da racéo (8). Foram verificados os
niveis totais dos aminoacidos lisina, metionina+cistina, treonina, triptofano e arginina, embora
ndo fora necessaria a adicdo dos trés ultimos. Para incremento do contetdo energético da dieta
e melhoria na digestibilidade dos demais nutrientes foi adicionado 6leo de soja (1). Visando a
melhoria da palatabilidade e da qualidade do pélete, foi adicionado também melaco em p6. A
composicao percentual e nutricional das dietas experimentais se encontra na tabela 1. O pélete
foi elaborado com 4 a 5mm de didmetro e 10 a 15mm de comprimento. Durante o
experimento, foi fornecida racdo a vontade para 0s animais.

Anélises quimico-bromatoldgicas dos ingredientes fibrosos e dietas experimentais
foram realizadas no Laboratdrio de Nutricdo Animal do Departamento de Zootecnia da EV-
UFMG, seguindo as metodologias propostas por Compéndio (9) e Van Soest et al. (10). A
composicdo quimica dos demais ingredientes foi obtida a partir de Villamide et al. (11),
Maertens et al. (12) e Rostagno et al. (13).

O abate foi realizado aos 75 dias de idade, pela manhd, a partir das 8 h. Para avaliacao
das caracteristicas digestivas, ap0s o sacrificio, foram retirados os drgdos intactos e assim
obtidos, utilizando-se balanca de precisdo, o peso total do tubo digestivo (PTD), que
considerou o estdmago, intestino delgado e ceco, peso do ceco (PC), peso do estbmago (PE) e
peso do intestino delgado (PID) sendo todas essas medicdes realizadas logo apds o abate e
tomando como base o 6rgao repleto de contetdo. Foi avaliado também o peso do figado (PF).
Além do peso absoluto, foi calculado também o peso relativo (%) tomando-se como base o
peso do animal aos 75 dias de idade. Para determinacdo do peso da carcaca (PCA) os animais
foram pesados apds o sacrificio, sendo retirados pele, cabeca, rins, pulmdes, sistema
digestorio, es6fago e traqueia, deixando-se o coracdo e o figado. O rendimento de carcaga
(RCA) foi determinado a partir da divisdo do PCA pelo peso aos 75 dias, multiplicando-se o
guociente por 100.
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Tabela 1. Composicdo percentual e nutricional das dietas experimentais.

Dietas experimentais

Ingredientes (%) REF SFA SSM SSA SSF SSFA SSMA
Feno de alfafa 37,735 47,000 - 83,759 - 41,039 40,095
Farinha das folhas de mandioca - 41,826 - - 78,410 40,000 -
Feno tergo superior da rama da - - 70,329 - - - 37,282
mandioca

Milho 7,548 - 8,000 5,000 5,000 5,000 5,000
Farelo de soja 4,184 - 10,000 0,043 6,874 5525 6,020
Farelo de trigo 25,000 - - - - - -
Oleo de soja - 5,327 5,961 5363 4,282 4,811 6,000
Milho desintegrado com palha 20,000 - - - - - -

e sabugo

Premix* 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500
Fosfato monoamonio 0,979 0,571 0,578 0,647 0434 0,534 0,603
Sal comum 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500
Melaco em pé 2,000 3,000 3,000 3,000 3,000 3,000 3,000
Bentonita 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Calcéario 0,544 - - 0,187 - 0,091 -
DL-metionina 0,011 - - - - - -
Lisina-HCI - 0,276 0,133 - - - -
Principios nutritivos Composigao analisada

Matéria seca 91,31 91,12 91,12 91,18 90,17 90,26 90,89
Proteina bruta 15,15 17,13 17,42 16,41 17,76 19,55 17,47
Matéria mineral 8,43 9,56 9,04 9,77 7,93 8,62 9,47
FDN 36,35 32,95 46,53 42,16 31,26 33,71 41,30
FDA 16,46 23,76 27,71 2552 23,74 23,83 26,67
NIDA (%FDA) 0,67 1,74 1,62 0,96 2,68 2,24 1,68
PB lignificada (%)° 4,58 15,12 16,14 9,30 15,76 17,03 15,38
Hemiceluloses (FDN - FDA) 19,89 9,19 18,82 16,64 7,52 9,88 14,63
LDA 2,71 8,17 8,79 7,05 8,86 8,16 8,78
Celulose (FDA — LDA) 13,75 15,59 18,92 18,47 1488 1567 17,89
Relacdo LDA/Celulose 0,20 0,52 0,46 0,38 0,60 0,52 0,49
Célcio 0,91 1,40 1,42 1,34 1,09 1,32 1,35
Faosforo 0,69 0,47 0,47 0,43 0,38 0,45 0,48
Energia bruta (kcal/kg) 3945 4391 4356 4214 4524 4294 4327
Energia digestivel® (kcal/kg) 2519 2394 2156 2204 2453 2326 2196

"Vaccinar- composicao do premix vitaminico/ mineral por Kg do produto: Vit. A, 2000000 UI; Vit. D3,
20000UI; Vit. E, 4000mg; Vit. K3, 722mg; Vit. B1, 400mg; Vit. B2, 1000mg; Vit. B6, 600mg; Vit. B12,
2000mcg; Niacina, 6000mg; Acido folico, 100mg; Acido pantoténico, 3000mg; Biotina, 21mg; Colina,
100000mg; Selénio, 19mg; lodo, 140mg; Cobalto, 200mg; Ferro, 20000mg; Cobre, 4000mg; Manganés,
4000mg, Zinco, 14000mg, Avilamicina 1000mg.
2ED (kcal/kgMS)= EB(kcal/kg MS) x (84,77 — 1,16 X %FDA MS)/100 (9)
¥Se esta denominando de PB lignificada aquela fracdo da PB contida na FDA

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso com sete tratamentos e oito
repeticdes sendo cada unidade experimental constituida de um coelho. As médias obtidas
foram submetidas a analise de variancia e comparadas pelo teste Scott Knott ao nivel de 5%
de probabilidade, utilizando-se os recursos do programa computacional SAS.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o experimento ndo foram observadas diarreias ou quaisquer tipos de
enfermidades digestivas. As Tabelas 2 e 3 apresentam os valores referentes as caracteristicas
de carcaca e digestivas, em relacdo ao peso absoluto e peso relativo respectivamente.

Tabela 2. Peso da carcaca, 6rgdos do tubo digestivo e figado de acordo com as dietas
experimentais.

Dietas
Caracteristica REF SFA SSM SSA SSF SSFA SSMA CV (%)
PV75 (9) 2159,8a 1754,4bc  1924,0b  19149b  1623,4c  1933,6b  1898,1b 8,22
PCA (g9) 1057,7a 826,0c 930,2b 894,4b 717,9c 907,1b 909,3b 12,49
PTD (g) 307,6a 348,9% 328,9% 363,1a 367,1a 371,8a 330,7a 13,64
PE (g) 63,6b 102,3a 93,62 109,0a 91,7a 85,6a 97,0a 21,70
PID (9) 108,0b 128,5a 117,0b 123,4b 145,0a 132,7a 118,8b 16,38
PF () 86,7a 53,4b 53,3b 61,2b 42,2b 53,6b 54,9b 19,19
PC (9) 131,6b 120,7b 115,4b 128,3b 128,2b 151,1a 117,2b 12,78

Médias seguidas de mesma letra nas linhas ndo diferem entre si pelo teste SNK ao nivel de 5% de probabilidade
PV75: peso vivo aos 75 dias, PCA: peso da carcaga, PTD: peso do tubo digestivo (estbmago, intestino delgado e
ceco), PC: peso do ceco, PE: peso do estémago, PID: peso do intestino delgado, PF: peso do figado.

Tabela 3. Pesos relativos da carcaca, 6rgdos do tubo digestivo e figado de acordo com as
dietas experimentais’.

Dietas |
Caracteristica REF SFA SSM SSA SSF SSFA SSMA CV (%)
RCA (%) 49,0a 47,12 48,3a 46,6a 44,2b 46,9 47,9a 13,64
POTD (%) 14,3d 20,0b 17,1c 19,0b 22,6a 19,2b 17,4c 8,99
POE (%) 3,00c 5,852 4,83b 5,70a 5,69a 4,42h 5,12b 18,91
POID (%) 5,00d 7,36h 6,08c 6,43c 8,94a 6,86¢ 6,25¢c 11,13
POF (%) 4,00a 3,05h 2,76h 3,20b 2,63b 2,77b 2,90b 14,13
POC (%) 6,10b 6,89ab 6,02b 6,77ab 7,87a 7,82a 6,18b 13,33

'Para calculo do peso relativo foi utilizado o valor de peso vivo final

Médias seguidas de mesma letra nas linhas ndo diferem entre si pelo teste SNK ao nivel de 5% de probabilidade
RCA: rendimento de carcaca, POTD: porcentagem de tubo digestivo (estbmago, intestino delgado e ceco), POC:
porcentagem de ceco, POE: porcentagem de estbmago, POID: porcentagem de intestino delgado, POF:
porcentagem de figado.

Os animais que recebiam as dietas simplificadas e semi-simplificadas apresentaram pior
PCA (P<0,05). Também o RCA foi influenciado pela dieta onde se verifica menor valor para
0 tratamento SSF. Nota-se que animais de inferior peso ao abate apresentam menor
rendimento de carcaca, pois nessa situacdo o contetdo relativo do sistema digestorio, cabeca e
pele tendem a ser maiores. Trocino et al. (14), aumentando o nivel de amido e reduzindo os de
FDA, perceberam diminuicdo linear do peso relativo do sistema digestorio. Os valores de
RCA aqui observados sdo muito proximos aos observados por Faria et al. (4) e inferiores a
Fernandez-Carmona et al. (1). Piora no RCA foram observadas por Machado et al. (15) e
Oliveira et al. (5). Fernandez-Carmona et al. (1) relaciona um maior valor de rendimento de
carcaca com a elevacdo no conteudo energético da dieta, normalmente associado a baixos
niveis de fibra. No presente trabalho houve grande variacdo no contetdo de FDA (16,46 a
27,71%). Em situacbes de déficit nutricional, o corpo animal prioriza os nutrientes
disponiveis para manutencao e crescimento de Orgaos vitais e assim a musculatura estriada
que compde grande parte da carcaca receberd menos quantidade de nutrientes. Dietas com
maior contetdo de fibra proporcionam maiores estimulos ao desenvolvimento do tubo
digestivo o que favorece a um menor quociente entre a carcaca e o peso do animal vivo
(14,16).
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Pela observagdo das caracteristicas de PTD, PID, POTD e POID, percebe-se tendéncia
de aumento dos valores quando se eleva o teor de FDA. Chama-se atencdo também para as
dietas SSF, SFA e SSFA, que se destacaram nesses quesitos e que apresentam elevada
inclusdo de FFM, ingrediente que em seu processo de desidratacdo industrial foi submetido a
temperaturas superiores a 100°C, havendo formagdo de complexos entre aminoécidos e
carboidratos. Este fendmeno, denominado de reacdo de Maillard, provoca queda acentuada na
absorcdo de nutrientes. Essas dietas apresentavam aroma caramelizado, caracteristico apés a
ocorréncia desta reacdo. Ainda neste sentido, Scapinello et al. (17) destacam que a parte aérea
da mandioca apresenta taninos livres e condensados, substancias que prejudicam a
digestibilidade dos nutrientes, formando estruturas estdveis com as proteinas,
indisponibilizando-as no trato gastrointestinal, reduzindo sua digestibilidade, além da inibicéo
de enzimas digestivas (18). Com objetivo de favorecer a digestdo e absorcdo de nutrientes o
corpo animal se adapta a uma maior taxa de passagem associada a menor quantidade de
nutrientes disponiveis. Dessa maneira a proporcdo do tubo digestivo foi maior nos animais
que ingeriram dietas simplificas e semi-simplificadas. Corroborando com os resultados aqui
obtidos, Fernandez-Carmona et al. (1) verificaram maiores valores para POTD em animais
que recebiam dietas simplificadas. Trocino et al. (14) perceberam reducéo linear no peso do
sistema digestorio quando se aumentou o nivel de amido e se diminuiu os de FDA. Ja Klinger
et al. (19) variaram o contetdo e a fonte de fibra das dietas e ndo perceberam diferencas para
0S mesmas caracteristicas aqui avaliadas.

Com relacdo ao PC somente a dieta SSFA apresentou diferencas significativas e
considerando a POC, além da SSFA, a SSF apresentou resultados superiores. Essas dietas
continham elevada inclusédo de FFM. Conforme citado por Gidenne (6) e Trocino et al. (7) a
quantidade de material que adentra o ceco sofre influéncia do tipo de fibra e da granulometria
das racdes, dentre outros fatores. A analise de granulometria da FFM revelou que a maior
parte é composta por particulas muito finas, menores que 0,60 mm, o que contribuiu para
maior peso do ceco cheio. Também Arruda et al."*® perceberam diferencas no PC, havendo
efeito dos constituintes da parece celular dos diferentes ingredientes estudados sobre o tempo
de retencdo. Klinger et al. (19) e Klinger et al. (20) variaram a fonte de fibra, ndo percebendo
diferencas para o peso do ceco.

A dieta controle proporcionou menores PE e POE (p<0,05) o que corrobora com os
achados de Fernandez-Carmona et al. (1), e Arruda et al. (16). Ja Klinger et al. (19) e Klinger
et al. (20) ndo perceberam diferencas entre o peso do estdbmago quando foi variada a fonte
fibrosa. Em linhas gerais, a partir do incremento no teor de FDA das dietas havera elevacéo
no consumo dos animais favorecendo o aumento no peso e na propor¢cdo do estdmago,
havendo ainda maior distensdo gastrica.

Maiores PF e POF foram observados no tratamento controle, como também verificado
por Fernandez-Carmona et al. (1) e Arruda et al. (16). O figado é o drgao central do
metabolismo e quando se utilizam dietas com alto nivel de inclusdo de ingrediente fibrosos,
ha elevacdo no conteudo de fatores antinutricionais, elevacdo na taxa de passagem e
diminuicdo do volume de nutrientes absorvidos, havendo assim menor taxa de metabolismo,
razdo pela qual o 6rgdo apresenta menor peso. Outro fator que contribui para isso é a menor
deposicdo de glicogénio hepéatico quando se utiliza esse tipo de dieta, que possui nula ou
baixa inclusdo de cereais e baixo teor de amido. Confirmando essa hipotese, pode-se perceber
que a maior parte das dietas que usavam milho obtiveram maior peso do figado quando
comparados a dieta SFA, que ndo continha esse cereal. Arruda et al. (16) perceberam maior
peso de visceras comestiveis (figado + coracdo) para animais que recebiam maior quantidade
de amido. Para contrabalancear o efeito da baixa quantidade de carboidratos ndo estruturais o
animal aumenta seu consumo até atingir um limite fisico.
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CONCLUSOES

Animais alimentados com dietas com elevada inclusdo de volumosos apresentam maior
peso relativo do sistema digestorio, influenciado pelo maior nivel de fibra e menor
disponibilidade de nutrientes. A adogdo de um programa nutricional com dietas simplificadas
e semi-simplificadas pode ser interessante para aumentar o peso do sistema digestivo de
primiparas, aumentando também sua capacidade de consumo de matéria seca. Contudo, a
introducdo desse programa pode ser prejudicial ao tamanho do figado dos animais bem como
rendimento de carcaga. Novos experimentos devem ser conduzidos para melhor compreensao
do tema, principalmente sobre o ponto de vista econdomico.
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Toxoplasma gondii: SOROPRNEVALENCIA EM OVINOS COM APTIDAO LEITEIRA
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RESUMO

Os ovinos sdo acometidos por diversas parasitoses, entre elas a toxoplasmose, que apresenta
implicacOes sanitarias importantes por ser uma zoonose. Infec¢cbes humanas pelo consumo de
leite caprino ndo pasteurizado ja foram registradas. O objetivo do presente trabalho foi
determinar a ocorréncia de anticorpos contra Toxoplasma gondii em rebanhos ovinos leiteiros
na regido Oeste de Santa Catarina. No periodo de Marco a Julho de 2013, foram colhidas 298
amostras de sangue de ovinos com aptiddo leiteira em duas propriedades no municipio de
Chapecd, Oeste de Santa Catarina. As amostras foram processadas pela Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI, >1:64). Do total de amostras avaliadas, 37 (12,4%) foram
positivas. Os titulos observados foram 1:64 (32) e 1:256 (cinco). Os resultados demonstraram
que a ocorréncia de anticorpos contra T. gondii em ovinos com aptiddo leiteira, no Oeste de
Santa Catarina, € menor que a observada em ovinos de corte, possivelmente pelo manejo
sanitario mais intenso, comum em rebanhos leiteiros.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, ovinos leiteiros, RIFI, Santa Catarina.

Toxoplasma gondii: SEROPREVALENCE IN DAIRY SHEEP IN WEST
MESORREGION OF STATE OF SANTA CATARINA, BRAZIL

ABSTRACT

The sheep are affected by various parasites, including toxoplasmosis that has important health
implications because it is a zoonotic disease. Human infections by the consumption of
unpasteurized goat's milk have been recorded. The aim of this study was to determine the
occurrence of antibodies anti-Toxoplasma gondii in dairy sheep flocks in western Santa
Catarina mesorregion. From March to July 2013, 298 blood samples from dairy sheep flocks
were taken on two farms in Chapecd, west of state of Santa Catarina, Brazil. Samples were
processed by Indirect Immunofluorescence Assay (IFA, >1: 64). Of the samples tested, 37
(12.4%) were positive. The titers observed were 1:64 (32) and 1:256 (five). The results
showed that the occurrence of antibodies against T. gondii in dairy sheep, in the west of Santa
Catarina, is lower than that observed in beef sheep, possibly due to more intensive health
sanitary management, common in dairy herds.

Keywords: Toxoplasma gondii, dairy sheep, IFA, State of Santa Catarina.
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Toxoplasma gondii: SEROPREVALENCIA EN OVEJAS CON APTITUD DE LECHE
EN OESTE SANTA CATARINA MESORREGION, BRASIL

RESUMEN

Las ovejas se ven afectadas por diversos parasitos, incluyendo la toxoplasmosis, que tiene
implicaciones importantes para la salud, ya que es una zoonosis. Las infecciones humanas de
consumo de leche cabra no pasteurizada se han registrado. El objetivo de este estudio fue
determinar la presencia de anticuerpos contra el Toxoplasma gondii en rebafios de ovejas de
leche en la region occidental de Santa Catarina. En el periodo de marzo a julio de 2013, 298
muestras de sangre de las ovejas con aptitud lechera se tomaron en dos propiedades en
Chapecd, oeste Santa Catarina. Las muestras fueron procesadas por inmunofluorescencia
Reaccion (IFA, >1: 64). Del total de muestras analizadas, 37 (12,4%) fueron positivos. Los
titulos observados fueron 1:64 (32) y 1: 256 (cinco). Los resultados mostraron que la
presencia de anticuerpos contra T. gondii en ovejas de aptitud lechera en el oeste de Santa
Catarina, es inferior a la observada en las ovejas de carne, posiblemente, el mas intenso de
gestién sanitaria, comun en los hatos lecheros.

Palabras clave: Toxoplasma gondii, ovejas lecheras, IFAT, Santa Catarina.
INTRODUCAO

A toxoplasmose é uma zoonose de distribuicdo mundial que acomete o ser humano e
outros animais homeotérmicos, causada pelo protozoario Toxoplasma gondii (1). Os felideos
s80 0s Unicos hospedeiros que eliminam os oocistos pelas fezes (2), contaminando o ambiente
e propagando a infeccdo (3). Apresenta alta prevaléncia em muitas areas do mundo, tendo
importancia na medicina humana e na veterinaria (4).

O T. gondii desde 1954, é apontado como um dos agentes causadores de abortamento na
espécie ovina, sendo a maior causa de problemas reprodutivos desta espécie (5). A
contaminacdo da espécie ovina com o T. gondii normalmente acontece pela ingestdo de agua
ou de alimentos contaminados com oocistos excretados nas fezes de felideos (6,7).

Fatores de risco associados a infeccdo em ovinos parecem estar relacionados com
dieta, sexo, sistema de criacdo e a presenca de gatos na fazenda (8-11).

Nos ultimos anos, o interesse acerca da infeccdo toxoplasmica em pequenos
ruminantes, devido ao seu papel na transmissao do protozoario ao ser humano, por meio do
consumo de produtos de origem animal, tem aumentado (12,13). O agente pode ser
transmitido pelo consumo de carne crua ou mal cozida e de leite “in natura”, procedentes de
animais infectados (14-16).

O diagnostico de toxoplasmose pode ser realizado por testes sorologicos (RIFI, ELISA,
MAT), necropsias de fetos abortados, exames histopatolégico e imunoistoquimico e da reacdo
em cadeia da polimerase (PCR) (17).

Os objetivos do presente trabalho foram avaliar a soroprevaléncia por meio da deteccéo
de anticorpos IgG contra T. gondii e identificar fatores de risco para a infeccdo em ovinos
com aptiddo leiteira na mesorregido Oeste de Santa Catarina.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido na regido Oeste do Estado de Santa Catarina, em duas
propriedades criadoras de ovinos com aptidao leiteira (raca Lacoune), na cidade de Chapeco.
Foram colhidas, no periodo de fevereiro a abril de 2013, 298 amostras de sangue de ovinos
(128 fémeas em lactacdo, 155 fémeas secas e 15 machos). A amostragem foi constituida
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considerando-se uma prevaléncia esperada de 50%, erro de 5,0% e nivel de confianca de 90%
(18). Na data da colheita, do sangue foi aplicado questionario epidemioldgico contemplando
manejo e possiveis fatores de risco como raga, sexo, idade, dieta principal, contato com gatos,
contato com outros animais, fonte de agua, problemas reprodutivos e/ou neuroldgicos, apds
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Os soros foram submetidos & Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para
deteccdo de anticorpos IgG contra T. gondii, conforme técnica descrita por Camargo (19),
utilizando-se como antigenos taquizoitos da cepa RH do protozoério. Os soros dos ovinos
foram diluidos em PBS, utilizando 1:64 como ponto de corte (20). As amostras positivas
foram submetidas a titulacdo por diluicdo sequencial, em multiplos de quatro, até a maxima
diluigéo reagente.

Os dados foram tabulados e analisados estatisticamente pelos testes exato de Fisher e
qui-quadrado (p<0,05) (21) para correlacionar os resultados da sorologia com as variaveis
analisadas (raca, sexo, idade, dieta principal, contato com gatos, contato com outros animais,
fonte de agua, problemas reprodutivos e/ou neuroldgicos).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Do total de ovinos avaliados para pesquisa de anticorpos IgG contra T. gondii, 12,41%
(37/298) foram positivos. Os titulos de anticorpos foram 1:64 (trinta e duas) e 1:256 (cinco).
A amostragem foi constituida somente por animais adultos para evitar a deteccdo de
anticorpos colostrais que poderia influenciar na prevaléncia observada (22).

Apesar da ocorréncia de possiveis reagdes cruzadas, muitos autores utilizam a diluicdo
1:16 como ponto de corte para a pesquisa de anticorpos contra T. gondii pela RIFI (5,23). No
presente trabalho, foram considerados positivos 0s Soros ovinos que apresentam reacao na
diluicdo 1:64 (19), que aumenta a especificidade da técnica, diminuindo assim, possiveis
resultados falso positivos, sendo utilizada por varios autores (20,24,25).

Embora a presenca de anticorpos, isoladamente, ndo implique em infeccdo ativa, a
relacdo entre soropositividade e a presenca de cistos teciduais de T. gondii em tecidos ovinos
é estatisticamente significativa, conforme demonstram os resultados de Yldz et al. (26),
corroborando assim a importancia de estudos de soroprevaléncia nesta espécie.

Os estudos acerca da prevaléncia da toxoplasmose em ovinos exclusivamente com
aptidao leiteira, sdo escassos. Valores superiores aos do presente estudo foram relatados na
Grécia por Tzanidakis et al. (27), que observaram, utilizando a técnica de ELISA, alta
prevaléncia (48,6%) em rebanhos ovinos leiteiros. Esses autores identificaram o manejo
intensivo ou semi-intensivo ao qual os animais eram submetidos, como fator de risco. O
oferecimento de concentrado e de agua de poco (ou seja, &gua ndo corrente) favoreceria a
contaminacdo destes por oocistos. Ainda, a alta densidade poderia contribuir para uma maior
taxa de infeccdo entre esses animais.

Também na Grécia, Diakou et al. (28), detectaram 53,71% de positividade (ELISA) em
ovelhas de leite. Embora concordem com Tzanidakis et al. (27), sugerindo que 0 manejo
semi-intensivo possa ser o responsavel pelos altos indices observados, os autores ndo fizeram
analise de fatores de risco. Na regido da Toscana na Italia, investigando 33 rebanhos de
ovinos leiteiros, pela técnica de RIFI (>1:64), Cenci-Goga et al. (29) encontraram 33,3% % de
positivos. Esses autores ndo identificaram os fatores de risco para a infeccéo.

Na Argentina, em um estudo com rebanho ovino leiteiro (RIFI, 1:50), anticorpos contra
T. gondii foram detectados em 17,3% (122/704) dos animais (30). Esse resultado, embora
semelhante ao do presente estudo (12,4%), foi obtido com o emprego de um ponto de corte
menor e, ao contrario dos nossos resultados, a maioria das amostras positivas para T. gondii
(42,6% - 52/122) apresentavam titulos de anticorpos >1:400, indicando infecgao ativa.
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N&o foi observada correlagdo (P>0,05) entre a sorologia positiva para T. gondii e as
variaveis analisadas (raca, sexo, idade, dieta principal, contato com gatos, contato com outros
animais, fonte de &gua, problemas reprodutivos e/ou neuroldgicos). Embora 91,9% dos
positivos sejam fémeas, a distribuigdo dos sororreagentes de acordo com o0 sexo (13% dos
machos e 12,4% das fémeas foram positivos) ndo configura associa¢éo, e somente 7,72% dos
animais avaliados eram machos. Com relacdo a idade, embora 94,6% (35/37) dos animais
positivos tinham entre um e dois anos, esse grupo representou 89,93% dos animais testados
(268/298), ndo indicando associacdo. As demais varidveis analisadas apresentaram resultados
distribuidos de forma uniforme.

Em vérios estados brasileiros existem estudos relatando a sorologia de T. gondii em
rebanhos ovinos de corte, que apontam prevaléncia variando entre 7,7% e 54,6% (11,31-37).
A amplitude dos resultados relatados pode ser consequéncia da idade, alimentacdo, sexo,
sistema de criacdo e a presenca de gatos na fazenda (8-11).

Possivelmente, devido ao manejo intensivo, incluida ai a assisténcia veterinaria
frequente, ao qual os rebanhos ovinos leiteiros sdo submetidos, nossos resultados revelaram
uma soroprevaléncia menor em ovinos com aptid&o leiteira, no Oeste de Santa Catarina que
aquela observada em ovinos de corte (56,9%) no Estado (38). Cosendey-KezenLeite et al.
(39) tambem verificaram que, em criacGes intensivas, a soroprevaléncia da toxoplasmose
ovina é significativamente menor.

CONCLUSAO

A soroprevaléncia de anticorpos contra T. gondii em ovinos leiteiros da mesorregido
Oeste do estado de Santa Catarina é de 12,41%, menor que aquela observada em ovinos
destinados ao abate, no estado de Santa Catarina, e em animais com aptid&o leiteira em outras
regibes do mundo.

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal do
CAV/UDESC sob protocolo - 1.03.12.

APOIO E FINANCIAMENTO: FAPESC, CAPES.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar as condi¢Ges de bem estar dos equinos de tragcdo em
Santa Maria, RS, e verificar o perfil s6cio-econdmico dos seus respectivos proprietarios,
vinculados ao projeto de extensdo “Programa de Ag@o Social Amigos dos Carroceiros”
(PASAC). Este estudo possui caracteristica descritiva e retrospectiva, onde os dados primarios
foram coletados durante as atividades desenvolvidas no PASAC, desenvolvido pelo curso de
Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Santa Maria, no periodo de marco de 2011 a
dezembro de 2013. Foram cadastrados 191 equinos de 123 familias, sendo que, nenhum
destes animais apresentava raca definida, tendo em sua maioria, idade acima dos 11 anos
(45,6%, 87/191). Quanto a condicdo corporal, 58,6% (112/191) dos animais apresentavam
aspecto de magro a regular, 33% (63/191) possuiam bom estado aparente e 8,4% (16/191)
eram obesos. Entre as principais afeccdes clinicamente diagnosticadas no PASAC
destacaram-se: desordens nutricionais, escoriacdes, conjuntivites, parasitoses, doengas infecto
contagiosas, anemias, afeccbes masculo esqueléticas e pulmonares. A maior parte dos
carroceiros (54,5%, 67/123) atendidos apresentava faixa etaria entre 21 a 40 anos, ficando a
eles a responsabilidade das atividades de trabalho e dos cuidados dos animais. Quanto ao
nivel de escolaridade 9,8% (12/123) ndo eram alfabetizados, 71,5% (88/123) possuiam o
ensino fundamental incompleto e 18,7% (23/123) possuiam o ensino fundamental completo.
Diante do perfil constatado, acdes sociais e educativas devem ser incentivadas, com o objetivo
de proporcionar uma melhor qualidade de vida dos carroceiros, bem como a promocao de
programas visando o bem estar dos equinos de tracao.

Palavras-chave: acdo social, trabalho informal, tracdo animal, cavalos, veterinarios.

WELFARE OF DRAUGHT HORSES AND ECONOMIC SOCIAL ASPECTS OF THE
CARTERS OF SANTA MARIA, RIO GRANDE DO SUL STATE

ABSTRACT

The objective of this study was evaluate the conditions of the welfare of the draught horses in
Santa Maria, central region of the Rio Grande do Sul state, and verify the economic social
aspect of their owners. Data were collected during activities in the social project “Programa
de Acdo Social Amigos dos Carroceiros” (PASAC) (equivalent to “Social Program Carters
Friend”) developed by the Veterinary Medicine college at Universidade Federal de Santa
Maria, from March 2011 to December 2013. One hundred and ninety-one horses, belonging

! Laboratério de Doencas Parasitarias dos Animais Domésticos, Departamento de Medicina Veterinéria Preventiva (DMVP),
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Santa Maria, RS, Brasil. Contato para correspondéncia.
2 Departamento de Clinica de Grandes Animais, UFSM, Santa Maria, RS, Brasil.
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to 123 families were registered in the PASAC. None of these animals showed breed and the
age of most animals was 11 years old (45.6% - 87/191). In the assessment of body condition,
58.6% (112/191) of the animals had slim to regular aspect, 33% (63/191) had good shape and
8.4% (16/191) were obese. The main clinical affections diagnosed included: nutritional
disorders, abrasions, conjunctivitis, parasites, infectious diseases, anemia, pulmonary, and
skeletal muscle disorders. The majority of carters (54.5% - 67/123) were 21 to 40 years old,
and they had a responsibility with work and care of animals. The education level of carters
observed was: 9.8% (12/123) were illiterate, 71.5% (88/123) had incomplete elementary
education and 18.7% (23/123) had elementary school. Based on the evidenced profile, social
and educational measures need to be encouraged, with the aim of providing a better quality of
life for carters, as well as programs promoting the welfare of draught horses.

Keywords: social activity, informal job, animal traction, horses, veterinarians.

BIEN ESTAR DE LOS CABALLOS DE TRACCION Y PERFIL SOCIO-
ECONOMICO DE LOS CARRETEROS DE SANTA MARIA, RIO GRANDE DO SUL

RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar las condiciones de bien estar de los caballos de
traccion en Santa Maria, Rio Grande do Sul y comprobar el perfil socio-econémico de sus
respectivos propietarios, vinculado al proyecto de extension "Programa de Acdo Social
Amigos dos Carroceiros (PASAC)" desarrollado por los estudiantes del curso de Medicina
Veterinaria de la Universidad Federal de Santa Maria (UFSM). Este estudio tiene
caracteristica descriptivo y retrospectivo, donde se recogieron los datos primarios durante las
actividades realizadas en PASAC, de 13 de marzo 2011 a diciembre de 2013. Se han
registrado 191 caballos de 123 familias, y ninguno de estos animales habian raza. En suma
yoria tenian edades mayores de 11 afos (45,6%, 87/191). Para la condicion corporal, 58,6%
(112/191) de los animales tenian La apariencia delgada a regular, 33% (63/191) tuvo buen
estado y 8,4% (16/191) eran obesos. Los principales estados patologicos clinicamente
diagnosticados fueron: trastornos nutricionales, abrasiones, conjuntivitis, parasitosis,
enfermedades infecciosas contagiosas, anemia y trastornos masculo esquelético y de pulmon.
La mayoria de los carreteros (54,5%, 67/123) habian edades comprendidas entre 21 y 40 afos,
com virtién dose em la responsabilidad de las actividades de trabajo y el cuidado de los
animales. Cuanto al nivel de estudios, 9.8% (12/123) eran analfabetos, 71,5% (88/123) tenian
educacion primaria incompleta y 18,7% (23/123) habian completado la escuela primaria. Con
base en estos resultados, las actividades sociales y educativas deben ser alentados, con el fin
de proporcionar una mejor calidad de vida para los carreteros y deben promover programas
para el bien estar de los caballos de traccion.

Palabras clave: accion social, de trabajo informal, de traccion animal, caballos, veterinarios.
INTRODUCAO

Desde o final da década de 70, o Brasil vem sofrendo um processo de reestruturacdo
produtiva, onde a inddstria brasileira avancou em sua modernizacdo com énfase na
informatizacdo, robotizacdo e racionalizacdo organizacional, gerando altas taxas de
desemprego. Como consequéncia houve reducdo dos empregos assalariados com registros
legais, aumento e intensificacdo do trabalho informal, principalmente com o uso da mao de
obra familiar (1). Devido a isso, cidaddos que ndo tém acesso a estas melhorias, acabam se
tornando marginalizados e excluidos da sociedade, sem acesso aos bens de consumo e
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servicos basicos, sem oportunidade de emprego formal, ficando subordinados ao subemprego
ou ao emprego informal. Esta situacdo gera familias que vivem em situacdo de
vulnerabilidade social, ou seja, situacOes decorrentes da pobreza, do abandono, da
dependéncia quimica, de maus tratos fisicos e psicologicos, tanto humanos quanto animal.
Além disso, se destacam os problemas de salide, como as zoonoses, decorrentes da interacdo
homem-animal-meio ambiente. Desta forma, a atuacdo de profissionais envolvidos na saude
sanitarias das comunidades (2).

Nos empregos informais, incluem-se o trabalho dos carroceiros, que sdo cidaddos
comuns, que fazem uso de tracdo animal, sendo responsadveis pela coleta e transporte de
grande parte do entulho originado da construcdo civil, limpeza de jardins, utensilios
domésticos descartados, pequenos fretes com a utilizacdo das carrocas como meio de
transporte e a reciclagem do lixo urbano (3). A maioria dos carroceiros, nos paises em
desenvolvimento, ainda ndo favorece uma condicdo de bem estar aos seus animais de
trabalho, sendo muitas vezes necessaria intervencdo de profissionais qualificados para o
desenvolvimento de programas educacionais, a fim de melhorar a condi¢do zoosanitaria dos
animais e proporcionar uma maior eficiéncia do trabalho e aumento da renda familiar (4).
Alguns equipamentos utilizados no dominio dos equinos podem afetar diretamente o bem
estar e a sanidade dos animais (5,6). A utilizacdo de equideos para a tracdo de carga constitui-
se numa pratica socialmente aceita, desde que respeitadas as necessidades e caracteristicas dos
animais, porém a exposicao desses as condig¢Oes insalubres, caréncias nutricionais, ferimentos,
cargas excessivas e ferrageamentos incorretos, ocasionam a rejeicdo social desta pratica e
requerem protecdo legal (7). Entre as recomendacdes para melhorar o bem estar destes
animais devem incluir a promocao da educacao aos proprietarios nos requisitos nutricionais e
nas praticas de manejo a melhoraria das condicdes dos equipamentos dos animais e aplicacdo
das leis que regulamentem o bem estar animal (5).

Na Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), realizam-se importantes atividades
de pesquisa, ensino e extensdo no curso de Medicina Veterinaria promovendo o bem estar
animal. Dentre os projetos de extensdo a comunidade destaca-se o “Programa de Ag¢ao Social
Amigos dos Carroceiros” (PASAC). A finalidade do PASAC foi promover uma visdo de
posse responsavel dos equinos, melhorar a condicéo fisica desses cavalos e proporcionar um
melhor rendimento no trabalho e despertar a atengcéo dos carroceiros para o bem estar dos seus
animais. Neste contexto, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar as condi¢es de bem estar dos
equinos de tracdo em Santa Maria, RS, e verificar o perfil sdcio-econémico dos seus
respectivos proprietarios, vinculados ao projeto de extensdo PASAC.

MATERIAL E METODOS

Este estudo possui caracteristica descritiva e retrospectiva, com coleta de dados
primarios no periodo de marco de 2011 a dezembro de 2013. As informac6es foram obtidas
durante as atividades desenvolvidas nos atendimentos clinicos e ambulatoriais aos equideos
de tracdo, pelos docentes e discentes do curso de Medicina Veterinaria da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM), no municipio de Santa Maria, regido central do estado do
Rio Grande do Sul. Os atendimentos foram realizados quinzenalmente, na comunidade
atendida pelo PASAC, em condicBes compativeis com a biosseguranca. Os dados contendo 0s
aspectos clinicos dos animais (identificacdo, resenha e histérico clinico) e as informacgdes
socio-econbmicas dos proprietarios e seus familiares foram registradas em fichas cadastrais.
No primeiro atendimento foram realizadas avaliacGes clinicas, coleta de amostras para
exames laboratoriais e quando necessario encaminhamento para procedimentos especificos,
que incluiam: pequenas cirurgias, administracdo de antiparasitéarios, fluidoterapia, quando
havia indicagdo clinica. Durante os atendimentos, 0s proprietarios recebiam informacées
sobre bem estar animal, aspectos sanitarios, nutricionais, casqueamento e ferrageamento, bem
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como participavam de agdes sociais realizadas por grupos especificos de alunos vinculados
aos diversos programas de extensdo realizados pela UFSM. As reavaliacbes dos animais
foram realizadas quinzenalmente, verificando-se a evolugdo clinica e as condi¢bes de bem
estar de cada animal.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodo do estudo foram cadastrados no PASAC 191 animais pertencentes a
123 familias. A faixa etéaria dos equinos de tragdo foi bastante variavel sendo entre 1 a 21 anos
(Tabela 1). A idade dos animais foi constatada por meio das informac6es dos proprietérios e
pelo exame da arcada dentéria dos cavalos. A maior parte dos equinos (45,6% - 87/191)
possuia idade acima dos 11 anos, sendo que dentro deste grupo 15,7% (30/191) possuiam
idade superior a 16 anos, sendo considerados equinos idosos para a realizagdo de trabalhos em
carrocas. Geralmente animais nesta faixa etaria ndo apresentam aptiddo a realizacdo de
exercicios extenuantes, devido as alteracdes na composi¢do corporea e déficit da resposta
imune, reduzindo sua capacidade para atividades laborais as quais esses animais estavam
submetidos (8). Quanto ao sexo dos animais, 0s machos foram mais prevalentes (65,4%,
125/191), sendo 75% (94/125) destes castrados. Segundo Guimardes e Christopher (9) o
rendimento do cavalo € maior quando ele é castrado, pois esses animais apresentam
temperamento mais docil e sdo mais adaptados a tracdo. Todos os equideos de tragdo do
PASAC néo possuiam uma raca definida. Os equinos de ragas puras raramente sdo adquiridos
para tracdo em carrogas; uma vez que o0 custo de aquisicdo é muito elevado em relacdo aos
animais sem raca definida.

Verificou-se que 58,6% (112/191) dos animais do PASAC apresentaram 0 escore
corporal de magro a regular, 33% (63/191) estavam em bom estado aparente e 8,4% (16/191)
eram obesos (Tabela 1). A avaliacdo da condicéo corporal de um cavalo pode ser considerada
um indicador do seu estado nutricional (10). E frequente, encontrar equinos de trabalho muito
emagrecidos pelo recebimento de alimentos de baixa qualidade ou em quantidade insuficiente
(11). Conforme relato de proprietarios dos animais, 0s equinos avaliados eram mantidos em
terrenos baldios, com predominancia de campo nativo, o qual representava sua principal fonte
de alimentacdo. Em termos nutricionais, as condigcdes desta vegetacdo ndo eram satisfatorias
para a manutencdo fisioldégica dos animais, sendo assim, todos 0s equinos recebiam uma
alimentacdo suplementar ofertada pelos proprietarios (Tabela 1). Entre os alimentos mais
utilizados, para suplementacdo da alimentacdo foram fornecidas: racdo comercial, farelo de
trigo e milho, em combinac@es inadequadas e em quantidades insuficientes, que muitas vezes
ndo assegurava uma nutricdo equilibrada. A desinformacdo sobre uma dieta adequada pode
resultar em desequilibrios nutricionais com o emprego de ingredientes improprios ou em
quantidades inadequadas, podendo tornar os animais susceptiveis a diversas doengas e
ocasionar uma menor capacidade de trabalho (12,13). A adi¢do de alimento concentrado e a
menor oferta de forragem diminuem o tempo de ingestdo e estimulam movimentos
mastigatérios mais verticais, promovendo alteracdes dentarias (14), que também foram
observadas neste estudo. Os equinos que tracionam carrogas ou charretes podem aumentar em
até 2,4 vezes a necessidade de reposicdo energética, necessitando também de &gua de boa
qualidade sempre a disposicdo (15). Equinos podem sofrer de estresse calorico quando
trabalham em condicdes de alta temperatura, sem acesso a agua e sem o alivio da sombra nas
areas de descanso (11). Neste trabalho constatou-se que o consumo de agua desses animais foi
insuficiente, pois na maioria dos casos, a ingestdo de dgua ocorria somente apds o término da
jornada de trabalho.
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Tabela 1. Distribuicdo da faixa etaria, sexo, condi¢do corporal e alimentacdo dos equinos de
tracdo de Santa Maria - RS.

Idade n (%)
0ab5anos 44 (23)
6 a 10 anos 60 (31,4)
11 a 15 anos 57 (29,9)
16 a 20 anos 27 (14,1)
Mais de 21 anos 3(1,6)
Total 191 (100)
Sexo n (%)
Fémea 66 (34,6)
Macho 125 (65,4)
Total 191 (100)
Condicao Corporal n (%)
Magro 35 (18,3)
Regular 77 (40,3)
Bom 63 (33)
Obeso 16 (8,4)
Total 191 (100)
Alimentos n (%)
Racdo (R) 23 (12,1)
Farelo de trigo (T) 27 (14,1)
Milho (M) 19 (10)
T+M 87 (45,5)
T+M+R 13 (6,8)
Outros alimentos 22 (11,5)
Total 191 (100)

Além das desordens nutricionais foram diagnosticadas nos exames clinicos as afec¢des
musculo esqueléticas e pulmonares, escoriagdes, conjuntivites, parasitoses, doencas infecto
contagiosas e anemias. Conforme Costa (15) animais com comprometimento sanitario, mal
nutrido, realizando esforcos excessivos, nao recebendo imunizacdo preventiva, sofrendo
constantes ferimentos e estresse, estdo sujeitos a desenvolverem enfermidades frequentes e
uma reduzida expectativa de vida.

Os dados socio-econdmicos analisados neste estudo estdo apresentados na Tabela 2.
Com relacdo a faixa etaria dos carroceiros atendidos no PASAC observou-se que a maioria
dos individuos (54,5% - 67/123) apresentou idade entre 21 a 40 anos, sendo
predominantemente do sexo masculino, sendo a eles atribuidas as responsabilidades das
atividades de trabalho e dos cuidados dos animais. Verificou-se que alguns menores de idade
também conduziam os animais para o atendimento, bem como realizavam os cuidados dos
animais. Quanto ao nivel de escolaridade, evidenciou-se que 9,8% (12/123) ndo eram
alfabetizados, enquanto que a grande maioria (71,5% - 88/123) possuia o ensino fundamental
incompleto. Apenas 18,7% (23/123) possuiam o ensino fundamental completo (Tabela 2). A
falta de escolaridade implica diretamente em ndo qualificacdo para as diversas funcdes
laborais existentes no mercado de trabalho formal, gerando diretamente um aumento no
namero de atividades informais (16).
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Tabela 2. Distribuicdo da faixa etéria, nivel de escolaridade, renda familiar, jornada de
trabalho, carga das carrogcas e quilometragem percorrida com 0s equinos de tragdo dos

carroceiros de Santa Maria - RS.

Faixa etéria n (%)
10 a 20 anos 23 (18,7)
21 a 30 anos 34 (27,6)
31 a 40 anos 33 (26,9)
41 a 50 anos 15 (12,2)
Mais de 51 anos 18 (14,6)
Total 123 (100)
Nivel de escolaridade n (%)
Na&o alfabetizado 12 (9,8)
Fundamental Incompleto 88 (71,5)
Fundamental Completo 20 (16,3)
Ensino Médio Incompleto 3(2,4)
Total 123 (100)
Renda familiar mensal n (%)
Metade do salario minimo 48 (39,1)
Até um salario minimo 38 (30,9)
Mais de um salario minimo 37 (30)
Total 123 (100)
Jornada de Trabalho n (%)
1 -5 horas 74 (60,2)
Mais de 6 horas 43 (35)
Nao utiliza 6 (4,8)
Total 123 (100)
Carga da carrocga n (%)
De 150 a 500 Kg 39 (32)
501 a 800 Kg 39 (32)
Mais de 801 kg 45 (36)
Total 123 (100)
Quilometragem percorrida n (%)
Oab5km 21(17,1)
6 a20 km 21 (17,1)
Mais de 21 km 81 (65,8)
Total 123 (100)

A realidade envolvendo a exploracdo de equideos por carroceiros, diagnosticada nesta
pesquisa, ndo é diferente da encontrada em outras cidades brasileiras (17-19). A maioria dos
carroceiros vinculados ao PASAC (70% - 86/123) obtinha uma renda média mensal abaixo do
salario minimo (Tabela 2). O baixo nivel econémico dos carroceiros dificulta o acesso a
assisténcia veterinaria privada, o que pode implicar em uma deficiente condicéo sanitaria e de
bem estar animal (4,12). Adicionalmente, as necessidades basicas e de salde da familia ndo
eram supridas. O cavalo constitui um elemento de fundamental importancia na economia da
reciclagem do lixo urbano, pois além de gerar uma renda familiar, também serve como meio
de transporte de pessoas e cargas (20). Esta condi¢do também foi evidenciada neste estudo.

A jornada média de trabalho com os equinos de tracdo do PASAC variou de 1 a 5 horas
em 60,2% (74/123) dos casos avaliados (Tabela 2). Todos os carroceiros participantes do
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estudo relataram que ndo estabeleciam um horério para seus animais descansarem durante a
jornada de trabalho, indicando que sé havia descanso dos equinos na auséncia de atividade
laboral. Todavia, verificou-se que uma pequena parcela dos familiares (4,8% - 6/123) nédo
utilizava o animal para tracdo, pois consideravam estes equinos como sendo de estimacéo,
muitas vezes preparando-os e utilizando-os para realizarem cavalgadas, desfiles civicos e
folcloricos.

A carga das carrogas transportadas pelos equinos, estimada pelos carroceiros, variou de
150 a mais de 1000 Kg (Tabela 2). O Decreto do Distrito Federal (DF) n°® 26289 de 2005
regulamentou a lei de transito de veiculo de tragdo animal e determinou que a capacidade
maxima da carga deste tipo de veiculo deve ser de 350 Kg (21), o que excedeu a carga
transportada pelos animais observada neste estudo. A maioria dos carroceiros (65,8% -
81/123) circulava mais de 20 km de distancia diaria (Tabela 2), dentro dos bairros ou
eventualmente realizando pequenos fretes ou utilizando as carrogas como transporte urbano
familiar até o centro da cidade. Segundo Smythe (22), os animais que tracionam carrocas €
charretes costumam enfrentar muitas situagdes estressantes e ameagadoras, como: a colocagéo
de arreios e peias, o barulho e 0o movimento nas ruas, o excesso de carga e o horério
prolongado de trabalho, além do descanso insuficiente e 0 manejo inadequado, também
incluindo a aplicacdo de castigos, especialmente quando o animal se recusa a tracionar.
Muitos carroceiros realizam os cuidados de seus animais baseados em informac6es adquiridas
pela propria experiéncia, com vizinhos ou outros colegas de profissdo, muitas vezes
fundamentadas em conceitos errdneos e resultando em manejos inadequados (12).

Os equinos usados para tragdo, principalmente de carrogas ou charretes na area urbana,
enfrentam uma forma de vida totalmente diferente do seu ambiente natural, tendo que se
adaptar a um meio inadequado a sua anatomia e fisiologia e a desenvolverem atividades e
condutas bem diferenciadas de sua natureza primitiva. 1sso determina graves problemas de
bem estar para esses animais (23). Estima-se que existam em torno de 300 milhdes de animais
de tracdo utilizados por dois bilhGes de pessoas em cerca de 30 paises (24). Considerando a
quantidade de animais envolvidos e o grande nimero de pessoas que utilizam equinos de
tracdo, como a principal ou a unica fonte de renda familiar, ou como meio de transporte
urbano, esta realidade denota uma importante questdo de bem estar animal na atualidade das
cidades brasileiras.

CONCLUSAO

Neste estudo, constatou-se uma condicdo insatisfatoria de bem estar dos equinos de
tracdo de Santa Maria, sendo que a mesma se encontra em consonancia com a realidade de
outras localidades no Brasil. Medidas sdcio-educativas devem ser incentivadas e promovidas
pelas instituicdes educacionais e poder publico para que haja difusdo da educacdo referente
aos cuidados dos equinos de tracdo na populacdo envolvida, a fim de que estas medidas
possam proporcionar um melhor rendimento no trabalho e despertar a atencdo dos carroceiros
para o bem estar dos seus animais.
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ABSTRACT

In Andradina, Sao Paulo state, the degree of resistance against endo- and ectoparasites was
evaluated in heifers from three genetic groups: crossbred Nellore x Aberdeen Angus (Nel x
AAn; n=12), Guzera (Guz; n=22) and Nellore (Nel; n=24). During 12 months, the body
weight of each animal was recorded every 28 days as well as the number of Haematobia
irritans flies near the animals, and fecal samples were collected to count nematode eggs per
gram of feces (EPG). The Nel x AAn group had higher fly counts in comparison with other
groups throughout the experiment. There was a significant interaction (P<0.001) between the
number of flies and time, and the difference between groups increased over time. The Nel
group had lower mean EPG values in four of the twelve experimental months. The animals of
the Nel x AAn group had higher average body weight gain since the beginning of the
experiment. There was a significant interaction between weight gain and time (P < 0.001) and
the difference in weight of the Nel x AAn group increased over time in relation to the Guz
and Nel groups. It can be concluded that the crossbred Nel x AAn females presented superior
weight gain in relation to the Guz and Nel groups, although they were more affected by
Haematobia irritans. In conclusion, the use of crossbred cattle is a good strategy to increase
the efficiency of meat production.

Keywords: cattle, weight gain, helminths, horn fly, resistance.

DESEMPENHO DE NOVILHAS DE DIFERENTES GRUPOS GENETICOS SEM
TRATAMENTO ANTI-HELMINTICO

RESUMO

Em Andradina, estado de Sdo Paulo, o grau de resisténcia contra endo e ectoparasitas foi
avaliado em novilhas de trés grupos genéticos: mesticos Nelore x Aberdeen Angus (Nel x
AAnN; n=12), Guzera (Guz; n = 22) e Nelore (Nel; n = 24). Durante 12 meses, 0 peso corporal
de cada animal foi aferido a cada 28 dias, bem como a contagem do ndmero de moscas
Haematobia irritans nos animais, e amostras fecais foram colhidas para contagem de ovos de
nematodeos por grama de fezes (OPG). O grupo Nel x AAn apresentaram maiores contagens
de moscas, em compara¢do com outros grupos, durante o experimento. Houve interacdo
significativa (P <0,001) entre o nUmero de moscas e o tempo, sendo que a diferenca entre os
grupos aumentou ao longo do tempo. O grupo Nel apresentou menores contagens médias de
OPG em quatro dos doze meses experimentais. Os animais do grupo Nel x AAn apresentaram
maior ganho de peso corporal médio desde o inicio do experimento. Houve interacdo
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significativa entre o ganho de peso e tempo (P <0,001) e a diferenga de peso do grupo Nel x
AAn aumentou ao longo do tempo, em relagdo aos grupos Guz e Nel. Pode-se concluir que
fémeas mesticas Nel x AAN apresentaram ganho de peso superior em relagdo aos grupos Guz
e Nel, embora elas fossem mais afetadas por Haematobia irritans. Em concluséo, a utilizacéo
de bovinos mestigos é uma boa estratégia para aumentar a eficiéncia da producéao de carne.

Palavras-chave: bovinos, ganho de peso, helmintos, mosca de chifre, resisténcia.

DESEMPENO DE NOVILLAS DE DIFERENTES GRUPOS GENETICOS SIN
TRATAMIENTO ANTIHELMINTICO

RESUMEN

En Andradina, estado de Sao Paulo, el grado de resistencia contra endo y ectoparasitos se
evaluo en tres grupos genéticos de novillas: Aberdeen Angus x Neloré (Nel x AAN; n = 12),
Guzerad (Guz; n = 22) y Neloré (Nel, n = 24). Durante 12 meses, el peso corporal de cada
animal fue medido cada 28 dias, se realizé conteo del nimero de moscas Haematobia irritans
sobre los animales y se tomaron muestras fecales para realizar el conteo de huevos de
nematodos por gramo de heces (OPG). El grupo de novillas Nel X AAN present0 recuentos
maés altos de moscas en comparacion con otros grupos durante el experimento. Se encontro
relacion significativa (P <0,001) entre el nimero de moscas y el tiempo, aumentando dicha
diferencia entre los grupos con el tiempo. El grupo Nel presento conteos méas bajos de OPG en
cuatro de los doce meses de experimentacion. Los animales del grupo Nel x AAN tuvieron
una ganancia de peso corporal mayor al promedio desde el comienzo del experimento. Se
presentd una relacion significativa entre la ganancia de peso y el tiempo (P <0,001) y la
diferencia de peso del grupo Nel x AAn aumento a lo largo del tiempo en relacion con los
grupos de Guz y Nel. Se puede concluir que las hembras mestizas Nel x AAN mostraron un
aumento de peso mayor en comparacion con los grupos de Guz y Nel, aunque estas fueron
maés afectadas por Haematobia irritans. En conclusion, el uso de animales mestizos es una
buena estrategia para aumentar la eficiencia en la produccién de carne.

Palabras clave: bovinos, aumento de peso, helmintos, resistencia, mosca de los cuernos.
INTRODUCTION

Brazil currently has more than 211 million cattle (1), and it is the largest commercial
beef producer (2). Parasitism is a major problem in cattle breeding, with a large impact on
production. There are many reports of losses caused by gastrointestinal nematodes (3,4) and
ectoparasites (5,6). The control of these parasites is mainly through the use of endectocides of
the macrocyclic lactone class (7). This poses a problem because not only do the drugs
belonging this class (abamectin, doramectin, moxidectin and ivermectin) generally have low
efficacy to control endopasites and ectoparasites, they are eliminated with feces and act on
other fauna, interfering with the harmony of the ecosystem (8).

Although cattle are typically infected by both endoparasites and ectoparasites, studies
examining weight gain in relation to infections and parasitic infestations are scarce. Thus, the
aim of this study was to evaluate the performance regarding weight gain of heifers of different
genetic groups, naturally parasitized by gastrointestinal nematodes and flies of Haematobia
irritans, without the treatment with anthelmintics.
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MATERIAL AND METHODS

The experiment was conducted at the APTA Research Farm in the municipality of
Andradina, S3o Paulo, Brazil (geographical coordinates 20°53'46" south latitude, 51°22'46"
west longitude and altitude averaging 405 m) in the period from June 2007 to May 2008.

Nellore and Guzera cows belonging to a closed squad selection of the farm were
inseminated during the breeding season (December 2006 and January 2007) with
conventional semen from three bulls (Aberdeen Angus, Nellore and Guzerd). The calves
issued from these matings were weaned at between 8 and 9 months, consisting of 12
crosshbred Nellore x Aberdeen Angus (Nel x AAn), 22 Guzera (Guz) and 24 Nellore (Nel).
The average weights (x standard error) were 178.2+5.94, 159.5+3.98 and 163.1+4.9 kg,
respectively.

The heifers remained in a 50-hectare paddock planted with Brachiaria decumbens, with
access to water and mineral salt ad libitum. The animals were properly vaccinated against foot
and mouth disease and received no anthelmintic or antiparasite treatment before and during
the experimental period.

The animals were individually weighed on electronic scales every 28 days, totaling 12
samples (newly weaning at 8-9 months to 19-20 months of age). The number of Haematobia
irritans flies present in the dorsal region, from the neck until the ends of the hip of each
animal, was counted (9). Fecal samples were also collected for later counting of nematode
eggs in a McMaster chamber.

The stool samples were processed according to the modified McMaster technique (10),
which consists of nematode egg counts in the feces, with 1 egg found in the analysis assumed
to represent 50 EPG.

The average rainfall and average temperature during the period of the experiment, from
June 2007 to May 2008 were measured at the farm (Figure 1).
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Figure 1. Average temperature (°C) and average rainfall (mm) in June 2007 to May 2008, at the Apta
Research Farm, Andradina, SP, Brazil.

The data relating to EPG counts, fly counts and weight of the animals were subjected to
repeated measures analysis using the SAS® software (version 9.1). Means were compared by

Neves JH, Costa RLD, Marini A, Soutello RVG, Barreto TN. Performance of heifers from different genetic
groups without anthelmintic treatment. Vet. e Zootec. 2016 dez.; 23(4): 688-695.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 691

the Tukey test with a significance level of 5%. The data relating to EPG counts were analyzed
after logarithmic transformation (logio (x +1)).

RESULTS

The monthly rainfall during the study period was 110+99.61 mm, with extremes in the
months of June, August and September 2007, when there was no rain; and the months of
January, February and March 2008, when rainfall figures were 257, 244 and 259 mm,
respectively. The average monthly temperature was 24.6+2.64 °C, ranging from 20.0 °C in
July to 27.7 °C in October.

The Nel group had lower mean scores of EPG in the months of June and July 2007 and
April 2008 compared to the Guz group (P <0.05), and in March 2008 compared to the Nel x
AAn group (Figure 2).
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Figure 2. Means (z standard error) of EPG (logl0=x+1) in the months of June 2007 to May 2008 of
three groups of heifers: crossbred ¥ Nellore x ¥ Aberdeen Angus, Guzerd, and Nellore, at the APTA
Research Farm, Andradina, SP, Brazil; Means (+ standard error) followed by * differ by the Tukey test
at P <0.05; *P<0.05 and **P<0.001.

The mean (£ standard error) of the Haematobia irritans fly counts are presented in
Figure 3, where the Nel x AAn group had higher mean scores in all months except June and
July 2007, compared to the Guz and Nel groups.

In Figure 3 it can be seen that the mean horny fly count of the crossbred Nel x AAn
group was significantly greater than those of the Guz and Nel groups, in all samplings
throughout the experimental period. There was also a significant time x group interaction for
horn fly values: the difference between groups increased over time.

The accumulated weight gains during the evaluation were 177.2+6.52, 129.3+6.31 and
118.9+6.88 kg (+ standard deviation) for the Nel x AAn, Guz and Nel groups, respectively.

In Figure 4 it can be seen that the mean live weight of the crossbred Nel x AAn group
was significantly greater than those of the Guz and Nel groups, in all samplings throughout
the experimental period. There was also a significant time x group interaction for live weight
values: the difference between groups increased over time.
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Figure 3. Means (£ standard error) of horny fly counts in the months of June 2007 to May 2008 of
three groups of heifers: crossbred %2 Nellore x %2 Aberdeen Angus, Guzera, and Nellore, at the APTA
Research Farm, Andradina, SP, Brazil; Means (+ standard error) followed by * differ by the Tukey test
at P <0.05; *P<0.05 and **P<0.001.
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Figure 4. Weight gain in the months of June 2007 to May 2008 of three groups of heifers: crossbred
Nellore x Aberdeen Angus, Guzera, and Nellore, at the APTA Research Farm, Andradina, SP, Brazil.
Means (z standard error) followed by * differ by the Tukey test at P <0.05; *P<0.05 and **P<0.001.
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DISCUSSION

The Nel animals showed lower EPG counts (P <0.05) in four of the twelve months
evaluated regarding endoparasitoses: in July 2007 and April 2008, compared to the Guz
group, and in March 2008 in relation to Nel x AAn group.

In contrast, Oliveira et al. (11) evaluated the natural resistance to endoparasites of
heifers from the genetic groups Nellore, crossbred Nellore x Senepol and crossbred Nellore x
Angus, also in the state of Sdo Paulo, and found no significant differences between the three
groups (p> 0.05). However, the authors observed that the animals in the Nellore group
showed higher mean EPG than the Nellore x Angus group. However, the authors reported
there was a great difference in EPG values between animals of the same genetic group
(Nellore), with various animals having EPG of zero and several with high EPG.

The results described corroborate those of (12), who evaluated the 100 Nellore steers,
aged 11-12 months, and observed a significant difference (P <0.05) between individuals of
the same genetic group, and serum total IgE level can serve as to select an additional,
sensitive to infections Nellore marker Haemonchus placei and Cooperia punctata.

Infestation by H. irritans flies has also been assessed in the three genetic groups, but the
economic losses caused by this parasite alone are usually difficult to measure. However,
according to Kaufman and Weeks (13), economic losses in beef cattle are caused by
infestations of more than 200 flies/animal, while Bianchin et al. (14) observed that Nellore
cattle showed significant loss (P <0.05) of 5-26 kg/animal, with mean infestations by H.
irritans between 4-55 flies/animal.

The average scores (+ standard error) of H. irritans found in this study were 66+12.46,
24+ 4.16 and 13£1.73, for the Nel x AAn, Guz and Nel groups, respectively. These averages
are below those considered capable of causing losses by Kaufman and Weeks (13), but similar
to those found by Bianchin et al. (14).

The Nel x AAn group showed the highest infestation of H. irritans (Table 1),
throughout the experiment except for the months June and July 2007. This observation
confirms reports of Bianchin et al. (15), Delabona and Bicudo (16), and Almeida et al. (17),
that Bos taurus x Bos indicus animals are more susceptible to H. irritans than Bos indicus.

Although the Nel x AAn group had the highest scores of H. irritans for 10 of the 12
months evaluated, this group showed a mean cumulative weight gain of 48 and 58 pounds
more than the contemporary Guz and Nel groups, respectively.

In the state of Santa Catarina, Cardoso et al. (18) observed superior performance of
crossbred Angus calves compared to purebred Crioulo Lageano calves, with average weight
gains of 301 and 239 kg, respectively, after 494 days of experiment. This performance of the
animals in the crossbred Angus group were higher than those found here, probably due to the
higher nutritional value of the pastures described by Cardoso et al. (18), while the animals of
our study were fed exclusively on Brachiaria decumbens.

In Mato Grosso do Sul, Soutello et al. (4) evaluated male calves without anthelmintic
treatment and without protein supplementation, observing weight gain of 152.5 kg during the
17-month experiment, lower than the performance found in this study, probably because the
groups are composed of five Guzera and five crossbred Nellore x Angus animals.

The existence of cattle with natural resistance to endoparasites (11,12) and ectoparasites
(19) has been reported by several authors and was also observed in this experiment.
Therefore, for sustainable cattle production, with minimal use of chemicals, the adoption of
measures such as selection of resistant animals and identification and exclusion of susceptible
animals as suggested previously for sheep by Bassetto et al. (20) seems to be the best
alternative.

Neves JH, Costa RLD, Marini A, Soutello RVG, Barreto TN. Performance of heifers from different genetic
groups without anthelmintic treatment. Vet. e Zootec. 2016 dez.; 23(4): 688-695.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 694

CONCLUSION

The crossbred Nellore x Aberdeen Angus (B. indicus x B. taurus) heifers had greater
weight gain in relation to the purebred Guz and Nel groups, despite being more affected by
Haematobia irritans, so using animals of this cross is a good strategy to increase the
efficiency of beef production.
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RESUMO

As micotoxinas determinam perdas econdmicas importantes para suinocultura e o0s
adsorventes a base de parede celular de leveduras sdo uma alternativa para reduzir este
problema. Considerando que a eficdcia desses tipos de adsorventes sdo linhagem-
dependentes, apresentando variabilidade de resposta em funcdo da composicdo da parede
celular da levedura utilizada, torna-se necessaria a avaliagdo de cada novo produto antes de
sua comercializacdo. Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a eficacia de um aditivo
anti-micotoxina (AAM) a base de parede celular de Saccharomyces cerevisiae, Safmannan®,
na prevencdo da micotoxicose decorrente da ingestdo de zearalenona (ZEA). Foram utilizadas
36 leitoas pré-puberes cujas dietas apresentaram dois niveis de inclusdo de AAM (0,0 e 0,2%)
e trés niveis de inclusdo de ZEA (0,0; 0,25 e 0,6 mg kg™ ou ppm). O periodo experimental
teve duracdo total de 21 dias, sendo realizadas avaliacdes semanais de: peso vivo, ganho de
peso, consumo de racdo e volume vulvar; pesos relativos de figado, trato reprodutivo total e o
conjunto Utero-ovario-vagina também foram calculados. A adi¢cdo de 0,0% AAM com 0,6 ou
0,25 ppm ZEA na dieta de leitoas pré-puberes causou sinais clinicos de hiperestrogenismo. A
adicdo do AAM nas dietas contendo ZEA demonstrou ser uma alternativa estatisticamente
significativa para reducéo dos efeitos toxicos desta micotoxina.

Palavras-chave: micotoxina, adsorvente, Saccharomyces cerevisiae, suinos.

EFFECTIVENESS OF ADDITIVES BASED ON YEAST CELL WALL IN DIETS OF
GILTS INTOXICATED BY ZEARALENONE

ABSTRACT

Mycotoxins determine important economic losses to the swine and adsorbents based on yeast
cell wall are an alternative to reduce this problem. Whereas the effectiveness of these types of
adsorbents is strain-dependent, with response variability depending on the composition of the
yeast cell wall used, it becomes necessary assessment of each new product prior to its
commercialization. Thus, the aim of this study was to evaluate the efficacy of an anti-
mycotoxin additives (AMA) based on the yeast cell wall of Saccharomyces cerevisiae,
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Safmannan®, in preventing mycotoxicosis caused by ingestion of zearalenone (ZEA). A total
of 36 pre-pubertal gilts, whose diets had two levels of AAM (0.0 and 0.2 %) and three
inclusion levels of ZEA (0.0, 0.25 and 0.6 mg kg™ or ppm). The experimental period extended
to 21 days and weekly, was measured the parameters: live weight, weight gain, feed intake
and vulvar volume; relative weights of liver, total reproductive tract and the set uterus-ovary-
vagina were also calculated. The addition of 0.0% AMA with 0.6 or 0.25 mg kg™ ZEA in the
diet of pre-pubertal gilts caused clinical signs of hyperestrogenic. The addition of the AMA in
diets containing ZEA proved to be a good alternative for reducing the toxic effects of this
mycotoxin.

Keywords: mycotoxin, adsorbent, Saccharomyces cerevisiae, swine.

EFICACIA DE ADITIVO A BASE DE PARED CELULAR DE LEVADURA EN LA
DIETA DE CERDAS JOVENES EXPUESTAS A ZEARALENONA

RESUMEN

Las micotoxinas determinan pérdidas econdmicas significativas a la ganaderia porcina y los
adsorbentes de pared celular de levadura son una alternativa para reducir este problema.
Considerando que la efectividad de estos tipos de adsorbentes son dependientes de la cepa,
con variabilidad de la respuesta como una funcion de la composicion de la pared celular de
levadura utilizada, es necesario revisar cada nuevo producto antes de su comercializacion.
Asi, el objetivo de este estudio fue evaluar la eficacia de un aditivo anti-micotoxinas (AAM)
basado en la pared celular de Saccharomyces cerevisiae, Safmannan®, en la prevencion de
micotoxicosis como resultado de la ingestion de zearalenona (ZEA). Fueron utilizadas 36
cerdas jovenes, cuyas dietas tenian dos niveles de inclusion de AAM (0,0 y 0,2%) vy tres
niveles de inclusion de ZEA (0,0, 0,25 y 0,6 6 mg kg™ o ppm). El ensayo tuvo duracidn total
de 21 dias, y se llevaran a cabo evaluaciones semanales de: peso corporal, ganancia de peso,
consumo de alimento y el volumen de la vulva, también se calcularon los pesos relativos de
higado, tracto reproductivo total y conjunto Utero-ovario vagina. La adicion de 0.0% de AAM
con 0,6 o0 0,25 ppm ZEA en las dietas de las cerdas prepuberes causd signos clinicos de
hiperestrogenismo. La adicion de AAM en las dietas que contienen ZEA demostrd ser una
buena alternativa para reducir los efectos toxicos de esta micotoxina.

Palabras clave: micotoxinas, adsorbente, Saccharomyces cerevisiae, cerdos.
INTRODUCAO

Micotoxinas sdo substancias toxicas provenientes do metabolismo secundario de alguns
fungos filamentosos, cuja composicdo apresenta baixo peso molecular e baixa capacidade
imunogénica (1). As micotoxinas estdo amplamente presentes em matérias-primas destinadas
a alimentacdo animal, como grdos, em especial 0 milho (2), sendo responsaveis por gerar
grandes prejuizos devido a contaminacdo da cadeia produtora de alimentos, risco para a saude
humana e impacto na saude e na producdo animal (3).

A zearalenona (ZEA) é uma micotoxina estrogénica, ndo esteroidal (4-7) produzida por
fungos do género Fusarium, dentre os quais estdo incluidos F. graminearum e F. culmorum
(8). Estas espécies sao encontradas, principalmente, em cevada, arroz, trigo € no milho (9).

Apos sua ingestdo, a ZEA € absorvida no trato gastrintestinal e biotransformada,
principalmente no figado, e sdo formados dois metabolitos, o e B zearalenol (9), que causam
desordens reprodutivas e efeitos de hiperestrogenismo por se ligarem a receptores
estrogénicos (10). A sindrome do hiperestrogenismo € observada em doses superiores a 0,1
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ppm ZEA (9), sendo caracterizada visualmente pelo avermelhamento e o aumento dos labios
vulvares, podendo também ocorrer prolapso retal ou vaginal decorrente do relaxamento dos
esfincteres (11). AlteracGes macro e microscopicas também sdo observadas como metaplasia
no COrpo e cornos uterinos, na cérvix, vagina e glandula mamaria. Os suinos sdo a especie
mais suscetivel a ZEA (12), pois hd maior formagdo de o zearalenol, que possui maior
afinidade pelos receptores estrogénicos (9).

O uso de aditivos anti-micotoxinas (AAM) é uma estratégia que pode ser usada para
reduzir os efeitos negativos da intoxicacdo por ZEA, pois sdo capazes de adsorver,
biotransformar ou neutralizar as micotoxinas (13). Existem varias substancias que sdo capazes
de se ligar a estes compostos toxicos, evitando sua absor¢do intestinal a partir do alimento
contaminado (3). A parede celular de leveduras (PCL) € um exemplo de substancia
adsorvente (14). Cultivos de Saccharomyces cerevisiae tém sido largamente utilizados, por
possuir componentes em sua parede celular capazes de adsorver uma variedade de
micotoxinas dos alimentos (15), quando suplementados nas dietas dos animais (16). A
composicdo em polissacarideos, a estrutura e espessura da PCL variam consideravelmente
(17). A parede celular da S. cerevisiae, tem uma dupla camada, consistindo numa estrutura
multilaminar microfibrilar constituida por polissacarideos (90 %), sendo 0s manano-
oligossacarideos (MOS) e os B-glucanos, os principais polimeros estruturais (18). Esta
diversidade reflete-se com a presenga de uma grande variedade de potenciais sitios para a
complexacgédo de moléculas (19). Desta forma, pode-se dizer que as propriedades benéficas das
PCL sdo linhagem-dependentes e ndo podem ser extrapoladas ao género nem a espécie,
tornando necessaria a avaliacdo de cada nova cepa (ou produto derivado). Yiannikouris et al.
(20) comprovaram in vitro este fato, demonstrando que a adsorgdo de ZEA foi correlacionada
com a quantidade de B-D-glucanos contidos na parede celular da levedura. Quatro linhagens
foram testadas, onde as que apresentaram niveis mais elevados de B-D-glucanos, foram
capazes de adsorver maiores quantidades de ZEA, com maiores constantes de associacdo e
taxas de afinidade. Enquanto que linhagens com conteudos mais elevados de quitina
apresentaram menor flexibilidade de suas paredes celulares, 0 que restringiu o acesso da ZEA
aos sitios de ligagao com os B-D-glucanos envolvidos na formacdo do complexo micotoxina-
adsorvente.

Muitos ensaios in vivo ja realizados estdo disponiveis na literatura mundial, e visaram
estudar os efeitos da ZEA em leitoas pré-puberes, como também testar a eficacia de um
aditivo anti-micotoxina, sendo este a base de PCL ou ndo. Porém, poucos sao os trabalhos que
possuam e/ou divulguem a composicdo centesimal do produto testado, sendo esta uma
informacao de grande importancia, ja que o efeito da adsorcdo a micotoxina esta associado
aos teores de glucanos e mananos. E ainda, este é o primeiro estudo que utilizou em sua
metodologia estatistica a comparacdo de médias via contraste ortogonal.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia de um produto comercial,
Safmannan®, & base de PCL e rico em MOS e B-glucanos, na prevencdo dos efeitos toxicos
decorrentes da ingestdo de ZEA.

MATERIAL E METODOS

O produto comercial & base de PCL utilizado como AAM no estudo foi 0 Safmannan®
(Safmannan®, comercializado pela empresa Lesaffre do Brasil Produtos Alimenticios Ltda,
Séo Paulo, Brasil). Trata-se de produto totalmente livre de residuos de antibidticos, metais
pesados, produtos quimicos, e contaminantes microbianos, que apresenta a seguinte
composicdo quimica: umidade 5% max., proteina 28% maéx., fosforo 1% min., B-glucanos
23% min., MOS 21% min., matéria seca 95% min., gordura 20% min. e cinzas 4% max. Em
sua composicdo fisica apresenta coloracdo creme a dourado, odor tipico de levedura e sem
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evidéncias de impurezas. O nivel de inclusdo utilizado no experimento seguiu a dose méxima
recomendada pelo fabricante, isto é 2 g kg™ ou 0,2%.

A ZEA foi produzida por meio de fermentacdo controlada tendo o arroz branco polido
como substrato de acordo com Jiménez et al. (21). Foi feita uma suspensdo dos esporos
fungicos cultivados em agua destilada que foi adicionada ao arroz. Foi utilizada a linhagem de
Fusarium graminearum UNRC 3639, cultivada em placas de Petri em meio BDA (batata,
dextrose, agar). Todo o nicleo de ZEA foi autoclavado, ap6s o periodo de 30 dias, seco a
50°C, em estufa de secagem, e triturado. A ZEA foi extraida com solu¢do de agua destilada e
acetronitrila, purificada pela coluna de extracdo MycoSep® 226 AflaZON de acordo com as
informac6es do fabricante (Romer Labs®), e quantificada por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE). O nlcleo foi acrescido a dieta base dos animais na devida proporcao,
utilizando-se misturador do tipo Y, a fim de se obter as concentragdes de 0,6 e de 0,25 ppm
ZEA na ragéo experimental.

Foram utilizadas 36 leitoas pré-puberes da linhagem Topigs com idade inicial de 34 dias
e peso inicial médio de 8 + 0,48 kg. Os animais foram alojados em baias do tipo suspensa,
sendo dois animais alocados em uma baia. As fémeas passaram por um periodo de adaptacdo
de sete dias, pois foram desmamadas e deslocadas por caminhdo para o local do ensaio in
vivo. Dessa forma precisaram se adaptar as novas instalagcdes, alimentacdo e ambiente,
garantindo assim a uniformidade inicial dos animais, que foi verificada atraves de parametros
zootécnicos do periodo de adaptacdo. O periodo experimental foi de 21 dias. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com seis tratamentos e trés repeticdes por
tratamento, sendo a baia a unidade experimental.

As leitoas foram distribuidas nos tratamentos (dietas) que seguiram esquema fatorial 2 x
3, com dois niveis de inclusdo de AAM (0,0 e 0,2%) e trés niveis de inclusdo de ZEA (0,0;
0,25 e 0,6 ppm) nas dietas, sendo 0,0% AAM + 0,0 ppm ZEA (T01), 0,2% AAM + 0,0 ppm
ZEA (T02), 0,0% AAM + 0,25 ppm ZEA (TO03), 0,2% AAM + 0,25 ppm ZEA (T04), 0,0%
AAM + 0,6 ppm ZEA (T05), e 0,2% AAM + 0,6 ppm ZEA (T06).

Todas as fémeas receberam agua e racdo a vontade. Os animais foram monitorados
diariamente, trés vezes ao dia, ao longo de todo o experimento. Ocorreu monitoramento diario
da temperatura no local do experimento. Os parametros avaliados foram: peso vivo (PV),
ganho de peso (GP), consumo de racdo (CR) e volume vulvar, determinado pela multiplicacao
da mensuragdo da altura, largura e profundidade da vulva das fémeas, no 7°, 14 e 21° dia de
experimento, medicdo feita com paquimetro digital. No final do experimento, trés animais de
cada tratamento foram abatidos, sendo respeitado o periodo médio de 6 horas de jejum
alimentar com agua ad libitum, e insensibilizados por eletronarcose, seguindo os principios do
abate humanitario. As fémeas foram ent&o, evisceradas e seus 0rgaos, trato reprodutivo total,
conjunto Utero-ovario-vagina e figado, foram retirados, pesados e medidos. O modelo do
estudo seguiu as recomendacdes da Portaria n° 130 de 24 de Maio de 2006 do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (22).

Devido as diferentes caracteristicas nos dados coletados, utilizamos o modelo ANOVA
padrdo para 0s pesos relativos dos 6rgdos dos animais e 0 modelo ANOVA com medidas
repetidas para as informag6es coletadas ao longo do tempo, considerando o efeito do tempo.
Em ambos os casos testou-se 0 modelo completo, e isto significa que todas as variaveis e
todas as possiveis interacdes foram testadas. Em casos de significAncia estatistica de
interacdes envolvendo o fator de interesse (AAM) foi aplicado o teste T-student via contrastes
ortogonais.

Para dados ndo paramétricos (volume vulvar), foi necessario transformar a variavel pelo
uso de funcdo logaritmica para garantir a suposicdo de normalidade. Todos os testes
estatisticos consideraram 5% de significancia, e as analises foram conduzidas usando o
programa computacional PROC GLM em SAS® (SAS Institute, Cary, NC).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Com relagédo ao peso vivo, ndo foi observada diferenca significativa, mas houve
diferenca estatistica significativa para a variavel tempo (p < 0,01) (Tabela 1). Esta diferenca
era esperada, ja que ao longo das semanas as fémeas apresentaram aumento de seu peso Vivo.
O consumo desta micotoxina ndo interferiu no peso vivo dos animais, pois a ZEA ndo afeta a
digestibilidade das dietas. Além disso, a ingestdo experimental de ZEA purificada nas dietas,
sem a presenca do fungo, ndo altera a composicao nutricional dos ingredientes da ragéo (2).

Tabela 1. Efeito dos tratamentos (dietas) sobre o peso vivo (em Kg) ao 1°, 7°, 14° e 21° dia de
experimento’.

Peso vivo (kg)

Tratamentos (dietas)

1° dia 7° dia 14° dia 21° dia

0,0% AAM

0 ppm ZEA 11,10+ 0,48 1552+121 20,10+1,67 25,90+1,40

0,25 ppm ZEA 10,47 +£0,60 14,30+1,08 19,04+1,70 23,62+2,18

0,6 ppm ZEA 11,08+ 150 15,12+181 19,38+2,77 23,63+3,42
0,2% AAM

0 ppm ZEA 11,20+£0,85 15,13+1,42 19,19+1,71 23,46 +2,37

0,25 ppm ZEA 11,21+096 1523+160 1984+186 24,25+201

0,6 ppm ZEA 10,80+1,25 1428+105 18,13+1,40 23,25+1,35

T Resultados expressos em média + desvio padrao das repeticdes; AAM, Aditivo anti micotoxinas (Safmannan®);
ZEA, zearalenona

Ja para ganho de peso foi observado que houve efeito independente da variavel AAM,
bem como sua interacdo com ZEA e com ZEA e tempo conjuntamente (p<0,05). O tempo foi
novamente significativo (p<0,01). Observando os resultados dos contrastes temos que 0 uso
do AAM esta associado ao menor peso independentemente de quaisquer outras variaveis
(diferenca de -0.31). Fixando-se o tempo adicionalmente ao ZEA observa-se que 0 uso do
AAM esté associado ao maior ganho de peso apos 21 dias de tratamento na administracdo de
ZEA a 0,6 ppm (p<0,05) e associada a menores pesos no comeco do estudo (12 semana) sem
uso de ZEA (p<0,01) (Tabela 2). Teixeira et al. (6) ndo observaram diferenca de ganho de
peso entre o grupo controle e o grupo intoxicado experimentalmente com 0,75 mg kg™ de
ZEA, resultados em desacordo com o presente estudo.

Tabela 2. Efeito dos tratamentos (dietas) sobre o ganho de peso (em Kg) ao 7°, 14° e 21° dia
de experimento’.

. Ganho de peso (kg)

Tratamentos (dieta) 7 dia 12° dia >T° dia
0,0% AAM

0 ppm ZEA 4,42 + 0,89 4,58 +0,78 5,80 + 0,80

0,25 ppm ZEA 3,83 + 0,67 4,74 + 0,69 4,58 + 0,67

0,6 ppm ZEA 4,04 £ 0,80 4,26 +1,20 4,25 +0,78
0,2% AAM

0 ppm ZEA 3,93 +0,65 4,06 + 0,36 4,27 + 0,98

0,25 ppm ZEA 4,02 £ 0,80 4,61+ 0,60 4,41 +0,20

0,6 ppm ZEA 3,48 + 0,56 3,84 +0,74 5,12 + 0,49

T Resultados expressos em média + desvio padrao das repeticées; AAM, Aditivo anti micotoxinas (Safmannan®);
ZEA, zearalenona
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Com relacdo ao consumo de racdo, a varidvel AAM sozinha ndo apresentou
significancia estatistica, mas sua interacdo com os niveis de ZEA sim (p<0,01). Também foi
observado efeito da variavel tempo (p<0,01). O consumo de ragdo foi estatisticamente maior
na auséncia de AAM quando ndo ha presenca de ZEA (T01) (p<0,01). Considerando apenas a
presenca do AAM, o grupo de animais intoxicados com 0,25 ppm de ZEA tiveram maior
consumo de ragéo ao final dos 21 dias (Tabela 3).

Tabela 3. Efeito dos tratamentos (dietas) sobre o consumo de racdo ao 7° 14° e 21° de

experimento’.

Tratamentos (dieta)

Consumo de ragéo (kg)

7° dia 14° dia 21° dia

0,0% AAM

0 ppm ZEA 5,77 +0,85 7,52 +0,55 9,02 +£0,09

0,25 ppm ZEA 5,27 + 0,53 7,15+0,15 8,52 +0,18

0,6 ppm ZEA 5,33 +0,80 6,70 +1,48 7,97 +1,31
0,2% AAM

0 ppm ZEA 5,40 + 0,10 6,82 + 0,54 7,89 +0,20

0,25 ppm ZEA 6,13 + 0,33 7,66 +£0,15 8,47 +£0,19

0,6 ppm ZEA 5,04 +£0,26 6,61 + 0,66 8,08 + 0,34

T Resultados expressos em média + desvio padrao das repeticdes; AAM, Aditivo anti micotoxinas (Safmannan®);
ZEA, zearalenona

Os resultados zootécnicos desse estudo, descritos anteriormente divergem com os de
Ortiz et al. (16), que relataram ser benéfica a suplementacdo com AAM a base de parede
celular de S. cerevisiae na dieta de monogastricos, pois promove 0 crescimento, possuindo
acdo promotora e favoravel ao desenvolvimento e ao ganho de peso dos animais. Porém, de
acordo com Andretta et al. (5) e Teixeira et al. (6) que relatam em suas pesquisas que a
presenca de ZEA ndo interferiu significativamente sobre os indices zootécnicos e sobre o
desempenho produtivo dos animais.

Ja para o volume vulvar (cm®) houve significancia do uso do AAM independentemente
das variacdes de ZEA (p<0,01), sendo que o volume vulvar € maior na auséncia do uso do
AAM (Tabela 4). Foram também significativos os niveis de ZEA (p<0,01), o tempo (p<0,01)
e a interacdo de ZEA e tempo (p<0,01). Porém, ndo houve diferenca significativa para a
interacdo AAM e ZEA, mostrando que o AAM e a ZEA possuem efeitos fixos, 0 AAM possui
a mesma capacidade de adsorcéo para as duas concentragdes de ZEA, quando consideramos 0
volume vulvar. E ainda, o volume vulvar é sempre maior na auséncia do uso do AAM, visto
nas fémeas do grupo TO3 e T05. Os sinais clinicos hiperestrogénicos nas leitoas destes
grupos, ja podem ser notados a partir da primeira semana do experimento, cujos resultados
foram similares aos descritos por Andretta et al. (4), com a adicdo de 2 mg kg™ ZEA na ragéo
de leitoas. Portanto, o volume vulvar é a primeira manifestacdo a ser observada quando ha
intoxicacdo por ZEA, uma vez que aumenta rapidamente. O monitoramento do volume vulvar
¢ uma ferramenta importante para avaliar a intoxicacdo por ZEA, e consequentemente a
eficacia do AAM.

A analise dos resultados do peso relativo dos 6rgdos ap6s o abate ndo detectou
nenhuma significancia estatistica quanto ao peso relativo do figado. Portanto, a inclusdo de
ZEA e/ou AAM nas dietas ndo afetou o peso relativo do 6rgdo. Estes resultados encontrados
estdo em acordo com os de Andretta et al. (4), que também ndo observaram diferenca para o
peso absoluto e relativo do figado entre o grupo controle e 0s grupos que ingeriram a ZEA.
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Tabela 4. Efeito dos tratamentos (dietas) sobre o volume vulvar ao 7°, 14° e 21° dia de
experimento’.

Volume vulvar (cm®)

Tratamentos (dietas)

7° dia 14° dia 21° dia

0,0% AAM

0 ppm ZEA 3,24 +0,95 3,48 £1,58 6,14 + 3,58

0,25 ppm ZEA 4,24 +0,93 9,94 + 4,23 19,02 + 7,59

0,6 ppm ZEA 9,21 +5,16 16,61 + 12,42 34,66 + 19,97
0,2% AAM

0 ppm ZEA 2,10+ 0,69 2,86 £ 0,95 3,82 +0,83

0,25 ppm ZEA 3,25+1,12 6,57 + 2,51 12,06 + 5,83

0,6 ppm ZEA 5,93 +4,03 15,83 + 13,05 25,46 + 15,24

T Resultados expressos em média + desvio padrao das repeticdes; AAM, Aditivo anti micotoxinas (Safmannan®);
ZEA, zearalenona

J& o0 peso relativo do trato reprodutivo total foi estatisticamente significativo quanto a
variavel AAM (p<0,05), independentemente dos niveis de ZEA. Como também houve
diferenca estatistica significativa para a variavel ZEA, sem a presenca do AMM (p<0,01). O
peso relativo foi maior na auséncia do AAM (Tabela 5).

Tabela 5. Efeito dos tratamentos (dietas) sobre o peso relativo de orgdos ao 21° dia de
experimento’.

Peso relativo de 6rgéos (%)

Tratamentos (dietas) . Trato_ . Conjunyo_
Figado reprodutivo Utero-ovario
total -vagina

0,0% AAM

0 ppm ZEA 3,376 + 0,822 0,089 + 0,017 0,060 + 0,013

0,25 ppm ZEA 3,256 + 0,388 0,260 + 0,012 0,198 + 0,019

0,6 ppm ZEA 2,623 £ 0,387 0,367 + 0,048 0,293 + 0,029
0,2% AAM

0 ppm ZEA 3,103 + 0,206 0,092 + 0,012 0,082 + 0,017

0,25 ppm ZEA 3,057 £ 0,214 0,197 + 0,036 0,154 + 0,018

0,6 ppm ZEA 3,127 + 0,123 0,335 + 0,009 0,266 + 0,022

T Resultados expressos em média + desvio padréo das repeticées; AAM, Aditivo anti micotoxinas (Safmannan®);
ZEA, zearalenona

Por fim, o peso relativo do conjunto Utero-ovario-vagina apds o abate foi significativo
para a variavel ZEA isolada (p<0,01), mostrando, mais uma vez, maior peso nas leitoas que
consumiram ZEA na auséncia de AAM. Ocorreu efeito da interacdo AAM e ZEA para este
parametro, sendo que para as fémeas intoxicadas com 0,25 ppm ZEA + 0,2% AAM (T04)
ocorreu um menor peso relativo para este conjunto. Logo, o efeito do adsorvente foi
dependente do nivel de ZEA, nédo possuindo mais o efeito fixo para as duas concentracoes de
ZEA, sendo inclusive responsavel por diminuir o peso relativo do conjunto Utero-ovario-
vagina quando aplicada a metodologia de contraste, comparando ao grupo T02 e TO06.

Estes resultados concordam com Doll e Danicke (10), concluindo que o
hiperestrogenismo causado pelo consumo de ZEA se torna mais evidente a medida que a
concentracdo desta micotoxina aumenta. Os danos no trato reprodutivo das fémeas sdo
decorrentes da ingestdo de ZEA, que ocorrem devido a competicdo desta micotoxina e de seus
metabdlitos, provenientes da metabolizacdo hepética, pelos receptores estrogénicos (3).
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A ingestdo de ZEA causa aumento no (tero em concentracdes > 0,15 mg kg™ (4). Oliver
et al. (12) descreveram resultados similares apds o periodo de quatro semanas de consumo de
ZEA, sendo que o peso do trato reprodutivo total dobrou em relagdo ao grupo sem ingestéo de
ZEA. Fato que ocorre em razdo da ZEA e os seus metabdlitos possuirem alta afinidade de
ligagdo pelos receptores estrogénicos no utero (3), estimulando uma maior producdo de
proteinas pela parede uterina, causando o aumento do peso deste 6rgdo (7).

O uso da parede celular de S. cerevisiae tem se tornado um método cada vez mais
difundido na producdo animal com o objetivo de amenizar os efeitos das micotoxinas ja
presentes nos alimentos. Com relacdo a ZEA, a inclusdo de parede celular de S. cerevisiae na
dieta apresenta cerca de 80% de capacidade de adsorcdo desta toxina (9), sendo que os f-
glucanos podem ser responsaveis pela maior parte da adsorcdo, e que esta ligacdo ocorre na
superficie da PCL (20).

Desta forma, a incluséo do AAM na dieta no presente estudo ndo produziu nenhum
efeito negativo sobre os parametros analisados, sendo inclusive, capaz de melhorar
significativamente alguns parametros, possuindo capacidade de ligacdo / adsorcao frente as
concentracdes de ZEA testadas (0,25 e 0,6 ppm). Entretanto, Huwig et al. (14) relataram
capacidade da parede celular de linhagem de S. cerevisiae em adsorver ZEA na concentragio
de 2,7 mg, bem superiores as do presente estudo. Tais resultados servem para reforgar nossa
hipdtese de que as propriedades benéficas dos micro-organismos sdo dependentes da
linhagem, e reforcam a necessidade de estudos deste tipo para novos AAM a base de produtos
bioldgicos.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos demonstram a eficacia do produto, pois a sua inclusdo conseguiu
prevenir os efeitos toxicos da ZEA.
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RESUMO

Com o objetivo de se investigar a frequéncia de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em
bubalinos do Para, foram escolhidas 256 amostras de soro sanguineo de fémeas bubalinas de
forma aleatdria, provenientes das seguintes mesorregides Paraenses: Baixo Amazonas (n=87),
Marajo (n=124) e Sudeste Paraense (n=45). As amostras faziam parte do banco de soro do
laboratério de Microbiologia e Doengas Infecciosas da Universidade Federal Rural da
Amazonia (UFRA) e foram submetidas ao Teste da Aglutinacdo Direta Modificada (MAT)
para deteccdo de anticorpos da classe IgG anti- Toxoplasma gondii. Das 256 amostras de
soros bubalinos analisados por esta técnica, 31,65% (81/256) resultaram positivas com titulos
iguais ou maiores que 16, e 68,35% (175/256) delas mostraram-se ndo reagentes. O titulo
mais frequentemente encontrado foi o de 16 (71,60%), seguido do titulo 64 (17,28%). Apenas
dois animais (2,47%) apresentaram o titulo 1024 e somente um animal (1,23%) apresentou o
titulo mais alto, de 4096. A presenca de bufalos soropositivos € um indicativo da circulacédo
do Toxoplasma gondii nas mesorregides estudadas e isto merece uma atencao especial, visto
gue esses animais mantém uma estreita relagdo com os seres humanos e servem de alimento,
podendo, portanto, ser um meio de infec¢do para os humanos e 0s outros animais.

Palavras-chave: Toxoplasmose, bufalos, Para, MAT.

SEROLOGICAL EVALUATION OF TOXOPLASMOSIS IN BUFFALOES FROM
THREE MESORREGIONS OF PARA STATE.

ABSTRACT

Aiming to investigate the frequency of serological antibodies anti-Toxoplasma gondii in
buffaloes from Para, it was choosen 256 samples from buffaloes cows randomly.They were
from the following mesoregions from Para: Baixo Amazonas (n=87), Marajé (n=124) e
Sudeste Paraense (n=45). The samples were from the serum bank of the Laboratory of
Microbiology and Infectious Diseases, from the Federal Rural University of Amazon and
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were submmited to the Direct Agglutination Test (MAD) for the detection of IgG antibodies
to Toxoplasma gondii. The 256 buffaloes sera samples analyzed by this technique, 31.65%
(81/256) were positive, with titles bigger than or equal to 16 and 68.35% (175/256) of them
were non-reactive. The most frequently title found was 16 (71.60%) followed by the title 64
(17.28%). Only two animals (2.47%) had the title 1024 and only one animal (1.23%) had the
highest title (4096). The presence of seropositive buffaloes is an indicative of the Toxoplasma
gondii movement in the mesoregions studied. This fact deserves special attention, because
these animals mantain a close relationship with the humans and also serve as food. Therefore,
they can be a mean of infection for men and other animals.

Keywords: Toxoplasmosis, buffaloes, Para, MAT.

EVALUACION SEROLOGIA DE LA TOXOPLASMOSIS EN BUFALOS DE TRES
MESORREGIONES DEL ESTADO PARA

RESUMEN

Con el fin de investigar la frecuencia de anticuerpos anti-Toxoplasma gondii en los bafalos de
Pard, se eligieron 256 muestras de suero sanguineo de hembras de bdfalo al azar, de las
siguientes mesorregiones paraenses: Bajo Amazonas (n = 87), Marajo (n = 124 ) y el sureste
de Pard (n = 45). Las muestras fueron parte del banco de suero de Microbiologia y
Enfermedades Infecciosas de laboratorio de la Universidad Federal Rural de la Amazonia
(UFRA) y fueron sometidos a la prueba de aglutinacion directa modificada (MAT) para la
deteccion de anticuerpos IgG anti-Toxoplasma gondii. De las 256 muestras de suero de
bufalos analizado por esta técnica, 31,65% (81/256) fueron positivos con titulos iguales o
mayores que 16, y 68,35% (175/256) de ellos mostraron ser no reactivo. El titulo de 16 fuera
el mas frecuentemente encontrado (71,60%), seguido del titulo 64 (17,28%). Sélo dos
animales (2,47%) tuvieron el titulo en 1024 y s6lo un animal (1,23%) presento el mayor
titulo: 4096. La presencia de bufalos seropositivos es indicativo de la circulacion del
Toxoplasma gondii en mesorregiones estudiado y esto merece una atencion especial, ya que
estos animales mantiene una estrecha relacion con los seres humanos y proporcionan alimento
y por lo tanto pueden ser un medio de infeccion a hombres y otros animales.

Palavras clave: toxoplasmosis, bufalos, Para, MAT.
INTRODUCAO

O Paréa é uma das 27 unidades federativas do Brasil. E o segundo maior estado do pais
com uma extensdo de 1.248.042,515 km? dividida em 144 municipios. Também €é o estado
mais populoso da regido Norte, contando com uma populacdo de 7.321.493 habitantes. Seu
relevo é baixo e plano, sendo que 58% do territorio se encontra abaixo dos 200 metros. O
clima tipico da regido é quente e Umido, caracterizado por muitas chuvas e temperatura média
anual de 26,5°C. E dividido em seis mesorregides: Baixo Amazonas, Marajo, Metropolitana
de Belém, Nordeste Paraense, Sudoeste Paraense e Sudeste Paraense (1).

O Brasil tem atualmente um rebanho de cerca de 3,5 milhdes de cabecas de bufalos de
agua (Bubalus bubalis), e segundo dados da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA), o Para abriga o maior rebanho de bufalos do pais, com cerca de metade do
rebanho brasileiro, o que se deve em parte a boa produtividade e a fécil adaptacdo destes
animais as condicOes geoclimaticas paraenses (2). A mesorregido do Marajo, por sua vez,
possui metade do rebanho do estado, logo conclui-se que o maior rebanho brasileiro esta
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localizado no Maraj6. J& o segundo maior rebanho bubalino estd localizado na regido do
Baixo Amazonas e a regido do Sudeste Paraense concentra o quarto maior rebanho (1).

A toxoplasmose é uma importante doenca parasitaria frequentemente encontrada em
nosso meio e devido ao seu potencial zoonotico é de grande importancia em saude publica.
Nos animais de producdo, a doenca € responsavel por grandes perdas econdmicas,
principalmente, devido abortamentos (3).

Com o desenvolvimento de técnicas laboratoriais para o diagnostico da toxoplasmose,
tem sido possivel a realizacdo de estudos soroepidemiolégicos em humanos, assim como em
muitas espécies animais (4). Porém de acordo com Silva et al. (2), pouco se sabe sobre a
infeccdo em alguns animais de producéo, especialmente em bufalos, nos quais se estima que
estes animais, assim como 0s bovinos, ndo manifestem sintomatologia clinica quando
infectados, devido sua elevada resisténcia natural ao parasita.

Como ja mencionado, o estado do Para possui 0 maior rebanho de bufalos do pais e ha
poucas informacdes sobre a prevaléncia da infeccdo nestes animais, que podem, por isso,
estarem servindo como fonte de infecgdo para seres humanos (2). Tomando como base tais
informacdes, a importancia que este protozoario tem em salde publica e a importancia das
mesorregides estudadas na representatividade do rebanho bubalino paraense, o objetivo do
presente estudo foi avaliar os aspectos soroldgicos da toxoplasmose em bubalinos nas
mesorregides do Marajo, Baixo Amazonas e Sudeste Paraense peloo teste de Aglutinacdo
Direta Modificada (MAT).

MATERIAL E METODOS

As amostras de soro pertenciam a trés mesorregides do Para: Baixo Amazonas (n=87),
Marajo (n=124) e Sudeste Paraense (n=45), totalizando 256 amostras. Todas eram
provenientes de fémeas bubalinas, com idade acima de 36 meses e faziam parte do banco de
soros sanguineos do laboratério de Microbiologia e Doencas Infecciosas da Universidade
Federal Rural da Amazbonia (UFRA). Estas foram escolhidas de forma aleatoria, sendo
coletadas anteriormente na calha de sangria de um matadouro do estado. Esta pesquisa foi
aprovada pela Comisséo de Etica no Uso de Animais — CEUA da UFRA, sob o Protocolo
052/2013 (CEUA) - Processo UFRA 23084.016456/2013-37, do projeto intitulado
Imunodiagndstico e Aspectos Epidemioldgicos da Leptospirose, Toxoplasmose, Brucelose e
Tuberculose em Animais Domésticos no Estado do Para. Foi utilizada a técnica de
Aglutinacdo Direta Modificada, conforme descrito por Desmonts e Remington (5).

Foram consideradas positivas as diluicbes onde houve a formacdo de uma pelicula
cobrindo pelo menos metade do fundo da cavidade, e negativas quando o antigeno depositou-
se no fundo do pogo, ocorrendo a formacao de “botdao ou anel no fundo” de contorno bem
definido. Os animais com titulos iguais ou maiores a 16 foram considerados positivos.
Inicialmente, para a triagem desses animais foram feitas diluicdes seriadas de 1:16 a 1:64.
Essas diluicGes foram escolhidas por serem utilizadas nas maiorias dos trabalhos como ponto
de corte. Os soros dos animais com titulos iguais a 64 foram novamente diluidos seriadamente
e testados até chegar ao titulo maximo da reacdo (4096). Foram utilizados soro controles
positivos e negativos previamente testados para a técnica por tentativas e erros. Os soros que
responderam em trés testes consecutivos foram utilizados como controle.

Para avaliacdo dos dados soroldgicos foi realizada analise estatistica descritiva simples,
pelo encontro de frequéncias absolutas e relativas, sendo possivel ilustrar, por meio de tabelas
e graficos, os dados sorologicos encontrados. Nas analises estatisticas que compararam a
diferenca dos resultados por mesorregides foi utilizado o teste do qui-quadrado (y?), tendo
nivel alfa de 0,05 e utilizando o software BioEstat 5.3.

O Teste de Aglutinacdo Direta Modificada (MAT) realizado nesta pesquisa foi
processado no Nucleo de Pesquisa em Zoonoses (NUPEZO) do Departamento de Higiene
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Veterinaria e Salde Publica, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP) campus de Botucatu, S&o Paulo.

RESULTADOS

Das 256 amostras de soros bubalinos analisados pela MAT, para a investigacdo de
animais sororreagentes contra Toxoplasma gondii, 31,65% (81/256) tiveram resultados
positivos com titulos iguais ou maiores que 16. A figura 1 apresenta os resultados percentuais
da ocorréncia de anticorpos contra T. gondii nos soros dos bufalos investigados.

® N&o reagentes ™ Reagentes
31,65%

68,35%

Figura 1. Percentual de bubalinos reagentes e nao reagentes no teste da Aglutinacdo Direta Modificada
para pesquisa de anticorpos 1gG anti-T .gondii.

Em relagdo aos perfis sorologicos dos bubalinos examinados de acordo com a
mesorregido de procedéncia dos animais observou-se uma variacdo de 8,04% a 71,11% na
frequéncia de sororreagentes entre as mesorregifes. O teste do qui-quadrado, quando aplicado
a esses dados, revelou haver diferenca estatistica significativa entre as mesorregides (p <
0,0001; x2 = 55,09). O titulo mais frequentemente encontrado foi 16 (71,60%), seguido do
titulo 64 (17,28%). Apenas seis animais apresentaram o titulo 256, correspondendo 7,41% do
total. Apenas dois animais (2,47%) apresentaram o titulo 1024 e somente um animal (1,23%)
apresentou o titulo maior, de 4096.

Quanto a titulacdo encontrada dos bubalinos examinados de acordo com a mesorregido
de procedéncia, observa-se que em todas elas, o titulo mais frequentemente encontrado foi o
de 16 (83,34% no Marajo, 57,15% no Baixo Amazonas e 59,38% no Sudeste Paraense).
Somente na regido do Sudeste Paraense, obteve-se um reagente (3,12% do total de animais)
até a titulacdo méaxima (4096) e somente a regido do Baixo Amazonas apresentou um maior
namero de animais com titulos até 256 (28,57%) do que até 64 (14,28%) (tabela 1).

Tabela 1. Perfil sorolégico do Toxoplasma gondii em bubalinos de acordo com a
mesorregido de procedéncia dos animais.

Procedéncia 4 0 Titulos (n)
Positivos (n) Yo 6 62 256 1024 Total
Marajo 42 33,87 35 4 2 1 42
Baixo Amazonas 07 08,04 4 1 2 0 07
Sudeste Paraense 32 71,11 19 9 2 1 31
Total

n: numero de animais
%: porcentagem de animais positivos
Obs: A mesorregido do Sudeste Paraense foi a Unica que apresentou um reagente até a maior titulagéo (4096).

Pinheiro VLC, Silva DB, Oliveira GC, Chagas KLS, Cassab AR, Silva SP, Negrdo AMG, Langoni H. Avaliacdo
soroldgica da toxoplasmose em bubalinos de trés mesorregides do Estado do Para. Vet. e Zootec. 2016 dez.;
23(4): 706-712.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 710

DISCUSSAO

Este estudo demonstra, a partir da MAT, a diferenga soroldgica para a toxoplasmose em
trés mesorregides paraenses, tal qual o proposto por Daguer (6), que argumenta que este tipo
de avaliacdo é valida, pois a infeccdo toxoplasmica varia de regido para regidao devido a
alguns fatores, como: o tamanho da amostra proveniente de cada regido, a sensibilidade do
teste sorolégico empregado e as particularidades de cada local. Baseado nisso foi feita a
escolha aleatoria dos soros de modo que o maior nimero de amostras (124) foram
provenientes da mesorregido do Marajo, que possui 0 maior rebanho de bafalos do estado do
Paré (cerca de 280.000 cabegas). A mesorregido do Baixo Amazonas possui 0 segundo maior
rebanho bubalino paraense com cerca de 142.000 cabecas, e por isto foi a segunda em maior
nimero de amostras (87). J& a regido do Sudeste Paraense foi a regido com menos amostras de
soros analisadas (45) devido esta ser a quarta em produtividade bubalina no estado do Para
(7900 cabecas em média) (1).

Os resultados de bubalinos soropositivos encontrados neste estudo (31,65%) foi
bastante superior aos demais encontrados utilizando a MAT como técnica diagnéstica. Dubey
et al. (7) ndo conseguiram determinar anticorpos anti-T.gondii em bufalos do Egito, a partir
desta técnica. Doze anos depois, no entanto, Shaapan et al. (8) repetiram o estudo e
encontraram 22,5% de soropositivos no local.

Os resultados revelados na presente pesquisa sdo ainda superiores aos encontrados em
diferentes partes do Brasil. Pita Gondim et al. (9), utilizando o Teste da Aglutinacdo em
Latex, encontraram 3,85% de bubalinos soropositivos na Bahia. Silva et al. (10) no Parg,
encontraram somente 1,1% de budfalos positivos, utilizando a RIFI como técnica diagnostica.
Este estudo demonstrou maior proximidade de resultados com aquele realizado por Silva et al.
(2) também no Para. Estes autores encontraram 41,6% de soropositivos pelo ELISA e 36%
pela RIFI. Em Sdo Paulo, Souza et al. (11) também encontraram um elevado ndmero de
animais sororreagentes (49,9%) pela RIFI. Esta diferenca de animais sororreagentes entre as
diferentes regides se deve basicamente ao tipo de manejo dos animais, a quantidade de
amostras coletadas, bem como o teste soroldgico utilizado (12). Essa discrepancia de achados,
ainda, de acordo com Silva et al. (2), pode estar diretamente relacionada a sensibilidade e
especificidade das diferentes técnicas de diagndstico utilizadas bem como a auséncia de um
titulo de corte padrdo entre as mesmas.

A elevada prevaléncia de anticorpos anti-T. gondii encontrada neste estudo pode ser
atribuida, possivelmente, ao ineficiente manejo sanitario dos rebanhos estudados, e a auséncia
de um diagndstico rotineiro aliado ao controle deficiente (13). Isto tudo decorre, muitas vezes,
da falta de informacdo do produtor frente aos mecanismos de transmissdo e prevencdo da
doenca. Fatores socioecondmicos das regifes estudadas também devem ser levados em
consideracdo quando se analisa a positividade de qualquer doencga. Quanto a isso, temos como
exemplo a mesorregido do Marajo, uma das regides alvo deste estudo. Esta regido possui um
dos menores indices de desenvolvimento humano (IDH) do pais e nela se observa a
ocorréncia de multiplas doencas infectocontagiosas (2). Dentre estas, temos a toxoplasmose,
como demonstrado neste trabalho.

No entanto, de acordo com Silva e Silva (14) a mesorregido do Sudeste Paraense
juntamente com a metropolitana de Belém, sdo economicamente mais expressivas que as
demais mesorregides. E, neste estudo, a mesorregido do Sudeste Paraense foi aonde mais se
obteve bufalos reagentes (71,11%), apesar da boa condicdo socioeconémica da localidade.
Porém, apesar de ser a mesorregido mais desenvolvida em relacdo as outras estudadas, € a
regido do Para que atualmente apresenta um dos maiores indices de desmatamento, o que
favorece a movimentagdo de felinos silvestres — responsaveis pela contaminacdo ambiental —
no meio rural (14).
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Os baixos titulos apresentados pelos bubalinos no presente trabalho (16 em 71,60% dos
positivos e 17,68% na titulagdo 64) corroboram com os demais estudos realizados no Par3,
indicando uma possivel infecgdo subclinica nesses animais. Silva et al. (2) utilizando ELISA e
RIFI como métodos diagndsticos, encontraram 62,71% dos bufalos com titulo igual a 64.
Silva et al. (10), também relataram a maioria dos sororreagentes com titulo de 64, utilizando a
RIFI. Da mesma forma, Benigno et al. (15), pelo teste de aglutinagdo indireta, relataram
71,43% dos bovinos com titulacdo 64. Existe, no entanto, a possibilidade de alguns desses
resultados serem falsos positivos por possivel reacdo cruzada com outros protozoarios
Apicomplexa, especialmente do género Neospora.

Com relacdo as mesorregides, a mais frequentemente estudada pela maioria dos autores
é a regido do Marajo, e isso se da pela importancia econdmica que a criacdo de bufalos tem
nessa regido. As demais mesorregides ndo sdo estudadas como um todo, no entanto, alguns
estudos abordam alguns municipios provenientes destas. Silva et al. (2), realizaram estudo
com amostras provenientes de Paragominas (mesorregido do Sudeste Paraense) e encontraram
15 sororreagentes de 20 coletados, o equivalente a 75% de amostras positivas (no presente
estudo foi encontrado 33,87% de sororreagentes). Silva et al (10), observaram, no municipio
de Xinguara, também pertencente ao Sudeste Paraense, uma prevaléncia em torno de 38%, se
aproximando dos estudos de Silva et al. (2). Estes mesmos autores estudaram ainda o
municipio de Oriximina (mesorregido do Baixo Amazonas) e encontraram 80% de
sororreagentes, valor este bem acima do encontrado no presente trabalho (8,04%).

As diferencas regionais da frequéncia da infec¢do por T. gondii nas diferentes espécies
ja sdo bem conhecidas (6). Os resultados da presente pesquisa corroboram esses fatos, uma
vez que foi observada diferenca estatisticamente significativa entre a distribuicdo dos
bubalinos reagentes de acordo com as trés mesorregides de procedéncia dos animais (p <
0,0001; x2 = 55,09).

CONCLUSOES

A presenca de bufalos soropositivos, ainda que com titulacdo baixa, € um indicativo da
circulacdo do Toxoplasma gondii nas mesorregides estudadas (Baixo Amazonas, Marajo e
Sudeste Paraense). O elevado nimero de bufalos soropositivos nestas mesorregibes merece
uma atencdo especial, visto que esses animais mantém uma estreita relacdo com o0s seres
humanos e servem de alimento, podendo, portanto, ser um meio de infecgdo para humanos e
0S outros animais.
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RESUMO

Com o objetivo de avaliar a eficacia da associagdo do piretride Cipermetrina e dos
organofosforados Fenthion e Clorpirifés frente ao carrapato Rhipicephalus (Boophilus)
microplus em um rebanho naturalmente infestado no estado de Mato Grosso, foram avaliados
24 animais com infestacdo média de 33,11 teledginas. Apos divisdo randomizada dos animais
em dois grupos, foi utilizada a formulagéo tdpica por pulverizacdo FC-30 (Ourofino Saude
Animal, SP, Brasil) na metade dos animais, enquanto que a outra metade foi utilizada como
grupo controle. Foram realizadas contagens dos carrapatos trés dias antes do tratamento, e
semanalmente apos a aplicacdo do produto (eficacia terapéutica), bem como avaliando sua
reinfestacdo (eficacia preventiva). Perfis terapéuticos e preventivos indicam que a formulacéo
controla o parasitismo por R. (B.) microplus em bovinos por pelo menos 21 dias apds o
tratamento.

Palavras-chave: Rhipicephalus (Boophilus) microplus, controle quimico, resisténcia
acaricida.

ACCARICIDE EFFICACY OF CYPERMETHRIN, FENTHION AND
CHLORPYRIFOS ASSOCIATION IN NATURAL INFESTED CATTLE WITH
Rhipicephalus microplus IN AMAZON REGION

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the efficacy of an association of pyrethroids and
organophosphate formula in the Rhipicephalus (Boophilus) microplus control in a natural
infested cattle from Mato Grosso State. They were evaluated 24 animals with 33.11 engorged
female ticks of medium infestation. After a randomized division in two groups, 12 animals
were treated with the formulation FC-30 (Ourofino Animal Health, SP, Brasil) and the other
half was the controlled group. After treatment, they were made week counts (therapeutic
efficacy), as well the reinfestation (preventive efficacy). Therapeutic and preventive profiles
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showed efficacy of the formulation in the control of R. (B.) microplus in the tested cattle for,
at least, 21 days after treatment.

Keywords: Rhipicephalus (Boophilus) microplus, chemical control, accaricidal resistance.

EFICACIA ACARICIDA DE LA ASOCIACION ENTRE CIPERMETRINA,
FENTION Y CLORPIRIFOS EN BOVINOS NATURALMENTE INFESTADOS POR
Rhipicephalus microplus EN LA AMAZONIA MATOGROSENSE

RESUMEN

Con el objetivo de evaluar la eficacia de la asociacion entre el piretroide Cipemetrina y los
oganofosforados Fentién y Clorpirifos frente a la garrapata Rhipicephalus (Boophilus)
microplus, en un rebafio naturalmente infestado en el estado de Mato Grosso, fueron
evaluados 24 animales con infestacion media de 33,11 teledginas. Luego de la division
aleatoria de los animales en dos grupos, se utilizé la formulacion topica por pulverizacion FC-
30 (Orofino Salud Animal, SP, Brasil) en la mitad de los animales, mientras que la otra mitad
fue utilizada como grupo control. Se realizaron recuentos de las garrapatas tres dias antes del
tratamiento y semanalmente luego de la aplicacion del producto (eficacia terapéutica).
También se analizo la reinfestacion de estos animales (eficacia preventiva). Los perfiles
terapéuticos y preventivos indican que la formulacion controla el parasitismo por R. (B.)
microplus en bovinos por lo menos 21 dias después del tratamiento.

Palabras clave: Rhipicephalus (Boophilus) microplus, control quimico, resistencia acaricida.
INTRODUCAO

A cadeia produtiva de carne bovina ocupa posic¢ao de destaque no contexto da economia
rural brasileira, ocupando vasta area do territorio nacional e respondendo pela geracdo de
emprego e renda de milhdes de brasileiros. Além disso, a pecuaria de corte nacional possui
uma diversidade de sistemas de producdo advinda, sobretudo, das diversidades regionais.
Essas variacOes estdo diretamente relacionadas com as diferencas de clima, fertilidade dos
solos e tipo de tecnologia empregada na cadeia produtiva e, principalmente o impacto dos
problemas sanitarios sobre a produtividade do rebanho (1).

Os carrapatos e as enfermidades por eles transmitidas sdo problemas para o
desenvolvimento da bovinocultura em todo o mundo. Dentre as espécies de carrapato de
grande importancia na Sanidade Animal, destaca-se Rhipicephalus (Boophilus) microplus.
Esta espécie € parasita habitual de bovinos e animais silvestres na América do Sul, tendo sua
relevancia associada a espoliacdo do animal, levando-o a perda de peso, baixa conversao
alimentar, além da possibilidade de transmissdo de patdgenos (2,3). De acordo com Grisi et
al. (4), no Brasil, as perdas econémicas relacionadas ao controle e tratamento dos patdgenos
transmitidos estava em torno de dois milhdes de dolares por ano.

Como método de controle da populacdo da referida espécie, no Brasil, o uso de
acaricida é amplamente utilizado, sendo, muitas das vezes, utilizado de forma incorreta (2).
Desta forma, o uso indevido e indiscriminado de formulagdes sem auxilio técnico, bem como
0 uso em subdoses estd levando a geracdo de populacbes de carrapato multi-resistentes a
acaricida em diversas regides do Brasil (5). Diversos estudos reportaram a resisténcia de
populacbes de R. (B.) microplus a organofosforados, piretrdides sintéticos, amitraz,
ivermectina e inclusive a fipronil, ou seja, grande parte dos grupos de drogas acaricidas
disponiveis no mercado nacional (6,7,8).
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Dentre os produtos de maior comercializagcdo para controle de carrapatos em animais
domeésticos, o grupo dos piretrdides, como a cipermetrina, vem sendo usado desde a década de
80, principalmente pela baixa toxicidade aos animais, bem como pelo alto poder residual.
Além disso, as associacOes de piretroides e organosfosforados tem sido uma das principais
ferramentas no controle deste parasito, apresentando ainda eficicia satisfatoria, mesmo com o
crescente problema da resisténcia parasitaria (9).

O momento atual se caracteriza pela crise no desenvolvimento de novas moléculas
carrapaticidas. Assim, o combate ao carrapato esta direcionado a pesquisas de estratégias de
controle, isto é, uma combinacdo do uso prudente e racional dos parasiticidas disponiveis com
as alternativas de controle, que levam a manutencdo de populac6es parasitéarias abaixo do seu
limiar econdmico com um minimo impacto ambiental (10).

Diante deste panorama, este estudo teve como objetivo avaliar a eficacia carrapaticida
de uma formulacédo topica por pulverizacdo a base de Cipermetrina associado a Clorpirifos e
Fenthion (FC-30, Ourofino Sadde Animal), em bovinos naturalmente infestados por
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, de diferentes origens da regido amazonica do estado de
Mato Grosso, Brasil.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados no estudo 24 bovinos adultos, em bom estado nutricional, mesticos,
com idade entre 12 e 72 meses e peso variando entre 210 e 504 Kg em propriedade rural
localizada no municipio de Ipiranga do Norte, Mato Grosso, entre 0s meses de julho a
setembro de 2012. Foram incluidos machos e fémeas, de acordo com a quantidade disponivel
na propriedade. Este nimero de animais concorda com o0s requisitos minimos estabelecidos
pela Portaria N° 48/1997 do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (11). Nao foi
verificada nenhuma chuva durante o periodo de estudo.

A propriedade foi selecionada pois praticava a terminacdo dos animais, adquirindo 0s
mesmos de diversas propriedades de diferentes municipios da regido amazonica
matogrossense. Dispondo assim de uma populacdo de carrapatos de diferentes origens dentro
do estado de Mato Grosso.

Os animais que apresentavam bom estado fisico geral e uma infestacdo minima de 20
fémeas ingurgitadas com tamanho variando de 4,5 a 8 mm foram identificados com brincos
plasticos numerados, e mantidos em piquetes com suplementacdo de sal mineral e agua ad
libitum.

Os animais foram selecionados por avaliacdo clinica e aclimatados nos sete dias
anteriores ao tratamento com a formulacdo. Nos trés dias antecedentes ao tratamento (-3, -2 e
-1), foi feita contagem total do nimero de teledginas presentes no corpo dos bovinos. No dia -
1 os animais foram identificados de acordo com a infestacdo média dos trés dias anteriores ao
tratamento, sendo que os dois animais com maior contagem foram alocados um em cada
grupo (tratado e controle) e assim sucessivamente até atingir a repeticdo 12, totalizando doze
animais em cada grupo experimental.

Foi realizada a diluicdo do produto seguindo a proporc¢édo de 25 mL do produto COLO-
15 (Ourofino Saude Animal, SP, Brasil) para cada 20 litros de agua. O produto foi diluido,
bem homogeneizado e pulverizado com bomba de pulverizacéo sobre todo o corpo do animal,
incluindo orelhas, barbela, axilas, virilhas, o inicio da cauda e toda a parte inferior do animal,
deixando-o completamente molhado.

A contagem foi realizada por um mesmo observador, considerando as fémeas
ingurgitadas com comprimento de 4,5 a 8 mm. Apds o tratamento dos animais, as contagens
foram efetuadas nos dias +7, +14, +21, +28 e +35.
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Para o célculo da eficicia do tratamento foi utilizada a formula preconizada pelo
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, Secretaria de Defesa Agropecuaria,
Portaria n° 48, 12/05/1997.

Os grupos Tratado e Controle foram comparados em todas as datas experimentais. Os
dados foram analisados de forma a comparar as variaveis em um delineamento inteiramente
casualizado com dois tratamentos e 12 repeti¢des por tratamento.

Os dados foram transformados [log 10 (n+1)] e depois submetidos ao teste F e se
necessario ao Teste T, na dependéncia do tipo de distribuicdo. Foi utilizado o programa Excel
para a realizacdo das referidas analises. As analises consideraram um nivel de significancia de
5%. Os demais parametros avaliados durante o estudo foram relatados de forma descritiva.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo foram verificados que os
animais apresentavam um alto indice de infestacdo no pré-tratamento, onde o nimero de
carrapatos >4,5 mm nos animais variou de 23 a 62 teledgenas de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus, visto que a maior parte dos animais utilizados era da raca Nelore ou mesticos de
nelore com ragas zebuinas, ragas predominantemente mais resistentes ao parasitismo por
carrapatos. Nos 24 animais selecionados para o estudo foi verificada uma média de 33,04
carrapatos por animal nos trés dias anteriores ao tratamento; sendo 32,83 (+10,94) teledginas
nos animais do grupo controle e 33,25 (£10,73) no grupo tratado. Ndo foi encontrada
diferenca estatistica das medias de teledginas entre os grupos controle e tratado nos momentos
pré-tratamento.

Os dados referentes as contagens dos 24 animais avaliados, até o 35° dia se encontram
no Grafico 1 e nas Tabelas 1 e 2.

Em relacdo as contagens pos-tratamento, o grupo controle apresentou media de
teledginas de 33,67; 40,92; 33,42; 34,58 e 38,17 nos dias +7,+14, +21, +28, +35,
respectivamente. Enquanto que o grupo tratado apresentou média de teledginas de 1,50; 1,83;
2,67; 8,00 e 35,0 nos dias +7, +14, +21, +28, +35, respectivamente.

Com base no calculo da taxa de eficacia, a formulacdo em teste apresentou eficacia
carrapaticida de 95,54%; 95,52%; 92,02%; 76,87% e 8,30% nos dias +7, +14, +21, +28 e
+35, respectivamente (Grafico 2).

Quando avaliada a média do namero de teledginas, foi verificada diferenca estatistica
entre 0s grupos controle e tratados com a formulagdo em questdo nos dias +7, +14, +21 e +28.

50 -

40,92

40 - 38,17

32,83 33,67

30 -

20 ~

10 -

=4==Controle Média == Colosso 15 Média

Gréfico 1. Média de teledginas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus em bovinos tratados e ndo
tratados criados em propriedade em Ipiranga do Norte, Mato Grosso.

Heidmann MJ, Souza AAD, Nascimento CG, Bragaglia GN, Lima LMS, Toma SB, et al. Eficacia acaricida da
associacdo de Cipermetrina, Fenthion e Clorpirifés em bovinos naturalmente infestados por Rhipicephalus
microplus na Amaz6nia Matogrossense. Vet. e Zootec. 2016 dez.; 23(4): 713-721.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 717

100 -~

95,60% 95,58% 92,12%
80 -
77,16%

60 -

40 -

20 9,46%

7 14 21 28 35
Gréfico 2. Eficacia carrapaticida (%) da formulagdo COLO 15 verificada durante os 35 dias de estudo.

Tabela 1. Contagem de teleoginas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus em bovinos néo
tratados criados em propriedade em Ipiranga do Norte, Mato Grosso.

Grupo/ Numero de teledginas > 4,5mm/Dia experimental
animal  pré-tratamento  +7 +14 +21 +28 +35
Controle

54 62 73 84 66 69 73

31 42 38 48 37 37 44

1 43 40 50 43 48 53

5 36 38 41 35 41 52

25 30 27 34 27 25 32

35 29 31 37 28 28 28

14 29 33 38 35 37 33

20 27 27 28 27 25 25

22 25 27 35 32 32 37

23 24 25 36 23 23 28

16 24 23 31 23 23 30

2 23 22 29 25 27 23
Média 32,832 33,67 40,92* 33,42* 34,58 38,17°
Desv. Pad. 10,94 13,20 1451 11,45 12,84 14,15

Quanto a eficécia carrapaticida, partindo-se do principio de uma eficdcia média minima
de 95%, exigida na portaria 48 do MAPA, para avalia¢fes dos dias +7 e +14 em estudo de
campo, 0 produto em teste mostrou-se eficaz no controle do carrapato R. (B.) microplus,
quando empregado via pulverizagéo.

Ao longo de todo periodo experimental, ndo foram observados efeitos adversos que
pudessem ser atribuidos ao emprego do produto e, consequentemente, serem acreditados ao
Seu emprego.
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Tabela 2. Contagem de teledginas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus em bovinos
tratados criados em propriedade em Ipiranga do Norte, Mato Grosso.

Numero de teledginas > 4,5mm/Dia experimental

Grupo/ _
animal Pre- 7 14 21 28 35
tratamento
Colo 15
4 56 2 0 8 12 46
27 49 3 3 3 5 32
33 45 3 4 2 11 36
32 38 8 8 0 16 33
29 30 0 0 9 13 38
37 30 0 0 0 0 32
9 29 0 0 0 13 23
24 27 0 0 3 8 17
34 25 2 5 3 7 55
30 24 0 2 0 3 21
6 23 0 0 4 4 47
8 23 0 0 0 4 40
Média 33,252 1,50° 1,83° 2,67° 8,00° 35,002
Desv. Pad. 10,73 2,29 2,54 2,98 4,74 10,75
Eficacia % 95,60 95,58 92,12 77,16 9,46
Valor P 0,898 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,584

Os resultados obtidos neste estudo apresentaram populacdes de carrapatos ainda nao
resistentes a Cipermetrina associado a Clorpirifos e Fenthion. Apesar de poucos estudos terem
avaliado a eficacia ixodicida da associacdo quimica testada neste estudo; é possivel verificar
que em relacdo a produtos a base, exclusivamente, de Cipermetrina, diversos outros estudos
realizados em territério nacional, grande parte dos rebanhos testados o produto ndo apresentou
eficdcia carrapaticida em nenhum periodo do estudo, como apontado por diversos autores
(2,12,13,14).

A taxa de eficdcia média encontrada durante os vinte e oito dias de estudo foi maior que
as observadas em outros estudos. Gomes et al. (15) verificaram, no estado de Mato Grosso do
Sul, eficacia acaricida de formulacdo de cipermetrina associada a outros organofosforados de
82,68% em testes in vitro. Outros estudos apresentaram uma situacdo mais alarmante com
relacdo a resisténcia de carrapatos R. (B) microplus a piretroides associados a diversos
organofosforados, como descrito em outro estudo (16) no estado da Bahia. Neste estudo, foi
verificada média de apenas 23,18% de eficacia da referida associa¢do. De forma semelhante,
foi verificada uma eficacia média de uma formulacéo a base exclusivamente de Cipermetrina
durante os anos de 2009 a 2011 de apenas 74% em estudo realizado no Rio Grande do Sul
(14).

De acordo com o observado em outros estudos, formulacdes a base de piretroides e
organofosforados devem ser utilizadas de forma a controlar infestacdes por R. (B.) microplus
na regido de Sorriso, Mato Grosso. Ademais, medidas de controle no uso de carrapaticidas
devem ser tomadas para ndo se observar uma crescente resisténcia do carrapato as bases
ectoparasiticidas encontradas no mercado, como verificado nos estudos ja realizados no
Brasil.
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De acordo com outros autores (15), um agravante com relacao a situagdo da resisténcia
dos carrapatos é representado pela frequente constatacdo de falhas de manejo decorrentes da
falta de apoio técnico como uso sistematico de um Unico produto ou classe acaricida,
tratamento vinculado a ocorréncia de formas adultas, nimero excessivo de aplicaces anuais
(17). De modo geral, constata-se uma elevada deficiéncia quanto ao acesso as informacdes
técnicas que embasem o correto uso de produtos antiparasitarios. Percebe-se, também, uma
clara resisténcia ou negligéncia dos produtores quanto a adocéo de recomendacdes técnicas ja
conhecidas como, por exemplo, 0 manejo estratégico (18).

Embora o controle quimico apresente limitacGes, formas alternativas de controle do
carrapato, tais como a aplicacdo de imunoterapicos e o controle bioldgico, respectivamente,
ainda ndo sdo viaveis para grandes rebanhos (19). Por sua vez, a utilizacdo de inseticidas
naturais ou fitoterapicos, de modo geral, tem gerado resultados contraditorios com relacdo ao
controle do carrapato bovino, em especial quanto a validacdo no campo dos resultados
observados em laboratdrio (20,21).

Conclui-se que novos estudos devem ser realizados e estendidos a todo estado a fim de
acompanhar o perfil de eficicia acaricida de produtos ectoparasiticidas no estado de Mato
Grosso, como também identificar possiveis cepas resistentes de carrapatos R. (B.) microplus
em propriedades rurais da regido.
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ABSTRACT

The aim of this study was to perform a follow-up evaluation of both the milk quality and the
profile of 34 dairy milk producers at the central-west region of S&o Paulo State and one
producer at Campinas region, also in S&o Paulo State, Brazil. Data were collected from farms
during three visits at two-month mean intervals, including a questionnaire to verify the herd size and
the adopted management. Monthly data of total bacterial count (TBC) and somatic cell count
(SCC) provided by the dairy plant were also recorded. The producers had variable
characteristics such as: from three to 111 lactating animals; daily production ranging from 10
to 3,632.8 litters. Of the 35 farms, 15.4% and 27.8% had SCC and TBC, respectively above
the limits established by the Brazilian Ministry of Agriculture Livestock and Food Supply
(MAPA), according the Normative Instruction (IN 51). Only 17.65% farms carried out all
hygienic procedures recommended for milking, while 17.65% do not received any type of
technical support. The studied farms belong to small to medium-scale farmers with the
potential to increase their production and improve milk quality, since they already refrigerated
the product and had a certain automation degree. These results indicate the importance of
adopting sanitary education activities for the production of more hygienic milk, as well as
actions for mastitis control.

Keywords: SCC, TBC, milk quality, dairy farms.

QUALIDADE DO LEITE E PERFIL DOS PRODUTORES DE UMA LINHA DE
ENTREGA DE LEITE

RESUMO

O objetivo deste estudo foi realizar uma avalia¢do sequencial da qualidade do leite e o perfil
de 34 produtores de leite da regido Centro-Oeste e de um produtor da regido de Campinas no
estado de Sdo Paulo. Os dados das propriedades foram coletados durante trés visitas com
intervalo médio de dois meses, incluindo um questionario para verificar o tamanho do
rebanho e manejo realizado. Foram anotados ainda os dados mensais de contagem bacteriana
total (CBT) e contagem de células somaticas (CCS) fornecidos pelo laticinio. Os produtores
da regido tinham caracteristicas diferentes como: de trés a 111 animais em lactacdo, producdo
diaria variavel de 10 a 3.632,8 litros. Das 35 propriedades, 15,4% e 27,89% apresentaram em
média contagem de células somaticas (CCS) e contagem bacteriana total (CBT),
respectivamente, acima dos limites determinados pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), de acordo com a instru¢cdo normativa 51, vigente na época. Apenas
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17,65% das propriedades realizavam todos os procedimentos de higiene na ordenha e 17,65%
ndo recebiam nenhum tipo de suporte técnico. Foi possivel observar que as propriedades sdo
de produtores de pequeno a médio porte, com potencial para aumentar a producao e melhorar
a qualidade do leite, pois j& refrigeravam o produto e apresentavam algum grau de
tecnificacdo. Conclui-se ainda pela importancia da adocdo de atividades de educagdo sanitéaria
para a obtencdo mais higiénica de leite e de a¢Ges para controle de mastites.

Palavras-chave: CCS, CBT, qualidade de leite, IN 51, propriedades leiteiras.

CALIDAD DE LA LECHE Y EL PERFIL DE LOS PRODUCTORES DE UNA LINEA
DE TRANSPORTE DE LA LECHE

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue una evaluacion secuencial de la calidad de la leche y el perfil
de 34 productores de leche en la region central y un productor de la regién de Campinas en
Sao Paulo. Se recogieron los datos de las propiedades durante tres visitas con un intervalo
promedio de dos meses, incluyendo un cuestionario para comprobar el tamafio de los rebafios
y la gestion realizada. También se registraron los datos mensuales del recuento total de
bacterias (TBC) y el recuento de células somaticas (SCC) proporcionada por la industria
lactea. Los productores de la region tenian caracteristicas diferentes como tres a 111 animales
lactantes, variables de produccion diaria de 10 a 3.632,8 litros. De las 35 propiedades, 15.4%
y 27.89% tenian un recuento medio de células somaticas (SCC) y el recuento total de
bacterias (TBC), respectivamente, por encima de los limites establecidos por el Ministerio de
Agricultura, Ganaderia y Abastecimiento (MAPA), la de acuerdo con la instruccion normativa
51, vigente en el momento. Sélo el 17,65% de las propiedades a cabo todos los
procedimientos de higiene para el ordefio y el 17,65% no recibié ningun tipo de soporte
técnico. Se observo que las propiedades son pequefias a de tamafio medio, con el potencial
para aumentar la produccion y mejorar la calidad de la leche, como ya resfriavan el producto
y tenia algun grado de tecnificacion. De ello se desprende también la importancia de la
adopcion de actividades de educacion sanitaria para la obtencion de la leche mas higiénica y
acciones para controlar la mastitis.

Palabras clave: SCC, TBC, calidad de la leche, granjas lecheras.
INTRODUCTION

Milk is of extreme importance for human diet and its consumption has increased,
requiring production with high nutritional quality and safety to the health (1,2). Noticing the
delay in the federal sanitary legislation as to milk production, the Brazilian Ministry of
Agriculture, Livestock and Food Supply (MAPA) elaborated the Normative Instruction no.
51, 2002 (IN 51), aimed at updating the norms according to the reality of each region of the
country for consequent improvement in dairy farming and milk quality (3).

A large number of farmers did not adapt to those requirements and continued producing
and transporting milk inadequately before delivering it to the dairy plant; in addition, they
faced mastitis as one of the major problems affecting the herd. Thus, IN 62 came into effect in
December 2011, which extended the period for producers to adapt to the new quality limits
(4). Considering such a reality, milk quality has been affected by the lack of hygiene, and the
losses caused by mastitis have led to decreased production, which constitutes a public health
hazard due to the risk of pathogen transmission and dissemination of toxins through the milk
to humans (1,5,6).
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Normative Instruction no. 51, published in 2002, was gradually implemented in the
south, southeast and central-west regions of the country since July 2005. It established quality
limits for SCC and TBC. In July 2005, the required limits were 1,000,000 cells/mL and
1,000,000 CFU/mL, respectively. In July 2007, these values were reduced to 750,000
cells/mL and 750,000 CFU/mL. In 2011 (IN 62), these limits were reduced to 600,000
cells/mL and 600,000 CFU/mL for the region where the present study was carried out; for our
result analysis, we will consider the SCC and TBC limits in force when this study was
conducted.

In spite of the obtained advances, milk quality does not seem to have improved as
desired since studies have still shown a high percentage of farms that have not reached the
required parameters of SCC and TBC/mL milk. This led MAPA to create IN-62 with a series
of recommendations and actions to improve the quality of milk supplied for consumption (4).

Reduced payment for the milk, as a punishment for the farmer who does not reach the
established SCC and TBC limits, has not motivated producers to revert this situation to higher
quality milk production.

On the other hand, the dairy plants that do not pay for quality do not strive to qualify
farmers to produce a greater volume of milk of higher quality. Stimulating the farmers to
improve productivity, as well as milk quality, would certainly reduce the cost with shipping
and increase the shelf life of products and subproducts, raising the possibility of launching
differentiated products with higher value added.

A data survey of the laboratories of the Brazilian Network of Milk Quality Control
(RBQL) revealed that, of all assessed items, TBC was the greatest problem and, of the six
labs at that time, five had 18.4 to 68.99% samples with TBC values above the limit in force

(7).

Considering the importance of milk quality, the present study aimed to assess SCC and
TBC, as well as the profile of 35 producers from a milk pick-up route at the central west
region of Sdo Paulo State.

MATERIAL AND METHODS

Thirty-five dairy farms at the municipalities of Botucatu, Pardinho, Praténia, Itatinga,
Torre de Pedra, Bofete, Porangaba, Cesario Lange and Quadra, from a milk pick-up route,
were visited between 19/06/2008 and 28/02/2009 for three times at two-month mean intervals
(except for Farm no. 71, which was visited only twice because the producer was out of the
dairy plant pick-up route after the second collection).

During the visits, a questionnaire was applied to producers to verify the characteristics
of the herd and the adopted management type. The recorded data included TBC and SCC
supplied by the dairy plant, from the milk quality program conducted at the Milk Clinics —
Esalg/USP, for the months of visits.

Associations were established by means of Mann-Whitney (Tables 1 and 5) and
Kruskal-Wallis non-parametric tests (Tables 2 and 3).

RESULTS AND DISCUSSION

There was great diversity among farms for herd size, production volume and
management type. The total number of cows per herd varied from 5 to 170, with mean of 43.9
and median of 35 cows. The number of lactating cows ranged from 3 to 111, with mean of
27.4 and median of 19 animals.

Some farms were not very productive; a few had only three lactating animals and their
daily production was 10 litters, slightly higher than 3 litters/cow, while others had 111
lactating cows and daily production of 3,632.8 litters, almost 33 litters/cow. Mean milk
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production per animal was low (8.42 litters a day), with mean among farms of 303.8 litters
and median of 136 litters a day. Mean production of cows per day ranged from 1.88 to 35.99
litters, and the coefficient of variation (CV) was 68.89%. The same profile was reported by
Nero et al. (8) for farms in the region of Vicosa — Minas Gerais State, Brazil, assessed in
2007; most of them were small with less than 15 lactating animals and their daily production
was inferior to 50 litters.

A great part of farmers at the studied region have remained in the sector as a family
tradition, with poor infrastructure, reduced number of animals— most of which without
genetics aimed at milk production, little knowledge of good production practices, and lack of
financial resources. Several of these characteristics have been reported for different regions of
the country (9,10).

This reinforces the importance of a program for stimulating small farmers to update
their dairy production, which would improve the supply chain, the quality of the product
provided for consumption, and the production and profitability, meeting the demands of the
internal and external market. Brito et al. (11) pondered the need of training farmers to adopt a
program of good production practices, so that milk contamination with antibiotic residues and
pesticides, for example, could be prevented, ensuring the quality of the milk produced in the
farm.

As to the quality of milk in immersion tanks or cans, the monthly SCC and TBC values
were assessed for the three months of visit. The vast majority of assessed milk samples were
from 29 individual cooling tanks (82.86%), 5 immersion tanks (14.29%) and one community
tank (2.85%).

SCC ranged from 4,000 to 2,586,000 cells/mL, with mean of 468,228 cells/mL and CV
of 78.30%. TBC ranged from 4,000 to 9,999,000 CFU/mL, with mean of 1,099,773 CFU/mL
and CV of 174.4%. SCC and TBC values greatly varied, even for one same farm. Such
variations many times exceeded the limits established by MAPA, resulting in a public health
risk, as well as in losses both to the producers, due to milk disposal, and to the industry. This
indicates important failures in the milk supply chain, which must be detected and corrected.
Nero et al. (12) assessed raw milk quality based on TBC and detected 21.3% samples with
levels above the limit for the region of Vicosa — Minas Gerais State, 56% for the region of
Pelotas — Rio Grande do Sul State, 47.6% for the region of Londrina — Parana State, and 68%
for the region of Botucatu — S&o Paulo State. These results are relevant and evidence the
importance of sanitary education actions for milk producers, regardless of the herd type and
size, considering that the dairy sector has significantly contributed to the Brazilian
agribusiness.

Considering all 35 studied farms, 11 (31.4%) had SCC beyond the limit established by
MAPA in some collections, reaching the maximal value of 2,586,000 cells/mL in some
situations. SCC did not represent a great problem for most producers, since the herd of these
farms is generally composed of crossbred cattle, which show lower production and are more
resistant to mastitis. Animals that are more productive are more susceptible to intramammary
infections and thus tend to show higher SCC and TBC values, reflecting in the quality of the
produced milk.

As to TBC, a rather larger number of farms (57.1%) were not in accordance with the
normative instruction in force during the study period (750 CFU/mL), reaching the maximal
value of 9,999,000 CFU/mL. The greatest problem for many herds has been the high TBC,
which is also related to the inadequate hygiene of facilities, animals and equipment during the
milking process. Pre-milking cleaning is extremely important for hygienic milk production,
since this practice eliminates a large quantity of microorganisms contaminating the milk.

Nero et al. (12) studied the quality of raw milk from 210 farms located at four important
milk-producing Brazilian states: Minas Gerais (MG), Rio Grande do Sul (RS), Parana (PR)
and Sao Paulo (SP). In SP, 50 farms at Botucatu municipality were investigated and, at that
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moment, 68% had aerobic mesophilic count above the limit established for that period (10°
CFU/mL), a value close to that obtained in the present study (57.1%).

Several factors are important for improving milk quality. The industries in general have
concentrated their effort in aspects relative to the product refrigeration and transportation at
low temperatures, which mainly interferes in the bacterial growth rate, one of the
determinants of the microbiological quality of the product. Actions should still be directed to
a second group of factors which are linked to milk initial contamination from the mammary
gland, the outer part of the udder, the milking equipment and tools, the cooling tank and,
finally, the quality of the water used in the whole process (7).

The community tank that was part of the present study showed SCC of 269,000,
293,000 and 247,000 cells/mL, while TBC values were 586,000 CFU/mL, 793,000 and
3,399,000 CFU/mL in the first, second and third collections, respectively. Low SCC was
expected because these farmers have low production herds and their production is not
sufficient for installing their own tank. On the other hand, TBC values were not in
accordance, indicating a hygiene problem at the farms of origin and in transportation. These
counts were superior to those found by Souza et al. (13) who assessed milk from a community
tank supplied by nine farms. They obtained values between 2.1x10° and 3.3x10° CFU/mL and
suggested that the quality of the product is due to its almost familiar use, as well as to the
confidence among each other and common interests.

Results of the correlation between the tank type and the variables daily production of
cows, SCC and TBC of the tank are shown in Table 1. There was a significant difference
(p<0.01) only for milk production at farms with an individual cooling tank, compared to
farms with an immersion tank. Farms with an individual cooling tank had milk production
median of 7.50 litters, compared to 4.88 litters at farms with an immersion tank. The milk
production median (L/cow/day) at farms with an immersion tank was significantly lower
compared to that at farms with a cooling tank, which confirms the low production when the
immersion system is kept. For producers who have no conditions of obtaining the cooling
tank, immersion is a reasonable option, but it is important to gradually replace it since its
cleaning is more difficult, there is less temperature control and the refrigeration distribution is
irregular. In addition, the can may fall, allowing the entrance of dirty water in the milk,
consequently contaminating the product.
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Table 1. Descriptive measures of variables according to the type of tank used at the studied
farms. Botucatu-SP, 2010.

Type of tank
Variable Descriptive measure Irl((i)lt\)/llicri]téal Immersion p value
Minimal value 2.00 1.88
1% Quartile 5.00 4.00
Mean production n!\/ledian_ 7.50° 4.88 p<0.01
(L/cow/day) 3 _Quartlle 11.47 6.42
Maximal value 35.97 7.50
Mean 8.94 5.14
Standard deviation 6.06 1.65
Minimal value 86000.0 4000.0
1% Quartile 252250.0 171000.0
sce r(lj\/ledian_ 388000.0 245500.0 p>0.05
(cells/mL) 3 _Quartlle 589750.0 741000.0
Maximal value 2586000.0 1335000.0
Mean 472942.5 438928.6
Standard deviation 434991.9 434991.0
Minimal value 4000.0 8000.0
1% Quartile 54250.0 220000.0
TBC “Ij\/ledian. 162000.0 499000.0 p>0.05
(CFU/mL) 3 _Quartlle 722250.0 1709000.0
Maximal value 9999000.0 3990000.0
Mean 1074105.0 1259286.0
Standard deviation 1985404.0 1481939.0

Median values followed by different letters indicate significant differences between the tank types according to Mann-
Whitney non-parametric test.

As regards the milking type, 55.88% farms employed a milking machine; however, the
adopted cleaning procedures were not adequate, since only 17.65% performed all necessary
procedures for hygienic milking and mastitis control such as washing of teats, pre-dipping,
drying of teats, post-dipping, and adoption of dry cow therapy at the end of lactation. This
routine, except for dry cow therapy, was practiced by 2.94%. The majority (55.88%)
performed only some of these practices, while 23.53% carried out milking without any
previous cleaning care. Basic procedures such as washing under running water and drying of
teats reduce the number of bacteria on the teats; however, such a reduction is more efficient if
associated with antisepsis (14).

Correlation of the variables daily production of cows, SCC and TBC of the tank with
the milking type showed a significant difference (p<0.01) for the production median in cases
of mechanical milking. At farms with mechanical milking, milk production median was 10.00
litters, compared to 5.00 litters at those with manual milking and 4.17 litters in cases of
manual and mechanical milking (Table 2).
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Table 2. Descriptive measures of variables according to the type of milking used at the
studied farms, Botucatu-SP, 2010.

Type of milking

Variable Descriptive measure . Manual and p value
Manual Mechanical Mechanical
Minimal value 2.00 3.13 1.88
1% Quartile 3.30 7.23 2.45
Mean production n!\/ledian_ 5.00% 10.00° 4.17° p<0.01
(L/cow/day) 3 _Quartlle 7.15 13.48 4.48
Maximal value 10.00 35.97 4.58
Mean 5.29 11.34 3.54
Standard deviation 4,78 6.50 1.46
Minimal value 4000.0 86000.0 91000.0
1% Quartile 201000.0 245750.0 149000.0
sce r(lj\/ledian_ 388000.0 351000.0 323000.0 p>0.05
(cells/mL) 3 _Quartlle 590000.0 602500.0 720500.0
Maximal value 1335000.0 2586000.0 853000.0
Mean 4421111 493000.0 422333.3
Standard deviation 291503.9 423538.4 390591.0
Minimal value 8000.0 4000.0 220000.0
1% Quartile 85000.0 33750.0 270000.0
TBC r(!\/Iedian_ 271000.0 113000.0 420000.0 p>0.05
(CFU/ML) 3 _Quartlle 1754750.0 578750.0 2858250.0
Maximal value 5783000.0 9999000.0 3671000.0
Mean 1221845.0 977039.6 1437000.0
Standard deviation 1778501.0 2054403.0 1937284.0

Median values followed by different letters indicate significant differences among the milking types according to Kruskal -
Wallis non-parametric test

The use of mechanical milking by 55.88% farms shows their interest in automation.
Production at farms with mechanical milking was higher. Milking automation is positive to
the farm management, but the equipment maintenance and cleaning should be respected,
following the good production practices (15). Accumulation of dirt, milk residues and bacteria
favors the occurrence of mastitis since milking is the major opportunity for microorganism
transmission (16), as well as for an increase in TBC and a fall in milk quality (17).

As to technical assistance, 17.65% farms did not receive any type of support, 17.65%
received community assistance from "Casa da Lavoura", 55.88% received private assistance
and 8.82% concomitantly received community and private assistance. A large number of
producers did not search for support and guidance as to sanitary management of the herd and
production improvement.

Association between the type of technical assistance and mean milk production, SCC
and TBC indicated that farms receiving private or community assistance had higher
production and lower SCC. TBC values varied, making the analysis difficult. The highest
value (9,999,999 CFU/mL) was reached by a farm without any technical assistance and the
lowest value (4,000 CFU/mL) by a farm with private technical assistance. Considering
medians, the lowest TBC was obtained by a farm with private technical assistance, followed
by farms with community assistance and those without assistance; however, there was no
significant difference between the latter, reflecting the importance of technical assistance to
control milk quality. The importance of technical assistance and rural extension for small
farmers was also remarked by Santos et al. (18). The variables daily production of cows, SCC
and TBC of the tank, correlated to the type of technical assistance, are shown in Table 3.

Faccioli-Martins PY, Manzi MP, Maiolino GS, Padovani CR, Menozzi BD, Langoni H. Milk quality and profile
of producers from a milk pick-up route. Vet. e Zootec. 2016 dez.; 23(4): 722-732.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 729

Table 3. Descriptive measures of variables according to the type of technical assistance
received at the studied farms. Botucatu-SP, 2010.

Type of technical assistance p value
Variable Descriptive measure None Community® Private ggyg:@g
Minimal value 1.88 2.08 2.59 2.61
1% Quartile 3.54 4.63 5.06 3.71
Mean Median 5.68° 5.88° 8.21° 7.50% p<0.01
production 3" Quartile 7.41 7.84 12.94 8.65
(L/cow/day) Maximal value 12.50 14.22 35.97 8.89
Mean 5.91 6.60 10.20 6.48
Standard deviation 3.13 3.25 6.89 2.71
Minimal value 91000.0 86000.0 4000.0 204000.0
1% Quartile 260500.0 315250.0 199750.0 378750.0
sce Median_ 533500.0% 549000.0° 297000.0% 453000.0% p<0.05
(cells/mL) 3" _Quartlle 832000.0 615000.0 487000.0 479250.0
Maximal value 1700000.0 906000.0 2586000.0 770000.0
Mean 634350.0 481421.1 405345.5 451857.2
Standard deviation 457452.8 217375.4 376822.5 169646.1
Minimal value 10000.0 21000.0 4000.0 179000.0
1% Quartile 98000.0 111000.0 27000.0 238500.0
TBC Median 371000.0°  271000.0® 77000.0°  2047000.0°  p<0.01
(CFU/mL) 3" Quartile 1701000.0 2002250.0 529000.0 4116000.0
Maximal value 9999000.0 5783000.0 5327000.0 7159000.0
Mean 1459400.0 1473947.0 666347.3 2462143.0

Standard deviation 2465307.0 2156116.0 1321782.0 2765553.0

€ Community technical assistance means assistance by "Casa da Lavoura”
Median values followed by different letters indicate significant differences among the technical assistance types according to
Kruskal-Wallis non-parametric test

Farms receiving private assistance had milk production median of 8.21 litters, compared
to 5.68 litters for farms without technical assistance and 5.88 litters for those receiving
community assistance. Association between private and community technical assistance
showed higher milk production, but without significant difference compared to the remaining
types.

SCC and TBC were lower for farms receiving private technical assistance, relative to
those receiving community assistance.

As shown in Table 4, on average 15.4% farms had SCC values superior to 750,000
cells/mL and 27.8% had TBC values superior to 750,000 CFU/mL, above the limits in force
at the moment of this study, suggesting the importance of establishing an educational program
aimed at improving milk quality.

Table 4. Distribution of SCC and TBC values for the 35 assessed farms. Botucatu- SP, 2010.

Collection
1% 2" 31 Mean
SCC (cells/mL)
<4x10°n (%) 21 (60) 20 (57.1) 17 (50) 19 (55.7)
between 4x10° and 7.5x10° n (%) 11 (31.4) 8 (22.9) 11 (32.4) 10 (28.9)
> 7.5 x10°n (%) 3(8.6) 7 (20) 6 (17.6) 5 (15.4)
Total n (%) 35 (100) 35 (100) 34 (100)
TBC (CFU/mL)
< 1x10°n (%) 10 (28.6) 15 (42.9) 14 (41.2) 13 (37.6)
between 1x10° and 7.5x10° n (%) 15 (42.8) 9 (25.7) 12 (35.3) 12 (34.6)
> 7.5x10° n (%) 10 (28.6) 11 (31.4) 8 (23.5) 10 (27.8)
Total n (%) 35 (100) 35 (100) 34 (100)
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Results of the procedures used in the milking management and their influence on SCC
are shown in Table 5. There was no significant difference in SCC for farms that performed
washing, pre-dipping, cleaning with cloth or paper towel, post-dipping or dry cow therapy,
compared to those that did not carry out such procedures. Association between the latter and
SCC indicated non-significant difference among farms probably because the animals were
more rustic and resistant to intramammary infections. Nevertheless, these procedures are
essential to control mastitis, as well as to reduce both SCC and TBC in the milk

Table 5. Descriptive measures of SCC (cells/smL) mean values at the three collections

according to the milking management type. Botucatu-SP, 2010.
Is it performed?

Type of hygiene/procedure No Yes p value
. 465762 + 261301" 464083 + 274844
Washing 462833 (173333; 1057000)° 418500 (116000; 1368000)  P~0-0°
Pre-dipping 451812 + 195283 491879 + 383662 0>0.05
456667 (116000; 800000) 3338333 (143667; 1368000)
Cleaning with cloth/paper towel 382695 * 169908 509546 + 299236 p>0.05
368500 (173333; 638667) 429667 (116000; 1368000)
Post-dipping 465768 + 227351 462697 + 344336 0>0.05
456667 (116000;1057000) 338333 (173333; 1368000) ’
431667 + 226284 544233 + 342498
Dry cow therapy p>0.05

429667 (116000; 1057000) 391833 (276667; 1368000)

A Mean + standard deviation
B Median (minimal value; maximal value)
There was no significant difference between the management types according to Mann-Whitney non-parametric test

CONCLUSIONS

The data obtained from the studied regions indicated that those small farmers have the
potential to increase their production and improve milk quality, since they already refrigerate
the product and show a certain automation degree. The implantation of IN 51 seems to have
had little influence on the farmers, resulting in minimal improvement in milk quality for some
farms, which suggests the need of direct actions to stimulate improvements, such as payment
for quality, technical support and constant training of workers.

Consequently, the produced milk will be safe food of high quality both for own
consumption, for the industry in the processing and preparation of by products, and especially
for the final consumer.

The present results show the reality of the milk supply chain in Brazil, where farms
have highly different characteristics and animals have highly variable genetic traits and
production, while a large number of farms produce milk below the quality standards desired
by MAPA, especially considering SCC and TBC/mL milk. This study evidences the need of
establishing an educational program for farmers and stimulating higher quality milk
production by granting bonuses to the farmers based on the quality of the milk produced and
delivered to the dairy plant.
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ESTUDO DA DINAMICA DA POPULACAO DE CAES VACINADA CONTRA A
RAIVA NO MUNICIPIO DE BOTUCATU/SP DE 2005 A 2014
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Gumercindo Oliveira Junior?
José Rafael Modolo*

RESUMO

Conhecer a estrutura, o tamanho e a dindmica da populacdo canina de uma localidade é
importante para o planejamento de programas de controle de zoonoses. Um desses programas
diz respeito as campanhas de vacinacdo contra a Raiva de cdes que, no municipio de
Botucatu, SP, sdo realizadas desde 1968. No presente estudo, foram estimados parametros
relacionados a dindmica populacional canina no Municipio para cdes vacinados durante a
realizacdo de dez campanhas anuais contra a Raiva, no periodo de 2005 a 2014. Os dados para
as avaliagBes foram obtidos a partir das fichas de cadastro dos cées vacinados. Para analise
estatistica foram utilizados testes ndo paramétricos de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis. Os
estudos realizados permitiram as seguintes conclusdes: 1) hd& um maior nGmero de animais
entre 1 a 5 anos de idade; 2) os proprietarios tém levado seus animais para serem vacinados
nas campanhas, porém a populagdo normalmente demora a se conscientizar da importancia da
primovacinagdo; com o passar do tempo, os donos dos cées vdo tomando consciéncia da
necessidade das vacinagdes anuais; 3) a comparacao entre a categoria sexo dos cées nédo é
estatisticamente significativa; 4) quando avaliada a cobertura vacinal durante os ultimos dez
anos, o ano de 2014 foi que o que apresentou uma menor cobertura vacinal, 64% dos caes
vacinados. Os parametros da dindmica populacional canina neste estudo servirdo de auxilio
para a elaboracdo de programas de controle de zoonoses transmitidas pelos cdes em Botucatu.

Palavras — chave: cées, dindmica populacional, campanhas contra a Raiva.

STUDY OF THE CANINE POPULATION DYNAMICS VACCINATED AGAINST
RABIES IN THE CITY OF BOTUCATU/SP FROM 2005 TO 2014

ABSTRACT

Knowing the structure, size and dynamics of the canine population of a town is important for
planning the zoonoses control programs. One of these programs the vaccination campaigns
against rabies in dogs performed in the city of Botucatu, Brazil, since 1968. In this study, we
estimated parameters related to the canine population dynamics in the Botucatu for dogs
vaccinated against rabies during the performance of 10 anti-rabies campaign in the period
from 2005 to 2014. The data for the evaluations were obtained from the records of entries of
dogs vaccinated in the campaign. Mann-Whitney and Kruskal-Wallis non-parametric tests
were used for the statistical analysis. The used tests allowed the following conclusions: 1) the
majority of the animals are in between 1 and 5 year-old; 2) the owners have taken their
animals to be vaccinated on the campaigns but the population usually delays to be aware of
the primary vaccination; with the past of time, dog owners become aware of the importance of
the annual vaccinations; 3) the comparison among the dog gender is not statistically

! Faculdade de Medicina Veterinéria e Zootecnia, Unesp — Campus de Botucatu. Contato principal para correspondéncia:
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2 Vigilancia Ambiental em Saide. Prefeitura Municipal de Botucatu, Sio Paulo — Brasil.
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significant; 4) 2014 was the year with the smallest vaccination coverage (64%) in the past ten
years. The parameters of the canine population dynamics in this study provide the aid for the
development of programs for the control of zoonoses transmited from dogs in Botucatu.

Keywords: dogs, population dynamics, anti-rabies campaigns.

ESTUDIO DE LA DINAMICA DE LA POBLACION DE PERROS VACUNADOS
CONTRA LA RABIA EN LA CIUDAD DE BOTUCATU/SP DE 2005 A 2014

RESUMEN

Conocer la estructura, el tamafio y la dindmica de la poblacion canina de un local es
importante para planear programas de control de zoonosis. Uno de esos programas es respecto
a las campafias de vacunacion contra la Rabia en perros, que en la ciudad de Botucatu, Séo
Paulo, Brasil, se realizan desde 1968. En este estidio, fueron estimados parametros
relacionados a la dinamica de la poblacién canina en la ciudad para perros vacunados contra
la Rabia durante la realizacién de diez campafias anuales contra la Rabia, en el periodo de
2005 a 2014. Los datos para las evaluaciones fueron obtenidos de fichas cadastrales de los
perros vacunados en las campafias. Para el analisis estadistico se utilizaron test no
paramétricos de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis. Los estudios permitieron concluir: 1) a um
namero mayor de animales entre 1 a 5 afios de edad; 2) los duefios llevan sus animales para
vacunar en las campafas, por lo tanto tardan en entender la importancia de la primer
vacunacion, con el tempo tienen conciencia de la necesidad de la vacunacion anual; 3) la
comparacion de la categoria sexo en los perros no tiene diferencia estadistica; 4) cuando
evaluado el porcentaje de vacunacion durante los ultimos diez afios, el afio de 2014 fue el que
presento porcentaje menor, con 64% de perros vacunados. Los parametros de la dinamica de
la poblacion canina es este estadio podran auxiliar para la elaboracion de programas de
control de zoonosis transmitidas por perros en Botucatu, Sdo Paulo, Brasil.

Palavras — clave: perros, dinamica de la poblacidn, camparias contra la Rabia.

INTRODUCAO

Conhecer a dindmica da populacdo canina de uma localidade é importante para o
planejamento de programas de controle de zoonoses, como em destaque a Raiva canina e
felina. Vérios estudos foram realizados no Brasil e no exterior para estimar parametros
relacionados a populacdo canina, alguns dos quais com base em procedimentos (1,2,3,4),
amostrais e, outros, com base em censos (5,6).

Devido as dificuldades de natureza financeira e de disponibilidade de pessoal técnico
capacitado, nem sempre é possivel realizar censos (5), para tanto muitos Municipios utilizam
dados de campanhas contra a Raiva de cdes e gatos para avaliarem a dinamica populacional
animal.

Com o objetivo de combater a Raiva humana no Brasil, pela aplicacdo de medidas
sistematicas de controle da doenca em animais domésticos, foi criado, em 1973, o Programa
Nacional de Profilaxia da Raiva (PNPR) e em 1975, o Instituto Pasteur de Sdo Paulo criou o
Programa Estadual de Controle da Raiva (7,8).

Nos idos da criacdo da antiga Faculdade de Ciéncias Médicas e Bioldgicas de Botucatu
(FCMBB), SP, em 1963, a Medicina Veterinaria (que a partir de 1977 passou a se chamar
FMVZ - UNESP) chegava a atender, em média, até sete cdes com suspeita de Raiva em um
Unico dia. Somada a esta situacdo, ndo raras vezes, acontecia de ter até 40 cdes do Municipio
internados com suspeita de Raiva.
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Assim, em 1968, os ex-professores Walter Mauricio Correa, Célia Nogueira Mauricio
Correa e Arnold Frederico Gottschlk, ja falecidos, implantaram, em Botucatu, provavelmente
0 primeiro programa de controle da Raiva do estado de S&o Paulo. N&o havia, na época,
legislagdo brasileira sobre o tema e tampouco manuais de instrugdo como existem hoje. Além
da conscientizacdo dos donos de cdes sobre a importancia da vacinagdo animal, esses
professores também deveriam convencé-los a pagar CR$1,00 pela vacina aplicada, pois ndo
havia esse tipo de ajuda financeira como existe atualmente.*”

Com a rotina da campanha consolidada implantada, foi possivel detectar, em 1971, um
declinio no nimero de casos de Raiva em cées e a diminuicdo de noticias sobre animais com a
doenca. Nessa época acreditava-se que o nimero da estimativa de cdes a serem vacinados era
de 10% da populacdo humana (4000 cées), este numero foi reduzido para 2500 cées, pois se
acreditava que a FCMBB ja havia imunizado em seus atendimentos cerca de 1500 cées, por
isso quando finalizada a campanha, contabilizaram-se 2174 animais vacinados,
consequentemente 87%, quantidade suficiente para interrupcdo o elo epidemioldgico de
transmissdo da Raiva garantindo, por consequéncia, protecdo a populacdo humana
(2174/2500) (9).

Em 1971, a Faculdade de Medicina Veterinaria comecou atuar em parceria com a
Prefeitura Municipal de Botucatu, e também a ter os académicos do curso de medicina
veterinaria atuando nesta atividade como sendo de ensino, perfazendo 47 anos de atividades
ininterruptas no combate a Raiva e 44 de atuagcdo como parceiros.*

Esse programa, sob a coordenacao dos professores Arnold Frederico Gootschalk e José
Rafael Modolo, ja foi homenageado trés anos pela Camara Municipal de Botucatu com a
“Mocao de Congratulacao e Aplausos pelos bons servigos prestados a comunidade”.

As atividades em ambos os municipios e em mais 12 da regido foram premiadas, em
2010, sob a coordenacao do Professor Joseé Rafael Modolo, pela Organizacdo Pan-Americana
de Saude (OPAS), da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) / Alliance for Rabies Control
como “O melhor Evento Regional na Prevengao e Controle da Raiva na América Latina e o
Caribe”.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a dinamica populacional canina vacinada contra a
Raiva no municipio de Botucatu/SP entre 2005 e 2014, que podera auxiliar na proposicdo de
medidas de intervencéo, principalmente por meio do controle de zoonoses transmitidas pelos
caes cuja consequéncia € a promogdo da saude publica.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no municipio de Botucatu/SP localizado na regido centro-sul do
estado de S&o Paulo, a 240 km da Capital na latitude -22°52°20” e longitude -48°26°37”.
Situa-se a cerca de 805 metros acima do nivel do mar e sua area total abrange 1.483 km?, dos
quais 1.329 km? correspondem & zona rural e 154 km? & zona urbana, com uma populacéo
total de 139.483 habitantes, sendo aproximadamente 90% dos habitantes residentes na zona
urbana (10).

Os dados para as analises foram obtidos a partir das fichas de cadastros dos cées
vacinados nas campanhas, area urbana e rural, junto a Vigilancia Ambiental em Salde da
Prefeitura Municipal de Botucatu, durante as campanhas de vacinagdo contra a Raiva de cdes
e gatos realizadas no Municipio.

Das fichas foram utilizadas as variaveis, sexo, idade (menor de 12 meses (<12m) de 1 a
5 anos e > 5 anos) e numero de doses que animal recebe (primeira vez, mais de uma dose, ou
0 proprietario ndo soube informar).

Modolo, J.R. (UNESP-FMVZ-Botucatu). Comunicagao pessoal, 2012.
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Para andlise estatistica foram considerados os 10 anos avaliados no presente trabalho,
sendo 0s animais categorizados das seguintes formas: sexo, idade e nimero de doses que 0
animal recebeu. O numero médio de cdes em cada categoria foi avaliado. Utilizou-se o
método ndo paramétrico de Mann-Whitney para as categorias sexo e nimero de doses, e a
categoria idade foi analisada pelo método ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. As anélises
foram feitas com o auxilio do software Graphpad Prism 5.0 (11). Foram considerados
diferentes os grupos onde p<0,05.

Nos anos de 2010 e 2011 ndo houve vacinagdo contra a Raiva no municipio de
Botucatu. Em 2010, o Ministério da Satde (MS) reiterou que a campanha de vacinagdo contra
Raiva animal fosse interrompida preventiva e temporariamente (12). Segundo Nota Técnica,
em marco de 2011, do Ministério da Saude (MS), foi insuficiente a producdo de vacina pelo
laboratorio responsavel, contudo, a campanha se destinaria exclusivamente a realizacdo de
bloqueio de foco em cdo, gato, morcego em &rea urbana e areas de risco definidas pelo MS,
até que o fornecimento regular da vacina fosse completamente restabelecido (13).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A dinamica populacional canina de um Municipio deve ser estudada para que atividades
de acdes preventivas possam ser eficazes no que tange a saude publica. Dentre essas
atividades enquadra-se a vacinagdo canina que € uma das atividades mais importantes no
Programa Nacional de Profilaxia de Raiva, e seu objetivo principal € manter indices
imunogeénicos protetores em animais de companhia, principalmente cées e gatos, diminuindo
0 nimero de animais suscetiveis e, consequentemente, risco a populagéo humana.

Segundo Grisi-Filho (14), para planejar e avaliar as iniciativas de imunizacdo é
necessario estimar o tamanho e densidade de céaes e gatos do Municipio.

Durante o periodo de 2005 a 2014, foram vacinados 167556 cédes, destes 86,07%
(144226/167556) na zona urbana e 13,92% (23330 /167556) na zona rural, O tamanho da
populacdo de cdes tende a ser maior onde a populacdo humana esta mais concentrada. De
acordo com o IBGE (15), 122.678 habitantes vivem na zona urbana no municipio de
Botucatu.

Larrie et al., (1), trabalhando com populacdes de caes na Argentina, no periodo de 1986
a 1990, relataram que a pressdo do homem mediante variagdes sociais, econdmicas e culturais
foram as que determinaram as caracteristicas da populacao canina.

Do total de cédes vacinados 13,13% (21995/167556) sdo menores de 12 meses, 55,88%
(93639/167556) tinham entre 1 e 5 anos de idade e 30,98% (51920/167556) eram maiores que
5 anos. Ao ser avaliado o nimero médio na categoria idade ao longo dos 10 anos, obteve-se
2749 para cdes < de 12 meses, 11705 de 1 a 5 anos e 6490 para cdes > 5 anos, ndo havendo
diferenca estatistica entre as categorias > 5 anos e 1 a 5 anos e entre > 5 anos e < 12 meses, e
estatisticamente diferente entre 1 a 5 anos e < 12 meses (Figura 1).

Esses dados corroboram com Soto et al., (16) que avaliaram a dindmica populacional
canina no municipio de Ibiuna/SP revelando que ha predominancia de cdes jovens de um a
cinco anos, (68,94%), e infantis, de trés a onze meses, (14,08%), concluindo que ha uma
piramide populacional de base alta, caracteristica esta de populacdes com elevada taxa de
crescimento.
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Figura 1. Média de cdes/ano no municipio de Botucatu/SP durante o periodo de 2005 a 2014
distribuidos por categoria de idade. Botucatu/SP, 2015.

Legenda: letras diferentes (a b) indicam diferenca estatistica (p<0,05).

A figura 2 faz uma comparagéo entre os animais que séo levados para a campanha de
vacinacdo por seus proprietarios de acordo com o niumero de doses que cada cdo recebe,
Foram excluidos da analise estatistica 0 namero de proprietarios que nao sabiam informar.

Avaliando a média nesta categoria obteve-se 4345 animais/ano que receberam a vacina
pela primeira vez (primovacinados) e 16030 animais/ano que ja foram vacinados mais de uma
vez, havendo uma diferenca estatistica entre essas duas caracteristicas. Ao considerarmos o
nimero absoluto 24,75% (34762/167556) sdo animais primovacinados e 76,52%
(128209/167556) animais que receberam mais de uma dose da vacina. Isto pode ser atribuido
ao fato da populacdo demorar a se conscientizar da importancia da primovacina¢do, porém
uma vez conscientizados, os proprietarios dos cdes se atentam a necessidade das vacinacdes
anuais frente a essa importante zoonose.
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Figura 2. Média de cdes/ano no municipio de Botucatu/SP durante o periodo de 2005 a 2014
distribuidos por categoria doses de vacinas recebidas. Botucatu/SP,2015.
Legenda: letras diferentes (a b) indicam diferenga estatistica (p<0,05)
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No total, foram vacinados 49,75% (83346/167556) machos e 50,25% (84210/167556)
fémeas. Ao ser avaliada a media de machos e fémeas neste periodo resultou-se em media
10420 machos/ano e 10530 fémeas /ano, ndo havendo diferencga estatistica. Concluindo-se,
portanto uma homogeneidade de distribuicdo em relacdo ao sexo. Diferente do que foi
avaliado por Canatto et al.(17) na cidade de S&o Paulo, onde ha significativamente mais cdes
machos (52,7%) que fémeas (47,3%), por SOTO et al. (16) em Ibina/SP onde a populacdo de
caes machos (70%) prevaleceu, e por Andrade et al. (18) que também observaram uma maior
predominancia de cdes machos em Aracatuba/SP. Concluindo que ndo ha preferéncia por sexo
pelos proprietarios de cdes no municipio de Botucatu/SP.

Avaliando a cobertura vacinal durante o periodo estudado, demonstrou-se que ano de
2005 foram vacinados 100% dos cées, em 2006 83%, em 2007 82%, em 2008 71%, 78% em
2009, 79% em 2012, 72% em 2013 e em 2014 64% dos cdes foram vacinados contra a Raiva
durante a campanha. O ano de 2014 foi o que apresentou uma menor cobertura vacinal.
Excepcionalmente neste ano a campanha de vacinagéo alterou sua data de execucdo devido a
problemas no fornecimento da vacina pelos 6rgéos oficiais, o que provavelmente tenha levado
a populacdo a uma menor adesdo. Nesse contexto Aradjo (19) e Scheneider et al. (7)
verificaram que a divulgacdo € um dos pontos mais importantes para 0 sucesso de um
programa, contribuindo para o aumento da cobertura vacinal quando ha intensificacdo na
divulgacdo da campanha de vacinagéo antes do inicio desta.

No Brasil, as campanhas de vacinacdo contra a Raiva de cdes e gatos sao
tradicionalmente planejadas e avaliadas considerando-se a estimativa da populacdo canina,
calculadas com base em recomendacdes feitas da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) e do
Instituto Pasteur de S&o Paulo, Brasil, que recomenda a vacinagdo de 80% dos cées no estado
de S&o Paulo para que ocorra a interrupgéo do elo epidemioldgico da doenca (20).

De acordo com essas instituicdes, as relacdes entre a populacdo humana e a canina
domiciliada varia de 10:1 a 7:1. Entretanto, o calculo da cobertura vacinal baseado nesses
estimadores resulta, freqientemente, em coberturas vacinais superiores a 100%. A
inadequacdo desses valores indica a necessidade de se produzir estimativas populacionais
mais precisas de modo a ndo comprometer a avaliagdo dos programas de controle da raiva em
areas urbanas (4).

CONCLUSAO

O conhecimento da densidade populacional dos animais, bem como a sua distribuicao
ao longo dos anos é de extrema importancia para que o Municipio execute um planejamento
de programas de saude e controle de zoonoses envolvendo cées.
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REVISTA “VETERINARIA E ZOOTECNIA”
NORMAS PARA APRESENTACAO DE TRABALHOS
INSTRUCOES AOS AUTORES
ARTIGOS CIENTIFICOS
Devem ser estruturados de acordo com os seguintes itens:
1. Pagina de rosto, com:

« Titulo do trabalho em portugués, em inglés e em espanhol, fonte Times New Roman, tamanho
12, com espagamento simples, em negrito e centralizado, em letra maiGscula. Quando necessério,
indicar a entidade financiadora da pesquisa, como primeira chamada de rodapé;

« Nomes completos dos autores, em que somente a primeira letra de cada nome deve ser
maiuscula, do lado direito da pagina. Digita-los, separados um por linha, com chamadas de rodapé
numeradas e em sobrescrito, que indicar&o o cargo e o endereco profissional dos autores, seguidos da
instituicdo onde o trabalho foi desenvolvido ou as quais estdo vinculados;

- Nome, endereco, telefone, fax e correio eletrdnico, para correspondéncia;

« Em caso de envolvimento de seres humanos ou animais de experimentacdo, encaminhar o
parecer da Comisséo de Etica ou equivalente, assinalando, no trabalho, antes das referéncias, a data de
aprovacao.

2. Pagina com resumo, abstract e resumen

« Tanto o resumo, como o abstract e o resumen devem ser seguidos do titulo do trabalho, no
respectivo idioma, e conter no maximo 400 palavras cada um, com informacGes referentes a
introducdo, metodologia, resultados e conclusdes. O texto deve ser justificado e digitado em paragrafo
Unico e espacamento simples, comecando por RESUMO. O abstract, e o resumen, devem ser traducdo
fiel do resumo. Independente da lingua em que o artigo for apresentado, devera conter o resumo em
portugués, inglés e espanhol.

. Devem conter, no maximo, cinco palavras-chave, keywords, e palabras clave que identifiquem
0 conteudo do texto.

3. A estrutura do artigo devera conter:

Introducéo: Deve ser clara, objetiva e relacionada ao problema investigado e a literatura pertinente,
bem como aos objetivos da pesquisa. A introducéo estabelece os objetivos do trabalho.

Material e Métodos: Deve oferecer informagdes de reprodutibilidade da pesquisa, de forma clara e
concisa, como varidveis, populacdo, amostra, equipamentos e métodos utilizados, inclusive os
estatisticos.

Resultados: Apresentacdo dos resultados obtidos, que devem ser descritos sem interpretacoes e
comparagOes. Podera ser sob a forma de tabelas, em folha & parte, no méximo de cinco, ordenadas
em algarismos arébicos e encabegadas pelo titulo, de acordo com as normas de apresentacgao tabular da
ABNT/WBR 6023/2000 da Associagdo Brasileira de Normas Técnicas, identificadas no texto como
Tabela; sob a forma de figuras, nos casos de graficos, fotografias, desenhos, mapas, etc., ordenadas
em algarismos arabicos, até no maximo de seis, e citadas no texto como Figura. Devem ser
identificadas em folha a parte, onde deve constar o titulo do artigo. Fotografias podem ser em preto e
branco ou coloridas, identificadas com o(s) nome(s) do(s) autor(es) no verso. No caso de desenhos
originais, a impressdo deve ser em papel adequado, de qualidade.

Discusséo: Deve ser entendida como a interpretagdo dos resultados, confrontando com a literatura
pertinente, apresentada na introducgdo. Se julgar conveniente, os resultados e a discussédo poderdo ser
apresentados conjuntamente.

Conclusdes: E a sintese final, fundamentada nos resultados e na discussao.
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Referéncias: Devem ser apresentadas de acordo com as normas Vancouver (http://www.icmje.org./).

Deverdo ser editorados em Microsoft Word for Windows, para edicdo de textos, Excel
(qualquer versdo) para gréficos, formato JPEG ou GIF (imagem) para fotografias, desenhos e mapas,
formato A4 (21,0 x 29,7 cm), em espaco duplo, mantendo margens de 2,5 cm, nas laterais, no topo e
pé de cada pagina, fonte Times New Roman, tamanho 12 e numeracdo consecutiva das paginas em
algarismos arabicos, a partir da folha de identificacdo. Deverdo também apresentar numeragao nas
linhas, reiniciando a contagem a cada nova pagina. N&o serdo fornecidas separatas. Os artigos
estardo disponiveis no formato PDF no endereco eletrénico da revista. Para as demais secdes da
revista sdo validas as normas anteriores. Ndo devem exceder a 15 paginas. Abreviaturas ndo usuais
devem ser empregadas ap0s escritas por extenso na primeira utilizagao.

ARTIGOS DE REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os artigos de revisdo bibliografica serdo publicados nas linguas portuguesa, inglesa e
espanhola, quando o autor apresentar contribuicdo cientifica, relevante na area especifica do assunto
abordado, a convite dos editores.

Deverdo conter: Titulo (portugués, inglés e espanhol), resumo com palavras-chave, abstract
com keywords e resumen com palabras claves, introducao, desenvolvimento do assunto, consideracoes
finais e referéncias. Deverdo conter no maximo 20 paginas e 60 referéncias.

RELATOS DE CASO

Nao devem ser estruturados, como os artigos. Devem apresentar o titulo em portugués, em
inglés e espanhol, resumo com palavras-chave, abstract com keywords, resumen com palabras claves e
referéncias. Devem conter no maximo cinco paginas, trés tabelas ou figuras e 15 referéncias.

COMUNICACOES CURTAS

S&o relatos contendo dados inéditos e relevantes de estudos originais, como, por exemplo,
resultados preliminares de uma pesquisa. Devem ser apresentadas com, no maximo, cinco paginas,
uma tabela e 10 referéncias. A estrutura deve respeitar as normas para relatos de caso.

REFERENCIAS E CITACOES

As referéncias devem ser humeradas consecutivamente e listadas na ordem em que sdo mencionadas
no texto. As referéncias devem ser identificadas no texto, nas tabelas e legendas com numeros
arabicos, entre parénteses, seguindo a mesma sequéncia. Os titulos das revistas devem ser abreviados
de acordo com List of Journals Indexed in Index Medicus disponivel em: http://www.nlm.nih.gov.

Exemplos

Citagdes

O material deve ser mantido em compressas embebidas em solugdo fisiologica para evitar o
ressecamento (5).

Aulisa (1) administrou heparina, por via intramuscular, em cobaias.

Udupa & Prasad (9) utilizaram osteoclasia manual do tmero sem imobilizagdo

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).

Referéncias
Indique até seis autores seguidos de et al.
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1 Artigo de revista

Andrade SF, Sakate M. Intoxicacdo por amitraz: revisdo. Vet Not. 2004;10:1-15.

Modolo JR, Stachissini AVM, Gennari SM, Dubey JP, Langoni H, Padovani CV, etal.
Freqiiéncia de anticorpos anti-Neospora caninum em soros de caprinos do estado de S&o
Paulo e sua relacdo com o0 manejo dos animais. Pesq Vet Bras. 2008;28:597-9.

2 Organizagao como autor

Association of Official Analytical Chemists. Official methods of analysis. 12nd ed. Washington;
1975.

Universidade Federal de Vigosa. SAEG: sistema de analises estatisticas e genéticas: manual do
usudrio: versao 7.1. Vigosa; 1997.

3 Livro

Modolo JR, Stachissini AVM, Castro RS, Ravazzolo AP. Planejamento de saude para o controle da
artrite-encefalite caprina. Sao Paulo: Cultura Académica; 2003.

4 Capitulo de livro

Corréa MC, Corréa CNM. Estafilococias em geral. In: Corréa MC, Corréa CNM. Enfermidades
infecciosas dos mamiferos domésticos. 22 ed. Rio de Janeiro: MEDSI, 1992. p.91-103.

Mendes AA, Saldanha ESPB. A cadeia produtiva da carne de aves no Brasil. In: Mendes AA, Naas
IA, Macari M. Producdo de frangos de corte. Campinas: FACTA, 2004. p.1-22

5 Artigos apresentados em congressos, reunides, seminarios etc

Malhado CHM, Piccinin A, Gimenez JN, Ramos AA, Gonc¢alves HC. Modelos polinomiais para
descrever a curva de postura de codornas. In: Anais do 3° Congresso Nordestino de Producdo Animal,
2004, Campina Grande. Campina Grande: Universidade Federal da Paraiba; 2004. p.1-3

6 Teses, dissertacdes e outros trabalhos académicos

Mortari AC. Avaliacdo da técnica de transposicdo do masculo semitendinoso para reparo do
diafragma pélvico: estudo experimental em cées [dissertacdo]. Botucatu: Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista; 2004.

7 Publicagdes disponiveis na Internet

Vasconcelos JLM. Endometrite subclinica em vacas leiteiras. Campinas; 2004 [cited 2004 Jan 16].
Available from: <http://www.milkpoint.com.br>.
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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. Rubi&o 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 conclusions. Text must be justified and in a single paragraph, simple spacing, beginning
with the “RESUMO”. Independent of the paper language, the abstract must be submitted in English,
Portuguese and Spanish.

o 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.
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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 from Associacao 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.
lHustrations 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 solugdo fisiologica para evitar o
ressecamento (5).

Aulisa (1) administrou heparina, por via intramuscular, em cobaias.

Udupa & Prasad (9) utilizaram osteoclasia manual do imero sem imobilizacdo
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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.

1 Journal article

Andrade SF, Sakate M. Intoxicagdo por amitraz: revisdo. Vet Not. 2004;10:1-15.

Modolo JR, Stachissini AVM, Gennari SM, Dubey JP, Langoni H, Padovani CV, et al.
Freqliéncia de anticorpos anti-Neospora caninum em soros de caprinos do estado de S&o
Paulo e sua relacdo com o0 manejo dos animais. Pesq Vet Bras. 2008;28:597-9.

2 Organization as author

Association of Official Analytical Chemists. Official methods of analysis. 12nd ed. Washington;
1975.

Universidade Federal de Vicosa. SAEG: sistema de analises estatisticas e genéticas: manual do
usudrio: versao 7.1. Vigosa; 1997.

3 Book

Modolo JR, Stachissini AVM, Castro RS, Ravazzolo AP. Planejamento de salde para o controle da
artrite-encefalite caprina. Sao Paulo: Cultura Académica; 2003.

4 Chapter in a book

Corréa MC, Corréa CNM. Estafilococias em geral. In: Corréa MC, Corréa CNM. Enfermidades
infecciosas dos mamiferos domésticos. 22 ed. Rio de Janeiro: MEDSI, 1992. p.91-103.

Mendes AA, Saldanha ESPB. A cadeia produtiva da carne de aves no Brasil. In: Mendes AA, Naas
IA, Macari M. Producdo de frangos de corte. Campinas: FACTA, 2004. p.1-22

5 Conference paper

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 Producdo Animal;
2004, Campina Grande. Campina Grande: Universidade Federal da Paraiba; 2004. p.1-3

6 Dissetation

Mortari AC. Avaliacdo da tecnica de transposicdo do musculo semitendinoso para reparo do
diafragma pélvico: estudo experimental em cées [dissertacdo]. Botucatu: Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista; 2004.

7 Eletronic material on Internet

Vasconcelos JLM. Endometrite subclinica em vacas leiteiras. Campinas; 2004 [cited 2004 Jan 16].
Available from: <http://www.milkpoint.com.br>.
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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 Portugués, 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 area. Los conceptos ademas de la imparcialidad, seran
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://lwww.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. Pdgina principal, con:

« Titulo del trabajo en portugués, inglés y en espafiol, tipo de letra Times New Roman, niimero
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 numeradas y en sobrescrito, que indicaran el cargo y la direccion 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 experimentacidn, 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 trabajo, en el idioma respectivo y contener, como maximo 400 palabras cada uno, con
informaciones referentes a la introduccion, metodologia, resultados y conclusiones. EIl texto debe
estar ajustado (justificado) y digitado 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 deberd contener el resumen en portugues,
inglés y espafiol.

« Deben contener como méaximo, cinco “palavras-chave” “keywords”, y palabras clave que
identifiquen 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 investigacion. 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. Podréa 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 Asociaciéon Brasilefia de Normas
Técnicas, ABNT, identificadas en el texto como Tabla; bajo la forma de figuras en los casos de
graficos, fotografias, dibujos, mapas, etc., ordenadas en algarimos arabicos 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 impresién debe
ser en papel adecuado, de calidad.

Discusion: 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 versién) para gréficos, 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 pagina, fuente Times New Roman, nimero 12 y numeracion consecutiva de las paginas en
nameros arabicos, a partir de la hoja de identificacion. Deveran presentar también la hnumeracién en
las lineas, recomenzando la cuenta a cada pagina nueva. llustraciones y leyendas deben ser
presentadas en hojas separadas.

No se ofrecerdn 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 contribucion 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, introduccién, desarrollo del tema, conclusion y
referencias. Deberan contener como maximo 20 paginas y 60 referencias (citas bibliogréficas).

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.
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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 bibliogréficas. La estructuracion debe respetar las normas para estudios de caso.

REFERENCIAS E CITACIONS

Numerar las referencias consecutivamente segln el orden en que se mencionen por primera vez en el
texto. En éste, en los cuadros y leyendas, las referencias se identificaran mediante nimeros arabigos
entre paréntesis. Abreviar los titulos de las revistas segin 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 solucéo fisioldgica para evitar o
ressecamento (5).

Aulisa(1l) administrou heparina, por via intramuscular, em cobaias.

Udupa & Prasad (9) utilizaram osteoclasia manual do Gmero sem imobilizacédo

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

Mencionan los seis primeros autores seguidos de la abreviatura et al.

1 Articulo de periddico

Andrade SF, Sakate M. Intoxicacdo por amitraz: revisdo. Vet Not. 2004;10:1-15.

Modolo JR, Stachissini AVM, Gennari SM, Dubey JP, Langoni H, Padovani CV, et al.
Freqiéncia de anticorpos anti-Neospora caninum em soros de caprinos do estado de Séo
Paulo e sua relagcdo com o0 manejo dos animais. Pesq Vet Bras. 2008;28:597-9.

2 Organizacién como autor

Association of Official Analytical Chemists. Official methods of analysis. 12nd ed. Washington; 1975.

Universidade Federal de Vicosa. SAEG: sistema de andlises estatisticas e genéticas: manual do
usuario: versdo 7.1. Vigosa; 1997.

3 Libro

Modolo JR, Stachissini AVM, Castro RS, Ravazzolo AP. Planejamento de salide para o controle da
artrite-encefalite caprina. Sao Paulo: Cultura Académica; 2003.

4 Capitulo en libro

Corréa MC, Corréa CNM. Estafilococias em geral. In: Corréa MC, Corréa CNM. Enfermidades
infecciosas dos mamiferos domésticos. 2% ed. Rio de Janeiro: MEDSI, 1992. p.91-103.

Mendes AA, Saldanha ESPB. A cadeia produtiva da carne de aves no Brasil. In: Mendes AA, Naas
IA, Macari M. Producgéo de frangos de corte. Campinas: FACTA, 2004. p.1-22
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5 Ponencias o conferencias en simposio, congreso, reuniones, etc .
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 Producédo Animal;
2004, Campina Grande. Campina Grande: Universidade Federal da Paraiba; 2004. p.1-3

6 Tesis
Mortari AC. Avaliagcdo da técnica de transposicdo do musculo semitendinoso para reparo do

diafragma pélvico: estudo experimental em cées [dissertacdo]. Botucatu: Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista; 2004.

7 Medios electrénicos en Internet

Vasconcelos JLM. Endometrite subclinica em vacas leiteiras. Campinas; 2004 [cited 2004 Jan 16].
Available from: <http://www.milkpoint.com.br>.
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